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RESUMO 

 
A população classificada como altamente vulnerável, em especial os 
neutropênicos, são indivíduos com maior susceptibilidade às doenças de 
origem alimentar. No entanto, ainda não existe consenso sobre a eficácia da 
dieta neutropênica e tampouco sobre as prescrições e as liberações de 
determinados grupos de alimentos, entre eles, o queijo fresco. O queijo Minas 
frescal é um queijo fresco, pronto para consumo logo após a sua fabricação, e, 
por suas características de umidade e composição, é um alimento altamente 
perecível. Ainda que as análises microbiológicas do queijo indiquem que este 
esteja de acordo com as normas legais, existe o risco para a população 
altamente suscetível da ingestão de microrganismos patógenos oportunistas 
como a Stenotrophomonas maltophilia e a Pseudomonas aeruginosa em níveis 
não controlados, uma vez que não há previsão da avaliação desses 
microrganismos em queijo nas normas sanitárias. A importância clínica de S. 
maltophilia e P. aeruginosa tem sido reconhecida por serem relevantes 
microrganismos patógenos oportunistas presentes em infecções nosocomiais, 
isoladas frequentemente em hemoculturas e amostras do trato respiratório, 
podendo causar pneumonia e sepse, principalmente em pacientes 
imunocomprometidos. Os isolados clínicos costumam ainda apresentar 
multirresistência a antibióticos, capacidade de formação de biofilmes e 
facilidade em obter genes por transferência horizontal de genes. No período de 
maio/2015 a janeiro/2016 foram visitados 24 estabelecimentos comerciais 
formais no município do Rio de Janeiro e foram obtidas 39 medições de 
temperatura para fins de coleta, sendo que a maior parte dos produtos (84,6%) 
se encontrava em temperaturas de até 8 ºC, indicando um controle razoável da 
temperatura pelos estabelecimentos visitados. Utilizou-se o método molecular 
da reação em cadeia da polimerase (PCR) para identificar a P. aeruginosa nas 
amostras. Os protocolos de PCR para detecção de S. maltophilia se 
apresentaram inadequados para o estudo devido à suas baixas especificidades 
e possíveis resultados falso-positivos. A P. aeruginosa foi detectada por PCR 
em 4 de 33 (12,1%) queijos Minas frescal comercializados no município do Rio 
de Janeiro, confirmando o risco para a saúde da população suscetível. 
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ABSTRACT 

 

The highly vulnerable population, particularly those in a neutropenic state, is 
composed of individuals with greater susceptibility to foodborne illness. However, 
there is still no consensus on the effectiveness of the neutropenic diet, neither its 
requirements nor the release of consumption of certain groups of food, for example, 
fresh cheese. The Minas frescal cheese is a fresh cheese, ready for consumption 
shortly after its manufacture, and due to its characteristics of moisture and 
composition it is a highly perishable food. Poor microbiological quality is not rare in 
these cheeses and is usually originated from the production and worsened by poor 
storage conditions. Even if the cheese´s microbiological analysis shows it is in 
compliance with the legal norms, there is a risk of intake by the highly susceptible 
population of opportunistic pathogenic microorganisms, as Stenotrophomonas 
maltophilia and Pseudomonas aeruginosa, in uncontrolled levels, since there is no 
evaluation for these microorganisms in cheese in the legal norms. The clinical 
importance of S. maltophilia and P. aeruginosa has been recognized due to their 
being relevant opportunistic pathogens microorganisms in nosocomial infections, 
often isolated in blood cultures and samples of the respiratory tract and they may 
cause pneumonia and sepsis, particularly in immunocompromised patients. 
Furthermore, clinical isolates usually present multidrug resistance to antibiotics, 
ability to form biofilm and ease in obtaining genes through horizontal gene transfer. 
From May 2015 to January 2016 twenty-four retail stores in Rio de Janeiro city have 
been visited, obtaining 39 temperature measurements. Most of the products (33/39) 
were at temperatures of up to 8 ºC, indicating an acceptable temperature control by 
the stores visited. The molecular method PCR was used to identify P. aeruginosa in 
samples. The PCR protocols for S. maltophilia detection were unsuitable for this 
study due to their low specificity and the chance of false-positive results. P. 
aeruginosa was detected by PCR in 4 of 33 Minas frescal cheeses sold in Rio de 
Janeiro city, confirming the risk to the health of the susceptible population. 
 
 
Keywords: Stenotrophomonas maltophilia. Pseudomonas aeruginosa. Minas frescal 
cheese. low bacterial diet. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 A SEGURANÇA DOS ALIMENTOS E A POPULAÇÃO DE 

IMUNOCOMPROMETIDOS 

 

A saúde é um direito social, “garantido mediante políticas sociais e 

econômicas que visem à redução do risco de doença e de outros agravos e ao 

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

recuperação” (BRASIL, 1988, art. 196º). A vigilância sanitária pode ser entendida 

como “um conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à saúde 

e de intervir nos problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da produção e 

circulação de bens e da prestação de serviços de interesse da saúde” (BRASIL, 

1990, art. 6º, §1º). As ações da vigilância sanitária assumem fundamental 

importância para a população classificada como altamente vulnerável/suscetível. 

Essa população é composta por indivíduos com maior risco de contrair 

doenças de origem alimentar, como os que recebem alimentação em centros de 

detenção, centros de saúde, creches, casas de repouso, centros de hemodiálise e 

hospitais (FDA, 2013); os idosos, crianças em idade pré-escolar e 

imunocomprometidos (FDA, 2013; GERBA; ROSE; HAAS, 1996; LUND; O’BRIEN, 

2011); as gestantes e pessoas com deficiências nutricionais (GERBA; ROSE; HAAS, 

1996; LUND; O’BRIEN, 2011). 

O grupo dos imunocomprometidos é composto por pessoas com 

imunodeficiências primárias, pelos transplantados que utilizam imunossupressores, 

pelos pacientes em tratamentos quimio e radioterápicos, pelos leucêmicos, pelos 

acometidos por cirrose hepática e pelos portadores de doenças do sistema imune e 

da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida – SIDA (LUND; O’BRIEN, 2011). Os 

imunocomprometidos, principalmente os com contagem de neutrófilos abaixo de 

1.500 células/mm3, que caracteriza um estado neutropênico, devem estar sempre 

atentos quanto à origem, manipulação e armazenamento dos alimentos, devendo 

seguir as recomendações dos profissionais da saúde, uma vez que a neutropenia 

tem repercussões graves na saúde do indivíduo devido à predisposição às infecções 

oportunistas e de doenças severas de origem alimentar (LUND; O’BRIEN, 2011; 

MEDEIROS et al., 2004). 
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Uma das formas utilizadas para reduzir o risco de infecções de origem 

alimentar é utilização da dieta neutropênica, cujo real efeito sobre o estado de saúde 

de pacientes ainda não é conhecido (BOYLE et al., 2014; GARÓFOLO, 2013; LUND; 

O’BRIEN, 2011; LUND, 2014; MODESTO; LOPES; NÓBREGA, 2010; SILVA et al., 

2011b; SONBOL et al., 2015; VAN DALEN et al., 2012). 

De acordo com a meta-análise de Van Dalen et al. (2012), não foi possível 

chegar a conclusões definitivas sobre o real efeito da dieta neutropênica com as 

evidências até então disponíveis, devido às limitações metodológicas dos estudos 

de Moody et al. (2006), Van Tiel et al. (2007) e Gardner et al. (2008). Além disso, 

Van Dalen et al. (2012) frisam que a ausência de evidências de efeito não deve ser 

entendida como uma evidência de ausência de efeito. 

O estudo de Trifilo et al. (2012) encontrou um risco aumentado para infecção 

ao se prescrever uma dieta neutropênica para pacientes submetidos a transplante 

de células hematopoiéticas, principalmente após a resolução da neutropenia; a 

mortalidade, no entanto, foi similar entre o grupo transplantado e o controle. A meta-

análise de Sonbol et al. (2015) abrangeu os estudos de Moody et al. (2006), Van Tiel 

et al. (2007), Gardner et al. (2008) e Trifilo et al. (2012), e não encontrou nenhuma 

superioridade ou vantagem da dieta neutropênica, quanto à mortalidade ou infecção, 

para uma dieta regular. 

Para obter conclusões definitivas a respeito da efetividade da dieta 

neutropênica são necessários estudos de melhor qualidade que utilizem ensaios 

clínicos randomizados (SONBOL et al., 2015; VAN DALEN et al., 2012) com uma 

população de estudo mais homogênea e com maior número de pacientes incluídos 

(MODESTO; LOPES; NÓBREGA, 2010; SILVA et al., 2011b; SONBOL et al., 2015; 

VAN DALEN et al., 2012). Além disso, os estudos da qualidade microbiológica dos 

alimentos devem ser encorajados, pois fornecem suporte para a avaliação da 

segurança dos alimentos (BOYLE et al., 2014; LUND; O’BRIEN, 2011; LUND, 2014; 

MODESTO; LOPES; NÓBREGA, 2010). 

O Consenso de Nutrição Oncológica do Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva (INCA), por sua vez, considera um estado neutropênico a 

contagem de neutrófilos menor ou igual a 1.000 células/mm3, e a conduta 

terapêutica nutricional para pacientes oncológicos visando o tratamento de sinais e 

sintomas de neutropenia é dividida em paciente adulto e pediátrico (INCA, 2015). 



3 

 
 

 
 

As orientações para os adultos incluem:  

 

Higienizar frutas e verduras cruas com sanitizantes [...]; utilizar água potável 
filtrada, fervida ou mineral de boa procedência para o consumo; utilizar 
oleaginosas e grãos somente coccionados; dar preferência para os 
alimentos como frutas, verduras e legumes sempre coccionados; utilizar 
leites e derivados somente pasteurizados e esterilizados (não utilizar 
iogurtes e leite fermentados); utilizar carnes e ovos somente bem 
coccionados; utilizar alimentos processados em embalagens individuais e 
dentro do prazo de validade; não utilizar brotos de vegetais e sementes 
germinadas; não usar probióticos [...]. (INCA, 2015). 

 

E para os pacientes pediátricos há uma maior restrição:  

 

Não se recomenda o uso de probióticos; higienizar, antes do consumo, 
todas as frutas e verduras com sanitizantes; utilizar água potável, fervida ou 
mineral em embalagens não reutilizáveis; ingerir condimentos e grãos 
somente cozidos; ingerir leite esterilizado ou pasteurizado e derivados 
somente pasteurizados; ingerir carnes e ovos somente bem cozidos; não 
consumir oleaginosas (castanhas, amêndoas, nozes); não consumir chás 
em sachês ou de folhas secas, nem fervidos; utilizar preparações 
produzidas por estabelecimentos que tenham todos os cuidados adequados 
à segurança alimentar; preferir consumir os alimentos industrializados 
(biscoitos, sucos líquidos, iogurtes, etc.) em embalagens para consumo 
individual imediato; evitar carnes industrializadas; preferir alimentos 
processados em embalagens individuais. (INCA, 2015). 

 

Não há, no entanto, um consenso global dos profissionais em relação aos 

alimentos recomendados e tampouco ao tempo de liberação da dieta neutropênica 

para os pacientes em período de imunossupressão, sendo essencial e urgente a 

harmonização dos protocolos (BRAUN; CHEN; FRANGOUL, 2014; CARR; 

HALLIDAY, 2015; LUND, 2014; MCGEENEY; GATISS, 2014; VICENSKI; ALBERTI; 

AMARAL, 2012). 

Ainda que não haja conclusão do efeito da dieta neutropênica, uma vez que 

as consequências de infecções de origem alimentar podem ser severas e fatais para 

a população vulnerável, é importante que se considere a prudência em reduzir o 

risco de doença ao manter a restrição a alimentos com alto risco de infecção durante 

o período de neutropenia (LUND, 2014; SILVA et al., 2011b). Os pacientes estão 

submetidos a caros e complexos tratamentos, não havendo sentido em expô-los a 

alimentos que possam conter patógenos enquanto alimentos saudáveis e com 

menor risco de contaminação estão igualmente disponíveis (LUND; O’BRIEN, 2011; 

LUND, 2014). 
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 Vicenski; Alberti; Amaral (2012) observaram divergências entre prescrições de 

profissionais em relação aos alimentos permitidos aos pacientes durante o período 

de imunossupressão, sendo que a maioria de 17 centros brasileiros de transplante 

de medula óssea recomendava a dieta neutropênica para pacientes em período 

crítico de imunossupressão, havendo variação entre protocolos nutricionais de 

diferentes centros. Apenas sete centros possuíam uma área exclusiva para 

preparação das refeições para pacientes imunossuprimidos e somente nove 

possuíam trabalhadores que trabalhavam exclusivamente com o preparo e 

distribuição dos alimentos. Alguns centros permitiam que pacientes, no período 

crítico de imunossupressão, consumissem sem restrição os derivados lácteos: leite 

UHT / leite em pó / leite condensado pasteurizado (76%), iogurte pasteurizado 

(12%), queijo grelhado (18%), queijos pasteurizados - cheddar, muçarela, parmesão 

e cream cheese - (53%), e, surpreendentemente, leite fermentado (6%) e queijos 

frescos – queijo branco e ricota - (6%). 

Aparentemente, mundialmente também não é incomum que nutricionistas 

autorizem derivados lácteos não pasteurizados em dietas neutropênicas (BRAUN; 

CHEN; FRANGOUL, 2014; MCGEENEY; GATISS, 2014). De acordo com a proposta 

de Lund (2014) para uma dieta com baixa contagem microbiana, os queijos frescos, 

e principalmente os feitos com leite cru, estariam classificados como de alto risco 

para a população suscetível. 

 

1.2 QUEIJO MINAS FRESCAL 

 

1.2.1 PRODUÇÃO E CONSUMO 

 

Nos últimos 15 anos, a produção brasileira de queijo apresentou crescimento 

contínuo, chegando ao patamar de 736 mil toneladas em 2014, com previsão de 

crescimento até 2020 (Figura 1). O consumo per capita também apresentou um 

crescimento nos últimos 15 anos, sendo em 2013 a quantidade de 3,74 kg com uma 

ligeira queda em 2014 para 3,73 kg e previsão de crescimento até 2020 (Figura 2).  

  



5 

 
 

 
 

Figura 1: Gráfico de produção de queijo no Brasil – 1999 a 2014 (vermelho) e previsão até 2020 

(azul) 

 

Fonte: OECD; FAO (2016) 

 

Figura 2: Gráfico de consumo per capita anual de queijo no Brasil - 1999 a 2014 (vermelho) e 

previsão até 2020 (azul) 

 

Fonte: OECD; FAO (2016) 

 

1.2.2 CARACTERÍSTICAS 

 

Pela legislação brasileira, a denominação “queijo” somente pode ser utilizada 

para produtos em que a base láctea não contenha gordura e/ou proteínas de origem 

não láctea (BRASIL, 1996), sendo este definido como: 
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[...] o produto fresco ou maturado que se obtém por separação parcial do 
soro do leite ou leite reconstituído (integral, parcial ou totalmente 
desnatado), ou de soros lácteos, coagulados pela ação física do coalho, de 
enzimas específicas, de bactérias específicas, de ácidos orgânicos, isolados 
ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem 
agregação de substâncias alimentícias e/ou especiarias e/ou condimentos, 
aditivos especificamente indicados, substâncias aromatizantes e matérias 
corantes. (BRASIL, 1996, Anexo 1, Item 2.1). 

 

Por definição, o queijo Minas frescal é o queijo fresco, pronto para o consumo 

logo após a sua fabricação, obtido por coagulação enzimática do leite com coalho 

e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou não com ação de 

bactérias lácticas específicas, sendo a característica distintiva de seu processo de 

elaboração a obtenção de uma massa coalhada, dessorada, não prensada, salgada 

e não maturada (BRASIL, 1996, 1997). 

Os ingredientes obrigatórios são o leite e/ou leite reconstituído e o coalho e/ou 

outras enzimas coagulantes apropriadas. O leite deve ser pasteurizado ou 

submetido a tratamento térmico que assegure fosfatase residual negativa, 

combinando ou não com outros processos físicos e biológicos para que seja 

garantida a inocuidade do produto. Os ingredientes opcionais são o leite em pó, 

creme, sólidos de origem láctea, cloreto de sódio, cloreto de cálcio e cultivo de 

bactérias lácteas específicas. O ácido lático é permitido como aditivo com a função 

específica de regulador de acidez (BRASIL, 1996, 1997). Um fluxograma básico da 

produção de queijo Minas frescal é apresentado no Apêndice A. 

Pela legislação brasileira, o queijo Minas frescal é classificado como semi-

gordo, possuindo entre 45% e 59,9% de matéria gorda no extrato seco, e de muito 

alta umidade, com teor não inferior a 55% (BRASIL, 1996, 1997). A sua composição 

centesimal média é 17,4 g de proteína, 20,2 g de lipídios, 3,2 g de carboidratos e 

3,0 g de cinzas por 100 g de parte comestível com teor de umidade médio de 56,1% 

(NEPA, 2011). 

Magenis et al. (2014) observaram variações entre 50,07% e 74,49% de 

umidade, entre 23,12 g e 52,47 g de gordura em extrato seco e entre 12,71 g e 

25,91 g de proteínas em 100 g de produto. Ricardo et al. (2011) observaram 

variações entre 34,66% e 68,96% de umidade e pH entre 5,20 e 6,78 em queijos 

artesanais e variações entre 55,0% e 69,9% de umidade e pH entre 5,26 e 6,48 em 

queijos industrializados. Carvalho; Viotto; Kuaye (2007) encontraram, em queijos 
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produzidos através de adição de cultura lática, atividade de água média de 0,986 ± 

0,005, umidade média de 57,3% ± 3,8% e pH médio de 5,9 ± 0,4. 

Tais características fazem do queijo Minas frescal um produto altamente 

perecível e a sua temperatura de armazenamento não deve ser superior a 8 ºC, 

conforme a Portaria MAPA nº 352, de 04 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997). 

Os principais fatores de contaminação de queijos feitos com leite pasteurizado 

são: manipuladores, acondicionamento em ambiente contaminado, problemas na 

refrigeração, higienização inadequada de equipamentos e utensílios, contaminação 

cruzada com matéria-prima, matéria-prima contaminada com patógenos de origem 

animal ou ambiental, manutenção do produto à temperatura ambiente por várias 

horas e processamento térmico insuficiente (GOULD; MUNGAI; BARTON 

BEHRAVESH, 2014). 

 

1.2.3 O PROBLEMA DA TEMPERATURA 

 

O supermercado é o local onde a maior parte dos consumidores do Estado do 

Rio de Janeiro (76,4%) adquirem os queijos para próprio consumo (PLANZER et al., 

2009) e os problemas na distribuição, armazenamento e comercialização dos 

queijos são importantes na questão microbiológica dos produtos. 

Tanto o decreto municipal n. 6.235, de 30 de outubro de 1986, do município 

do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 1986) quanto o decreto estadual n. 6.538, de 

17 de fevereiro de 1983, do Estado do Rio de Janeiro (RIO DE JANEIRO, 1983) não 

definem a temperatura máxima de derivados de leite permitida nos locais de venda e 

a resolução federal CISA/MA/MS nº 10 (BRASIL, 1984), de 31 de julho de 1984, 

define a temperatura de até 10 ºC para alimentos resfriados. Deve-se, no entanto, 

lembrar que a temperatura de conservação de queijo Minas frescal é definida em até 

8 ºC, conforme Portaria MAPA nº 352/1997 (BRASIL, 1997). 

O Programa de Análise de Produtos, sem caráter fiscalizatório, do INMETRO 

verificou em 2006 a conformidade de queijos Minas frescal e Minas padrão 

adquiridos no período entre outubro e novembro de 2005. As temperaturas dos 

produtos nos pontos de venda foram medidas, considerada como conforme para 

alimentos refrigerados pelo INMETRO a de 10 ± 0,1 ºC, resultando em 6 das 15 

(60%) das amostras de queijo Minas frescal não conformes. Algumas vezes, a 
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especificidade de temperatura do queijo Minas frescal não é observada, e, caso a 

temperatura de 8 ºC fosse considerada, a taxa de não conformidade com a 

temperatura subiria para 67% (INMETRO, 2006). 

André; Sturion (2015) verificaram em 2014 a conformidade de queijos e 

derivados lácteos comercializados em varejões do município de Piracicaba/SP com 

os padrões de identidade e qualidade vigentes à época e identificaram não 

conformidades em aproximadamente 25% dos queijos Minas frescal, além disso, na 

avaliação geral dos diferentes derivados lácteos, a taxa de maior não conformidade 

foi referente à temperatura com elevados 83,9%. 

 

1.2.4 MICROBIOLOGIA GERAL 

 

No Brasil, os critérios e padrões microbiológicos para queijos são 

regulamentados tanto pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

através da RDC nº 12/2001, quanto pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), pela Portaria nº 146/1996, como mostrado no Apêndice B. 

Cabe ressaltar que, para produtos de origem animal, a competência da fiscalização 

da produção primária, industrialização, armazenamento e distribuição é competência 

do MAPA e a competência da fiscalização da comercialização e consumo final é do 

Ministério da Saúde (GOMES, 2013). 

Na análise microbiológica do INMETRO, 26,6% amostras apresentaram 

valores superiores ao permitido de coliformes termotolerantes, 13,3% apresentaram 

valores acima de estafilococos, 6,6% apresentaram valores acima de Listeria e 

nenhuma amostra apresentou contaminação por Salmonella (INMETRO, 2006). 

Utilizando-se de dados e amostras coletadas pelo Laboratório Central de 

Saúde Pública - LACEN – DF, Nunes; Mota; Caldas (2013) observaram 33,3% 

(IC 95%: 27 – 40,1) de não conformidade microbiológica de queijo Minas frescal em 

amostras obtidas no período de 2000 a 2010. 

Existem diversos estudos indicando não conformidades no quesito 

microbiológico do queijo Minas frescal com a legislação quanto a coliformes a 45 ºC 

(APOLINÁRIO; SANTOS; LAVORATO, 2014; CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 2007; 

CARVALHO et al., 2009; INMETRO, 2006; OKURA; MOACIR, 2010; WOLUPECK et 

al., 2012; ZONTA et al., 2013), estafilococos coagulase positiva (APOLINÁRIO; 
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SANTOS; LAVORATO, 2014; CARVALHO et al., 2009; SANTOS; HOFFMANN, 

2010; WOLUPECK et al., 2012), Salmonella sp. (CARVALHO et al., 2009; SILVA et 

al., 2011a; WOLUPECK et al., 2012), Listeria monocytogenes (APOLINÁRIO; 

SANTOS; LAVORATO, 2014; BRITO et al., 2008; CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 

2007; INMETRO, 2006) e coliformes a 35 ºC (APOLINÁRIO; SANTOS; LAVORATO, 

2014; CARVALHO et al., 2009; WOLUPECK et al., 2012; ZONTA et al., 2013). 

A variação da qualidade microbiológica do queijo em anos diferentes foi 

avaliada por Wolupeck et al. (2012), que compararam a qualidade de queijos Minas 

frescal adquiridos em Curitiba/PR em 1999 e 2009, observando uma menor 

contaminação microbiana nos queijos comercializados e avalizados em 1999 do que 

nos de 2009, que apresentaram elevada contagem de aeróbios mesófilos e ao 

menos um parâmetro microbiológico em desacordo com a legislação. 

A evidência da importância do controle microbiológico da produção é relatada 

por Sangaletti et al. (2009), que avaliaram a vida-de-prateleira de queijo Minas 

frescal armazenado a 4 ºC por 30 dias de três lotes de uma mesma marca. Os 

autores observaram o aumento da população de bactérias láticas, psicrotróficas e 

mesófilas aeróbias com alterações de parâmetros físico-químicos como a redução 

do pH, aumento da concentração de ácido lático, aumento das taxas de lipólise e 

proteólise. Ao 30º dia, verificaram desenvolvimento da população de E. coli em um 

dos lotes, o que tornou o produto impróprio para consumo. 

Na RDC nº 12/2001, além do grupo “8.B – Queijos”, existe o grupo “26.B - 

alimentos para imunossuprimidos e imunocomprometidos, excluídos os que serão 

consumidos após adição de líquidos, com emprego de calor”, no qual, para uma 

amostra indicativa, deve apresentar ausência de Salmonella sp. em 25 g e de 

coliformes termotolerantes, máximos de 10 UFC/g de Estafilococos coagulase 

positiva, 5 x 10 UFC/g de bolores e leveduras e 5 x 102 UFC/g de Bacillus cereus 

(BRASIL, 2001). É importante observar que as normas legais vigentes englobam os 

principais microrganismos patógenos e não englobam os microrganismos patógenos 

oportunistas. 

A investigação de surtos de origem alimentar pode auxiliar a ampliar a 

perspectiva da existência de outros agentes causadores de doenças veiculadas por 

alimentos além dos que estão presentes na legislação. Surtos no período de 1998 a 

2011, nos Estados Unidos, relacionados a queijos produzidos com leite 
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pasteurizado, foram causados por L. monocytogenes, Salmonella, Campylobacter, 

Escherichia coli produtora de toxina, Shigella, B. cereus, Staphylococcus aureus, 

Norovirus e outros vírus não identificados; e, no mesmo período, surtos relacionados 

a queijos produzidos com leite cru foram causados por Salmonella, Campylobacter, 

Brucella, E. coli produtora de toxina e Shigella (GOULD; MUNGAI; BARTON 

BEHRAVESH, 2014). 

De 239 surtos reportados de gastroenterites relacionados ao consumo de 

derivados de leite no Estado de São Paulo, no período de 2000 a 2010, somente 

33% tiveram o agente etiológico identificado. Dos identificados, 8,86% eram vírus, 

2,54% eram parasitas, 2,54% eram substâncias químicas, 1,26% eram leveduras e 

84,4% eram bactérias. O grupo das bactérias foi composto por S. aureus (23,9%), E. 

coli (16,4%), Salmonella (14,9%), Shigella (11,9%), B. cereus (9,0%), Brucella 

(1,5%), Clostridium botulinum (1,5%), Pseudomonas (1,5%), e outras 

enterobactérias (19,4%) (MERUSSI; MAFFEI; CATANOZI, 2012). 

Okura; Moacir (2010) observaram, na região do Triângulo Mineiro, a presença 

de espécies de Proteus, Providencia e Enterobacter em queijos Minas frescal 

produzidos com leite pasteurizado, Proteus, Providencia e Enterobacter, Serratia e 

Klebsiella em queijos Minas frescal produzidos com leite cru, e Proteus, Providencia 

e Enterobacter em queijos temperados. 

O gênero Pseudomonas spp., que está presente em uma diversidade de 

alimentos, é composto por várias espécies que podem apresentar crescimento em 

uma gama extensa de temperaturas e produzir enzimas com capacidade 

pectinolítica, amilolítica, lipolítica, proteolítica e fosfolipolítica (CALDERA et al., 

2016). Tais características enfatizam a necessidade do controle de Pseudomonas 

spp. como microrganismos psicrotróficos deteriorantes na cadeia de alimentos 

refrigerados (CALDERA et al., 2016). 

Vithanage et al. (2014) identificaram que o gênero Pseudomonas (46%) era o 

gênero predominante na microbiota deteriorante de leite cru armazenado a 4 ºC por 

10 dias em Victoria, Austrália. A principal espécie identificada foi de Pseudomonas 

fluorescens (26%), mas outras espécies como Pseudomonas fragi, Pseudomonas 

lundensis, Hafnia alvei, Rahnella aquatilis, Serratia liquefacens, Stenotrophomonas 

maltophilia, Acinetobacter guillouiae, grupo B. cereus, Bacillus licheniformis, grupo 
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Bacillus pumilus e Bacillus horneckiae também foram identificados em menores 

frequências. 

Arslan; Eyi; Özdemir (2011) verificaram que as 32 cepas de Pseudomonas 

spp. isoladas de queijos frescos artesanais da Turquia apresentavam baixas taxas 

de resistência a antimicrobianos, com resistência a penicilina G, suscetibilidade a 

amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, ceftazidima e imipenem, e resistência 

variável a trimetoprima sulfametoxazol, piperacilina e piperacilina-tazobactam.  

 

1.3 BASTONETES GRAM-NEGATIVOS NÃO FERMENTADORES 

 

As bactérias patogênicas oportunistas usualmente são de origem ambiental e 

com frequência apresentam um perfil de baixa susceptibilidade a antibióticos 

(MARTÍNEZ, 2014). Elas devem possuir condições de sobreviver às estritas 

condições físico-químicas do corpo humano como a faixa estreita de temperatura, de 

tensão de oxigênio e de pH, e a baixa disponibilidade de ferro e de alguns nutrientes 

específicos (MARTÍNEZ, 2014). 

Os bastonetes Gram-negativos não fermentadores são microrganismos 

aeróbios, não esporulados, que são incapazes de realizar a fermentação de 

carboidrato, realizando a sua degradação pela via oxidativa, e são importantes 

patógenos oportunistas e nosocomiais de grande importância quando envolvidos 

com a saúde de pacientes imunocomprometidos (LEVY; GARCIA, 2010; 

RATTANAUMPAWAN et al., 2013). 

Atualmente a Pseudomonas aeruginosa e a Acinetobacter baumanii estão 

entre as bactérias mais isoladas em hemoculturas e amostras do trato respiratório 

em hospitais, e, ainda que a Stenotrophomonas spp. e o complexo Burkholderia 

cepacia representem um percentual mínimo de isolamento, estes também 

apresentam grande importância clínica, devido às suas intrínsecas multirresistências 

a antibióticos (LEVY; GARCIA, 2010; RATTANAUMPAWAN et al., 2013). 

A prevalência dos microrganismos pode variar de acordo com a região. 

Oliveira et al. (2015) reportaram a A. baumannii como a bactéria Gram-negativa 

multirresistente com maior prevalência em um hospital universitário no Brasil, 

seguido pela P. aeruginosa. Vonberg et al. (2008) reportaram a P. aeruginosa como 
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sendo 40,2% do total de bactérias Gram-negativas multirresistentes isolados em um 

hospital universitário na Alemanha, seguido pela S. maltophilia com 27,2%. 

 

1.3.1 Stenotrophomonas maltophilia 

 

A S. maltophilia, previamente conhecida como Pseudomonas maltophilia e 

Xanthomonas maltophilia, é um bastonete Gram-negativo aeróbio estrito com 

dimensões de aproximadamente 0,5 µm por 1,5 µm com motilidade por flagelos 

polares (HUGH; RYSCHENKOW, 1961; PALLERONI; BRADBURY, 1993). Não 

apresenta crescimento em pH 4,5, não é produtora de ácido a partir da lactose 

(HUGH; RYSCHENKOW, 1961) e se mantém viável na faixa de temperatura entre 

4 ºC e 37 ºC (WILKINSON; KERR, 1998) com temperatura ótima de crescimento de 

35 ºC (PALLERONI; BRADBURY, 1993; TSUJI et al., 1982). 

Atualmente não é possível realizar a distinção entre suas cepas patogênicas e 

não patogênicas e, mais preocupante, a S. maltophilia apresenta uma taxa de 

mutação, curiosamente elevada em isolados clínicos, que a permite ocupar novos 

nichos e hospedeiros (BERG; MARTINEZ, 2015). 

De acordo com revisão realizada por Brooke (2012), as infecções de S. 

maltophilia são nosocomiais ou adquiridas na comunidade e são associadas às 

infecções do trato respiratório como a pneumonia e a exacerbação aguda da doença 

pulmonar obstrutiva crônica; à bacteremia; à sepse biliar; às infecções de ossos e 

articulações, trato urinário e tecidos moles; às infecções oftalmológicas como a 

endoftalmite, a queratite, a esclerite e a dacriocistite; à endocardite; e à meningite. 

As infecções gastrointestinais aparentam não ser frequentes (DENTON; 

KERR, 1998), no entanto, uma colonização do intestino delgado resultando em 

enterite crônica grave foi reportada (HELLMIG et al., 2005). Conforme revisão 

sistemática feita por Falagas et al. (2009), uma taxa de mortalidade de até 37,5% 

pode ser atribuída à infecção pelo microrganismo. 

Em uma investigação piloto, Apisarnthanarak et al. (2003) verificaram a 

prevalência de S. maltophilia em material fecal em 9,5% de 41 pacientes de uma 

unidade oncológica que desenvolveram diarreia, indicando a possibilidade do trato 

gastrointestinal ser uma fonte potencial para infecção sistêmica pelo microrganismo. 
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Algumas cepas apresentam a habilidade de internalização e réplica em 

células dendríticas imaturas derivadas de monócitos, as quais podem servir como 

vetores de disseminação fora da região de infecção (ROSCETTO et al., 2015). 

Microrganismos que possuem elementos de resistência e fatores de virulência 

tem uma maior probabilidade de sobrevivência a tratamentos com antibióticos e a 

produzir infecção (BERG; MARTINEZ, 2015). A S. maltophilia possui um amplo perfil 

de resistência intrínseca e adquirida a antibióticos que inclui a presença de bombas 

de efluxo, β-lactamases, aminoglicosídeo fosfotransferase, N-aminoglicosídeo 

acetiltransferase e proteínas da família de pentapeptídeos repetidos (SÁNCHEZ, 

2015). 

 Crossman et al. (2008) identificaram na cepa K279a a ocorrência de DNA 

adquirido por transferência horizontal de genes, elementos genéticos móveis, 

presença de genes de bombas de efluxo, que podem conferir resistência a 

antibióticos, genes de produção de fímbrias, as quais estão associadas com a 

adesão e formação de biofilme em superfícies, além de genes de resistência a 

diversos antibióticos, solventes orgânicos, peróxidos e metais pesados. 

Os isolados clínicos possuem grandes variações internas de fenótipos e 

genótipos, apresentando habilidade de formar de biofilmes, não sendo ainda 

possível identificar o mecanismo molecular responsável por sua formação (ZHUO; 

ZHAO; XIAO, 2014). A sua capacidade de crescimento na forma de biofilme tem 

sido relacionada à sua elevada resistência aos antibióticos (WU et al., 2013). 

O sistema de quorum sensing da S. maltophilia, o fator de sinal difusível, 

conhecido como DSF - ácido cis-11-metil-2-dodecenóico - C13H24O2, está 

relacionado ao controle de sua virulência, motilidade, formação de biofilme, e 

resistência a antibióticos e metais pesados (HUEDO et al., 2015). 

  

1.3.2 Pseudomonas aeruginosa 

 

A P. aeruginosa é um bastonete Gram-negativo, com dimensões de 

aproximadamente 0,2 a 0,6 µm por 1,2 µm, não produtor de ácido a partir de lactose, 

que apresenta motilidade por flagelo polar, se desenvolvendo em pH na faixa de 4,5 

a 9,0 e na faixa de temperatura de 7 ºC a 44 ºC, porém sem apresentar crescimento 
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em temperaturas de 0 ºC a 5 ºC ou acima de 44 ºC (COLWELL, 1965) e com 

temperatura ótima de crescimento de 37 ºC (TSUJI et al., 1982). 

Dentre as principais infecções relacionadas à P. aeruginosa estão as 

infecções pulmonares, principalmente em portadores de fibrose cística, 

pneumonia (GELLATLY; HANCOCK, 2013; WILLIAMS; DEHNBOSTEL; 

BLACKWELL, 2010), bronquiectasias de fibrose não cística, síndrome da 

bronquiolite obliterante (WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010), infecções 

do trato urinário (GELLATLY; HANCOCK, 2013; MITTAL et al., 2009), otite externa, 

ceratite, otite média, foliculite, infecções dos tecidos moles, pé diabético 

(GELLATLY; HANCOCK, 2013), e bacteremia (GELLATLY; HANCOCK, 2013; KIM 

et al., 2014).  

Uma infecção entérica ainda não profundamente entendida e pouco estudada 

é a febre de Xangai, que está associada à colonização por P. aeruginosa e afeta 

principalmente crianças, causando febre, diarreia, enterite necrosante e sepse 

(CHUANG et al., 2014). 

A P. aeruginosa é um microrganismo reconhecidamente multirresistente aos 

antibióticos e possui uma terminologia padronizada internacionalmente para seus 

perfis de resistência em ordem crescente de resistência: multirresistente (MDR), 

extensivamente resistente (XDR) e pan-resistente (PDR) (MAGIORAKOS et al., 

2012). A análise do perfil de resistência é feita com agentes com atividade anti-

Pseudomonas dentro das categorias de aminoglicosídeos, carbapenêmicos, 

cefalosporinas, fluoroquinolonas, penicilinas com inibidores de β-lactamase, 

monobactâmicos, ácidos fosfônicos e polimixinas (MAGIORAKOS et al., 2012). De 

acordo com um estudo internacional multicêntrico, a prevalência de cepas MDR nos 

casos de pneumonia nosocomial variou entre 20,5% e 44,2% e de cepas XDR entre 

2,8% e 34,2% (MICEK et al., 2015). 

Em revisão sistemática e metanálise, Nathwani et al. (2014) identificaram 

taxas de mortalidade intra-hospitalar geral por infecção por cepas de P. aeruginosa 

multirresistentes, entendido como resistência a mais de um agente em três ou mais 

categorias de antibióticos, variando de 25 a 60%, de 15 a 59% por cepas resistentes 

e de 7 a 50% por cepas suscetíveis. Lu et al. (2014) observaram uma taxa de 

mortalidade geral de 19% em pacientes com pneumonia nosocomial relacionado à 

P. aeruginosa, obtendo variações da taxa entre diferentes sorotipos do antígeno O, 
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um polissacarídeo presente na membrana de bactérias Gram-negativas, sendo a 

maior, 40%, do sorotipo O1, e a menor, 0%, do sorotipo O2. 

Algumas cepas demonstram habilidade de adesão e internalização nas 

células epiteliais (LEPANTO et al., 2014) e alguns isolados clínicos, além de 

conseguirem romper a barreira epitelial intestinal, apresentam alta motilidade e 

adesividade, o que significa que eles possuem o potencial de induzir sepse de 

origem intestinal (ZABORINA et al., 2006). 

Pohl et al. (2014) identificaram similaridades genéticas do genoma acessório 

de diversas cepas da P. aeruginosa com o DNA de outras espécies de 

microrganismos, indicando a possibilidade de tais genes terem sido adquiridos por 

transferência horizontal de genes. 

A expressão de proteínas ou fatores de virulência como elastase, protease, 

exotoxina A, protease alcalina, ramnolipídios, lectina, cianeto de hidrogênio e 

piocianina, é regulada por redes de comunicação intra e interespécies - quorum 

sensing (QS) - pqs, las, rhl e iqs – as quais são fortemente influenciadas por fatores 

ambientais e do hospedeiro, e de condições de disponibilidade de nutrientes (LEE; 

ZHANG, 2014; WELSH; BLACKWELL, 2016). 

 

1.3.3 INTERAÇÕES ENTRE S. maltophilia E P. aeruginosa 

 

Questões recentes sobre a complexidade de infecções levaram Short; 

Murdoch; Ryan (2014) a revisar a ideia de os microrganismos atuarem 

conjuntamente para facilitar a progressão de uma doença caracterizando a infecção 

polimicrobiana, na qual podem ocorrer relações sinérgicas, competitivas ou neutras 

entre os microrganismos. As consequências de uma coinfecção e as interações 

entre as bactérias dominantes identificadas em infecção de fibrose cística pulmonar - 

P. aeruginosa, S. maltophilia, S. aureus, Haemophilus influenzae e complexo 

Burkholderia cepacia - podem ser uma maior tolerância a antibióticos, 

desenvolvimento de biofilme e de biomassa, percepção de metabólitos e 

sinalizações mediadas pelas moléculas de comunicação célula-célula DSF e AI-2 

(furanosil borato diéster – C5H10BO7). A sinalização mediada de AI-2 por outros 

microrganismos poderia modular a virulência de P. aeruginosa na fibrose cística 

pulmonar. 
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A sinalização mediada pela DSF entre a S. maltophilia e a P. aeruginosa afeta 

a estrutura do biofilme da P. aeruginosa e pode promover a persistência e a 

disseminação, aumentar a tolerância a polimixinas e peptídeos catiônicos, e 

influenciar na síntese de fatores de virulência e de resposta a estresse (RYAN et al., 

2008; SHORT; MURDOCH; RYAN, 2014; TWOMEY et al., 2012). Os sinais de acil-

homoserina lactona (AHL) produzidos por P. aeruginosa podem provocar uma 

motilidade aumentada da S. maltophilia (MARTÍNEZ et al., 2015). 

 Schwering et al. (2013) observaram um expressivo aumento da resistência ao 

cloro em P. aeruginosa e em S. maltophilia quando estas foram cultivadas na forma 

de biofilme ao invés de sua forma planctônica, e um aumento ainda mais expressivo 

de suas resistências quando presentes em um biofilme multiespécie, sugerindo que 

uma comunidade bacteriana mista promove barreiras adicionais ao biofilme de uma 

única espécie. Além disso, os biofilmes promovem a estabilidade de plasmídeos, 

podendo aumentar a capacidade de transferência de elementos genéticos móveis e 

a taxa de ocorrência de transferência horizontal de genes (MADSEN et al., 2012; 

ROSSI et al., 2014). 

A hipótese da ocorrência de transferência horizontal de genes entre bactérias 

em alimentos e no trato gastrointestinal também tem sido levantada recentemente. 

Conforme revisão de Rossi et al. (2014), a transferência horizontal de genes pode 

ocorrer por conjugação, transdução e transformação, porém ainda não há estudos 

suficientes tanto para comprovar como para afastar a possibilidade da ocorrência da 

transferência horizontal de genes entre bactérias na matriz alimentar, sendo poucas 

as informações e evidências de como ou se a composição do alimento e sua 

microbiota afetam a frequência ou o tipo de transferência. 

 

1.3.4 S. maltophilia E P. aeruginosa NA ÁREA CLÍNICA 

 

Nos ambientes clínicos e farmacêuticos, a P. aeruginosa já foi identificada em 

bases galênicas (BONFILIO et al., 2013), mangueiras de dispositivo de sucção 

utilizado em ambientes dentários (O’DONNELL et al., 2005), dispensador de 

sabonete asséptico (LANINI et al., 2011), endoscópios (KOVALEVA; DEGENER; 

VAN DER MEI, 2010), torneiras (ABREU et al., 2014; CUTTELOD et al., 2011; 

WANG et al., 2009), prontuários médicos (CHEN; CHEN; WANG, 2014), mesa de 
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cabeceira, chuveiro, sabonete, bandeja, bancada (ABREU et al., 2014), pia (ABREU 

et al., 2014; BROOKE, 2008), água para hemodiálise (ARVANITIDOU et al., 2003; 

LIMA et al., 2005; MONTANARI et al., 2009), água de abastecimento público 

(ARVANITIDOU et al., 2003; CERVIA et al., 2010; LOVEDAY et al., 2014; 

MONTANARI et al., 2009; VENIER et al., 2015) e água potável proveniente de 

dispensadores de água microfiltrada (SACCHETTI et al., 2014). 

Nos ambientes clínicos, a S. maltophilia já foi identificada em cateter venoso 

central (BROOKE, 2012; LAI et al., 2006; METAN et al., 2006), mangueiras de 

dispositivo de sucção utilizado em ambientes dentários (BROOKE, 2012; 

O’DONNELL et al., 2005), resíduos odontológicos (BROOKE, 2012; VIEIRA et al., 

2011), sensores de temperatura do ventilador eletrônico, circuitos do ventilador de 

inspiração/expiração (BROOKE, 2012; ROGUES et al., 2001), endoscópios 

(BROOKE, 2012; KOVALEVA; DEGENER; VAN DER MEI, 2010), torneira (ABREU 

et al., 2014; BROOKE, 2012; DENTON et al., 1998; WANG et al., 2009; WEBER et 

al., 1999), nebulizadores (BROOKE, 2012; DENTON et al., 2003), pia (ABREU et al., 

2014; BROOKE, 2008, 2012; DENTON et al., 1998, 2003), grade da cama, mesa de 

cabeceira, reanimador pulmonar manual, válvulas de oxigênio, ar e vácuo, bomba 

intravenosa, superfície de cartela de medicamento, estetoscópio, monitor do 

ventilador mecânico, mesa sobrecama (GALLO et al., 2016), escova de dente, flores 

(DENTON et al., 1998), água de alta pureza (MINOGUE et al., 2015), água para 

hemodiálise (ARVANITIDOU et al., 2003; BROOKE, 2012; LIMA et al., 2005) e água 

de abastecimento público (ARVANITIDOU et al., 2003; BROOKE, 2012; CERVIA et 

al., 2010; DENTON et al., 2003; MONTANARI et al., 2009; SAKHNINI; 

WEISSMANN; OREN, 2002; SIMÕES et al., 2007; VERWEIJ et al., 1998). 

Denton et al. (1998) observaram uma maior taxa de isolamento de 

S. maltophilia no ambiente das casas de pacientes (39%) do que do hospital (28%) e 

não encontraram diferença de prevalência do microrganismo entre as casas de 

pacientes colonizados e de não colonizados, concluindo que a prevalência de 

S. maltophilia adquirida fora de ambientes hospitalares pode ser maior do que o 

esperado. 
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1.3.5 S. maltophilia E P. aeruginosa NA ÁREA DE ALIMENTOS 

 

Somente com o conhecimento de todo o ciclo de vida dos patógenos, 

incluindo a sua vida não-clínica, é que se conseguirá um efetivo controle sobre 

esses microrganismos (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005; BERG et al., 2014; 

FAUCHER; CHARETTE, 2015). 

A alimentação é a principal forma para a entrada de bactérias no trato 

gastrointestinal humano e as bactérias com genes de resistência a antibióticos 

ingeridas poderiam transferir tais genes às bactérias patogênicas ou oportunistas do 

trato gastrointestinal (ROSSI et al., 2014). O isolamento de P. aeruginosa em 

alimentos é uma ligação direta com a história do desenvolvimento da dieta 

neutropênica (KOMINOS et al., 1972; SOMERVILLE, 1986; WRIGHT; KOMINOS; 

YEE, 1976). 

A resistência antimicrobiana transmitida pelos alimentos, principalmente a 

resistência a β-lactâmicos e carbapenêmicos, é uma questão complexa e urgente 

para as autoridades de segurança de alimentos, sendo considerada um perigo 

biológico, uma vez que os alimentos podem atuar como reservatórios de genes de 

resistência (EFSA BIOHAZ PANEL, 2008, 2011, 2013). Os microrganismos 

psicrotróficos, onde estão incluídas a S. maltophilia e a P. aeruginosa, conseguem 

se desenvolver à temperatura de 7ºC ou menos, independentemente  da 

temperatura ótima de crescimento, e podem agir como reservatórios de resistência 

antimicrobiana na cadeia do leite (MUNSCH-ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2007). 

As mastites bovinas clínica e subclínica podem ser causadas por diversos 

microrganismos, inclusive pela P. aeruginosa e pela S. maltophilia (BHANDERI et 

al., 2014; FERNANDES et al., 2009; OHNISHI et al., 2012). Ohnishi et al. (2012) 

reportaram um caso raro de mastite bovina causada por S. maltophilia com grau 

variado de resistência a antimicrobianos. Na análise de um surto de mastite bovina 

no interior do Estado de São Paulo, cepas multirresistentes de P. aeruginosa foram 

isoladas do gado com mastite hiperaguda e subclínica, da solução do pré-dipping, 

que é um antisséptico utilizado para imersão dos tetos das vacas na etapa pré-

ordenha, e da água utilizada na lavagem dos insufladores, que são equipamentos 

utilizados na ordenha mecânica (FERNANDES et al., 2009).  
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A análise da mastite bovina, inclusive a subclínica, é crucial, uma vez que 

linhagens de microrganismos multirresistentes podem estar presentes e o leite pode 

ser indevidamente enviado para a produção ou para o mercado (FERNANDES et al., 

2009). É necessário cautela na análise da mastite subclínica, uma vez que Bhanderi 

et al. (2014) relatam que o método tradicional de cultivo não foi capaz de detectar a 

P. aeruginosa e a S. maltophilia identificadas pelo método de pirosequenciamento 

em amostras de leite de vacas com mastite subclínica.  

Mallet (2007) identificou, através de métodos bioquímicos, P. aeruginosa nas 

águas utilizadas nas propriedades leiteiras em Minas Gerais nas cidades Aguanil, 

Boa Esperança, Candeias, Campo Belo, Coqueiral e Nepomuceno. Foi verificado 

que nenhum dos 25 estabelecimentos utilizavam água tratada e ainda foi observada 

variação de incidência de P. aeruginosa entre os períodos de outono (12%), inverno 

(3,12%) e primavera (0%). 

A utilização de análises independentes de cultivo e de sequenciamentos de 

nova geração aumentou consideravelmente o conhecimento sobre a microbiota dos 

leites cru e pasteurizado. O leite cru possui uma microbiota altamente diversificada, 

composta principalmente por bactérias láticas como Lactococcus, Streptococcus, 

Lactobacillus, Leuconostoc e Enterococcus spp.; no entanto, Acinetobacter, 

Pseudomonas, Stenotrophomonas, Ralstonia spp. e outras bactérias também podem 

estar presentes em quantidades significativas (QUIGLEY et al., 2013a). 

 Munsch-Alatossava; Alatossava (2006, 2007) isolaram microrganismos de 13 

amostras de leite cru na Finlândia e realizaram identificação através de métodos 

bioquímicos com o kit API 20NE e o sistema BIOLOG GN2, encontrando 

divergências de identificação entre os métodos, o que levantou dúvidas na 

identificação de alguns microrganismos, inclusive de S. maltophilia. Os isolados de 

S. maltophilia apresentaram resistência a β-lactâmicos (ticarcilina, ticarcilina-ácido 

clavulônico, piperacilina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepima, aztreonam, 

imipenem, fosfomicina), a aminoglicosídeos (tobramicina, amicacina, gentamicina, 

netilmicina), e a quinolonas (ofloxacina, ciprofloxacina); e os isolados de P. 

aeruginosa apresentaram resistência somente ao cotrimoxazol, inibidor da 

biossíntese e metabolismo do folato. 

 De um total de 24 amostras de leite cru coletadas de 12 fazendas da região 

de Basse-Normandie na França, Mallet et al. (2012) isolaram 53 diferentes gêneros 
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e 112 espécies de bactérias e 8 gêneros e 17 espécies de leveduras. As bactérias 

Gram-negativas corresponderam a 33,9% das bactérias isoladas. A S. maltophilia foi 

a bactéria Gram-negativa com maior detecção, identificada em 50% das amostras, o 

que a posicionou entre as dez mais frequentes espécies detectadas, e a P. 

aeruginosa foi identificada em 21% das amostras. 

Lactococcus, Microbacterium, Chryseobacterium, Serratia, Pseudomonas e 

Stenotrophomonas foram os gêneros predominantes dentre 240 microrganismos 

isolados de leite cru no Japão, com 12,1% dos isolados identificados como 

S. maltophilia e 2,1% como P. aeruginosa (HAGI et al., 2013). 

A pasteurização reduz a carga microbiana presente no leite, no entanto, os 

grupos taxonômicos presentes no leite pasteurizado e cru são similares (QUIGLEY 

et al., 2013b). A eficiência da pasteurização rápida (HTST), avaliada por método de 

cultivo, sobre uma população de Pseudomonas apresentou uma redução 

populacional logarítmica de 6. No entanto, ao se avaliar a eficiência da 

pasteurização através de citometria de fluxo e da quantificação pela reação em 

cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR), a redução logarítmica 

verificada foi menor que 2, o que significa que as células sobreviventes ao processo 

de pasteurização podem estar em estado viável, mas não cultivável – VBNC. As 

células não são cultiváveis, uma vez que não foi observado o desenvolvimento da 

população no método de cultivo, entretanto, elas possuem atividade celular, 

detectada pelo método de citometria de fluxo (QUIGLEY et al., 2013a, 2013b). 

El-Roos et al. (2013) verificaram a prevalência de P. aeruginosa de 40% em 

leite cru e 16% em leite pasteurizado de amostras obtidas em supermercados na 

governadoria de Qaluobia, Egito. Os isolados apresentaram uma elevada 

patogenicidade e foi detectada a produção das enzimas hemolisina, fosfolipase, 

caseinase e gelatinase. 

As indústrias de laticínios, mesmo com plantas higienizadas, podem estar 

contaminadas por S. maltophilia. Cleto et al. (2012) identificaram as principais 

culturas cultiváveis de microrganismos em uma linha de processamento industrial de 

leite em Portugal, que por 3 anos havia sido submetida diariamente a um ciclo diário 

de limpeza com ácido nítrico diluído, solução concentrada de hidróxido de sódio e 

rinsagem com água. Dentre as principais culturas foram encontradas Pseudomonas 

spp., Serratia spp., Staphylococcus sciuri e S. maltophilia. Foram identificadas 
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predominantemente nas placas do trocador de calor Pseudomonas spp. e Serratia 

spp., e na junta entre o tanque de estocagem e a bomba de transferência 

Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. e S. maltophilia. Mais de 70% dos isolados 

apresentaram grande poder de adesão à superfície de polietileno e todos os gêneros 

tiveram pelo menos um isolado capaz de formar biofilmes. 

Microrganismos produtores de biofilme ou que aderem fortemente à 

superfícies são ameaças à segurança microbiológica de indústrias de laticínios 

(CHERIF-ANTAR et al., 2016; CLETO et al., 2012). Cherif-Antar et al. (2016) 

isolaram das tubulações de aço inoxidável de uma planta de processamento de leite 

diversas bactérias Gram-positivas e negativas presentes nas regiões antes e depois 

do pasteurizador. As bactérias Gram-negativas isoladas na região depois do 

pasteurizador foram E. coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter calcoaceticus, 

Enterobacter spp., Serratia marcens, P. aeruginosa e Escherichia vulneris. Destas, 

K. pneumoniae, A. calcoaceticus e P. aeruginosa apresentaram moderada a elevada 

capacidade de produção de biofilme. 

Castro (2012) identificou em uma indústria de laticínios a presença de 

P. aeruginosa no leite cru, no equipamento de ordenha, no piso da sala de 

pasteurização, no piso e no ralo da sala de queijos. A P. aeruginosa apresentou 

capacidade de formação de biofilme em chapas de aço inoxidável AISI 304 em 

temperaturas variando de 7 ºC a 47 °C. Além disso, foi verificado que os sanitizantes 

ácido peracético, hipoclorito de sódio e digluconato de clorexidina, utilizados nas 

concentrações recomendadas, reduziram a população de microrganismos presentes 

no biofilme formado por Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, P. 

fluorescens, P. aeruginosa, de forma isolada ou co-cultivadas, no entanto, em 

nenhum dos casos houve eliminação dos microrganismos.  

Coton et al. (2012) observaram a diversidade microbiana presente em queijos 

e leites da França através da reação em cadeia da polimerase, identificando a 

presença de P. aeruginosa e de S. maltophilia em leites. Em contraste ao observado 

por Munsch-Alatossava; Alatossava (2007), seus resultados mostraram que uma 

cepa de P. aeruginosa e duas cepas de S. maltophilia apresentaram resistência a 

sete agentes da família dos β-lactâmicos, ao imipenem, ao monobactâmico 

aztreonam, a cefemas, à colistina, ao cloranfenicol, à tetraciclina, à rifampcina e à 

sulfamida; e sensibilidade intermediária a aminoglicosídeos, a quinolonas, e um da 
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família dos β-lactâmicos. Uma cepa de S. maltophilia apresentou resistência a 

quatro agentes da família dos β-lactâmicos, ao monobactâmico aztreonam, a dois da 

família das cefemas, à fosfomicina, ao clorofenicol e à tetraciclina; e sensibilidade 

intermediária a dois da família dos aminoglicosídeos, a quatro da família de β-

lactâmicos, a um da família das cefemas, a quinolonas, à colistina, à rifampcina e à 

sulfamida. 

É importante citar o isolamento de cepas de P. aeruginosa no oceano aberto. 

Um isolado de P. aeruginosa obtido do mar pôde tolerar altas concentrações de 

NaCl e pH elevado, enquanto um isolado obtido de água doce teve melhor 

crescimento em solução de NaCl variando de 0 a 3% e pH menor que 7,0, e um 

isolado clínico teve melhor crescimento a pH neutro e 0% de NaCl, demonstrando a 

capacidade de adaptação do microrganismo ao meio (KHAN et al., 2010). Em uma 

solução 7% de NaCl, 63% das células das cepas obtidas no mar mantiveram a 

culturabilidade em 24 horas, bem como 9% das células de cepas obtidas em água 

doce e 4% das cepas isoladas de ambientes clínicos (KHAN et al., 2007). 

Nas Tabelas 1 e 2 estão apresentados os locais ou produtos com 

identificação positiva de S. maltophilia e P. aeruginosa, respectivamente. 

 

Tabela 1: Locais ou produtos com identificação positiva de Stenotrophomonas maltophilia 

Local/Produto Referência 

Área de preparação de alimentos em 
hospital 

(DENTON et al., 1998; SETLHARE et al., 2013) 

Pano de prato, flanela, esponja de 
aço, esponja, bacia, escova de 
limpeza, máquina lava-louças, 
triturador de lixo, batata 

(DENTON et al., 1998) 

Máquina de refrigerantes (BROOKE, 2012; WHITE et al., 2010) 
Cenoura, alface (OIE et al., 2008) 
Rizosfera das plantas (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005; BROOKE, 2012; JAKOBI 

et al., 1996; MINKWITZ; BERG, 2001) 
Rúcula (BERG et al., 2014) 
Saladas prontas para o consumo (BROOKE, 2012; QURESHI et al., 2005) 
Água envasada (BROOKE, 2012; WILKINSON; KERR, 1998) 
Água de abastecimento público (BROOKE, 2012; DENTON et al., 1998; SILBAQ, 2009) 
Sistema de tratamento e distribuição 
de água 

(BROOKE, 2012; HOEFEL et al., 2005) 

Atum Albacora (BEN-GIGIREY et al., 2000) 
Tucunaré e Piramutaba (DAMASCENO et al., 2015) 
Leite de vaca (COTON et al., 2012; HAGI et al., 2013; MALLET et al., 2012; 

MUNSCH-ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2006) 
Leite de cabra (CALLON et al., 2007) 
Queijo de leite cru Saint-Nectaire (DELBÈS; ALI-MANDJEE; MONTEL, 2007) 
Queijo Pecorino Siciliano (TODARO et al., 2011) 
Queijo Minas frescal (CARVALHO, 2003) 
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Tabela 2: Locais ou produtos com identificação positiva de Pseudomonas aeruginosa 

Local/Produto Referência 

Mãos de manipuladores (SOUZA; SANTOS, 2009) 
Repolho, cenoura, pepino, alface, batata-doce (ALLYDICE-FRANCIS; BROWN, 2012) 
Berinjela, mini-tomate, espinafre  (OIE et al., 2008) 
Rúcula (BERG et al., 2014) 
Tomate (ALLYDICE-FRANCIS; BROWN, 2012; OIE 

et al., 2008) 
Rizosfera das plantas (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005) 
Saladas prontas para o consumo (ALLYDICE-FRANCIS; BROWN, 2012; 

FRANZETTI; SCARPELUNI, 2007) 
Água envasada (BRANDÃO et al., 2012; NUNES; MOTA; 

CALDAS, 2013; PEDROSA et al., 2014) 
Gelo (WHITE et al., 2010) 
Água potável de dispensadores de água microfiltrada (SACCHETTI et al., 2014) 
Água de abastecimento público utilizada em cozinha 
de escolas 

(ALMEIDA et al., 2009) 

Galinha, carne moída (KESKIN; EKMEKÇI, 2007) 
Carne de porco (WONG; CHAN; CHEN, 2015) 
Alimentos prontos para consumo, condimentos e 
especiarias 

(NUNES; MOTA; CALDAS, 2013) 

Leite e derivados de leite (NUNES; MOTA; CALDAS, 2013) 
Leite de vaca  (CARVALHO et al., 2009; COTON et al., 

2012; HAGI et al., 2013; KESKIN; 
EKMEKÇI, 2007; MALLET et al., 2012; 
MUNSCH-ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 
2006; NUNES; MOTA; CALDAS, 2013) 

Queijos Minas Frescal artesanal e industrializado (CARVALHO et al., 2009) 
Queijo branco artesanal (ARSLAN; EYI; ÖZDEMIR, 2011) 
Queijo fresco (AL-SHAMMARY, 2015) 
Queijo Domiati (HAMMAD, 2015) 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

Pesquisa de Stenotrophomonas maltophilia e de Pseudomonas aeruginosa 

em queijos Minas frescal comercializados no município do Rio de Janeiro. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

a) Verificar as condições de temperatura de comercialização dos queijos 

nos locais de compra; 

b) Detectar os microrganismos-alvo através da reação em cadeia da 

polimerase (PCR). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 AQUISIÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

Foram visitados 24 estabelecimentos comerciais formais no município do Rio 

de Janeiro de 14 diferentes redes distribuidoras, resultando em 39 medições de 

temperatura para fins de coleta e 33 amostras coletadas de queijo Minas frescal. 

No período de maio a outubro de 2015 foram coletadas 17 amostras de queijo 

Minas frescal provenientes de 17 diferentes marcas de 15 empresas produtoras. No 

período de outubro de 2015 a janeiro de 2016 foram coletadas outras 16 amostras 

das mesmas marcas da primeira coleta, porém de lotes diferentes. 

As amostras foram codificadas com uma letra que indica a marca seguida por 

um número que indica a coleta: A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1, I1, J1, K1, L1, M1, 

N1, O1, P1, Q1, A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, I2, J2, K2, L2, M2, O2, P2 e Q2. 

Uma empresa produtora é responsável por 3 marcas (C, D e J), portanto, as 

amostras C1, C2, D1, D2, J1 e J2 são provenientes da mesma empresa. Não foi 

possível coletar a amostra de um novo lote referente ao código N2 uma vez que a 

linha do produto foi descontinuada pelo fabricante.  

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusão de produtos e 

estabelecimentos, respeitando-se os requisitos da RDC nº 12/2001 (BRASIL, 2001): 

a) Embalagem: Original e não violada; 

b) Temperatura na superfície: Menor ou igual a 8 ºC; 

c) Carimbo de Inspeção: Presença de carimbo de inspeção do Serviço de 

Inspeção Federal (SIF), Estadual (SIE) ou Municipal (SIM); 

d) Data de Validade: Produtos dentro do período de validade; 

e) Produto visualmente não alterado e não deteriorado; 

f) Estabelecimento comercial devidamente formalizado. 

A temperatura de armazenamento no balcão refrigerado foi verificada com 

termômetro de infravermelho Skill-Tec SKTI-550, precisão ±1,5%, no momento de 

aquisição. As amostras foram acondicionadas em caixa de isopor com gelo durante 

a condução ao laboratório e armazenadas em geladeira a 8 ºC até o momento de 

análise, no máximo 24 horas após a coleta, garantindo a manutenção da 

temperatura de refrigeração. 
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3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

O preparo das amostras foi feito conforme procedimentos indicados para 

produtos pastosos pela Instrução Normativa MAPA nº 62/2003 (BRASIL, 2003), com 

modificações. Realizou-se a assepsia da embalagem com etanol 70% e se 

promoveu a desintegração do queijo diretamente na embalagem original com a 

finalidade de incorporar a fase líquida, soro, à fase sólida, queijo, tornando a 

amostra pastosa e homogênea. Dentro da cabine de biossegurança, com o auxílio 

de tesoura previamente esterilizada, foi feito o corte da embalagem e pesagem, 

assepticamente, em balança analítica BG 200 (Gehaka, Brasil) de 25,0 ± 0,2 g de 

amostra, colhida de vários pontos com auxílio de colher estéril, procedendo à sua 

homogeneização em erlenmeyer estéril com 225 mL de caldo GN (HiMedia, Índia), 

meio seletivo para bactérias Gram-negativas. 

 

3.3 CULTURA EM PLACAS 

 

O erlenmeyer com o caldo GN foi incubado a 35 ºC por 24 horas na 

incubadora B.O.D. SL 200/334 (Solab, Brasil) para a recuperação e pré-

enriquecimento de células bacterianas Gram-negativas estressadas.  

Coletou-se uma alíquota de 1,0 mL do caldo GN para a extração do DNA total 

e foram semeadas qualitativamente, por esgotamento de 10 μL do caldo GN com 

alça de platina, cinco placas com ágar MacConkey (HiMedia, Índia), meio seletivo 

para bactérias Gram-negativas, e cinco placas com ágar Cetrimide (HiMedia, Índia), 

meio seletivo e diferencial para P. aeruginosa. Procedeu-se à incubação a 35 ºC por 

24 horas das 10 placas. 

 

3.4 COLETA DAS COLÔNIAS 

 

3.4.1 S. maltophilia 

 

Todas as colônias que se desenvolveram nas placas com ágar MacConkey 

foram coletadas em microtubo tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 0,8 mL de caldo 

soja tripticaseína (TSB) e 0,2 mL de glicerol. 
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3.4.2 P. aeruginosa 

 

Foram coletadas duas colônias de cada placa com ágar Cetrimide, 

observando, principalmente, mas não exclusivamente, a existência de colônias 

típicas do microrganismo: colônias grandes, com bordas irregulares, com produção 

de fluorosceína e/ou de pigmentos hidrossolúveis como piocianina, pioverdina, 

piorrubina ou piomelanina. Foram coletadas colônias excedentes quando mais de 

duas colônias distintas apresentaram fluorescência em UV a 302 nm ou produção de 

pigmentos. 

As colônias típicas de P. aeruginosa no ágar cetrimide estão apresentadas na 

figura 3 e a visualização da fluorescência das colônias em UV a 302 nm está 

apresentada na figura 4. 

Cada colônia foi ressuspendida em tubo de ensaio contendo 9 mL de caldo 

GN e incubada a 35 ºC por 24 horas para enriquecimento. Procedeu-se à coleta de 

1,0 mL do caldo GN para extração de DNA e 0,8 mL do caldo GN, com adição de 

0,2 mL de glicerol, para estoque. 

 

Figura 3: Colônias típicas de P. aeruginosa ATCC 27853 em meio ágar Cetrimide 

 

 

Figura 4: Observação das colônias de P. aeruginosa ATCC 27853 em ultravioleta 
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3.5 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A extração e a purificação de DNA foram realizadas com o kit comercial de 

extração GeneJET Genomic DNA Purification KIT (ThermoScientific, Lituânia) de 

acordo com as instruções do fabricante para extração de DNA genômico de 

bactérias Gram-negativas, conforme descrito abaixo. 

A alíquota de 1,0 mL de caldo GN, contendo os microrganismos, foi 

centrifugada a 5000 x g por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante. Para 

realizar a pré-lise das células, o pellet foi ressuspendido em 180 µL de Solução de 

Digestão e foram adicionados 20 µL de solução de Proteinase K, procedendo à 

homogeneização através de pipetagens sucessivas até se obter uma solução 

homogênea. A solução foi incubada a 56ºC por 30 minutos, com homogeneização 

manual a cada 10 minutos. 

Para eliminar o RNA contaminante, foram adicionados 20 µL de solução de 

RNAse A, homogeneizando com o agitador de tubos e incubando a mistura por 10 

minutos à temperatura ambiente. Para a lise das células, foram adicionados 200 µL 

de Solução de Lise, homogeneizando a mistura por 15 segundos no agitador de 

tubos. Para a precipitação do DNA, foram adicionados 200 µL de etanol 99,5% à 

solução, com homogeneização no agitador de tubos. 

Para purificação do DNA, a alíquota de 620 µL de amostra lisada foi 

transferida para uma Coluna de Purificação de DNA Genômico GeneJET 

previamente inserida em um tubo coletor. A coluna foi centrifugada a 6000 x g por 1 

minuto e a solução contida no tubo coletor foi descartada. Adicionaram-se 500 µL do 

Tampão de Lavagem I à coluna, centrifugando por 1 minuto a 8000 x g e 

descartando a solução do tubo coletor. Em seguida, adicionaram-se 500 µL do 

Tampão de Lavagem II à coluna, centrifugando por 3 minutos a 12000 x g. O tubo 

coletor foi descartado e a coluna foi inserida em um microtubo tipo Eppendorf. 

Para eluir o DNA purificado da coluna, foram adicionados 200 µL de Tampão 

de Eluição à coluna, deixando em incubação por 2 minutos à temperatura ambiente 

e centrifugando a 8000 x g por 1 minuto. A coluna foi descartada e o DNA, no 

microtubo tipo Eppendorf, foi congelado para utilização posterior na reação em 

cadeia da polimerase (PCR). 
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3.6 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

 

Foram utilizados os pares de primers e respectivos protocolos de Gallo et al. 

(2013) e de WHITBY et al. (2000) para identificação de S. maltophilia, de Choi et al. 

(2013) para identificação de P. aeruginosa, e de Spilker et al. (2004) para 

identificação do gênero Pseudomonas spp., conforme Tabelas 3, 4 e 5. 

 

Tabela 3: Protocolos de PCR - primers 

Microrganismo Autores Gene Tamanho 
(pb) 

Sequência 

S. maltophilia Gallo et 
al. (2013) 

23S rRNA 278 Direto (Forward) 
5'GCTGGATTGGTTCTAGGAAAACGC3' 
Reverso (Reverse) 
5'ACGCAGTCACTCCTTGCG3' 

Whitby et 
al. (2000) 

23S rRNA 531 Direto (Forward) 
5'CAGCCTGCGAAAAGTA3' 
Reverso (Reverse) 
5'TTAAGCTTGCCACGAACAG3' 

P. aeruginosa Choi et 
al. (2013) 

O-antígeno 
acetilase 

232 Direto (Forward) 
5′CTGGGTCGAAAGGTGGTTGTTATC3′ 
Reverso (Reverse) 
5′GCGGCTGGTGCGGCTGAGTC3′ 

Pseudomonas spp. Spilker et 
al. (2004) 

16S rDNA  618 Direto (Forward) 
5′GACGGGTGAGTAATGCCTA3′ 
Reverso (Reverse) 
5′CACTGGTGTTCCTTCCTATA3′ 

 

Tabela 4: Protocolos de PCR - tempos e temperaturas 

 S. maltophilia P. aeruginosa Pseudomonas 
spp. 

Gallo et al. (2013) Whitby et al. 
(2000) 

Choi et al. (2013) Spilker et al. 
(2004) 

Desnaturação Inicial 94 ºC / 5 min 95 ºC / 5 min 95 ºC / 3 min 95 ºC / 2 min 
Ciclos 30 30 35 25 
Desnaturação 94 ºC / 45 s 95 ºC / 10 s 95 ºC / 60 s 94 ºC / 20 s 
Anelamento 68 ºC / 45 s 58 ºC / 10 s 63 ºC / 30 s 54 ºC / 20 s 
Extensão 72 ºC / 45 s 72 ºC / 60 s 72 ºC / 60 s 72 ºC / 40 s 
Extensão Final 72 ºC / 10 min 72 ºC / 2 min 72 ºC / 10 min 72 ºC / 1 min 

 

Tabela 5: Protocolos de PCR – concentrações/volumes de reagentes 

 S. maltophilia P. aeruginosa Pseudomonas 
spp. 

Gallo et al. (2013) Whitby et al. 
(2000) 

Choi et al. (2013) Spilker et al. 
(2004) 

Volume reacional 25,0 µL 50,0 µL 25,0 µL 25,0 µL 
DNA 2,0 µL 4,0 µL 2,0 µL 2,0 µL 
dNTP 200 µM de cada 200 µM de cada 200 µM de cada 250 µM de cada 
Tampão PCR 10X 2,5 µL 5,0 µL 2,5 µL 2,5 µL 
MgCl2 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 2,0 mM 
Taq DNA polim. 1,0 U 1,25 U 2,0 U 1,0 U 
Primers (de cada) 2,0 µM 1,0 µM 0,8 µM 0,4 µM 
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As cepas da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância 

Sanitária – CRMVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, S. maltophilia INCQS 

00103 (ATCC 13637) (PALLERONI; BRADBURY, 1993) e P. aeruginosa INCQS 

00099 (ATCC 27853) (ANUJ et al., 2009), foram utilizadas como controles positivos 

e água estéril como controle negativo da reação em cadeia da polimerase (PCR). 

Foram utilizados o kit da Invitrogen (EUA) contendo tampão de PCR 10X, 

MgCl2 e Taq DNA polimerase recombinante, o conjunto de deoxinucleotídeo 

trifosfato (dNTP) da Ludwig Biotec (Brasil) e os primers sintetizados pela Integrated 

DNA Technologies (EUA). As amplificações de DNA foram realizadas no 

termociclador LifeTouch Thermal Cycler (BIOER, China).  

 

3.7 VISUALIZAÇÃO DOS PRODUTOS DA REAÇÃO EM CADEIA DE 

POLIMERASE 

 

Os produtos foram corados com Blue Green Loading Dye I (LGC 

Biotecnologia, Brasil) e aplicados, paralelamente a marcadores de peso molecular 

(100 pb DNA Ladder RTU – Kasvi, Brasil; Mid Range DNA Ladder – Jena 

Bioscience, Alemanha; 100 pb DNA Ladder – Invitrogen, EUA), em gel de agarose 

0,8% (Hexapur Bio Lab, Holanda) em cuba de eletroforese horizontal na voltagem de 

85 V contendo Tris-Borato-EDTA (Promega, EUA) como tampão de corrida. A 

visualização das bandas foi realizada em transiluminador de UV (Forlab, Brasil) a 

302 nm. 

 

3.8 VERIFICAÇÃO IN SILICO DA ESPECIFICIDADE DOS PARES DE PRIMERS 

 

A verificação in silico da especificidade dos pares de primers foi realizada 

através do programa Primer-BLAST (YE et al., 2012) com os seguintes parâmetros 

diferindo do padrão: Database = nr (nucleotídeos); Organism: Em branco. 

Os primers foram classificados como de alta especificidade nos casos em que 

a porcentagem das entradas de microrganismos não-alvos foi inferior a 5%, 

consideradas somente as entradas pertencentes ao reino Bacteria e excluídas as 

entradas de microrganismos não identificados. 
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3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística dos dados de temperatura de comercialização e validade 

foi realizada com o auxílio do programa estatístico Minitab® versão 14.12.0. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 DADOS GERAIS E LEVANTAMENTO DE TEMPERATURA DE 

COMERCIALIZAÇÃO 

 

De 15 empresas produtoras dos queijos adquiridos, 10 são do Estado de 

Minas Gerais, 04 são do Estado do Rio de Janeiro e 01 é do Estado do Espírito 

Santo. A distribuição geográfica das empresas produtoras por mesorregiões está 

apresentada no gráfico 1. 

 

Gráfico 1: Distribuição geográfica das empresas produtoras - Mesorregiões 

  

Os dados de prazo de validade e prazo de validade após abertura 

apresentaram uma distribuição não-normal, e, portanto, as medidas de dispersão 

foram apresentadas como mediana, amplitude interquartil, e valores mínimos e 

máximos, conforme Tabela 6. 

 

Tabela 6: Análise estatística - Prazos de validade (marca) e tempo entre a análise e a 

fabricação (amostras) 

 Prazo de 
validade (dias) 

Prazo de validade 
após abertura (dias) 

Tempo entre a análise 
e a fabricação (dias) 

n 17 17 33 
p-valor para o teste de 
normalidade de Anderson-Darling 

< 0,005 < 0,005 0,016 

Mediana 31,0 5 9 
Amplitude interquartil 23,5 – 31,0  5 – 7 6 – 16 
Mínimo / Máximo 15 / 82 3 / 7 3 / 27 
Valores atípicos 
(x < Q1 – 1,5xAIQ ou x > Q3 + 
1,5xAIQ) 

82 - - 

20,0% 

6,7% 

20,0% 

20,0% 

6,7% 

13,3% 

6,7% 

6,7% MG - Campo das Vertentes

MG - Noroeste de Minas

MG - Sul e Sudoeste de Minas

MG - Zona da Mata

RJ - Centro Fluminense

RJ - Região Metropolitana do Rio de
Janeiro
RJ - Sul Fluminense
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Quadro 1: Medições das temperaturas de comercialização 

Bairro Rede Distr. Data Código 
Temperatura 
(ºC) 

Faixa de temperatura 
indicada pelo fabricante (ºC) 

Barra da Tijuca R02 

11/01/16 O2 5,4 1 – 8 

21/09/15 P1 6,8 1 – 8 

21/09/15 O1 7,0 1 – 8 

Botafogo 

R05 
09/06/15 C1 4,5 1 – 8 

09/06/15 D1 6,0 1 – 8 

R07 23/11/15 L2 6,5 2 – 8 

R09 

14/09/15 N1 7,1 2 – 8 

18/10/15 - 14,8 - 

18/10/15 - 16,2 - 

R14 
19/05/15 A1 6,0 1 – 8 

19/05/15 B1 7,7 5 – 8 

Catete R03 
07/07/15 H1 4,2 1 – 8 

07/07/15 G1 5,4 Até 5 

Copacabana 

R05 

20/07/15 I1 7,0 Abaixo de 8 

03/11/15 I2 7,2 Abaixo de 8 

03/11/15 C2 7,6 1 – 8 

18/08/15 J1 7,7 1 – 8 

20/07/15 - 9,0 - 

R06 01/12/15 - 9,3 - 

R08 20/07/15 - 19,0 - 

R10 18/08/15 - 10,1 - 

R11 
18/10/15 G2 4,2 Até 5 

18/10/15 Q1 5,7 Até 8 

R14 13/10/15 B2 4,7 5 – 8 

Flamengo 
R05 

09/11/15 D2 7,4 1 – 8 

16/11/15 J2 7,5 1 – 8 

R11 16/11/15 Q2 2,5 Até 8 

Humaitá R04 

16/06/15 F1 6,4 Até 8 

16/06/15 E1 6,7 0 – 8 

01/12/15 F2 7,3 Até 8 

01/12/15 E2 7,6 0 – 8 

Ipanema R14 23/11/15 A2 7,0 1 – 8 

Jardim Carioca R01 11/01/16 M2 7,4 Até 8 

Tijuca 

R01 
31/08/15 M1 4,4 Até 8 

04/01/16 H2 7,1 1 – 8 

R07 24/08/15 L1 7,2 2 – 8 

R12 12/01/16 K2 4,9 Até 8 

R13 24/08/15 K1 7,9 Até 8 

Vila Isabel R02 04/01/16 P2 7,6 1 – 8 
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 O quadro 1 apresenta as informações das medições de temperaturas de 

comercialização dos produtos aferidas nos estabelecimentos comerciais. 

Foram observadas temperaturas acima do limite de 8 ºC em seis medições e, 

portanto, não foram realizadas as coletas dessas amostras: Botafogo – R09 

(14,8 ºC; 16,2 ºC); Copacabana – R05 (9,0 ºC), R06 (9,3 ºC), R08 (19,0 ºC), R10 

(10,1 ºC). As distribuições das temperaturas de comercialização não aderem ao 

modelo de distribuição normal, conforme observado nos Apêndices C e D e 

apresentado na Tabela 7, tendo, portanto, as medidas de dispersão apresentadas 

como mediana, amplitude interquartil, e valores mínimos e máximos. 

 

Tabela 7: Análise estatística - Temperaturas de comercialização 

  Medições de 
Temperatura 

Amostras coletadas 

n 39 33 
Amostras com T > 8ºC 6 (15,4%) 0 (0%) 
p-valor para o teste de normalidade de 
Anderson-Darling 

< 0,005 < 0,005 

Mediana 7,1 7,0 
Amplitude interquartil 5,7 – 7,6 5,4 – 7,4  
Mínimo / Máximo 2,5 / 19,0 2,5 / 7,9 
Valores atípicos 
(x < Q1 – 1,5xAIQ ou x > Q3 + 1,5xAIQ) 

2,5; 14,8; 16,2; 19,0 - 

 

4.2 S. maltophilia 

 

A análise de especificidade in silico dos primers de Gallo et al. (2013) e 

Whitby et al. (2000) estão apresentados na Tabela 8 e Apêndices E e F. 

 

Tabela 8: Análise de especificidade de primers in silico - S. maltophilia – 31/03/2016 

 Gallo et al. (2013) Whitby et al. (2000) 
Reino Bacteria 11/13 (85%) 33/36 (92%) 
Stenotrophomonas spp. 11/11 (100%) 17/33 (51%) 
Tamanhos de produtos de não 
Stenotrophomonas spp. (pb) 

- 527; 530; 531; 532 

S. maltophilia 11/11 (100%) 13/17 (76%) 
Tamanhos de produtos de não S. maltophilia (pb) - 530 
Tamanhos de produtos de S. maltophilia (pb) 278; 282 529; 532; 533; 536 
Quantidade de cópias do gene 1 a 4 1 a 4 

 

Durante o teste de especificidade dos pares de primers com a utilização da 

cepa ATCC 13637 como controle positivo, observou-se a formação de bandas com 

tamanhos superiores aos esperados: entre 350 pb e 400 pb para o protocolo de 
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Gallo et al. (2013) e entre 600 pb e 700 pb para o protocolo de Whitby et al. (2000), 

conforme apresentado na Figura 5.  

 

Figura 5: Gel de eletroforese dos produtos da PCR de S. maltophilia 

 

Gel de agarose 0,8%, 85V, 2h. Poços 1 e 6 – 100 pb DNA Ladder Invitrogen, Poços 2 e 7 – 100 pb DNA Ladder RTU Kasvi, 
Poços 3 e 8 – Mid Range DNA Ladder – Jena Bioscience, Poço 4 – Controle positivo S. maltophilia ATCC 13637 do protocolo 
de Gallo et al. (2013) com tamanho esperado de 278 pb, Poço 5 – Controle positivo S. maltophilia ATCC 13637 do protocolo de 

Whitby et al. (2000) com tamanho esperado de 531 pb. 

 

4.3 P. aeruginosa 

 

A análise de especificidade in silico dos primers de Choi et al. (2013) é 

apresentada na Tabela 9 e no Apêndice G e a de Spilker et al. (2004) na Tabela 10. 
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Tabela 9: Análise de especificidade de primers in silico - P. aeruginosa – 31/03/2016 

 Choi et al. (2013) 
Reino Bacteria 69/69 (100%) 
Pseudomonas spp. 69/69 (100%) 
Tamanhos de produtos de não Pseudomonas spp. (pb) - 
P. aeruginosa 69/69 (100%) 
Tamanhos de produtos de não P. aeruginosa (pb) - 
Tamanhos de produtos de P. aeruginosa (pb) 232 
Quantidade de cópias do gene 1 

 

Tabela 10: Análise de especificidade de primers in silico – Pseudomonas spp. – 14/05/2016 

 Spilker et al. (2004) 
Reino Bacteria 961/961 (100%) 
Não identificados 387/961 (40,3%) 
(Reino Bacteria - Não identificados)  574 
Pseudomonas spp. em (Reino Bacteria - Não identificados) 552/574 (96,2%) 
Marinobacter spp. em (Reino Bacteria - Não identificados) 17/574 (3%) 
Azobacter spp. em (Reino Bacteria - Não identificados) 3/574 (0,5%) 
Ochrobactrum spp. em (Reino Bacteria - Não identificados) 1/574 (0,2%) 
Psychrobacter spp. em (Reino Bacteria - Não identificados) 1/574 (0,2%) 
Tamanhos de produtos de Pseudomonas spp. (pb) 545; 595; 601; 605; 612; 614; 615; 616; 

617; 618; 619; 620; 621; 622; 623; 624; 
625; 629; 630 

Tamanhos de produtos de não identificados (pb) 615; 616; 617; 618 
Tamanhos de produtos de não Pseudomonas spp. (pb) 617; 618; 628; 729 

 

Na Tabela 11 estão apresentados os resultados da detecção por PCR. 

Denominadores maiores que 10 presentes nas colunas de colônias positivas 

representam os casos nos quais houve a coleta de colônias excedentes. 

 

Tabela 11: Resultados da detecção por PCR 

 Pseudomonas spp. P. aeruginosa 

Código DNA total Col. positivas DNA total Col. Positivas Espécie x Gênero 

A1 N/A 0/10 (0%) N/A 0/10 (0%) - 
B1 N/A 0/10 (0%) N/A 0/10 (0%) - 
C1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
D1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
E1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
F1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
G1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
H1 - 5/8 (63%) - 4/8 (50%) 4/5 (80%) 
I1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
J1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
K1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
L1 + 0/11 (0%) - 0/11 (0%) - 
M1 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
N1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
O1 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
P1 + 5/16 (31%) - 0/16 (0%) 0/5 (0%) 
Q1 + 5/15 (33%) - 0/15 (0%) 0/5 (0%) 
A2 + 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
B2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
     (continua) 
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Tabela 11: Resultados da detecção por PCR 

(conclusão) 

 Pseudomonas spp. P. aeruginosa  
Código DNA total Col. positivas DNA total Col. Positivas Espécie x Gênero 

C2 + 6/15 (40%) - 0/15 (0%) 0/6 (0%) 
D2 + 6/14 (43%) - 0/14 (0%) 0/6 (0%) 
E2 + 6/13 (46%) - 6/13 (46%) 6/6 (100%) 
F2 + 0/12 (0%) - 0/12 (0%) - 
G2 - 3/5 (60%) - 0/5 (0%) 0/3 (0%) 
H2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
I2 + 11/11 (100%) + 11/11 (100%) 11/11 (100%) 
J2 + 9/15 (60%) - 5/15 (33%) 5/9 (56%) 
K2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
L2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
M2 + 1/11 (9%) - 0/11 (0%) 0/1 (0%) 
O2 - 0/13 (0%) - 0/13 (0%) - 
P2 - 0/10 (0%) - 0/10 (0%) - 
Q2 - 1/11 (9%) - 0/11 (0%) 0/1 (0%) 
Total 16/31 (52%) 58/360 (16%) 1/31 (3%) 26/360 (7%) 26/58 (45%) 

 

Na amostra H1 houve crescimento em somente oito tubos de ensaio com 

caldo GN após a coleta das colônias. Na amostra G2 não houve crescimento das 

colônias de forma isolada e, portanto, foi coletado o conteúdo total de cada uma das 

cinco placas para análise. Não foram extraídas alíquotas do caldo GN das amostras 

A1 e B1 para a análise do DNA total uma vez que, somente após a análise dessas 

duas amostras, houve interesse de se obter dados de análise de presença de DNA 

de P. aeruginosa no DNA total da amostra. 

Os dados de aquisição das amostras positivas, de forma mais detalhada, 

estão apresentados na Tabela 12. 

 

Tabela 12: Dados de aquisição das amostras positivas para P. aeruginosa 

 H1 E2 I2 J2 

Localização do 
fabricante 

MG - Zona da mata MG – Sul e 
Sudoeste de 
Minas 

ES – Central 
Espírito-santense 

MG – Campo das 
Vertentes 

Rede 
distribuidora 

R03 R04 R05 R05 

Bairro de coleta Catete Humaitá Copacabana Flamengo 
Temperatura do 
produto 

4,2 ºC 7,6 ºC 7,2 ºC 7,5 ºC 

Data de 
fabricação 

29/06/2015 25/11/2015 26/10/2015 20/10/2015 

Estação do ano Inverno Primavera Primavera Primavera 
Vencimento 29/07/2015 14/12/2015 26/11/2015 19/11/2015 
Data de análise 07/07/2015 01/12/2015 03/11/2015 16/11/2015 
Diferença de 
tempo Análise e 
Fabricação 

9 dias 7 dias 9 dias 28 dias 
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O gel de eletroforese dos produtos de PCR positivos para P. aeruginosa, no 

caso, amostras H1, E2, I2 e J2, está apresentado na Figura 6. 

 

Figura 6: Gel de eletroforese dos produtos da PCR - P. aeruginosa 

 

Gel de agarose 0,8%, 85V, 2h. Poços 1 e 8 – Mid Range DNA Ladder – Jena Bioscience; Poço 2 – Controle 

positivo P. aeruginosa ATCC 27853 – tamanho esperado 232 pb; Poço 3 – Controle negativo; Poço 4 – 

Isolado H1; Poço 5 – Isolado E2; Poço 6 – Isolado I2; Poço 7 – Isolado J2 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 DADOS GERAIS E LEVANTAMENTO DE TEMPERATURA DE 

COMERCIALIZAÇÃO 

 

Os queijos analisados eram provenientes de empresas majoritariamente do 

Estado de Minas Gerais, principalmente das mesorregiões Campo das Vertentes, 

Zona da Mata e Sul e Sudoeste de Minas. 

O prazo de validade indicado no rótulo apresentou um valor mediano de 31 

dias, ou seja, aproximadamente um mês, com mínimo de 15 dias e máximo de 82 

dias. Os dados deste estudo foram próximos aos de Carvalho; Viotto; Kuaye (2007) 

que observaram, de um conjunto de 10 marcas de queijo Minas frescal produzidos 

com adição de cultura láctica comercializados no município de Campinas/SP, vida-

de-prateleira mínima de 17 dias e máxima de 61 dias, com média de 25 dias.  

Os prazos de validade após abertura indicados pelas marcas variaram entre 3 

e 7 dias, sendo a mediana de 5 dias. A mediana da diferença de tempo entre a 

análise e a fabricação foi de 9 dias, com mínimo de 3 dias e máximo de 27 dias. 

Todas as marcas com exceção da marca J informaram uma temperatura de 

armazenamento de até 8 ºC, em conformidade com a temperatura regulamentada 

pela Portaria MAPA nº 352/1997. A marca J foi a única que informou uma 

temperatura de armazenamento de até 5 ºC e, ainda que a amostra J1 estivesse 

fora da temperatura recomendada pelo fabricante, ela foi analisada por estar 

armazenada a uma temperatura de até 8 ºC. 

A análise das 39 medições de temperaturas indica uma taxa de não 

conformidade de 15% e que 50% das temperaturas estavam no intervalo de 5,7 ºC a 

7,6 ºC, com mediana de 7,1 ºC. Foram observados valores atípicos de temperatura 

tanto baixas - 2,5 ºC - quanto altas - 14,8 ºC, 16,2 ºC e 19,0 ºC. 

As temperaturas atípicas e elevadas encontradas nas redes R08 de 

Copacabana e R09 de Botafogo demonstram a ausência de controle efetivo da 

temperatura de comercialização, não sendo possível determinar as causas 

especiais. A temperatura atípica de 2,5 ºC encontrada na rede R11, ao se analisar 

somente as temperaturas das amostras coletadas, perde sua característica de valor 

atípico, o que indica que a rede armazena o queijo a uma baixa temperatura, 
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discrepante dos demais estabelecimentos, mas que tal temperatura estaria dentro 

da faixa esperada caso não fossem encontrados queijos com temperatura acima de 

8 ºC, ou seja, fora da condição de temperatura normatizada. Cabe, portanto, a 

análise das temperaturas acima de 8 ºC: 9,0 ºC, 9,3 ºC e 10,1 ºC, observadas 

respectivamente nas redes R05, R06 e R10, todas em Copacabana. 

 Sousa; Faria; Neves (2003) observaram que as temperaturas nos balcões 

refrigerados de queijos e embutidos em Palmas/TO não eram uniformemente 

distribuídas. Estudos demonstram a existência de variação da temperatura nos 

balcões refrigerados inclusive com modelagens matemáticas das distribuições de 

temperaturas durante as etapas da cadeia-do-frio (EVANS; SCARCELLI; SWAIN, 

2007; LAGUERRE; HOANG; FLICK, 2013, 2012). A variação da temperatura deve-

se a vários fatores como o tipo do balcão (vertical ou horizontal), a posição do 

produto no balcão, as flutuações da temperatura e umidade relativa do ambiente, as 

condições do entorno do balcão, a incidência de luz (EVANS; SCARCELLI; SWAIN, 

2007; LAGUERRE; HOANG; FLICK, 2013, 2012; SOUSA; FARIA; NEVES, 2003). 

Tanto para os balcões refrigerados abertos quanto para os fechados, a maior parte 

das temperaturas mais elevadas se encontra na parte frontal do balcão (EVANS; 

SCARCELLI; SWAIN, 2007). 

A rede 05 no bairro de Copacabana apresentou 04 de 05 medições dentro do 

parâmetro de temperatura, sendo a temperatura de 9,0 ºC a única acima do 

parâmetro, o que poderia indicar que a temperatura estivesse ajustada para 8 ºC, 

mas que ocorreu a variação de temperatura para acima de 8 ºC em determinados 

pontos do balcão refrigerado. Seria possível também que as temperaturas dos 

balcões de refrigeração das redes R06 e R10 estivessem calibradas para manter os 

produtos a até 10 ºC, observada a precisão de 1,5% do termômetro para a 

temperatura de 10,1 ºC na rede R10. No entanto, somente com os dados obtidos, 

não é possível concluir quais são as causas das temperaturas de 9,0 ºC, 9,3 ºC e 

10,1 ºC, uma vez que não foram levantados os perfis de temperatura dos balcões 

refrigerados. 

De fato, a taxa de não conformidade observada de 15% foi inferior às 

observadas por André; Sturion (2015), de 83,9%, e pelo (INMETRO, 2006), 

corrigido, de 67%, o que indica um melhor controle de temperatura pelos 

estabelecimentos deste estudo. No entanto, ao se considerar a possibilidade de 
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variação da temperatura em diferentes pontos do balcão, a verificação de 

temperaturas próximas e acima de 8 ºC implica na necessidade da reavaliação do 

controle de temperatura nos balcões refrigerados. Para melhor avaliação das 

condições de temperatura de armazenagem seria recomendado um levantamento 

de perfil de temperatura de cada balcão refrigerado e a indicação da localização do 

produto. 

 

5.2 S. maltophilia 

 

A análise de especificidade in silico mostra uma elevada especificidade dos 

primers de Gallo et al. (2013) e uma baixa especificidade dos primers de Whitby et 

al. (2000), com possibilidade de formação de bandas inespecíficas – 527 pb, 530 pb, 

531 pb e 532 pb – relacionadas a outros microrganismos na mesma região que as 

bandas específicas de S. maltophilia - 529 pb, 532 pb, 533 pb e 536 pb. A análise 

também permitiu verificar a existência de 01 a 04 cópias do gene 23S rRNA no 

genoma da S. maltophilia. 

O problema de reação cruzada dos primers de Whitby et al. (2000) com 

microrganismos de outros gêneros, gerando resultados falso-positivos, foi 

anteriormente reportado por Foster et al. (2008) com bactérias do gênero 

Xanthomonas spp. e por Pinot et al. (2011) com Stenotrophomonas rhizophila, 

Variovorax sp. e Dyella japonica. Igualmente observado por Pinot et al. (2011), o 

protocolo de Whitby et al. (2000) não é, portanto, adequado para identificação de S. 

maltophilia em comunidade de microrganismos, o que o limita sua utilização em 

detecção em alimentos. 

A formação de bandas de tamanhos superiores aos esperados, com diferença 

de aproximadamente 100 pb, para os protocolos de Gallo et al. (2013) e de Whitby 

et al. (2000) não foi prevista.  

Os genes ribossomais 23S rRNA e 16S rRNA são frequentemente utilizados 

para análise filogenética (PEI et al., 2009, 2010). Vários procariontes apresentam 

múltiplas cópias do gene 16S rRNA (PEI et al., 2010). Igualmente, o estudo de Pei et 

al. (2009) identificou a existência de múltiplas cópias do gene 23S rRNA em diversas 

espécies procariotas, de 257 espécies, 184 possuíam de 2 a 15 cópias do gene 23S 

rRNA, com mediana de 4,57 cópias. Foram encontradas divergências entre os 
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genes rRNA em 63% dos genomas, com média de variação de 0,4% e intervalo de 

0,01% a 4,04%. Além disso, a possibilidade da presença de sequências 

intervenientes no gene 23S rRNA com tamanhos variando de 9 a 1471 nucleotídeos 

foi constatada em sete espécies. 

A reação de PCR é sujeita a formação de artefatos como heteroduplex e 

quimeras, aumentando a quantidade de sinais e que podem levar à análise incorreta 

de resultados (KANAGAWA, 2003; V. WINTZINGERODE; GÖBEL; 

STACKEBRANDT, 1997). 

A utilização de um gene que possua somente uma cópia no genoma é 

importante na análise de comunidade de microrganismos, uma vez que permite uma 

avaliação mais precisa da diversidade, da quantidade e da filogenética (CASE et al., 

2007; CROSBY; CRIDDLE, 2003; DAHLLÖF; BAILLIE; KJELLEBERG, 2000). 

A análise molecular utilizando um gene que está presente em múltiplas cópias 

em um mesmo genoma, como por exemplo o gene 16S rRNA, pode apresentar 

vieses devido à presença de heterogeneidade entre as cópias do gene, uma vez que 

cada cópia pode ter evoluído diferentemente (CASE et al., 2007; CROSBY; 

CRIDDLE, 2003; DAHLLÖF; BAILLIE; KJELLEBERG, 2000; UEDA et al., 1999). A 

heterogeneidade de múltiplas cópias pode gerar múltiplos sinais para um mesmo 

organismo ou combinar sinais de diferentes organismos em um único sinal, 

dependendo do tipo de técnica de análise molecular utilizada (CROSBY; CRIDDLE, 

2003). 

Devido à presença de múltiplas cópias do gene 23S, há uma elevada 

possibilidade da ocorrência da junção de fragmentos de genes por Overlap 

Extension PCR (HIGUCHI; KRUMMEL; SAIKI, 1988; HORTON et al., 1989), onde os 

fragmentos dos genes são emendados durante a reação de PCR, gerando um 

produto híbrido e maior do que o esperado. 

No entanto, somente com o devido sequenciamento do produto da reação de 

PCR será possível definir a alteração ocorrida. Portanto, decidiu-se não prosseguir 

nas análises de identificação de S. maltophilia em queijo, uma vez que não se 

obteve resultado satisfatório da análise de especificidade do primer de Gallo et al. 

(2013) com a cepa ATCC 13637 de S. maltophilia, o que geraria erro nas análises.  
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5.3 P. aeruginosa 

 

A análise de especificidade in silico mostra uma elevada especificidade dos 

primers de Choi et al. (2013) para P. aeruginosa e no genoma o gene O-antígeno 

acetilase aparece em somente uma cópia. A especificidade dos primers de Spilker et 

al. (2004) também foi relativamente elevada, sendo o gênero Pseudomonas spp. 

correspondente a 96,2% do total de entradas, excluídas as entradas de 

microrganismos não cultivados sem a identificação do gênero. Deve-se, no entanto, 

ressaltar a possível identificação de Azobacter spp., Ochrobactrum spp., 

Psychrobacter spp. ou Marinobacter spp., uma vez que os tamanhos de seus 

produtos se encontram na mesma região dos produtos de Pseudomonas spp. Cabe 

destacar também a extensa variação possível do tamanho dos produtos de 

Pseudomonas spp., variando de 545 pb a 630 pb. 

A análise de PCR do DNA total apresentou uma taxa de identificação de 52% 

para o gênero Pseudomonas spp. e, para a espécie P. aeruginosa, somente a 

amostra I2 (3%) apresentou resultado positivo. 

Das 360 colônias que cresceram no ágar cetrimide apenas 58 (16%) foram 

identificadas como do gênero Pseudomonas spp. e somente 26 (7%) foram 

identificadas como P. aeruginosa, demonstrando que o ágar cetrimide permitiu o 

crescimento de outras espécies de Pseudomonas spp. que não a P. aeruginosa, 

além de outras bactérias não identificadas, que não do gênero Pseudomonas spp. A 

P. aeruginosa correspondeu a 45% das colônias do gênero Pseudomonas spp. 

A não identificação de Pseudomonas spp. no DNA total das amostras H1, G2 

e Q2, e de P. aeruginosa no DNA total das amostras H1, E2 e J2, conjuntamente 

com identificação positiva após o cultivo em placas, demonstra que o número de 

moléculas de DNA alvo presente no DNA total das amostras se encontrava abaixo 

dos limites de detecção dos protocolos de Spilker et al. (2004) e Choi et al. (2013), e 

que as células apresentaram viabilidade e cultivabilidade nas condições adequadas 

de crescimento. Tal fato é importante, pois as análises incorreriam em falsos 

negativos caso fossem analisados somente os DNAs totais das amostras,. 

A detecção de Pseudomonas spp. no DNA total das amostras E1, F1, J1, K1, 

L1, M1, A2 e F2, sem, no entanto, apresentar qualquer identificação positiva após 

cultivo em placas, requer estudos mais aprofundados. Ainda que a utilização de ágar 
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cetrimide para crescimento das colônias possa ser um limitante devido à inibição do 

crescimento de algumas espécies de Pseudomonas spp., há a possibilidade da 

ocorrência de células de Pseudomonas spp. no problemático estado VBNC, ou seja, 

em estado viável, mas não cultivável.  

O estado VBNC é motivo de preocupação recente na segurança dos 

alimentos uma vez que as bactérias nesse estado não são cultiváveis e, 

consequentemente, não são detectáveis pelos métodos tradicionais de cultivo, 

sendo, no entanto, metabolicamente ativas e capazes de causar infecções 

(AYRAPETYAN; OLIVER, 2016; FAKRUDDIN; MANNAN; ANDREWS, 2013). Nesse 

estado de dormência, a integridade das membranas celulares é mantida e há baixos 

níveis de expressão gênica, mas quando o microrganismo é transferido a um meio 

sólido de cultivo não há formação de colônias (AYRAPETYAN; OLIVER, 2016). Esse 

estado pode ser induzido por processos frequentemente utilizados ou estudados 

para realizar o controle microbiológico dos produtos, tais como a utilização de luz 

pulsante, de CO2 em alta pressão, de altas temperaturas, de conservantes 

alimentares e da pasteurização (AYRAPETYAN; OLIVER, 2016). 

A P. aeruginosa, P. fluorescens, Pseudomonas putida e Pseudomonas 

syringae já foram descritas como bactérias que podem entrar em estado VBNC 

(AYRAPETYAN; OLIVER, 2016; FAKRUDDIN; MANNAN; ANDREWS, 2013; 

OLIVER, 2005). O estudo de Gunasekera et al., (2002) sugere a presença de uma 

população significante de células em estado VBNC em leite pasteurizado e tanto 

células de E. coli quanto de P. putida são capazes de manter a expressão gênica 

quando no estado VBNC. 

Não há, no entanto, dados de células em estado VBNC em queijos e a fim de 

se obterem esses dados, Caldera et al. (2015) desenvolveram uma metodologia de 

quantificação de células de Pseudomonas spp. cultiváveis, mortas e em estado 

VBNC em queijo muçarela utilizando método de cultivo em placas conjuntamente 

com qPCR e RT-qPCR com a cepa DSM 50106 de P. fluorescens como inóculo de 

controle do método. Os autores do método utilizaram os dados de qPCR e RT-qPCR 

para calcular a quantidade de células mortas e verificaram discrepâncias de valores 

entre as análises de contagem em placas e RT-qPCR, sendo a quantidade de 

células em estado VBNC calculada como a diferença entre esses valores. A 
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quantidade de células em estado VBNC no estudo de Caldera et al. (2015) variou 

entre 0 e 8,49, em escala logarítmica de UFC/g. 

 A Tabela 13 apresenta trabalhos de identificação de Pseudomonas spp. em 

queijos com dados referentes à amostragem, local de coleta das amostras e se o 

queijo analisado foi fabricado ou não com leite pasteurizado. 

 

Tabela 13: Dados de trabalhos de identificação de Pseudomonas spp. em queijos 

Referência Amostra Fabricado com Leite 
Pasteurizado 

Local 

El-Baradei; Delacroix-
Buchet; Ogier (2007) 

11 queijos Domiati Não Alexandria, Behira e 
Domiatta - Egito 

Keskin; Ekmekçi 
(2007) 

8 queijos Sem informação Izmir - Turquia 

Hamouda; Vali; Amyes 
(2008) 

22 produtos lácteos: 
leite, queijo e creme 

Sem informação Edimburgo - Escócia 

Carvalho et al. (2009) 23 queijos Minas 
frescal caseiros e 23 
industrializados 

Industrializados - Sim 
Caseiros - Sem 
informação 

Alfenas/MG - Brasil 

Arslan; Eyi; Özdemir 
(2011) 

140 queijos brancos 
artesanais produzidos 
através de métodos 
tradicionais 

Sem informação 
Com frequência os 
queijos produzidos 
através de métodos 
tradicionais são feitos 
com leite cru 

Bolu - Turquia 

Castro (2012) 20 queijos Minas 
frescal 

Sim Indústria de laticínios 
da região central do 
Estado de São Paulo 

Al-Shammary (2015) 40 queijos frescos Não Bagdá - Egito 
Hammad (2015) 80 queijos Domiati Não El-Menofia - Egito 
Escobar-Zepeda; 
Sanches-Flores; 
Quirasco Baruch 
(2016) 

25 queijos Cotija 
Os queijos foram 
processados e 100 g 
de cada queijo foram 
homogeneizados, 
formando uma única 
amostra. Dessa 
amostra foram 
coletados 15 g. 

Não Tocumbo (5), Cotija 
(8), Quitupán (4), 
Jilotlán (4) e Santa 
María de Oro (4) – 
México 

Este estudo (2016) 33 queijos Minas 
frescal 

Sim Rio de Janeiro/RJ – 
Brasil 

 

A Tabela 14 detalha os métodos de identificação utilizados pelos estudos da 

Tabela 13 e apresenta os resultados obtidos. 
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Tabela 14: Detalhamento de trabalhos de identificação de Pseudomonas spp. em queijos 

 P. aeruginosa Outras espécies de Pseudomonas spp. 

Referência Método Resultado Método Resultado 

El-Baradei; 
Delacroix-
Buchet; 
Ogier (2007) 

PCR com par de 
primers espécie-
específico 

0/11 (0%) Amplificação da 
região V3 do 
gene 16s rRNA 
com eletroforese 
em gel com 
gradiente de 
temperatura 
(TGGE) e 
comparação dos 
perfis com banco 
de dados 

P. putida (1/11 – 9,1%) 
 
Banda que indica a presença 
de E. faecium, ou P. 
fluorescens, ou Leuconostoc 
pseudomesenteroides (9/11 - 
81,8%) 
 
Banda que indica a presença 
de Staphylococcus 
chromogenes, ou H. alvei, ou 
Pseudomonas alcaligenes (1/11 
– 9,1%) 
 

Keskin; 
Ekmekçi 
(2007) 

Testes 
bioquímicos 

0/8 (0%) Testes 
bioquímicos 

P. cepacia (0/8 – 0%) 
P. fluorescens I (0/8 – 0%) 
P. fluorescens II (0/8 – 0%) 
P. fluorescens III (0/8 – 0%) 
P. putida (0/8 – 0%) 
 

Hamouda; 
Vali; Amyes 
(2008) 
 

PCR com par de 
primers espécie-
específico 

0/22 (0%) - - 

Castro 
(2012) 

PCR com par de 
primers espécie-
específico 

0/20 (0%) Gênero 
Pseudomonas 
spp - Testes 
bioquímicos 
 
P. fluorescens - 
PCR com par de 
primers espécie-
específico 
 

P. fluorescens e outras 
espécies do gênero (1/20 -5%) 

Escobar-
Zepeda; 
Sanches-
Flores; 
Quirasco 
Baruch 
(2016) 

Sequenciamento 
do gene 16S 
rDNA – 
Biblioteca 
TruSeq kit v2, 
Sequenciador 
HiSeq2000/2500 
(Illumina, Inc., 
San Diego, CA, 
EUA)  

0/25 (0%) Sequenciamento 
do gene 16S 
rDNA – 
Biblioteca 
TruSeq kit v2, 
Sequenciador 
HiSeq2000/2500 
(Illumina, Inc., 
San Diego, CA, 
EUA) 
 

P. mendocina 

Carvalho et 
al. (2009) 

Sem informação 46/46 
(100%) 
 

- - 

Arslan; Eyi; 
Özdemir 
(2011) 

Testes 
bioquímicos 

2/140 
(1,4%) 

Testes 
bioquímicos 

P. pseudoalcaligenes (21/140 – 
15%) 
P. alcaligenes (7/140 – 5%) 
P. fluorescens biovar V (1/140 – 
0,7%) 
P. pseudoalcaligenes subsp. 
citrulli. (1/140 – 0,7%) 

(continua) 
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Tabela 14: Detalhamento de trabalhos de identificação de Pseudomonas spp. em queijos 

(conclusão) 

 P. aeruginosa Outras espécies de Pseudomonas spp. 

Referência Método Resultado Método Resultado 

Al-
Shammary 
(2015) 

Kit bioquímico 
computadorizado 
e kit de 
aglutinação em 
látex 
 

30/40 
(75%) 

- - 

     
Hammad 
(2015) 

Sem informação 14/80 
isolados 
(17,5%) 

P. fluorescens – 
PCR com par de 
primers espécie-
específico 
 
Demais – Sem 
informação 

P. fluorescens (36/80 isolados - 
45%) 
P. putida (12/80 isolados -15%) 
P. syringae (8/80 isolados - 
10%) 
P. alcaligenes (6/80 isolados - 
7,5%) 
Outras espécies do gênero 
(4/80 isolados - 5%) 
 

Este estudo 
(2016) 

PCR com par de 
primers espécie-
específico 

4/33 
(12,1%) 

PCR com par de 
primers gênero-
específico 

Sem identificação de espécie: 
do DNA total – 16/31 (51,6%) 
de colônias isoladas – 10/33 
(30,3%) 

 

Todas as 30 colônias de P. aeruginosa identificadas por Al-Shammary (2015) 

foram suscetíveis ao processamento do tipo LTLT, mas 40% apresentaram 

tolerância ao tratamento HTST. O perfil de tolerância ao pH mostrou que 23,3% 

toleraram o pH 5,0 e 10% o pH 2,0. Além disso, 10 isolados apresentaram tolerância 

à salmoura 3%, 8 isolados à salmoura 5%, 7 isolados à salmoura 7%. 

A incidência de Pseudomonas spp. isoladas por Hammad (2015) que 

apresentaram crescimento a 7 ºC foi de 72,5%. Além disso, 61,2% dos isolados 

apresentaram produção de protease, lipase e lecitinase, 26,2% apresentaram 

produção de protease e lipase, 10% apresentaram produção de protease e 

lecitinase, e 2,5% apresentaram produção somente de lecitinase. 

Os estudos de Al-Shammary (2015) e Hammad (2015) utilizaram queijos 

produzidos com leite cru, e Arslan; Eyi; Özdemir (2011) utilizaram queijos que 

frequentemente são produzidos com leite cru. A presença de P. aeruginosa nesses 

estudos pode estar vinculada à ausência de tratamento térmico da matéria-prima e, 

mesmo assim, a diferença da taxa de identificação entre os estudos foi 

extremamente elevada. Essa diferença também pode ser observada entre os 

estudos de Hammad (2015) e El-Baradei; Delacroix-Buchet; Ogier (2007) que, 
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apesar de utilizarem o mesmo tipo de queijo, não foi identificada P. aeruginosa no 

último estudo. A ausência de tratamento térmico não explica totalmente a presença 

de P. aeruginosa, uma vez que o estudo de Escobar-Zepeda; Sanches-Flores; 

Quirasco Baruch (2016), feito com queijos produzido com leite cru, também não 

apresentou identificação de P. aeruginosa. 

Ainda que o estudo de Castro (2012) não tenha identificado P. aeruginosa em 

queijos Minas frescal, o estudo de Carvalho et al. (2009) informa a identificação de 

P. aeruginosa em 100% das amostras de queijo Minas frescal, tanto de origem 

caseira quanto industrial. É possível que haja utilização de leite cru, ainda que de 

forma indevida e ilegal, nas amostras de origem caseira, mas o fato da identificação 

ter sido positiva também nas amostras de origem industrial alerta à possibilidade da 

presença de P. aeruginosa em queijos produzidos com leite pasteurizado. Tal 

possibilidade é corroborada pelo estudo de Al-Shammary (2015), que identificou 

cepas de P. aeruginosa que toleraram o processo HTST. 

Neste estudo, a P. aeruginosa foi identificada através de PCR em quatro 

amostras - H1, E2, I2 e J2 – correspondendo a 12% do total de amostras. Todas 

apresentavam selo de inspeção do SIF, o que indica, em princípio, a utilização de 

pasteurização na produção do queijo. Todas as amostras positivas estavam em 

temperatura adequada, são provenientes de distintos fabricantes, regiões, 

estabelecimentos e dias de coleta, sendo 02 amostras obtidas da rede R05, porém 

de bairros diferentes. 

Não foi possível, portanto, inferir que haja uma maior incidência de 

P. aeruginosa em determinada região ou que características de armazenamento de 

determinado estabelecimento influenciaram na identificação de P. aeruginosa, ainda 

que a temperatura influencie na velocidade de crescimento microbiano. Tampouco 

foi possível inferir que ocorra contaminação frequente da produção, uma vez que 

nenhuma marca apresentou identificação positiva concomitantemente em suas duas 

amostras distintas.  

É fato, no entanto, que a P. aeruginosa mantém sua culturabilidade quando 

as amostras são mantidas na temperatura de refrigeração observada, ou seja, 

variando de 4,6 ºC a 7,6 ºC. A definição de P. aeruginosa por Colwell (1965) informa 

a ausência de crescimento nas temperaturas de 0 ºC a 5 ºC, sendo importante 

observar que as cepas utilizadas no estudo foram a ATCC 14216 e ATCC 14209. A 
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grande diversidade das cepas e a grande capacidade de adaptação do 

microrganismo ao ambiente merecem, portanto, atenção. 

Em complementação ao estudo de Mallet (2007), que não identificou 

P. aeruginosa nas águas de propriedades leiteiras no período da primavera, três 

amostras positivas deste estudo foram produzidas no período da primavera e 

somente uma no inverno. Para identificar a influência do clima e da origem da 

contaminação, seria necessário, portanto, o levantamento de amostras ambientais e 

de produção durante todo o processo fabril por um ciclo inteiro de estações. 

Com exceção das amostras I2 e E2, em que todos os isolados de 

Pseudomonas spp. foram identificados como P. aeruginosa, observa-se a presença 

de outras espécies de Pseudomonas nas amostras, representados por 32 de 58 

isolados (55%). Valor consideravelmente menor do que os encontrados para 

espécies de Pseudomonas que não a P. aeruginosa por Arslan; Eyi; Özdemir (2011), 

93,8%, e Hammad (2015), 82,5%. 

Uma diferença entre esses estudos e o presente estudo é a utilização de leite 

pasteurizado na produção do queijo Minas frescal. A pasteurização reduz a 

microbiota presente no leite cru, inclusive de espécies do gênero Pseudomonas, e 

caso haja espécies mais termossensíveis, estas sofrerão uma maior redução 

populacional ou até a eliminação. Outra possível variação é a utilização pelos dois 

estudos de Pseudomonas ágar base suplementado com os antibióticos cetrimida, 

ácido fusídico e cefaloridina, para crescimento das colônias enquanto este estudo 

utilizou o ágar cetrimide. 

Observa-se a frequente identificação de bactérias do gênero Pseudomonas 

spp. nos diversos estudos e principalmente das espécies P. fluorescens e P. putida. 

O estudo de Hammad (2015) indica a produção de proteases e lipases pelas cepas 

de Pseudomonas spp., logo, um queijo que possua quantidades significativas de 

microrganismos produtores dessas enzimas pode apresentar defeitos de aroma, 

sabor e estrutura e um decaimento rápido de sua vida-de-prateleira. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O levantamento das temperaturas dos produtos indicou um razoável controle 

da temperatura pelos estabelecimentos visitados neste estudo, sendo que a maior 

parte das medições de temperatura (33/39) foi de até 8 ºC. 

O estudo de detecção de S. maltophilia não foi realizado. Os primers espécie-

específicos de Whitby et al. (2000) apresentaram baixa especificidade para o 

microrganismo alvo com possíveis falso-positivos para bactérias inclusive de outros 

gêneros. O protocolo de Gallo et al. (2013) apresentou a formação de banda com 

tamanho acima do esperado para a cepa ATCC 13637 e o genoma da S. maltophilia 

possui até 4 cópias do gene 23S rRNA, o que pode causar a junção de fragmentos 

de genes por Overlap Extension PCR, gerando erro nas análises.  

A P. aeruginosa foi detectada em 4 de 33 queijos Minas frescal, o que 

demonstra que mesmo se o queijo for adquirido em estabelecimento comercial 

devidamente formalizado, possua carimbo de inspeção, esteja íntegro, dentro do 

período de validade e dentro das condições de temperatura recomendadas, há risco 

para a saúde da população suscetível no consumo de queijo Minas frescal. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Durante a coleta das amostras foram observadas práticas recorrentes do 

fracionamento do produto e da retirada do soro da embalagem principal, que não 

foram objetos deste estudo. Alerta-se que os utensílios utilizados nessas ações 

também podem contaminar o produto.  

Considerando os valores de temperatura obtidos nos estabelecimentos e a 

temperatura normatizada, futuros estudos de vida-de-prateleira ou de utilização de 

novas tecnologias no processamento de queijo Minas frescal para fins de controle de 

microbiota devem ser realizados também a 8 ºC. 

Uma vez que a empresa é responsável por determinar o prazo de validade e 

garantir a qualidade do produto durante o período e que a validade do queijo variou 

entre 15 e 82 dias, estudos de modelagem matemática da temperatura nas 

diferentes etapas da cadeia-do-frio como o de Laguerre; Hoang; Flick (2012), ainda 

que complexos, podem auxiliar a prever uma vida-de-prateleira mais adequada para 

os produtos. 

A produção de vários tipos de enzimas de degradação em uma grande 

amplitude de temperatura pelo gênero Pseudomonas spp. o torna importante para 

os estudos de controle microbiológico de produtos refrigerados. No entanto, ainda 

que tais características sejam indesejadas na cadeia de alimentos, a produção 

dessa diversidade de enzimas com diferentes aplicações pode ser de interesse para 

outras áreas de aplicações tecnológicas. 

A análise de microrganismos patógenos e indicadores clássicos permite uma 

análise de segurança dos alimentos praticável laboratorialmente, no entanto, 

estudos que visam a proteção da saúde da população suscetível devem estar 

cientes que a ausência de um microrganismo nos padrões microbiológicos de 

alimentos não significa, necessariamente, a ausência do microrganismo no alimento 

e que patógenos oportunistas podem estar presentes no alimento, ainda que este 

esteja com os parâmetros dentro da conformidade legal.  

A análise de segurança de um alimento para a população suscetível que 

somente considere os patógenos comuns e os previstos na legislação pode levar a 

uma exposição não-intencional, mas perigosa, a patógenos oportunistas, colocando 

em risco a saúde dessa população. A habilidade das bactérias patógenas 
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oportunistas de se adaptar a novos hospedeiros, persistir no meio-ambiente, resistir 

a antibióticos e modificar seu perfil de virulência através de sistemas de quorum 

sensing deve ser levada em consideração. 
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APÊNDICE A – Fluxograma de Produção de Queijo Minas Frescal 

 

Figura 7: Fluxograma de Produção de Queijo Minas Frescal 

 

Fonte: Adaptado de SENAR (2010) 
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APÊNDICE B – Quadro comparativo entre a RDC ANVISA nº 12/2001 e a 

Portaria MAPA nº 146/1996 

 

Quadro 2: Quadro comparativo entre a RDC ANVISA nº 12/2001 e a Portaria MAPA nº 146/1996 

 Grupo de Alimentos Microrganismo 

Tolerância 
para 
Amostra 
Indicativa 

Tolerância para 
Amostra 
Representativa 

N c m M 

R
D

C
 n

º 
1
2
/2

0
0
1
 –

 A
N

V
IS

A
 

Queijos de alta umidade: 
>46%  
Queijos de muito alta 
umidade: >55%, com 
bactérias lácticas 
abundantes e viáveis, 
incluído o Minas frescal 
correspondente 

Coliformes a 45ºC/g 5x10
3
 5 2 10

3
 5x10

3
 

Estaf. coag. positiva/g 10
3
 5 2 10

2
 10

3 

Salmonella sp/25 g Aus 5 0 Aus - 

L. monocytogenes/25 g Aus 5 0 Aus - 

Queijos de muito alta 
umidade: >55%, incluindo 
os queijos de coalho com 
umidade correspondente, 
minas frescal, muçarela e 
outros, elaborados por 
coagulação enzimática, 
sem a ação de bactérias 
lácticas 

Coliformes a 45 ºC/g 5x10
2
 5 2 5x10 5x10

2
 

Estaf. coag. positiva/g 5x10
2
 5 1 10

2
 5x10

2
 

Salmonella sp/25 g Aus 5 0 Aus - 

L. monocytogenes/25 g Aus 5 0 Aus - 

P
o

rt
a
ri

a
 n

º 
3
5
2
/1

9
9
7
 –

 M
A

P
A

 

Queijo de muito alta 
umidade com bactérias 
lácticas em forma viável e 
abundantes (Umidade > 
55%) 

Coliforme/g (30 ºC) - 5 3 10
2
 10

3
 

Coliforme/g (45 ºC) - 5 2 10 10
2
 

Estaf. coag. positiva/g - 5 2 10 10
2
 

Fungos e Leveduras/g - 5 2 5x10
2
 5x10

3
 

Salmonella sp/25 g - 5 0 0 - 
L. monocytogenes/25 g - 5 0 0 - 

Queijo de muito alta 
umidade sem bactérias 
lácticas em forma viável e 
abundantes (umidade > 
55%) 

Coliforme/g (30 ºC) - 5 2 10
2
 10

3
 

Coliforme/g (45 ºC) - 5 2 5x10 5x10
2
 

Estaf. coag. positiva/g - 5 1 10
2
 5x10

2
 

Fungos e Leveduras/g - 5 2 5x10
2
 5x10

3
 

Salmonella sp/25 g - 5 0 0 - 
L. monocytogenes/25 g - 5 0 0 - 

Fonte: Adaptado de Brasil (1996, 2001) 
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APÊNDICE C – Sumário gráfico da variável temperatura de comercialização 

dos produtos (n=39) 

 

Figura 8: Sumário gráfico da variável temperatura de comercialização dos produtos (n=39) 

 

  

20161284

Median

Mean

8,58,07,57,06,5

A nderson-Darling Normality  Test

V ariance 9,8534

Skewness 2,14953

Kurtosis 5,76369

N 39

Minimum 2,5000

A -Squared

1st Q uartile 5,7000

Median 7,1000

3rd Q uartile 7,6000

Maximum 19,0000

95% C onfidence Interv al for Mean

6,3671

3,12

8,4022

95% C onfidence Interv al for Median

6,4942 7,4058

95% C onfidence Interv al for StDev

2,5654 4,0455

P-V alue < 0,005

Mean 7,3846

StDev 3,1390

95% Confidence Intervals
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APÊNDICE D – Sumário gráfico da variável temperatura de comercialização 

das amostras (n=33) 

 

Figura 9: Sumário gráfico da variável temperatura de comercialização das amostras (n=33) 

  

7,26,04,83,62,4

Median

Mean

7,257,006,756,506,256,00

A nderson-Darling Normality  Test

V ariance 1,8107

Skewness -1,06956

Kurtosis 0,48875

N 33

Minimum 2,5000

A -Squared

1st Q uartile 5,4000

Median 7,0000

3rd Q uartile 7,4000

Maximum 7,9000

95% C onfidence Interv al for Mean

5,8744

1,47

6,8287

95% C onfidence Interv al for Median

6,0000 7,2000

95% C onfidence Interv al for StDev

1,0821 1,7798

P-V alue < 0,005

Mean 6,3515

StDev 1,3456

95% Confidence Intervals
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APÊNDICE E – Verificação de especificidade de pares de primer de Gallo et al. 

(2013) - Primer-BLAST – 31/03/2016 

 

Quadro 3: Verificação de especificidade de pares de primer de Gallo et al. (2013) - Primer-
BLAST – 31/03/2016 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de alinhamento Tamanho 
(pb) 

Trocas de bases  

CP008838.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 13637 
genome 

F: 3960671 – 3960694 
R: 3960948 – 3960931 

278 - 

F: 3516819 – 3516796 
R: 3516542 – 3516559 

278 - 

AM743169.1 Stenotrophomonas 
maltophilia K279a 
complete genome, strain 
K279a 
 

F: 424409 – 424432 
R: 424686 - 424669 

278 - 

F: 418745 - 418768 
R: 419022 - 419005 

278 - 

F: 4790313 - 4790290 
R: 4790036 – 4790053 

278 - 

F: 4784649 – 784626 
R: 4784372 - 784389 

278 - 

AF273255.1 Stenotrophomonas 
maltophilia 23S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence 

F: 269 – 292 
R: 546 – 529 

278 - 

CP011305.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
ISMMS2, complete 
genome 
 

F: 346855 – 346878 
R: 347132 – 347115 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 4446171 – 4446148 
R: 4445894 – 4445911 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

CP011306.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
ISMMS2R, complete 
genome 
 

F: 346855 – 346878 
R: 347132 – 347115 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 4446171 – 4446148 
R: 4445894 - 4445911 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

CP011010.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
ISMMS3, complete 
genome 
 

F: 4745167 – 4745144 
R: 4744890 – 4744907 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 4739500 – 4739477 
R: 4739223 – 4739240 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 375689 – 375712 
R: 375966 – 375949 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

LM523569.1 Parastrongyloides 
trichosuri genome 
assembly 
P_trichosuri_KNP, 
scaffold 
PTRK_scaffold0000215 

F: 3404 – 3381 
R: 3127 – 3144 
 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

LK911072.1 Brugia timori genome 
assembly 
B_timori_Indonesia_v1_0
_4, scaffold 
BTMF_scaffold0005901 

F: 294 – 317 
R: 571 – 554 
 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

HE798556.1 Stenotrophomonas 
maltophilia D457 
complete genome 

F: 4706918 – 4706895 
R: 4706641 – 4706658 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

(continua) 

  



82 

 
 

 
 

(conclusão) 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de alinhamento Tamanho 
(pb) 

Trocas de bases  

CP002986.1 Stenotrophomonas 
maltophilia JV3, complete 
genome 

F: 373947 – 373970 
R: 374224 – 374207 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 368283 – 368306 
R: 368560 – 368543 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 4483702 – 4483679 
R: 4483425 – 4483442 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 4478038 – 4478015 
R: 4477761 – 4477778 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

HQ616676.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 06a 23S 
ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

F: 196 – 219 
R: 473 – 456 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

CP001111.1 Stenotrophomonas 
maltophilia R551-3, 
complete genome 
 

F: 4510682 – 4510659 
R: 4510405 – 4510422 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 4505012 – 4504989 
R: 4504735 – 4504752 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

F: 361013 – 361036 
R: 361290 - 361273 

278 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 

AF175764.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain AU789 
23S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

F: 269 – 292 
R: 550 - 533 

282 F: 
GCTGATTTGGTTC
TAGGAAAACGC 
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APÊNDICE F – Verificação de especificidade de pares de primer de Whitby et 

al. (2000) - Primer-BLAST – 31/03/2016 

 

Quadro 4: Verificação de especificidade de pares de primer de Whitby et al. (2000) - Primer-BLAST – 
31/03/2016 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

Tamanho 
(pb) 

Trocas de bases  

CP014274.1 Stenotrophomonas sp. 
KCTC 12332, complete 
genome 

F: 4269760 – 4269775 
R: 4270289 – 4270271 

530 - 

F: 4264070 – 4264085 
R: 4264599 – 4264581 

530 - 

F: 4258382 – 4258397 
R: 4258911 – 4258893 

530 - 

F: 1850314 – 1850299 
R: 1849785 – 1849803 

530 - 

CP011131.1 Lysobacter gummosus 
strain 3.2.11, complete 
genome 
 

F: 1026153 – 1026168 
R: 1026682 – 1026664 

530 - 

F: 514038 – 514053 
R: 514567 - 514549 

530 - 

CP012900.1 Stenotrophomonas 
acidaminiphila strain 
ZAC14D2_NAIMI4_2, 
complete genome 
 

F: 661750 – 661765 
R: 662279 – 662261 

530 - 

F: 406576 – 406591 
R: 407105 – 407087 

530 - 

F: 58019 – 58034 
R: 58548 – 58530 

530 - 

CP011305.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
ISMMS2, complete 
genome 
 

F: 346648 – 346663 
R: 347179 – 347161 

532 - 

F: 340983 - 340998 
R: 341514 – 341496 

532 - 

F: 4446378 – 4446363 
R: 4445847 – 4445865 

532 - 

F: 4440715 – 4440700 
R: 4440184 – 4440202 

532 - 

CP011306.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
ISMMS2R, complete 
genome 
 

F: 346648 – 346663 
R: 347179 – 347161 

532 - 

F: 340983 - 340998 
R: 341514 – 341496 

532 - 

F: 4446378 – 4446363 
R: 4445847 – 4445865 

532 - 

F: 4440715 – 4440700 
R: 4440184 – 4440202 

532 - 

CP011010.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 
ISMMS3, complete 
genome 
 

F: 375482 – 375497 
R: 376013 – 375995 

532 - 

F: 369815 – 369830 
R: 370346 – 370328 

532 - 

F: 4745374 – 4745359 
R: 4744843 – 4744861 

532 - 

F: 4739707 – 4739692 
R: 4739176 – 4739194 

532 - 

LM523569.1 Parastrongyloides 
trichosuri genome 
assembly 
P_trichosuri_KNP, 
scaffold 
PTRK_scaffold0000215 

F: 3611 – 3596 
R: 3080 – 3098 

532 - 

LL974006.1 Schistosoma rodhaini 
genome assembly 
S_rodhaini_Burundi, 
scaffold 
SROB_scaffold0016780 

F: 2384 – 2399 
R: 2830 – 2812 

447 - 

(continua) 
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(continuação) 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

Tamanho 
(pb) 

Trocas de bases  

LK911072.1 Brugia timori genome 
assembly 
B_timori_Indonesia_v1_0
_4, scaffold 
BTMF_scaffold0005901 

F: 87 – 102 
R: 618 – 600 

532 - 

CP008838.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain 13637 
genome 
 

F: 3960464 – 3960479 
R: 3960995 – 3960977 

532 - 

F: 3517026 – 3517011 
R: 3516495 – 3516513 

532 - 

NR_122022.1 Stenotrophomonas 
rhizophila strain e-p10 
23S ribosomal RNA, 
complete sequence 

F: 69 – 84 
R: 598 – 580 

530 - 

CP007597.1 Stenotrophomonas 
rhizophila strain 
DSM14405 genome 
 

F: 4645855 – 4645870 
R: 4646384 – 4646366 

530 - 

F: 4640114 – 4640129 
R: 4640643 – 4640625 

530 - 

F: 4111760 – 4111745 
R: 4111231 – 4111249 

530 - 

NR_076925.1 Pseudoxanthomonas 
spadix 23S ribosomal 
RNA gene, complete 
sequence 

F: 62 – 77 
R: 593 – 575 

532 - 

NR_076594.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain R551-3 
23S ribosomal RNA gene, 
complete sequence 

F: 62 – 77 
R: 593 – 575 

532 - 

HE798556.1 Stenotrophomonas 
maltophilia D457 
complete genome 
 

F: 403161 – 403176 
R: 403692 – 403674 

532 - 

F: 397501 – 397516 
R: 398032 – 398014 

532 - 

F: 4707125 – 4707110 
R: 4706594 – 4706612 

532 - 

F: 4701465 – 4701450 
R: 4700934 – 4700952 

532 - 

CP003093.2 Pseudoxanthomonas 
spadix BD-a59, complete 
genome 

F: 3413893 – 3413878 
R: 3413362 – 3413380 

532 - 

CP002986.1 Stenotrophomonas 
maltophilia JV3, complete 
genome 
 

F: 373740 – 373755 
R: 374271 – 374253 

532 - 

F: 368076 – 368091 
R: 368607 – 368589 

532 - 

F: 4483909 – 4483894 
R: 4483378 – 4483396 

532 - 

F: 4478245 – 4478230 
R: 4477714 – 4477732 

532 - 

CP001111.1 Stenotrophomonas 
maltophilia R551-3, 
complete genome 
 

F: 4510889 – 4510874 
R: 4510358 – 4510376 

532 - 

F: 4505219 – 4505204 
R: 4504688 – 4504706 

532 - 

F: 360806 – 360821 
R: 361337 – 361319 

532 - 

F: 355136 – 355151 
R: 355667 – 355649 

532 - 
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(continuação) 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

Tamanho 
(pb) 

Trocas de bases  

AM743169.1 Stenotrophomonas 
maltophilia K279a 
complete genome, strain 
K279a 
 

F: 424202 – 424217 
R: 424733 - 424715 

532 - 

F: 418538 – 418553 
R: 419069 – 419051 

532 - 

F: 4790520 – 4790505 
R: 4789989 – 4790007 

532 - 

F: 4784856 – 4784841 
R: 4784325 - 4784343 

532 - 

AF273255.1 Stenotrophomonas 
maltophilia 23S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence 

F: 62 – 77 
R: 593 – 575 

532 - 

AF175765.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain PC760 
23S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

F: 62 – 77 
R: 594 - 576 

533 - 

AF175764.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain AU789 
23S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

F: 62 – 77 
R: 597 – 579 

536 - 

AF175763.1 Stenotrophomonas 
maltophilia strain AU680 
23S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

F: 62 – 77 
R: 590 – 572 

529 - 

KT865836.1 Pseudoxanthomonas sp. 
ALBL_145 23S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence 

F: 14 – 29 
R: 543 – 525 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

KT865835.1 Pseudoxanthomonas sp. 
ALBL_143 23S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence 

F: 15 – 30 
R: 544 – 526 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

KT865775.1 Pseudoxanthomonas sp. 
ALBL_017 23S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence 

F: 17 – 32 
R: 546 – 528 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

CP008714.1 Xanthomonas translucens 
pv. undulosa strain Xtu 
4699, complete genome 
 

F: 441659 – 441674 
R: 442188 – 442170 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

F: 170099 – 170114 
R: 170628 – 170610 
 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

CP010409.1 Xanthomonas sacchari 
strain R1, complete 
genome 
 

F: 3657687 – 3657702 
R: 3658213 – 3658195 

527 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

F: 3224298 – 3224313 
R: 3224827 – 3224809 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

NR_077037.1 Xanthomonas albilineans 
strain GPE PC73 23S 
ribosomal RNA gene, 
complete sequence 

F: 62 – 77 
R: 591 – 573 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

FP565176.1 Xanthomonas albilineans 
GPE PC73 complete 
genome 
 

F: 436291 – 436306 
R: 436820 – 436802 
  

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

F: 3692450 – 3692435 
R: 3691921 – 3691939 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 

NR_076961.1 Frateuria aurantia strain 
G-6 23S ribosomal RNA 
gene, complete sequence 

F: 59 – 74 
R: 589 - 571 
 

531 R: 
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG 

 



86 

 
 

 
 

(conclusão) 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

Tamanho 
(pb) 

Trocas de bases  

CP003350.1 Frateuria aurantia DSM 
6220, complete genome 
 

F: 576518 – 576533 
R: 577048 – 577030 

531 R: 
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG 

F: 54827 – 54842 
R: 55357 – 55339 

531 R: 
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG 

F: 46195 – 46210 
R: 46725 – 46707 

531 R: 
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG 

F: 2974664 – 2974649 
R: 2974134 – 2974152 

531 R: 
TTAAGCTTGCCAC
AGACAG 

CP007444.1 Dyella jiangningensis 
strain SBZ 3-12, complete 
genome 
 

F: 4958101 – 4958116 
R: 4958630 – 4958612 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

F: 4554791 – 4554806 
R: 4555320 – 4555302 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

CP008884.1 Dyella japonica A8, 
complete genome 
 

F: 4828812 – 4828797 
R: 4828283 – 4828301 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

F: 672876 – 672861 
R: 672347 – 672365 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

NR_102579.1 Rhodanobacter 
denitrificans strain 
2APBS1 23S ribosomal 
RNA gene, complete 
sequence 

F: 59 – 74 
R: 588 – 570 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

CP003470.1 Rhodanobacter 
denitrificans strain 
2APBS1, complete 
genome 
 

F: 436964 – 436979 
R: 437493 – 437475 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

F: 4088370 – 4088355 
R: 4087841 – 4087859 

530 F: 
CAGCCTGCGAAAA
GTG 
R: 
TTAAGCTTGCCAC
TGACAG 

 

  



87 

 
 

 
 

APÊNDICE G – Verificação de especificidade de pares de primer de Choi et al. 

(2013) - Primer-BLAST – 31/03/2016 

 

Quadro 5: Verificação de especificidade de pares de primer de Choi et al. (2013) - Primer-
BLAST – 31/03/2016 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

CP008873.1 Pseudomonas aeruginosa strain F9670, complete genome F: 1752442 – 1752419 
R: 1752211 – 1752230 

CP008872.1 Pseudomonas aeruginosa strain X78812, complete genome F: 6253896 – 6253919 
R: 6254127 – 6254108 

CP013993.1 Pseudomonas aeruginosa DHS01, complete genome F: 6686786 – 6686809 
R: 6687017 – 6686998 

CP013989.1 Pseudomonas aeruginosa strain USDA-ARS-USMARC-
41639, complete genome 

F: 6020919 – 6020942 
R: 6021150 – 6021131 

CP008871.1 Pseudomonas aeruginosa strain W45909, complete 
genome 

F: 6323770 – 6323747 
R: 6323539 – 6323558 

CP008870.1 Pseudomonas aeruginosa strain W36662, complete 
genome 

F: 5742345 – 5742368 
R: 5742576 – 5742557 

CP008869.1 Pseudomonas aeruginosa strain W16407, complete 
genome 

F: 6540403 – 6540380 
R: 6540172 – 6540191 

CP008868.1 Pseudomonas aeruginosa strain T63266, complete genome F: 1277511 – 1277534 
R: 1277742 – 1277723 

CP008867.1 Pseudomonas aeruginosa strain T52373, complete genome F: 2119534 – 2119557 
R: 2119765 – 2119746 

CP008866.1 Pseudomonas aeruginosa strain T38079, complete genome F: 3850785 – 3850762 
R: 3850554 – 3850573 

CP008865.1 Pseudomonas aeruginosa strain S86968, complete genome F: 2358095 – 2358118 
R: 2358326 – 2358307 

CP008863.1 Pseudomonas aeruginosa strain M37351, complete genome F: 3183401 – 3183424 
R: 3183632 – 3183613 

CP008864.1 Pseudomonas aeruginosa strain W60856, complete 
genome 

F: 5173567 – 5173590 
R: 5173798 – 5173779 

CP008862.1 Pseudomonas aeruginosa strain M1608, complete genome F: 4767486 – 4767463 
R: 4767255 – 4767274 

CP008861.1 Pseudomonas aeruginosa strain H47921, complete genome F: 4235588 – 4235565 
R: 4235357 – 4235376 

CP008860.1 Pseudomonas aeruginosa strain H27930, complete genome F: 846944 – 846967 
R: 847175 – 847156 

CP008859.1 Pseudomonas aeruginosa strain H5708, complete genome F: 1136466 – 1136443 
R: 1136235 – 1136254 

CP008858.1 Pseudomonas aeruginosa strain F63912, complete genome F: 5698145 – 5698122 
R: 5697914 – 5697933 

CP008857.1 Pseudomonas aeruginosa strain F30658, complete genome F: 4259894 – 4259917 
R: 4260125 – 4260106 

CP008856.1 Pseudomonas aeruginosa strain F23197, complete genome F: 3222362 – 3222339 
R: 3222131 – 3222150 

CP012901.1 Pseudomonas aeruginosa strain N15-01092, complete 
sequence 

F: 370897 – 370874 
R: 370666 – 370685 

CP013696.1 Pseudomonas aeruginosa strain 12-4-4(59), complete 
genome 

F: 1133709 – 1133732 
R: 1133940 – 1133921 

CP013680.1 Pseudomonas aeruginosa AES-1R, complete genome F: 1463000 – 1463023 
R: 1463231 – 1463212 

CP013144.1 Pseudomonas aeruginosa strain Cu1510, complete genome F: 4684415 – 4684392 
R: 4684184 – 4684203 

AP017302.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: 
IOMTU 133 

F: 6506948 – 6506971 
R: 6507179 – 6507160 

CP013245.1 Pseudomonas aeruginosa strain VA-134, complete genome F: 2588617 – 2588594 
R: 2588386 – 2588405 

(continua) 



88 

 
 

 
 

(continuação) 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

LN870292.1  Pseudomonas aeruginosa DK1 genome assembly 
Pseudomonas aeruginosa DK1 substr. NH57388A, 
chromosome : I 

F: 5843674 – 5843697 
R: 5843905 – 5843886 

CP012679.1 Pseudomonas aeruginosa strain PA1RG, complete genome F: 6124639 – 6124662 
R: 6124870 – 6124851 

CP004054.2 Pseudomonas aeruginosa PA1, complete genome F: 6122273 – 6122296 
R: 6122504 – 6122485 

LN871187.1 Pseudomonas aeruginosa genome assembly PAO1OR, 
chromosome : I 

F: 5908949 – 5908972 
R: 5909180 – 5909161 

AP014839.2 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: 
8380 

F: 6244406 – 6244429 
R: 6244637 – 6244618 

CP012066.1 Pseudomonas aeruginosa strain F9676, complete genome F: 6306855 – 6306832 
R: 6306624 – 6306643 

CP012001.1 Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, complete genome F: 5948137 – 5948160 
R: 5948368 – 5948349 

CP011369.1 Pseudomonas aeruginosa strain S04 90 genome F: 6733032 – 6733055 
R: 6733263 – 6733244 

CP011317.1 Pseudomonas aeruginosa strain Carb01 63, complete 
genome 

F: 7054341 – 7054364 
R: 7054572 – 7054553 

LN831024.1 Pseudomonas aeruginosa genome assembly NCTC10332, 
chromosome : 1 

F: 5947591 – 5947614 
R: 5947822 – 5947803 

AP014651.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: 
NCGM257 

F: 6691730 – 6691753 
R: 6691961 – 6691942 

CP010555.1 Pseudomonas aeruginosa strain FRD1, complete genome F: 4669704 – 4669681 
R: 4669473 – 4669492 

CP007399.1 Pseudomonas aeruginosa strain F22031, complete genome F: 2164565 – 2164588 
R: 2164796 – 2164777 

AP014646.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: 
NCGM 1984 

F: 6418843 – 6418866 
R: 6419074 – 6419055 

HG974234.1 Pseudomonas aeruginosa strain PSE305, genome F: 5495192 – 5495215 
R: 5495423 – 5495404 

CP008739.2 Pseudomonas aeruginosa VRFPA04, complete genome F: 6450566 – 6450589 
R: 6450797 – 6450778 

AP014622.1 Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain: 
NCGM 1900 

F: 6382826 – 6382849 
R: 6383057 – 6383038 

CP008749.1  Pseudomonas aeruginosa PAO1H2O genome F: 5896884 – 5896907 
R: 5897115 – 5897096 

CP007224.1 Pseudomonas aeruginosa PA96 genome F: 6068360 – 6068383 
R: 6068591 – 6068572 

CP006985.1 Pseudomonas aeruginosa LESlike4 sequence F: 6155109 – 6155132 
R: 6155340 – 6155321 

CP006984.1 Pseudomonas aeruginosa LESlike1 sequence F: 6140140 – 6140163 
R: 6140371 – 6140352 

CP006983.1 Pseudomonas aeruginosa LESB65 sequence F: 6158059 – 6158082 
R: 6158290 – 6158271 

CP006982.1 Pseudomonas aeruginosa LES400 sequence F: 6222385 – 6222408 
R: 6222616 – 6222597 

CP006981.1  Pseudomonas aeruginosa LESlike7 sequence F: 6098968 – 6098991 
R: 6099199 – 6099180 

CP006980.1  Pseudomonas aeruginosa LESlike5 sequence F: 6174404 – 6174427 
R: 6174635 – 6174616 

CP007147.1 Pseudomonas aeruginosa YL84, complete genome F: 1206105 – 1206082 
R: 1205874 – 1205893 

HG530068.1 Pseudomonas aeruginosa PA38182, complete genome F: 6085195 – 6085218 
R: 6085426 – 6085407 

CP006931.1 Pseudomonas aeruginosa SCV20265, complete genome F: 6348619 – 6348642 
R: 6348850 – 6348831 

CP006937.1 Pseudomonas aeruginosa LES431, complete genome F: 6181125 – 6181148 
R: 6181356 – 6181337 
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(conclusão) 

Cód. acesso 
GeneBank 

Descrição Região de 
alinhamento 

CP006853.1  Pseudomonas aeruginosa MTB-1, complete genome F: 6212544 – 6212567 
R: 6212775 – 6212756 

CP004055.1 Pseudomonas aeruginosa PA1R, complete genome F: 3543624 – 3543647 
R: 3543855 – 3543836 

CP006832.1 Pseudomonas aeruginosa PAO1-VE13 genome F: 5896879 – 5896902 
R: 5897110 – 5897091 

CP006831.1 Pseudomonas aeruginosa PAO1-VE2 genome F: 5897964 – 5897987 
R: 5898195 – 5898176 

CP006705.1 Pseudomonas aeruginosa PAO581 genome F: 5676465 – 5676488 
R: 5676696 – 5676677 

CP006728.1  Pseudomonas aeruginosa c7447m genome F: 5894686 – 5894709 
R: 5894917 – 5894898 

CP006245.1 Pseudomonas aeruginosa RP73, complete genome F: 5973318 – 5973341 
R: 5973549 – 5973530 

CP004061.1 Pseudomonas aeruginosa B136-33, complete genome F: 6052772 – 6052795 
R: 6053003 – 6052984 

CP003149.1 Pseudomonas aeruginosa DK2, complete genome F: 5996683 – 5996706 
R: 5996914 – 5996895 

AP012280.1  Pseudomonas aeruginosa NCGM2.S1 DNA, complete 
genome 

F: 6388614 – 6388637 
R: 6388845 – 6388826 

CP002496.1 Pseudomonas aeruginosa M18, complete genome F: 5951725 – 5951748 
R: 5951956 – 5951937 

FM209186.1 Pseudomonas aeruginosa LESB58 complete genome 
sequence 

F: 6232811 – 6232834 
R: 6233042 – 6233023 

CP000438.1 Pseudomonas aeruginosa UCPBP-PA14, complete genome F: 6169097 – 6169120 
R: 6169328 – 6169309 

AE004091.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1, complete genome F: 5896884 – 5896907 
R: 5897115 - 5897096 

* Todos os produtos apresentaram o tamanho esperado de 232 pb e 100% de homologia 

 


