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RESUMO 

 
 

Este estudo teve como objetivo isolar cepas de Staphylococcus aureus de queijos 
ricota e caracterizá-las com relação a marcadores fenotípicos de atividade lipolítica, 
bacteriocinotipagem e resistotipagem. Para o isolamento, foram adquiridas 11 
amostras de queijo ricota de diferentes marcas comercializadas em supermercados 
da cidade de João Pessoa-PB. Entre as 41 cepas isoladas, 82,9% revelaram-se 
lipase positiva (Lip+) e 17,1%, lipase negativa (Lip-). Com relação à 
bacteriocinotipagem, 9,76% mostraram-se produtoras de bacteriocinas frente a uma 
cepa de Staphylococcus aureus isolada de superfícies de processamento de 
alimentos e 55% mostraram-se sensíveis a uma cepa de Staphylococcus aureus 
isolada de queijo ricota. Para resistotipagem, 87,8% das cepas apresentaram-se 
resistentes a estreptomicina, 26,59% a penicilina e 19,51% a eritromicina. Nenhuma 
das cepas foi resistente a tetraciclina. Observou-se a variabilidade entre as 
Concentrações Inibitórias Mínimas, tanto em cepas resistentes como sensíveis, 
sendo tal variabilidade mais predominante com penicilina (variação de 0,015625 a 
16 µg/mL), bem como a variabilidade entre cepas do mesmo queijo. Apenas cepas 
resistentes a eritromicina foram submetidas ao “D-teste” a fim de determinar o tipo 
de resistência, das quais todas as cepas mostraram-se com resistência indutiva. A 
partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que embora os fenótipos revelem 
uma resposta adaptativa relacionada às peculiaridades das pressões ambientais 
locais, é evidente a importância destes marcadores genéticos a fim de se distinguir 
novas linhagens de S. aureus daquelas endêmicas, bem como investigar possíveis 
impactos epidemiológicos e na segurança alimentar. 

 
 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Fenotipagem. Atividade lipolítica. 
Bacteriocinotipagem. Resistotipagem. Ricota. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



ABSTRACT 
 
 

This study aimed to isolate strains of Staphylococcus aureus in ricotta cheeses  and 
to characterize them respecting phenotypic markers of lipolytic activity, and 
bacteriocin typing and resistance typing. For isolation, were acquired 11 samples of 
different brands of ricotta cheese sold in supermarkets in João Pessoa - Paraíba. 
Among the 41 strains, 82.9% proved positive lipase (Lip+) and 17.1%, negative lipase 
(Lip-). In relation to bacteriocin typing, 9.76% showed bacteriocin producing against a 
strain of Staphylococcus aureus isolated from surfaces processing food and 55% 
were susceptible to a strain of Staphylococcus aureus isolated from ricotta cheese. 
For resistance typing, 87.8% of strains were resistant to streptomycin, 26.59% to 
penicillin and 19.51% to erythromycin. None of the strains were resistant to 
tetracycline. Variability was observed between the minimal inhibitory concentrations 
(MIC), both in resistant strains as sensitive ones, so the variability showed more 
prevalent with penicillin (ranging from 0.015625 to 16 mg / mL) and the variability 
between strains of the same cheese. Only erythromycin-resistant strains were 
subjected to "D-test" to determine the type of resistance, of which all presented 
inductive resistant. From this results obtained, can conclude that although the 
phenotypes show an adaptive answer on related to the peculiarities of local 
environmental pressures, it is clear the importance of these genetic markers to 
discern new strains of S. aureus for those endemic, as well as to investigate possible 
epidemiological impacts and on food safety. 
 

 

Keywords: Staphylococcus aureus. Phenotyping. Lipase activity. Bacteriocin typing. 
Resistance typing. Ricotta. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Os produtos lácteos tem sido frequentemente envolvidos em surtos de 

Doenças Transmitidas por Alimentos em todo o mundo. Muitos microrganismos 

patogênicos podem ser veiculados ao homem através do consumo de leite e seus 

derivados. 

O queijo ricota é um produto de grande consumo nas dietas alimentares 

devido à ausência de sal, pouca quantidade de gordura e alta digestibilidade, além 

de ser um produto fresco e com baixa quantidade de conservantes e aditivos. Por 

ser um alimento rico em nutrientes, o queijo ricota favorece o crescimento de 

diferentes microrganismos, principalmente aqueles que provocam Doenças 

Transmitidas por Alimentos, a citar Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli e Bacillus cereus.   

S. aureus é reconhecido como uma das espécies microbianas de maior 

importância clínica e para Microbiologia de Alimentos. Sua incidência em queijos é 

alta e muitas vezes tornam estes produtos impróprios para o consumo humano, 

quando as contagens apresentam-se acima do permitido pela Legislação (BORGES 

et al., 2008; BRASIL, 1996; BRASIL, 2001). 

S. aureus exerce sua patogenicidade através da ação da enzima 

coagulase, bem como através da liberação de substâncias extracelulares 

principalmente toxinas, as quais provocam doenças como Síndrome de Choque 

Tóxico (Toxic Shock Syndrome - TSS) e Intoxicação Alimentar Estafilocócica (IAE), 

sendo esta última de grande impacto para a Saúde Pública. 

Muitos métodos têm sido utilizados em linhagens bacterianas a fim de 

caracterizá-las a partir de sua tipagem fenotípica. Como exemplo destes métodos 

pode citar: fagotipagem, bacteriocinotipagem, resistotipagem, atividade lipolítica e 

auxotipagem.  

O interesse pela atividade lipolítica em S. aureus originou-se da 

correlação entre tal atividade e a patogênese, bem como de seu significado 

epidemiológico, visto que microrganismos produtores de lipase seriam mais comuns 

entre isolados de infecções profundas, enquanto que microrganismos não 

produtores desta enzima seriam mais comuns entre isolados de infecções 

superficiais. Além da patogenicidade, tem-se a preocupação com a qualidade dos 
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alimentos, pois a presença de microrganismos com atividade lipolítica neste 

substrato pode causar deterioração mais acentuada em decorrência da sua ação 

sobre os lipídeos, com subsequente acúmulo de produtos intermediários e finais que 

provocam alteração de características organolépticas, principalmente o sabor e odor. 

A bacteriocinotipagem é a técnica utilizada para detectar se a bactéria 

produz bacteriocinas (substâncias protéicas antimicrobianas sintetizadas por 

algumas cepas bacterianas) ou se apresenta sensibilidade a bacteriocinas 

produzidas por outra cepa. Quando as bactérias têm ação bacteriocinogênica, 

conseguem-se bons resultados na prevenção e/ou tratamento de infecções 

bacterianas. Por sua vez, a resistotipagem avalia a resistência bacteriana frente a 

um determinado antibiótico, além de caracterizar em nível de fenótipo e verificar 

variabilidade entre as cepas. 

No Brasil, a fenotipagem de cepas de S. aureus trata-se de um assunto 

relativamente pouco investigado, embora seja amplamente reconhecida a 

importância destas informações e das suas variações em isolados de diferentes 

origens. No estado da Paraíba já foram analisadas cepas de origem bovina 

(PEREIRA, 1992), humana hospitalar (FREITAS, 1993) e humana comunitária 

(LIMA, 2002), entretanto há uma carência de estudos de caracterização dos 

aspectos fenotípicos de cepas de S. aureus isoladas de alimentos, particularmente 

de produtos lácteos. Assim, esta pesquisa tem como objetivo isolar cepas de 

Staphylococcus aureus de vários lotes de marcas de queijo ricota comercializadas 

na cidade de João Pessoa-PB, a fim de caracterizá-las através de marcadores 

fenotípicos de ação lipolítica, bacteriocinotipagem e resistotipagem. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 QUEIJOS 

 
 

O queijo surgiu há mais de oito mil anos e atualmente existem mais de mil 

variedades em todo o mundo nas mais diferentes formas, sabores, aromas, 

produzidos por diferentes processos químicos e microbiológicos. Entre o grupo dos 

produtos lácteos, o queijo é indiscutivelmente o produto mais diversificado e instável 

em suas características e por este motivo tem grande interesse em pesquisas 

científicas (BERESFORD et al., 2001; FOX; McSWEENEY, 2004).  

 O consumo anual de queijos no Brasil é em torno de 2,3 kg per capta, 

entretanto, este número está aumentando, visto que 60% do total de leite produzido 

no país é destinado à produção queijeira, chegando a quatrocentos e cinquenta mil 

toneladas por ano. O estado que mais produz queijos no Brasil é Minas Gerais e a 

produção se concentra em pequenas e médias queijarias empregando 

aproximadamente trinta mil famílias (PERRY, 2004). 

De acordo com Perry (2004), os queijos são fontes ricas em nutrientes 

como proteínas, gorduras, carboidratos (lactose), assim como cálcio, fósforo e 

magnésio. O liquido residual da sua produção é chamado de lactosoro o qual é 

empregado na produção de iogurtes, ricotas e demais produtos lácteos. 

Falhas tanto no controle da qualidade da matéria-prima para a produção 

queijeira quanto na estocagem podem resultar em um produto de má qualidade 

provocada pela presença de microrganismos. A contaminação por microrganismos 

pode resultar em alterações físico-químicas e sensoriais no queijo, além de causar 

infecções e intoxicações nos consumidores (ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007). 

Kousta et al. (2010) evidenciam L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella spp. e 

E.coli O157:H7 como sendo os microrganismos patogênicos mais documentados em 

surtos de origem alimentar causados pelo consumo de vários tipos de queijos, 

representando assim uma ameaça à saúde humana devido ao aumento de casos e 

gravidade dos sintomas. 
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2.1.2 Queijo ricota 

 
 
O interesse pelo consumo de alimentos in natura, com quantidades 

pequenas de aditivos e conservantes e também a preferência por alimentos frescos 

e semiprocessados tem aumentado entre os consumidores. O queijo ricota, por ser 

um produto fresco, por apresentar baixo teor de gordura, ausência de sal e ser de 

fácil digestão, tornou-se um dos alimentos mais consumidos nas dietas alimentares 

(RIBEIRO et al., 2005). 

O queijo ricota originou-se na Itália e hoje já é produzido em vários 

países, onde recebe diferentes denominações, como “queijo de albumina”, visto que 

os componentes majoritários são albumina e lactoglobulina. Este queijo é elaborado 

pela acidificação do soro do queijo, obtido durante o processamento de outros 

queijos, de leite ou ambos, a partir de leite de cabra, ovelha, vaca e búfala, podendo 

ou não ter adição de leite integral depois de ser aquecido em torno de 92 °C 

(PIZZILLO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005). A acidificação é provocada pela 

adição de ácido lático ou cítrico que coagula as proteínas do soro ou a caseína 

(MODLER; EMMONS, 2001). 

Em sua composição, a ricota fresca apresenta 72% de matéria seca, onde 

8-12% são de proteínas e 3% de lactose. O pH é de aproximadamente 5,6 e possui 

elevada Atividade de água (Aw) tornando-se um substrato favorável ao crescimento 

microbiano. A vida de prateleira varia entre uma a quatro semanas, quando mantido 

em baixa temperatura (4 °C) (ALARCÓN, 2007). Maia, Ferreira e Abreu (2004) 

relatam que o queijo ricota é um produto rico em nutrientes e sais minerais, e por 

isto apresenta ótimas condições para o crescimento de microrganismos 

deteriorantes e/ou patogênicos, os quais quando presentes, comprometem o tempo 

de vida de prateleira dos alimentos bem como podem provocar intoxicação e 

toxinfecção alimentares. 

Tebaldi et al. (2008b) ao avaliar a qualidade microbiológica de três 

amostras de queijos ricota, sendo cada uma representada por quatro unidades 

experimentais de diferentes laticínios, verificaram que todas as marcas 

apresentaram bactérias da família Enterobacteriaceae acima dos padrões 

estabelecidos pela legislação durante todo o período de vida de prateleira. 
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2.2 Staphylococcus aureus 

 
 

2.2.1 Características gerais 

 

 

Staphylococcus foram descritos em 1880 em pus de abscessos cirúrgicos 

pelo médico Alexandre Ogston (SANTOS et al., 2007). Bactérias do gênero 

Staphylococcus compreendem em mais de 42 espécies registradas no banco de 

dados Taxonomy Browser (NCBI, 2009), sendo que 20 espécies estão associadas a 

infecções em humanos e animais. São Gram-positivas, de formato esférico, com 

tamanho entre 0,5 a 1,0 µm e agrupam-se em forma de “cacho” (Figura 1). São 

aeróbias e anaeróbias facultativas, e por isso apresentam metabolismo fermentativo 

e respiratório produzindo ácidos provenientes de carboidratos. A temperatura ótima 

para seu crescimento é entre 30 °C a  37 °C,  porém podem  crescer  entre  7 °C a 

48 °C. O pH ideal para seu crescimento é de 6,0 a 7,0 podendo crescer entre 4,0 a 

10,0, enquanto a Atividade de água ótima para o seu crescimento é de até 0,86 

(ALARCÓN, 2007; CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002). Crescem em meios 

de cultura com cloreto de sódio (NaCl), variando de 7% a 10%, porém algumas 

cepas crescem em até 20% de NaCl. Utilizam aminoácidos como fonte de 

nitrogênio, a tiamina e ácido nicotínico como fontes de vitaminas do complexo B, 

mas quando crescem em anaerobiose, utilizam uracil. Para a produção de 

enterotoxinas, em meio mínimo e em crescimento aeróbio, utilizam glutamato 

monossódico como fonte de carbono, nitrogênio e energia (JAY, 2005). 

O gênero se divide em dois grupos: coagulase positiva e coagulase 

negativa. As espécies coagulases positivas (Specie Coagulase Positive - SCP) são 

reconhecidas como patogênicas potencialmente sérias devido sua capacidade de 

coagulação do plasma sanguíneo. Dentre as SCP se destacam S. hycus, S. 

intermedius e principalmente S. aureus, por associarem-se mais a doenças 

estafilocócicas (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).  
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Figura 1 - Coloração de Gram de Staphylococcus aureus (MURRAY; 
ROSENTHAL; PFAUER, 2006) 

 
 

O principal hospedeiro de S. aureus é o homem, podendo se encontrar na 

garganta, faringe, glândulas mamárias, trato intestinal e urinário. Sua contaminação 

pode ser de individuo para individuo ou de individuo para o alimento. Além disso, S. 

aureus pode ter como hospedeiro alguns animais, como o gado leiteiro, trazendo 

então a problemática sobre a contaminação de leite e derivados que posteriormente 

serão consumidos pela população (LIMA, 2005). 

 
 

2.2.2 Fatores de patogenicidade 

 

 

Além da capacidade de transmitir doença pela multiplicação e 

disseminação nos tecidos, S. aureus causa doenças pela produção de substâncias 

extracelulares, destacando-se a produção de enterotoxinas. Alimentos ricos em 

carboidratos e proteínas contaminados por S. aureus são reconhecidos como 

favoráveis para a produção de enterotoxinas (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001). 

Murray, Rosenthal e Pfauer (2006) relatam que a patogenia das infecções 

provocadas por S. aureus depende da produção de proteínas de superfície que 

intervém na adesão do microrganismo aos tecidos do hospedeiro e da produção de 



20 
 

proteínas extracelulares como determinadas toxinas e enzimas hidrolíticas desta 

espécie.  

As toxinas são da família das Toxinas Pirogênicas Superantígenos 

(PTSAgs), sendo as principais a Toxina da Síndrome de Choque Tóxico (Toxic 

Shock Syndrome - TSS) e Enterotoxinas Estafilocócicas, esta última é responsável 

pela intoxicação alimentar, patogenia de grande impacto para Saúde Pública 

(BLAIOTTA et al., 2006). Uma população de 105 UFC de S. aureus/g ou mL, ou 

então, 1µg de toxina pura já é suficiente para provocar intoxicação alimentar 

(LAMAITA et al., 2005).  

As enterotoxinas estafilocócicas (Staphylococcical enterotoxin - SE) são 

proteínas extracelulares de baixo peso molecular,  hidrossolúveis, termoestáveis 

(100 °C durante 30 minutos) e possuidoras de resistência às enzimas do Sistema 

Digestório (BORGES et al., 2008). Cerca de 30-50% das cepas de S. aureus são 

produtoras de enterotoxinas. As SEs classificam-se em oito tipos (A-E, e G-I), sendo 

que a enterotoxina C se divide em 3 subtipos. Os sorotipos mais envolvidos em 

surtos de intoxicação alimentar são de SEA a SEE. A enterotoxina A é a toxina mais 

envolvida em surtos de intoxicação estafilocócica, enquanto as enterotoxinas C e D 

são particularmente as mais envolvidas em surtos relacionados ao consumo de 

produtos lácteos (MURRAY; ROSENTHAL; PFAUER, 2006).  Chokesajjawatee et al. 

(2009) afirmam que atualmente há outros tipos de sorotipos de enterotoxinas, as 

SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU, porém ainda há pouco 

conhecimento sobre seu envolvimento em surtos de intoxicação alimentar. 

Outro fator de patogenicidade são as enzimas, dentre elas: catalase, que 

tem como função inativar radicais livres e peróxidos de hidrogênio formados pelo 

sistema mieloperoxidase dentro dos fagócitos dos hospedeiros, convertendo em 

oxigênio e hidrogênio; fibrinolisina que dissolve coágulos de fibrina; 

termonucleases (TNase) que são exo e endonucleases termoestáveis com função 

de hidrolisar o DNA e o RNA das células dos hospedeiros; hialuronidase, capaz de 

degradar a matriz intercelular de mucopolissacarídeos presentes no tecido 

conjuntivo do hospedeiro por meio de hidrólise do ácido hialurônico, o qual promove 

a disseminação de Staphylococcus nas áreas próximas; coagulase que promove a 

coagulação do plasma por ativação da protrombina com posterior conversão de 

fibrinogênio em fibrina, com envolvimento da célula bacteriana protegendo-a contra 

a fagocitose e a opsonização; e por fim as lipases, que hidrolisam componentes 
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estruturais lipídicos dos tecidos pela ação da fosfolipase C fosfatidilnositol-específica 

(MURRAY; ROSENTHAL; PFAUER, 2006; SANDEL; McKILLIP, 2004; SANTOS et 

al., 2007). 

 

 

2.2.3 Contaminação alimentar 

 

 

A incidência de S. aureus é alta em quase todos os alimentos, 

principalmente aqueles de origem animal, produtos que foram manipulados, ou que 

não passaram por processamento térmico. Frequentemente, estes microrganismos 

são encontrados em pequenas quantidades, mas isto já indica um risco para a 

qualidade do alimento (JAY, 2005). Atualmente, um dos maiores problemas em 

Saúde Pública está relacionado com a segurança alimentar e para isso têm-se 

tomado medidas para controlar os riscos de contaminação de alimentos como a 

implantação do sistema de Análises de Perigos e Pontos Críticos de Controle 

(APPCC) e as Boas Práticas de Fabricação (BPF) (CHOKESAJJAWATEE et al., 

2009). 

Nos países subdesenvolvidos ocorrem mais de 1 bilhão de casos de 

diarréia aguda em crianças menores de 5 anos e, destes casos, 5 milhões chegam 

ao óbito, sendo que a principal causa é a contaminação bacteriana dos alimentos. 

Estima-se que até 100 milhões de pessoas no mundo adoecem devido a infecções e 

intoxicação provocadas por microrganismos veiculados por alimentos, visto que nos 

Estados Unidos, 12 milhões de casos são registrados anualmente, embora apenas 

10% dos casos sejam registrados devido à perda de informações (GERMANO; 

GERMANO, 2003). 

A contaminação por S. aureus está entre as principais causas de doenças 

veiculadas por alimentos (NORMANNO et al., 2007) e ocorre quando um alimento 

(laticínios, crustáceos, pratos preparados, carnes cozidas) é manipulado por um 

individuo portador, ficando exposto a temperaturas adequadas (20-40 °C) para o 

crescimento microbiano; ou então, em alimentos como salames, salsichas e queijos 

que ao passar pelo processo de fermentação inadequada torna-se propício ao 

crescimento de S. aureus (LIMA, 2005). Outra forma de contaminação é pela mastite 

estafilocócica que afeta rebanhos leiteiros, aumentando a possibilidade de 
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intoxicação alimentar pelo consumo de leite ou pelo seu uso para a fabricação de 

queijos e produtos derivados (JAY, 2005). 

Os sintomas provenientes da intoxicação por S. aureus aparecem dentro 

de quatro horas após a ingestão de um alimento contaminado, no entanto há alguns 

relatos que apontam o aparecimento dos sintomas entre uma a seis horas após a 

ingestão. Alguns dos sintomas de intoxicação são náuseas, vômitos, dores 

abdominais e diarréia, os quais geralmente desaparecem em torno de 24 a 48 horas, 

sendo sua ocorrência maior em crianças e idosos (JAY, 2005; NORMANNO et al., 

2007).  

Sandel e McKillip (2004) relatam que a maioria dos surtos que envolvem 

doenças transmitidas por alimentos é causada por S. aureus, sendo que o primeiro 

surto registrado foi por contaminação em queijo Cheddar no ano de 1884. Após 

alguns anos, em 1914, reconheceu-se S. aureus como causador de doenças em 

indivíduos devido ao consumo de leite obtido de vacas acometidas por mastite. 

Estes mesmos autores enfatizam que os surtos ocorrem devido à presença de 

enterotoxinas pré-formadas, as quais são produzidas não apenas por S. aureus, 

mas também por outros microrganismos como S. intermedius e S. hyicus. 

O queijo, mesmo sendo um alimento pouco freqüente na mesa da 

população ao comparar com outros alimentos como a carne, está envolvido em 

surtos de Doenças Transmitidas por Alimentos, as quais em sua grande maioria 

podem apresentar S. aureus como agente etiológico (GERMANO; GERMANO, 

2003).  

Borges et al. (2008) ao pesquisarem o perfil de contaminação por 

Staphylococcus sp. em uma linha de produção de queijo coalho, verificaram que 

100% das amostras de leite cru apresentaram elevada população de 

Staphylococcus sp., onde as contagens variaram de 3,3 x 104 a 1,5 x 107 UFC/mL-1 e 

especificamente para Staphylococcus coagulase-positiva, uma variação de 8,0 x 103 

a 5,0 x 106 UFC/mL-1, indicando o comprometimento deste produto para o consumo 

humano devido ao perigo da presença de enterotoxinas.  
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2.3 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA  

 
 

Uma variedade de métodos bioquímicos e moleculares vem se tornando 

ferramentas cada vez mais importantes para se estudar melhor as diferenças e 

características de cepas bacterianas de relacionamento clonal e de patogenicidade 

(BLAIOTTA et al., 2006). Exemplos destes métodos são fagotipagem, biotipagem, 

bacteriocinotipagem, resistotipagem, perfil de DNA plasmidial e cromossômico. 

Outras técnicas moleculares têm sido utilizadas em S. aureus para investigações 

epidemiológicas ou ainda para a classificação de amostras em biotipos e ecovares 

hospedeiro-específicos (FREITAS, 1993; KAPUR et al., 1995; PEREIRA, 1992), 

assim como para avaliar possíveis fontes de contaminação em alimentos (MURRAY 

et al., 1999). 

 

 

2.3.1 Atividade lipolítica 

 
 

A atividade lipolítica vem sendo estudada desde 1901 por Eykman. Esta 

atividade ocorre pelo lançamento de enzimas (lipases e fosfolipases) que clivam 

ácidos graxos do meio. A lipase de S. aureus é capaz de degradar ácido 

octadecenóico no plasma humano. Por vários anos, as lipases de S. aureus 

receberam classificações diferentes como esterases ou mesmo lipases, pelo fato de 

hidrolisarem triglicerídeos e Tween em solução aquosa. Por fim, a classificação ficou 

definida como hidrolase de éster de glicerol (EC 3.1.1.3) (GOTZ; VERHEIJ; 

ROSENSTEIN, 1998). 

As lipases estão presentes em varias plantas, animais e microrganismos, 

principalmente bactérias e fungos e seu interesse está na aplicação para a química 

orgânica e biotecnologia (indústrias de alimentos lácteos, farmacêutica, cosmética, 

de detergentes, de debiodiesel e têxtil). Exemplos de microrganismos produtores de 

lípase são S. aureus, Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, 

Burkholderia, Chromobacterium e Pseudomonas (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; 

JAEGER; EGGERT, 2002; SAXENA et al., 1999). Uma destas aplicações consiste 

na modificação de produtos alimentícios devido à produção de ésteres de ácidos 
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graxos de cadeia curta e alcoóis, que são conhecidos pelos seus compostos que 

determinam sabor e aroma (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). 

Lipases de microrganismos podem ser divididas em três classes: (i) não 

específica; (ii) região-específica e (iii) ácido graxo-específica, baseando-se pelo tipo 

de substrato. As lipases não específicas atuam aleatoriamente na molécula de 

triacilglicerol, resultando num desarranjo de glicerol e ácido graxo. Como exemplos 

de microrganismos produtores de lípases são S. aureus e S. hycus. O segundo tipo 

citado, as lipases região-especifica, também chamadas de 1-3-especificas, são 

lipases que hidrolisam somente as ligações éster primárias, ou seja, ligações do 

carbono 1 (C1) e carbono 3 (C3) do glicerol. Microrganismos produtores deste tipo 

de lípase são Bacillus sp. THL027, B. subtilis 168, Pseudomonas sp. f-B-24, P. 

aeruginosa EF2 e P. alcaligenes 24. E por fim, as lipases ácido graxo-específicas, as 

quais mostram especificidade em relação aos ácidos graxos, como por exemplo: as 

lípases de Bacillus sp., que mostram especificidade para triacilglicerois com ácidos 

graxos de cadeia longa, enquanto que lípases de Pseudomonas sp. e Aeromonas 

hydrophila preferem triacilglicerois formados por ácidos graxos de cadeia média; e,  

lipases de S. aureus 226 preferem triacilglicerois formados por ácidos graxos 

insaturados (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004).  

Conforme previamente mencionado, S. aureus produz vários tipos de 

proteínas extracelulares, sendo que estas são produzidas principalmente no final do 

crescimento exponencial. Assim, pesquisadores se interessaram em estudar quais 

eventos regulatórios estão associados à produção dessas proteínas extracelulares 

e, dessa forma descobriram cinco diferentes genes responsáveis pela produção de 

lipase no gênero Staphylococcus, sendo dois de S. aureus, dois de S. epidermidis e 

um de S. hycus. Os genes de S. aureus são denominados como geh (gene 

cromossomal encontrado em uma cepa de S. aureus PSS4) e o gene lip (gene 

isolado de S. aureus NCTC 8530) (ARVIDSON, 2000; NIKOLEIT et al., 1995; 

SMELTZER; GILL; IANDOLO, 1992).     

Duas lipases foram descritas em S. aureus, sendo que apenas uma é 

capaz de hidrolisar triglicerídeos de cadeia longa, assim como triglicerois solúveis 

em água (codificada pelo gene geh), reconhecida como lipase verdadeira. Por sua 

vez, a segunda enzima só pode hidrolisar triglicerois de cadeia curta e é referida 

como hidrolase ester glicerol de cadeia curta (codificada pelo gene lip) (ARVIDSON, 

2000). 
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A importância da atividade lipolítica em S. aureus originou-se da 

correlação entre tal atividade e a patogênese, bem como de seu significado 

epidemiológico (LACEY, 1975). Embora o preciso papel da lipase no 

desenvolvimento de infecções estafilocócicas não tenha sido bem esclarecido, 

constatou-se que o caráter Lipase positiva (Lip+) é mais comum entre os isolados de 

infecções mais profundas; enquanto que o caráter Lipase negativa (Lip-) é mais 

comum em infecções superficiais. Além disso, tem sido relatado que a lipase 

estafilocócica pode afetar a resposta imune eliminando a quimiotaxia dos 

granulócitos e reduzindo, assim, a fagocitose (SMELTZER; HART; IANDOLO, 1992). 

Outro motivo pelo qual se tem estudado a atividade lipolítica em S. aureus 

consiste na preocupação com a qualidade dos alimentos. Tebaldi et al. (2008a) 

relatam que, leites armazenados em tanques de refrigeração permanecem numa 

temperatura de 14 °C por mais de 24 h, propiciando assim a multiplicação de 

microrganismos mesófilos, como S. aureus, produtores de enzimas extracelulares 

como proteases e lipases as quais provocam a deterioração do leite.  

Pesquisas realizadas na década de 50 indicam vários métodos a serem 

realizados a fim de caracterizar linhagens quanto à produção de lipase. Dentre estes 

métodos utiliza-se a gema de ovo e/ou o Tween 80 contidos no meio de cultura. 

Essas pesquisas verificaram que o método com Tween é mais sensível ao comparar 

com o método realizado com gema de ovo, visto que apresentou características 

mais idênticas entre as linhagens (JESSEN et al., 1959). 

Sierra (1957) considerou os Tweens como substratos de grande 

vantagem para caracterização lipolítica de microrganismos. Dentre as vantagens: (i) 

provimento do ótimo contato entre células e substrato; (ii) possibilidade de uso para 

testar substratos específicos a exemplo de ácidos graxos pelo fato de sua 

composição já ser conhecida e; (iv) desenvolvimento de hidrólises, evitando dessa 

forma o uso de corantes tóxicos. 

Shelley, Deeth e Macrae (1987) afirmam que o meio Agar com emulsão 

de gema de ovo ou lecitina não detectam a atividade lipolítica especificamente, pois 

sua degradação pode acontecer pela fosfolipases e/ou lípases. Ademais os autores 

relataram uma dificuldade na interpretação dos resultados, pois as reações de 

lecitina no Agar envolvem fosfolipase C (zonas opacas) e fosfolipase A (zonas 

claras) e isto não indica precisamente a presença de lipase. Por outro lado, a 

degradação em Tween 80 é específica para atividade lipolítica. Lipólise de Tween 80 
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é caracterizada pelo aparecimento de uma zona opaca devido à precipitação da 

liberação de ácidos graxos que combinam com cálcio para formar sal (Figura 2) 

(NOSTRO et al., 2001). 

 

 

 
Figura 2 - Demonstração  da  atividade  lipolítica  utilizando  
Tween 80 como substrato. (a) cepa sem atividade lipolítica; (b), (c) 
e (d) cepas com atividade lipolítica (GUPTA; UPADHYAY; 
SHRIVASTAVA, 2011) 

 

 

Outro método muito utilizado é a adição de tributirina ao Agar. A tributirina 

é um substrato conveniente, pois se incorpora facilmente ao Agar e quando ocorre 

hidrólise permite fácil visualização. Este método não tem sido indicado para detectar 

microrganismos produtores de lipase isolados de produtos lácteos devido à baixa 

correlação entre a atividade da tributirinase e a hidrólise de lipídeos (SHELLEY; 

DEETH; MACRAE, 1987). 

Hasan, Shah e Hameed (2009) relatam que além das características do 

meio de cultura (disponibilidade de fontes de carbono e nitrogênio e a presença de 

ativadores, estimulantes e inibidores) exercer influência sobre a síntese lipolítica em 

microrganismos, outras condições também podem influenciar como a temperatura 



27 
 

de incubação; o pH e o inóculo. Já para Shelley, Deeth e Macrae (1987), três fatores 

devem funcionar simultaneamente: (i) o microrganismo precisa crescer, (ii) o 

microrganismo tem que produzir e liberar lipase nas condições de cultivo existentes 

e, (iii) o método de detecção deve ser suficientemente sensível.   

 

 

2.3.2 Atividade bacteriocinogênica e sensibilidade à bacteriocina 

 

 

Como anteriormente mencionado, os consumidores vem buscando 

alimentos naturais, frescos, minimamente processados, com boa palatabilidade e 

altamente seguro, de modo que para alcançar todas estas exigências, os produtos 

nem sempre passam pelos métodos de tratamentos convencionais para 

conservação, optando assim por tratamentos alternativos, como por exemplo, os 

antibióticos naturais, dentre eles, as bacteriocinas (SOBRINO-LÓPEZ; MARTIN-

BELLOSO, 2008). A ação inibitória das bactérias faz-se útil na prevenção e/ou 

tratamento de infecções bacterianas, podendo complementar ou substituir 

compostos antimicrobianos clássicos (NACIMENTO et al., 2006).  

Bacteriocinas são proteínas produzidas por peptídeos antimicrobianos, 

sintetizados nos ribossomos da célula bacteriana. Podem ser codificadas por genes 

encontrados nos cromossomos, mas a maioria parece ser mediada por transposon 

ou plasmídeo, onde as características de seus genes parecem estar associadas em 

estruturas multigênicas semelhantes ao operon. Além disso, há algumas diferenças 

destas bacteriocinas ao compará-las com as características das colicinas, visto que 

o seu espectro de atividade não está limitado a microrganismo da mesma espécie 

ou de espécies relacionadas (JACK; TAGG; RAY, 1995). 

Geralmente são classificadas de acordo com as diferenças de suas 

moléculas, e são divididas em até quatro classes, embora nem todas tenham sido 

bem elucidadas. As mais estudadas são as Classes I e II. A Classe I são moléculas 

de 19 a 50 peptídeos ou mais e são caracterizadas por conter aminoácidos não 

usuais. A Classe II consiste em peptídeos pequenos, de alta estabilidade e não 

modificados. Entretanto, há poucos registros sobre as Classes III e IV, de modo que 

tem se estabelecido que as bacteriocinas da Classe III são termolábeis e a Classe IV 

são aquelas que formam complexos de grandes dimensões com outras 
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macromoléculas (CLEVELAND et al., 2001). Nascimento et al. (2006) afirmam que 

as aureucinas são bacteriocinas típicas da Classe II.  

Gratia (1925) foi o pioneiro a estudar a atividade bacteriocinogênica, 

quando demonstrou o efeito inibidor de Escherichia coli V (CA7) no crescimento de 

E. coli (CA81), sendo denominada então de “colicina” por Fredericq (1948). Tempos 

depois, verificou-se que esta é uma característica relativa ao universo bacteriano, 

pois, tal atividade é característica de várias espécies conhecidas. Desta forma, a 

denominação pôde ser baseada no gênero das cepas produtoras, como por 

exemplo, “rizobiocina” de Rhizobium spp. (VINCENT, 1977), ou então baseada na 

espécie, como, por exemplo: “mutacina” de Streptococcus mutans (HAMADA; 

OOSHINA, 1975). Alguns pesquisadores sugeriram que a nomenclatura continuasse 

a ser “colicina” para a bacteriocina produzida por E. coli, por ser mais estudada e 

caracterizada ou reservando-se a denominação mais geral de “bacteriocina” (Bac) 

para as substâncias com atuação semelhante à produzida por E. coli. Assim, 

Reeves (1972) propôs que à medida que tais bacteriocinas fossem mais estudadas, 

sua denominação partiria do segundo critério, isto é, do nome especifico.  

Desde a década de 70, estudos epidemiológicos recebem uma 

importância através de esquemas de tipagem com base na produção de 

bacteriocinas e na sensibilidade a estas substâncias (TAGG; DAJANI; 

WANNAMAKER, 1976). Nos últimos anos, técnicas moleculares têm avançado em 

novas ferramentas para estudos sobre o potencial bacteriocinogênico, e a 

capacidade de proliferação e inibição de microrganismos indesejáveis ou mesmo 

sobre resposta a fatores de stress em ecossistemas de alimentos (GÁLVEZ et al., 

2007).  

Sabe-se que a maioria das bacteriocinas é transportada para o meio 

extracelular pelo sistema ABC (sistema transportador). Este sistema possui uma 

cadeia de aminoácidos N-terminal que exerce atividade proteolítica, clivando a dupla 

glicina com simultânea ativação da bacteriocina que, por sua vez, inibe a célula-alvo 

através da formação de poros na membrana, esgotando seu potencial 

transmembrânico e/ou seu gradiente do pH, resultando desta forma na perda de 

material celular. Além deste mecanismo, estudos indicam que partículas hidrofóbicas 

das bacteriocinas com cargas positivas se ligam aos grupos fosfato de cargas 

negativas presentes na membrana da célula-alvo, favorecendo assim a formação de 

poros (CLEVELAND et al., 2001). 
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Uma das bactérias mais conhecidas como produtoras de bacteriocinas são 

as bactérias ácido láticas. Bacteriocinas destas bactérias podem ser antagônicas a 

inúmeros agentes patogênicos veiculados por alimentos, tais como S. aureus, 

Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum. Atualmente, a nisina é a única 

bacteriocina aceita como conservante de alimentos, já sendo permitido seu uso em 

mais de 45 países (ASLIM et al. 2005; RILEY; WERTZ, 2002). 

Muito tem se pesquisado sobre bacteriocinas produzidas por bactérias 

láticas, entretanto, pesquisas com bactérias Gram positivas vem sendo 

evidenciadas. No Brasil, Netz et al. (2001) identificaram bacteriocina produzida por 

S. aureus (A70) isolado de leite comercial, a qual foi denominada A70, que 

demonstrou atividade contra bactérias Gram positivas, incluindo Listeria 

monocytogenes. Este mesmo grupo de pesquisadores identificou outra aureucina, a 

A53, produzida por S. aureus (A53) isolado de leite pasteurizado, a qual demonstrou 

atividade bactericida também frente a cepas de L. monocytogenes e de S. aureus 

envolvidas em mastite bovina (NETZ, 2002).  

Ainda em relação aos estudos citados acima, os pesquisadores 

verificaram que o determinante genético para a produção tanto da aureucina A53 

como da aureucina A70 está localizado num único plasmídeo (pRJ9 para A53 e 

pRJ6 para A70) encontrado em cada microrganismo produtor. 

 

 

2.3.3 Resistência bacteriana a antibióticos 

 

 

Os antibióticos são usados há mais de cinquenta anos pela medicina 

humana e veterinária, pela indústria e agricultura para preservação de alimentos e 

para suplementação de rações, sendo também utilizados para ambiente hospitalar e 

doméstico a fim de minimizar e/ou tratar infecções e intoxicações. O uso destes 

antibióticos de forma repetitiva e, às vezes inadequada, vem provocando a seleção 

de microrganismos que por meio de vários mecanismos tornam-se resistentes. Além 

disso, os antibióticos provocam efeitos sobre a microbiota normal dos organismos 

podendo também provocar problemas de saúde como reações alérgicas (pelo uso 

da penicilina), lesões da medula óssea (pelo cloranfenicol), distúrbios ósseos e 
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odontológicos em crianças (pela tetraciclina), entre outros (AZEVEDO, 2008; 

FREITAS et al., 2004; GERMANO; GERMANO, 2003; OLIVEIRA et al.. 2006).  

Na década de 40, com o surgimento da penicilina e seu uso clínico 

ocorreu uma diminuição dos casos de infecção. No entanto, poucos anos depois já 

foram detectadas cepas de S. aureus resistentes. Logo, nos anos 60 a meticilina foi 

descoberta. Esta droga é do grupo das penicilinas e foi a primeira droga das 

penicilinas semi-sintéticas a ser utilizada para fins clínicos, porém nos anos 70 

verificou-se que algumas cepas de S. aureus apresentavam-se resistentes a esta 

droga e a outras drogas betalactâmicas. Essas cepas foram denominadas como 

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Já a vancomicina foi 

descoberta em 1956, mas teve pouco uso por causa da ótima eficácia da meticilina e 

de outros agentes antiestafilococos como cefalosporina, tetraciclina e eritromicina A. 

Da mesma forma, cepas criaram resistência também sobre a vancomicina, 

registrada no ano de 1997 no Japão. Estas cepas foram denominadas como 

Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina (VRSA) (AFONSO, 2006; 

SANTOS et al., 2007; SILVEIRA et al., 2006). 

A resistência bacteriana ocorre por mutações ou por marcadores, os 

quais permitem que este fenótipo seja transferível para outros microrganismos por 

meio de conjugação, transdução e transformação (TAVARES, 2000). Há três tipos 

de mecanismos de resistência: um deles é pelo bombeamento do fármaco para o 

meio extracelular, conhecido como o mecanismo de “bomba de efluxo”, onde o 

fármaco é lançado para fora da célula antes que ele atinja o meio intracelular; outro 

é pelo mecanismo de inativação do fármaco, quando sua estrutura é alterada, 

geralmente ocasionado por ação enzimática, e por último, o mecanismo de 

modificação da enzima ou estrutura-alvo, quando a bactéria resistente “reprograma” 

o alvo onde o antibiótico agiria. Desta forma, a biossíntese bacteriana não é afetada, 

apenas a ação do antibiótico (AFONSO, 2008). 

Ademais, a resistência bacteriana pode ser classificada em dois tipos: (i) 

natural ou intrínseca, típica da espécie, sendo transmitida verticalmente para as 

células-filhas, de caráter hereditário; e (ii) adquirida, surgindo de maneira 

espontânea, por seleção ou por transferência de genes. Estes genes podem estar 

no cromossomo ou em partículas extracromossomais, como por exemplo, os 

plasmídeos e transposons (AFONSO, 2008; KONEMAN, 2008). 
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A forma mais comum de resistência a macrolídeos em S. aureus é 

causada pela metilação de um resíduo de adenina no rRNA, o que diminui a 

afinidade entre o antibiótico e o ribossomo. A síntese da enzima de metilação 

(metilase) é induzida por concentrações sub-inibitórias de eritromicina ou 

oleandomicina, tornando a linhagem resistente não só ao indutor, mas também a 

vários antibióticos macrolídeos, às lincomicinas e às estreptogaminas B (MLS). 

Também, em várias linhagens a expressão da metilase é constitutiva, independente 

da presença de eritromicina, levando a resistência a todos os antibióticos 

macrolídeos (DORNBUSCH; DAHLSTRON, 1973; DUBNAU, 1984).  

As cepas que possuem o gene erm induzível (gene codificador deste 

fenótipo) são resistentes ao indutor e permanecem sensíveis aos macrolideos não 

indutores e lincosamidas. A eritromicina em baixos níveis é indutora do fenótipo MLS 

induzível, que é a base do D-teste (NCCLS, 2005; WEISBLUM; DEMOHN, 1969), 

ilustrado na Figura 3, a qual se observa o efeito da eritromicina reduzindo o halo de 

sensibilidade à clindamicina, resultando na formação de um halo com forma da letra 

“D”. 

 

 

 
Figura 3 - Representação do D-teste (AMORIM et al., 
2009) 
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A resistência bacteriana aos antibióticos envolve vários mecanismos. O 

principal é provocado pela transferência de genes das bactérias para humanos ou 

para outros microrganismos, sendo o alimento uma das vias utilizadas. Isto acontece 

quando há, no alimento, bactérias portadoras de genes codificadores de resistência. 

Ao ingerir o alimento, e este ao chegar ao trato gastrointestinal, estas bactérias 

passam seus genes para outras bactérias da mesma espécie ou até de espécies 

diferentes, relacionadas ou não à patogenicidade. Um dos gêneros que se destacam 

na aquisição desta resistência é o gênero Staphylococcus, cujas espécies 

representam grande perigo para a saúde humana. Mas ainda, o perigo maior está 

naquelas cepas multirresistentes, ou seja, cepas que resistem a vários antibióticos 

(OLIVEIRA et al., 2006; RAPINI et al., 2004; SIMEONI et al., 2008).  

A resistência microbiana a antibióticos é um dos maiores problemas da 

Saúde Pública em todo o mundo, pois a circulação destas cepas resistentes está em 

todo o ambiente, principalmente na água e nos alimentos. Para verificar a 

resistência/sensibilidade utiliza-se antibiograma (resistotipagem), que é um teste 

realizado em laboratório muito importante para a terapêutica clínica e para o controle 

rápido de infecções em surtos epidemiológicos. Além disso, usa-se o antibiograma a 

fim de caracterizar o fenótipo destes microrganismos e para complementar os dados 

fenotípicos obtidos pela resistotipagem, faz-se útil o uso de técnicas moleculares 

como PCR, hibridação com sondas de DNA e RNA, análise por proteínas de 

restrição, as quais servem para identificar precisamente genes de resistência (LIMA, 

2002; NORMANNO et al., 2007).  

A importância da resistotipagem tem sido ressaltada, inclusive com 

drogas sem uso terapêutico, como por exemplo, sais de metais pesados, ou drogas 

já de baixo valor terapêutico, como antibióticos clássicos, mas cujas resistências são 

importantes marcadores genéticos e epidemiológicos, a fim de se distinguir novas 

linhagens de S. aureus, daquelas endêmicas, bem como para um melhor 

entendimento da evolução da resistência a drogas em um ambiente particular 

(GILLESPIE et al., 1990; PEREIRA; SIQUEIRA-JUNIOR, 1995). 
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3 METODOLOGIA 
 

 

3.1 DELINEAMENTO AMOSTRAL 

 

  

Foi realizado um levantamento prévio sobre quais marcas de queijos 

ricota eram comercializadas em 10 supermercados situados na cidade de João 

Pessoa-PB durante o mês de agosto de 2009. Após o levantamento, foi estabelecido 

que o período de coleta das amostras e o isolamento das cepas seriam realizados 

nos meses de outubro a novembro do mesmo ano.  

Então, no período estabelecido para os procedimentos, foram adquiridas 

11 amostras de 07 marcas de queijos ricota comercializadas em 04 supermercados 

da cidade de João Pessoa-PB As marcas foram codificadas de A-G, sendo que duas 

amostras das marcas A e C e três amostras da marca B eram de lotes diferentes. 

Cada amostra foi representada por uma unidade de 200g a 500g do queijo. Após a 

coleta, as amostras foram acondicionadas e transportadas em recipiente isotérmico 

e encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia de Alimentos no Centro de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba. 

 

 

3.2 ISOLAMENTO DE S. aureus EM QUEIJOS RICOTA 

 

 

O isolamento de Staphylococcus aureus foi realizado de acordo com 

Bennett et al. (1986), Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995) e 

Downes e Ito (2001). Inicialmente, realizou-se a homogeneização de cada amostra 

(porção de 25 g) em água peptonada 0,1% esterilizada (225 mL) utilizando 

homogenizador de amostras tipo Stomacher. Em seguida, foram preparadas 

diluições seriadas (10-1-10-4) das amostras utilizando água peptonada 0,1% 

esterilizada. Fez-se o plaqueamento das diluições seriadas em Agar Baird-Parker 

(Difco), adicionado de emulsão de gema de ovo e telurito de potássio (meio seletivo 

e diferencial para Staphylococcus), sendo as placas incubadas em estufa a 37 °C 

por 18 a 24 horas. Colônias características foram selecionadas (colônias circulares, 
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pretas, pequenas, lisas, convexas, com bordas perfeitas, apresentando massa de 

células esbranquiçada nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou halo 

transparente se estendendo para além da zona opaca). 

Após a seleção das cepas características, cada colônia foi isolada em 

Agar Brain Heart Infusion (BHI, Difco), sendo em seguida submetidas a testes 

confirmatórios por meio de provas morfológicas (coloração de Gram) e bioquímicas 

(testes de catalase, termonuclease, coagulase e fermentação de manitol). As cepas 

selecionadas foram estocadas sob refrigeração (7 °C) em tubos de ensaio contendo 

Blood Agar Base (BAB, Difco) inclinado. Ao fim desta etapa, obteve-se um total de 

41 cepas de S. aureus conforme demonstrado na Tabela 1. 

 

 
Tabela 1: Relação das amostras de queijos ricota com suas respectivas marcas e codificação das 
cepas isoladas 

Queijos Marcas Cepas isoladas 
QR1 A QR1-1 

QR2 B QR2-1, QR2-2, QR2-4, 
QR2-5, QR2-6, QR2-7 

QR3 C QR3-3, QR3-4, QR3-5, QR3-7 

QR4 D Ausência de S. aureus 

QR5 E Ausência de S. aureus 

QR6 B QR6-1, QR6-2, QR6-4, 
QR6-5, QR6-6, QR6-7, 
QR6-8, QR6-9, QR6-10 

QR7 F QR7-1, QR7-2, QR7-3, 
QR7-4, QR7-5, QR7-8 

QR8 G QR8-3, QR8-5, QR8-6, 
QR8-7, QR8-8, QR8-9, 
QR8-10 

QR9 A Ausência de S. aureus 

QR10 B QR10-1, QR10-2, QR10-3, 
QR10-4, QR10-6, QR10-7, 
QR10-9, QR10-10 

QR11 C Ausência de S. aureus 
QR: queijo ricota 
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3.3 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA 

 
 

3.3.1 Atividade lipolítica 

 
 

As cepas ensaiadas foram inicialmente semeadas em caldo BHI e 

incubadas a 37 °C por 24 horas.  Após  o  crescimento  bacteriano, um alíquota  

(100 µL) da cultura do microrganismo foi semeada em Agar Tween-cálcio e 

incubadas a 37 °C por 48 horas.  

Para a verificação da atividade lipolítica das cepas foi utilizado o Agar 

Tweem-cálcio (SIERRA, 1957 - peptona, 10g/L; cloreto de sódio, 5 g/L; cloreto de 

cálcio, 0,1 g/L; Agar, 15g/L; Tweem 80, 10ml/L; autoclavado separadamente e 

adicionado ao meio a 45 °C, com rigorosa agitação; pH 7,4). O Tweem 80 é um 

éster do ácido oléico, substrato para lípase, o qual quando hidrolisado pela lípase 

forma uma halo visível (constituído de cristais de sal de cálcio do ácido graxo 

liberado por lipólise) ao redor de colônias com atividade lipolítica. A leitura foi 

efetuada considerando um halo constituído de cristais de sabão de cálcio ao redor 

do crescimento. 

 

 

3.3.2 Ensaio da atividade bacteriocinogênica 

 
 

O método utilizado foi baseado no clássico descrito por Fredericq (1957), que 

envolve o cultivo seqüencial, numa mesma placa, da cepa produtora e de uma cepa 

indicadora sensível a bacteriocina. Foi utilizado meio de cultura tamponado - 

Buffered Peptone Water (BPW, Difco) - a fim de evitar eventuais resultados falsos 

positivos devido à produção de ácidos orgânicos. 

Suspensão de 18-24 h da cepa bacteriocinogênica (ou a ser avaliada como 

tal) foi inoculada como um inoculo circular (1 cm de diâmetro) em placa contendo 

BPW solidificado com Agar 1,5%. Após incubação a 37 °C, por 24 horas, as 

bactérias foram mortas por exposição a vapor de clorofórmio durante 30 minutos. A 

seguir, 0,1 mL de uma suspensão de 18-24 horas da cepa indicadora (ou a ser 
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avaliada como sensível) foi adicionado a 3 mL de meio semi-sólido (BPW com Agar 

0,75%) e vertido sobre as placas. Após incubação a 37 °C, por 24 horas, a atividade 

bacteriocinogênica foi indicada por uma zona de inibição da cepa indicadora ao 

redor de cada inoculo. 

 

 

3.3.3 Resistotipagem 

 
 

3.3.3.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 
 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi feita de 

acordo com as recomendações do National Committee for Clinical Laboratory 

Standards (NCCLS, 2003). Este método tem como finalidade verificar se as cepas a 

serem pesquisadas possuem resistência ou sensibilidade aos antibióticos testados e 

também verificar sua variabilidade entre isolados do mesmo queijo. Foram utilizados 

os antibióticos eritromicina, penicilina G, estreptomicina e tetraciclina, os quais são 

considerados clássicos por Watts e Salmon (1997). 

Placas de Petri descartáveis contendo BAB foram preparadas com 

concentrações dobradas e crescentes, numa escala de 256 a 0,015625 µg/mL-1 para 

cada antibiótico. Logo após, suspensões de 18-24 h das cepas em caldo BHI foram 

semeadas com multi-alça (17 inóculos por placa, sendo dois destes o controle 

positivo e outro o controle negativo). Posteriormente, as placas foram incubadas em 

estufa com temperatura em torno de 37 °C, por um período de 18-24 h.  

Considerou-se como CIM a concentração do antibiótico (µg/mL) que inibiu 

totalmente o crescimento das cepas testadas e a partir dos valores de CIM, as cepas 

foram classificadas como resistente (R) ou sensível (S) de acordo com critérios 

apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Classificação das cepas de S. aureus quanto aos valores de CIM 

Antibióticos CIM (µg/mL) Referência 
Eritromicina  S ≤ 0,5; R ≥ 8 NCCLS, 2003 
Estreptomicina R ≥ 16 GILLESPIE et al., 1990 
Penicilina S ≤ 0,125 NCCLS, 2003 
Tetraciclina S ≤ 4; R ≥ 16 NCCLS, 2003 
 

 

3.3.3.2. Detecção do tipo de resistência a antibióticos macrolídeos pelo método de 

Weisblun e Demohn (1969) 

 

 

 As cepas que se revelaram resistentes a eritromicina foram ensaiadas 

com o objetivo de verificar o tipo de resistência apresentada (indutiva ou 

constitutiva). Para cada cepa foi utilizada uma placa contendo 20 mL de Agar Muller 

Hinton (Difco) preparada no dia anterior. Para o preparo do inoculo, 4 a 5 colônias 

foram transferidas para 0,5 mL de BHI e inoculadas por 24 horas a 37 °C. O 

crescimento bacteriano resultante foi diluído a 10-2 em solução salina (0,85% NaCl) 

esterilizada e semeada com swab. Em seguida, foi feito a aplicação dos discos de 

eritromicina (15 µg, Laborclin), clindamicina (2 µg, Laborclin). e lincomicina (2 µg, 

Laborclin). Os discos foram colocados um ao lado do outro, sendo que o disco de 

eritromicina foi colocado entre os outros dois discos, mantendo-se entre eles a 

distancia de 1 cm. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. 

A resistência foi caracterizada como indutiva quando ocorria uma 

diminuição do raio do halo de inibição de lincomicina e/ou clindamicina ao lado em 

que ficava próximo ao eixo da eritromicina (halo em “D”), e como resistência 

constitutiva, quando não ocorria a formação do halo em “D” 
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RESUMO 

 

O queijo ricota por ser um alimento rico em nutrientes e possuir elevada 

atividade de água caracteriza-se como um substrato com condições satisfatórias 

para o crescimento de microrganismos patogênicos, incluindo Staphylococcus 

aureus.  S. aureus tem revelado de grande importância para Saúde Pública, devido 

sua patogenicidade provocada pela ação de toxinas e enzimas extracelulares, como, 

a lipase. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade lipolítica de cepas 

de S. aureus isoladas de queijos ricota da cidade de João Pessoa-PB, Brasil. De um 

total de 41 cepas testadas, verificou que 34 (82,9%) mostraram-se lipase positivas, 

revelando a sua importância na deterioração dos alimentos, em soma ao seu 

potencial de atuação como agente patogênico quando considerado a participação da 

enzima lipase no estabelecimento da virulência das cepas do microrganismo.   

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, lípase, virulência, ricota 
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INTRODUÇÃO 

 

O queijo ricota tornou-se um dos alimentos mais consumidos nas dietas 

alimentares devido ao seu baixo teor de gordura, ausência de sal e fácil digestão 

(17). Por ser um alimento rico em nutrientes e possuir elevada atividade de água 

caracteriza-se como um substrato com ótimas condições para o crescimento de 

microrganismos deteriorantes e/ou patogênicos, os quais quando presentes podem 

comprometer o seu tempo de vida de prateleira, bem como atuarem como 

causadores de Doenças Transmitidas por Alimentos (10). 

A incidência de Staphylococcus aureus em alimentos é alta, principalmente 

em alimentos de origem animal que foram manipulados ou então naqueles que não 

passaram por processamento térmico. Frequentemente, estes microrganismos são 

encontrados em pequenas quantidades, o que já indica um risco para a qualidade do 

alimento (7). S. aureus tem sido reconhecido como agente etiológico da maioria dos 

casos de surtos de doenças de origem microbiana transmitidas por alimentos, 

tornando-se assim um dos microrganismos de maior interesse para a segurança 

microbiológica de alimentos (3, 18). 

A patogenia das infecções provocadas por S. aureus depende, 

principalmente, da produção de proteínas de superfície que agem na adesão do 

microrganismo aos tecidos do hospedeiro e da produção de proteínas extracelulares 

(6), dentre as quais podem ser citadas as enzimas catalase, termonuclease, 

coagulase e lípase. A enzima lípase hidrolisa componentes estruturais lipídicos dos 

tecidos pela ação da fosfolipase C fosfatidilnositol-específica (18, 11, 19). 

O interesse pela atividade lipolítica em S. aureus originou-se da correlação 

entre tal atividade e a patogênese, bem como de seu significado epidemiológico (8). 
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A atividade lipolítica em S. aureus é devida a atividade do gene geh (de glicerol ester 

hidrolase), o qual pode ser negativamente regulado por conversão fágica (9). 

Embora o preciso papel da lipase no desenvolvimento de infecções estafilocócicas 

não tenha sido bem esclarecido, foi constatado que o carater Lip+ seria mais comum 

entre os isolados de infecções profundas, enquanto que o Lip- seria mais comum 

entre os isolados de infecções superficiais. Além disso, a lipase estafilocócica pode 

afetar a resposta imune eliminando a quimiotaxia dos granulócitos reduzindo, assim, 

a fagocitose (21).  

Além da patogenicidade, tem-se a preocupação da influência da lípase sobre 

a qualidade dos alimentos, quando considerado que a presença de microrganismos 

com atividade lipolítica pode provocar uma deterioração mais acentuada devido a 

sua ação sobre os lipídeos, com subseqüente acúmulo de produtos intermediários e 

finais que provocam alteração nas características organolépticas, particularmente no 

sabor e odor dos alimentos (2, 16, 22). 

Considerando estes aspectos, o presente estudo teve como objetivo 

caracterizar cepas de S. aureus isoladas de queijos ricota comercializados na cidade 

de João Pessoa (Paraíba, Brasil) quanto a sua atividade lipolítica. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostras de queijo ricota 

Onze amostras de queijo ricota de diferentes marcas comercializadas na 

cidade de João Pessoa (Paraíba, Brasil) foram coletadas no período de outubro a 

novembro de 2009. Após a coleta, as amostras foram codificadas e transportadas ao 

laboratório em recipiente isotérmico, sendo mantidas em temperatura de 
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refrigeração (7 °C) até o início dos procedimentos relacionados ao isolamento das 

cepas de S. aureus.  

 

Isolamento de cepas de S. aureus 

A metodologia empregada para o isolamento de S. aureus a partir das 

amostras de queijo foi a descrita por (4) e (15), que consistiu em: enriquecimento 

seletivo das amostras (25 g) em caldo Infusão Cérebro Coração (225 mL) 

adicionado de NaCl (75 g/1000 mL) por 24 horas; preparação de diluições seriadas 

(10-1 – 10-4) do líquido do enriquecimento em água peptonada (10 g/1000 mL) estéril; 

plaqueamento (alíquota de 100 µL) das diluições seriadas em Agar Baird-Parker 

adicionado de telurito de  potássio  (10 g/1000mL)  e  emulsão  de  gema  de  ovo 

(50 mL/1000 mL); isolamento das colônias típicas em tubos inclinados contendo 

ágar nutriente. Em seguida, as cepas isoladas foram submetidas aos testes de 

identificação através de provas bioquímicas (coloração de Gram, atividade de 

catalase, reação de coagulase, testes de produção de termonuclease, fermentação 

do manitol e  fermentação  de  glicose).  As  cepas  confirmadas  como  S. aureus 

(41 cepas) foram mantidas sob refrigeração (7 °C) em tubos de ensaio contendo 

ágar nutriente inclinado.    

 

Atividade Lipolítica 

Para a verificação da atividade lipolítica das cepas teste foi utilizada a 

metodologia descrita por Sierra (20). Para tal, foi realizado inicialmente um 

rejuvenescimento das cepas através da inoculação em caldo infusão cérebro 

coração por 24 horas a 35 °C. Em seguida, um alíquota (100 µL) da cultura do 

microrganismo foi inoculada (plaqueamento em superfície) em placas de Petri 
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esterilizadas contendo ágar Tweem-cálcio (10g/L; cloreto de sódio, 5 g/L; cloreto de 

cálcio, 0,1 g/L; ágar, 15g/L; Tweem 80, 10mL/L) por 48 horas a 35 °C. Após o 

período de incubação, foram consideradas como cepas produtoras de lipase àquelas 

que apresentaram um halo constituído de cristais de sabão de cálcio em volta de 

suas colônias, decorrente da ação da lípase sobre o Tween 80 (éster de ácido 

oléico). Os resultados foram expressos como percentual de cepas produtoras de 

lipase (Lip+) e de cepas não produtoras de lípase (Lip-).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Das cepas isoladas da amostras de queijo ricota incluídas neste estudo, 

82,9% (34 cepas) se revelaram lipase positivas (Lip+), e 17,1% (07 cepas) se 

revelaram lipase negativa (Lip-). Tebaldi et al. (22) detectaram que 100% das cepas 

de S. aureus isoladas de amostras de leite bovino mostraram-se produtoras de 

lípase. De outra forma, Drosino et al. (5) não encontraram atividade lipolítica em 

cepas de Staphylococcus isoladas de amostras de salsichas fermentadas. 

Alguns pesquisadores reportaram que cepas de S. aureus isoladas de 

bovinos, em contraste com humanas, não apresentam o caráter Lip+ (13, 12). 

Estudos prévios encontraram alta prevalência do caráter Lip– em cepas de S. aureus 

isoladas de bovinos no Brasil, principalmente naquelas isoladas de fossas nasais e, 

em menor magnitude naquelas oriundas de úbere (1, 14). De outra forma, em cepas 

de S. aureus isoladas de humano em ambiente hospitalar tem sido detectado alta 

prevalência de amostras Lip+, principalmente naquelas isoladas de ferida cirúrgica 

(6). 
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Considerando-se o incipiente número de estudos que abordem a avaliação da 

atividade lipolítica de cepas de S. aureus isoladas de alimentos, e mesmo 

reconhecendo-se que a deterioração dos alimentos é provocada, principalmente, por 

enzimas de microrganismos psicrófilos, os resultados encontrados no presente 

estudo tornam-se relevantes por revelar destacável atividade lipolítica das cepas de 

S. aureus isoladas de queijo ricota, evidenciando sua possível atuação na 

deterioração de alimentos, bem como seu potencial de atuar como agente causador 

de doenças quando considerado a participação da enzima lípase no 

estabelecimento da virulência das cepas do microrganismo.   
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Abstract:  

This study was carried out with the aim of assessing the production of bacteriocin-like 

substance by S. pseudintermedius and evaluating its efficacy in inhibiting the growth 

of S. aureus strains isolated from foods and food processing environments. The ten 

assayed strains of S. aureus isolated from foods were sensitive to the bacteriocin 
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produced by S. pseudintermedius S28 revealing growth inhibition zones with 

diameter in a range of 14 – 23 mm. Two out of the three tested strains of S. aureus 

isolated from food processing plants were sensitive to the bacteriocin showing growth 

inhibition zones with diameter in a range of 17 – 23 mm.  From these results, S. 

pseudintermedius S28 could be known as an interesting producer of like-bacteriocin 

substance capable of strongly inhibiting strains of S. aureus. 

      

Keywords: Staphylococcus pseudintermedius, bacteriocins, Staphylococcus aureus, 

food preservation.   

 

1. Introduction 

Bacteriocins are ribossomally synthesized antimicrobial peptides produced by 

some bacteria. In contrast to Gram negative bacteria, bacteriocins from Gram 

positive bacteria present a wide spectrum of inhibitory activity (Jack et al., 1995). 

In Staphylococcus genera, the species S. epidermidis and S. aureus are 

known as the most important producers of bacteriocins (Nascimento et al., 2006). 

However, the production of bacteriocins by coagulase-negative staphylococci has 

already been described (Nascimento et al 2005), including rumen staphylococci 

(Lauková and Mareková, 1993) and the meat starter culture Staphylococcus xylosus 

(Lauková et al., 2010). Bacteriocins from Staphylococcus species have revealed 

some efficacy for inhibiting food-related bacteria being cited as potential antimicrobial 

substances for use in food preservation (Galvéz et al., 2007).     

Among the most clinically relevant staphylococci in veterinary medicine are the 

coagulase positive members forming the Staphylococcus intermedius - group (SIG), 

i.e. S. intermedius, S. pseudintermedius and S. delphini. (Weese and van Duijkeren, 
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2010). Due to its clinical importance, SIG has been subject of numerous studies 

because its clinical importance (Bannoehr et al, 2007; Fitzgerald, 2009; Blaiotta et 

al., 2010; Fazakerley et al, 2010), however there is a lack of studies emphasizing the 

production of bacteriocin-like substances by SIG members. 

The aim of this study was to assess the production of bacteriocin-like 

substances by Staphylococcus pseudintermedius and evaluate its efficacy in 

inhibiting the growth of S. aureus strains isolated from foods and food processing 

environments.  

 

2. Material and methods 

 

2.1. Bacterial strains 

The strain S. pseudintermedius S28 was assayed for production of like-

bacteriocins substances. This strain was isolated from superficial lesions of dogs 

affected by pyoderma in a private veterinary clinic (Natal, Rio Grande do Norte, 

Brazil). The strain was identified as coagulase positive by standard procedures and 

differentiated from S. aureus by exhibiting sensitivity to polymyxin B and acriflavine, 

no production of acid from maltose aerobically and no production of acetoin 

aerobically (Raus and Love, 1983; Hebert et al, 1988; Roberson et al., 1992; Yang et 

al., 2006).  

Ten strains of S. aureus isolated from different samples of ricotta cheese 

and three strains isolated from different surfaces of food processing plants were 

tested as revealed strains. These strains were isolated by the standard procedures ( 

Bennett et al. 1986; AOAC, 1995; Downes and Ito, 2001).  
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  Stock cultures of the strains were kept on nutrient agar (Sigma, France) 

slants under refrigeration, and prior to use the they were grown overnight at 37°C in 

brain heart infusion broth (Sigma, France). 

 

2.2. Assays for inhibitory activity of bacteriocins 

The tests to detect bacteriocinogenic activity were performed as described by 

Giambiagi-deMarval et al. (1990) using buffered medium to avoid false positive 

results related to the production of organic acids. Briefly, approximately 107 cfu/mL of 

the test bacteriocin-producer strain was spotted on plates containing Buffered 

Peptone Water (BPW - Sigma, France) added of bacteriological agar (15 g/L). After 

incubation at 37 °C for 18 h, 3 mL of BPW soft agar (7.5 g/L) containing the indicator 

strain (approximately 105 cfu/mL) were sprayed over the plates previously inoculated 

with producer strain. The plates were incubated again at 37 °C for 18 h. After the 

incubation period, the inhibition zones around the spots of the producer strain were 

measured using calipers. S. aureus UT0017 was used as the indicator for production 

of bacteriocin-like substances by S. pseudintermedius (Rogolski and Wiley, 1977).  

 

3. Results and discussion  

In previous analysis aiming to assess the production of like-bacteriocin 

substances for eighteen strains of S. pseudintermedius, the strain S28 showed 

strong capacity for inhibiting S. aureus UT0017 forming grown inhibition zones of up 

to 45 mm diameter. From these findings, the present study was carried out in order to 

assess the efficacy of the like-bacteriocin substance produced by S. 

pseudintermedius S28 in inhibiting some strains of S. aureus isolated from foods and 

food processing plants. All strains of S. aureus isolated from foods were sensitive to 
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the bacteriocin produced by S. pseudintermedius S28 revealing growth inhibition 

zones with diameter in a range of 14 – 23 mm. Two out of the three tested strains of 

S. aureus isolated from food processing plants were sensitive to the bacteriocin 

showing growth inhibition zones with diameter in a range of 17 – 23 mm.           

 Several microorganisms have been identified as producers of bacteriocins 

(Riley and Wertz, 2002) including Staphylococcus species, such as S. epidermidis 

producing epidermin (Fontana et al., 2006), S. simulans producing nukacin 3299 

(Ceotto et al., 2010), S. hominis producing hominicin (Kim et al., 2010) and S. 

equorum producing micrococin P1 (Carnio et al., 2000) and Aureucin A70 (Netz et al., 

2001). Although, some researchers have stated that staphylococcins may be used to 

avoid food contamination or spoilage, only nisin produced by Lactococcus lactis is 

currently approved for utilization as preservative in foods (Settani and Corsetti, 2008; 

Bastos et al., 2009). 

The results found in this study revealed S. pseudintermedius S28 as an 

interesting producer of like-bacteriocin substance capable of inhibiting strains of S. 

aureus isolated from foods and food processing plants surfaces. These findings 

encourage further researches focusing on the purification and characterization of the 

like-bacteriocin substance produced by S. pseudintermedius S28 and its inhibitory 

effect toward other spoilage and pathogenic food-related bacteria regarding a 

possible use as antimicrobial in foods.  
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APÊNDICE C -  RESULTADOS A SEREM PUBLICADOS 

 

 

1 BACTERIOCINOTIPAGEM 

 
 

Para a realização da bacteriocinotipagem baseada na produção das 

cepas isoladas de ricota, foi utilizada como indicadora a cepa S54 de S. aureus. 

Essa cepa, pertencente à coleção de cultura do Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos/CCS/UFPB, foi isolada de superfícies de processamento de alimentos e é 

altamente sensível a bacteriocina produzida por S. pseudintermedius (APÊNDICE 

B), e também por aquelas produzidas por algumas cepas de S. aureus (OLIVEIRA, 

C. P., comunicação pessoal). 

Foi então selecionada como produtora a cepa QR10-9 para a realização 

da bacteriocinotipagem baseada na sensibilidade das cepas isoladas de ricota. Essa 

cepa se revelou a melhor produtora de bacteriocina ativa contra a cepa S54 com 

relação ao diâmetro e aspecto límpido do halo (Figura 1). 

Os resultados da bacteriocinotipagem estão apresentados na Tabela 1. 

Os resultados estão consolidados, por amostras de queijo, na Tabela 2, onde se 

pode verificar variabilidade entre cepas de um mesmo queijo, ou seja, de um mesmo 

queijo foram isoladas cepas diferentes quer quanto à produção de bacteriocina, quer 

quanto à sensibilidade a bacteriocina. 

 

 
Figura 1 - Atividade bacteriocinogênica 
da cepa QR10-9 de S. aureus frente à 
cepa S54 
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Tabela 1 -  Bacteriocinotipagem de 41 cepas de S. aureus isolados de queijos ricota (diâmetro dos 
halos em mm) 

Cepas Bacteriocinotipagem 

Baseada na produção Baseada na sensibilidade 
QR1-1 0 18 

QR2-1 0 14 
QR2-2 17 0 
QR2-4 0 0 
QR2-5 17 0 
QR2-6 0 0 
QR2-7 0 0 

QR3-3 0 0 
QR3-4 0 18 
QR3-5 0 0 
QR3-7 0 19 

QR6-1 0 0 
QR6-2 0 14 
QR6-4 0 0 
QR6-5 0 17 
QR6-6 0 19 
QR6-7 0 16 
QR6-8 0 0 
QR6-9 0 18 
QR6-10 0 18 

QR7-1 0 18 
QR7-2 0 17 
QR7-3 0 19 
QR7-4 0 16 
QR7-5 0 0 
QR7-8 0 15 

QR8-3 0 0 
QR8-5 0 0 
QR8-6 0 0 
QR8-7 0 0 
QR8-8 0 0 
QR8-9 0 0 

QR8-10 0 0 
QR10-1 0 14 
QR10-2 0 18 
QR10-3 0 0 
QR10-4 0 15 
QR10-6 20 0 
QR10-7 0 0 
QR10-9 21 0 
QR10-10 0 0 

TOTAL 4 (9,76%) 23 (56,1) 
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Tabela 2 – Bacteriocinotipagem de cepas de S. aureus isoladas de 07 amostras de queijo ricota 
(número de cepas) 

+ cepas produtoras de bacteriocina 

Amostras 
Bacteriocinotipagem 

Baseada na produção Baseada na sensibilidade 
+ - R S 

QR1 0 1 0 1 
QR2 2 4 5 1 
QR3 0 4 2 2 
QR6 0 9 3 6 
QR7 0 6 1 5 
QR8 0 7 7 0 
QR10 2 6 2 6 

-  cepas não produtoras de bacteriocina 
R cepas resistentes a bacteriocina 
S cepas sensíveis a bacteriocina 

 

 

2.  RESISTOTIPAGEM 

 

 

Ao realizar a resistotipagem através da determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), estreptomicina foi o antibiótico com maior freqüência de 

resistência (36 cepas; 87,8%), seguido de eritromicina (08 cepas; 19,5%) e penicilina 

(15 cepas; 26,6%), sendo que tetraciclina foi o único antibiótico em estudo para o 

qual todas as cepas apresentaram-se sensíveis. Observa-se ainda variabilidade 

entre as cepas do mesmo queijo. (Tabela 3 e Figuras 2-5)  

Tanto cepas resistentes como sensíveis a penicilina apresentaram uma 

extensa variabilidade com relação à CIM, com uma variação de 0,015625 a 16 

µg/mL. Tal variabilidade pode ser entendida como reflexo do caráter multigênico da 

susceptibilidade de S. aureus a penicilina, o que de há muito vem sendo relatado 

(DEMEREC, 1945; McCALLUM et al., 2010). 

Para eritromicina, as cepas classificadas como sensíveis apresentaram 

uma CIM de 0,5 a 2 µg/mL e as resistentes de 64 e > 256 µg/mL, para 

estreptomicina, uma CIM  de  8  a 128 µg/mL  e para  tetraciclina,  CIM  de  0,25  a  

2 µg/mL. Em contraste com o verificado no caso da penicilina, essas faixas de 

valores devem apenas ser reflexo da variação intrínseca dos resultados que se 

obtém em ensaios para a determinação da CIM (SMITH et al., 2007). 
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As cepas resistentes a eritromicina (08 cepas) foram submetidas ao teste 

de Weisblun e Demohn (1969), a fim de determinar o tipo de resistência – indutiva 

ou constitutiva, sendo que todas mostraram com resistência indutiva 

 
 
Tabela 3 - Concentração Inibitória Mínima (µg/ml) de 41 amostras de S. aureus frente a 4 antibióticos 

Cepas ANTIBIÓTICOS 
Eritromicina Estreptomicina Penicilina Tetraciclina 

QR1-1 2 32 0,015625 2 

QR2-1 1 32 0,03125 2 
QR2-2 1 32 0,015625 0,25 
QR2-4 2 128 4 0,5 
QR2-5 1 16 0,0625 2 
QR2-6 2 64 4 2 
QR2-7 1 16 0,5 1 

QR3-3 2 32 0,125 0,25 
QR3-4 2 32 0,03125 0,25 
QR3-5 1 32 2 2 
QR3-7 1 8 0,015625 0,25 

QR6-1 1 32 0,125 0,25 
QR6-2 1 32 0,125 0,5 
QR6-4 >256 16 0,25 0,5 
QR6-5 1 32 0,125 0,5 
QR6-6 2 32 2 2 
QR6-7 1 32 0,25 2 
QR6-8 1 8 0,125 2 
QR6-9 1 64 0,0625 1 
QR6-10 2 64 0,0625 2 

QR7-1 0,5 16 0,03125 2 
QR7-2 1 32 0,015625 0,5 
QR7-3 1 32 0,125 0,5 
QR7-4 0,5 32 0,015625 0,5 
QR7-5 0,5 32 0,125 1 
QR7-8 0,5 64 0,015625 1 

QR8-3 64 64 4 1 
QR8-5 >256 32 1 0,5 
QR8-6 >256 64 8 0,5 
QR8-7 >256 16 16 1 
QR8-8 >256 32 8 2 
QR8-9 >256 32 8 2 
QR8-10 >256 64 8 0,5 

QR10-1 2 32 0,125 0,5 
QR10-2 1 8 0,015625 1 
QR10-3 2 64 0,015625 2 
QR10-4 1 32 0,0625 2 
QR10-6 2 64 0,125 1 
QR10-7 1 8 8 1 
QR10-9 1 16 0,03125 1 
QR10-10 1 8 0,015625 1 
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Figura 2 - Fenótipo de resistência e valores de Concentração Inibitória Mínima 
(µg/mL) de penicilina frente a cepas de S. aureus isoladas de queijos ricota.          
__  Sensível,       Resistente 
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Figura 3 - Fenótipo de resistência e valores de Concentração Inibitória Mínima 
(µg/mL) de eritromocina frente a cepas de S. aureus isoladas de queijos ricota.          
__  Sensível,       Resistente 

 

 
 



73 
 

 
Figura 4 - Fenótipo de resistência e valores de Concentração Inibitória Mínima 
(µg/mL) de estreptomicina frente a cepas de S. aureus isoladas de queijos ricota.          
__  Sensível,       Resistente 
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Figura 5 - Fenótipo de resistência e valores de Concentração Inibitória Mínima 
(µg/mL) de tetraciclina frente a cepas de S. aureus isoladas de queijos ricota.          
__  Sensível        
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

O presente trabalho revelou elevada prevalência de Staphylococcus 

aureus com atividade lipolítica, mostrando assim uma problemática tanto pela sua 

patogenicidade como pela sua possível atuação na deterioração de alimentos.      

Algumas cepas de S. aureus revelaram-se produtoras de bacteriocinas, 

as quais foram capazes de inibir cepas da mesma espécie, inclusive aquelas 

isoladas do mesmo local, evidenciando assim seu potencial efeito inibitório o qual 

chama atenção para futuras pesquisas para seu possível uso como antimicrobianos. 

A importância da resistotipagem com drogas sem uso ou com pouco uso 

terapêutico permite distinguir novas linhagens daquelas endêmicas, bem como para 

melhor esclarecimento da evolução da resistência a drogas em um determinado 

ambiente.  

Sendo assim, marcadores fenotípicos são de extrema importância para 

caracterizar cepas bacterianas da mesma espécie, a fim de distinguir novas 

linhagens de S. aureus daquelas endêmicas e elucidar de maneira exata a sua 

evolução em um ambiente particular, além de contribuir para a investigação de seu 

impacto epidemiológico e na segurança alimentar.  
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