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Abstract 
The aim of this study was to analyze the antimicrobial resistance profile and biofilm forming ability of 
Enterococcus spp. isolated from coalho cheese. Thirty-six samples of coalho cheese made from pasteurized milk 
sold in hypermarkets in the city of Recife-PE were analyzed. After isolation and identification using the Gram stain 
technique, use of VITEK2® and biochemical tests, 36 isolates of Enterococcus spp. were observed, 44.4% (16/36) 
of which were Enterococcus faecalis, 44.4% (16/36) Enterococcus faecium and 11.2% (4/36) Enterococcus durans. 
Of these, 22.2% (8/36) were resistant to erythromycin, 25% (9/36) to nitrofurantoin, 22.2% (8/36) to tetracycline 
and 2.7% (1/36) to vancomycin. It was also observed that 22.2% (8/36) were classified as moderate biofilm 
formers and 77.8% (28/36) as weak formers. The presence of antimicrobial-resistant and biofilm-forming strains of 
Enterococcus spp. in the coalho cheese samples evaluated may represent a public health risk, as these 
microorganisms are considered emerging and are increasingly associated with hospital-acquired infections. In 
addition, monitoring resistance to synthetic antimicrobials is proving to be important in the control of 
Enterococcus spp. strains resistant to marketed drugs, one of the world's major public health problems. 
Keywords: bacterial adhesion; dairy derivatives; hospital infection; emerging microorganisms; public health. 
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Resumo 
Objetivou-se, com esse estudo, analisar o perfil de resistência 
antimicrobiana e a capacidade de formação de biofilme de Enterococcus 
spp. isolados de queijo de coalho. Foram analisadas 36 amostras de queijo 
de coalho confeccionado com leite pasteurizado, comercializados em 
hipermercados da cidade do Recife-PE. Após isolamento e identificação por 
meio da técnica de coloração de Gram, do VITEK2® e testes bioquímicos, 
observou-se 36 isolados de Enterococcus spp., sendo 44,4% (16/36) 
Enterococcus faecalis, 44,4% (16/36) Enterococcus faeciume 11,2% (4/36) 
Enterococcus durans. Destes, 22,2% (8/36) apresentaram resistência à 
eritromicina, 25% (9/36) à nitrofurantoína, 22,2% (8/36) à tetraciclina e 2,7% 
(1/36) à vancomicina. Observou-se também que 22,2% (8/36) foram 
classificados como moderados formadores de biofilme e 77,8% (28/36) 
como fracos formadores. A ocorrência de cepas de Enterococcus spp. 
resistentes a antimicrobianos e formadoras de biofilme nas amostras de 
queijo de coalho avaliadas podem representar um risco à saúde pública, já 
que estes microrganismos são considerados emergentes e estão cada vez 
mais relacionados a casos de infecção hospitalar. Além disso, o 
monitoramento da resistência a antimicrobianos sintéticos mostra ser 
importante no controle de cepas de Enterococcus spp. resistentes às drogas 
disponíveis no mercado, que representam um dos maiores problemas de 
saúde pública mundial. 
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1 | Introdução 

 

O queijo de coalho, típico da região Nordeste 

do Brasil, produzido principalmente em 

Pernambuco, Ceará, Paraíba e Rio Grande do Norte, 

é um produto elaborado a partir de leite cru ou 

pasteurizado, complementado ou não pela ação de 

bactérias lácteas selecionadas, tendo considerável 

importância na renda dos fornecedores de leite 

(Nassu et al., 2003; Cavalcante, 2023). Por ser um 

produto bastante manipulado e muitas vezes 

elaborado sob condições higiênico-sanitárias 

insatisfatórias, não apresenta segurança 

microbiológica e padronização (Oliveira et al., 2018). 

O queijo de coalho possui uma microbiota 

natural diversificada, com predominância de 

bactérias do gênero Enterococcus, sendo E. faecalis 

e E. faecium as espécies de maior ocorrência (Eaton 

e Gasson, 2001; Santos et al., 2014). Os 

microrganismos do gênero Enterococcus são 

frequentemente encontrados em leite e derivados, 

principalmente em queijos. E constituem um 

complexo grupo de bactérias, que desempenham 

papel ambíguo em alimentos, enquanto algumas 

linhagens são utilizadas em queijos e alimentos 

enlatados, conferindo sabor, odor e textura a esses 

produtos e também como culturas iniciadoras na 

indústria de laticínios para a fabricação de iogurtes e 

leites cultivados, ressaltando-se aqui que são 

bactérias ácido-lácticas (BAL), outras cepas estão 

relacionadas com a deterioração de alimentos (Terra 

et al., 2018).  

A contaminação por Enterococcus spp. em 

alguns queijos industrializados, geralmente, resulta 

de falhas nas Boas Práticas de Fabricação durante a 

elaboração dos mesmos (Barros et al., 2019). Esse 

grupo pode contaminar leite e derivados a partir da 

matéria fecal, pele de animais, água, equipamentos 

de ordenha e tanques de expansão (Porto et al., 

2016). 

Embora as bactérias ácido-lácticas contribuam 

para o desenvolvimento de características sensoriais 

e para a biopreservação em queijos, a presença de 

Enterococcus spp. em alimentos tem despertado 

preocupação, pois são patógenos oportunistas que 

surgiram como uma das principais fontes de 

infecções nosocomiais, particularmente em 

pacientes imunocomprometidos (Lossouarn et al., 

2019) e, devido a sua elevada resistência a 

antimicrobianos e fatores de virulência, estes 

microrganismos passaram a ser considerados 

patógenos emergentes, podendo ser ainda mais 

preocupante quando há formação de biofilme. 

Os biofilmes são estruturas complexas de 

aglomerados microbianos, protegidos por uma 

camada de exopolissacarídeos (EPS) que impede a 

penetração dos fármacos, dificultando ainda mais o 

tratamento das infecções (Costerton et al., 1999; 

Shirtliff et al., 2002). 

O surgimento de resistência aos 

antimicrobianos por Enterococcus e sua difusão em 

alimentos sugerem uma situação de risco para a 

saúde pública, e também deve ser considerada uma 

possível correlação entre cepas presentes nos 

hospitais com aquelas isoladas de alimentos (Riboldi 

et al., 2009). Poucos estudos foram realizados 

analisando a resistência antimicrobiana de 

Enterococcus spp. isolados de alimentos de origem 

animal (Campos et al., 2013; Costa et al., 2022) e a 

capacidade destes microrganismos de formarem 

biofilme (Maia et al., 2019), diante disso, o presente 

artigo objetivou avaliar o perfil de resistência 

antimicrobiana e a capacidade de formar biofilmes 

de Enterococcus spp. isolados de queijo de coalho. 

 

2 | Material e Métodos 

 

Foram analisadas 36 amostras de queijo de 

coalho confeccionado com leite pasteurizado, 

embaladas a vácuo e comercializadas em oito 

hipermercados da cidade do Recife-PE (Figura 1), 

nos quais adquiriu-se, durante o ano de 2019, uma 

amostra de cada marca disponível no momento da 

visita, mantendo-se a embalagem original, lacrada e 

não fracionada. As amostras foram acondicionadas 

em caixas isotérmicas contendo gelo reciclável com 

temperatura menor que 10ºC e levadas 

imediatamente ao laboratório em que foram 

realizadas as análises, onde foram conservadas em 

refrigeração com temperatura menor que 6ºC por 

24 horas. 

Em seguida, selecionou-se 25 g da amostra e 

adicionou em recipiente contendo 225 mL de água 

peptonada1%. Houve então a coleta de 1 mL da 

diluição preparada para tubo contendo 10 mL de 

água peptonada 1%. Essa etapa foi repetida até a 

obtenção das diluições 1:10, 1:100 e 1:1000. 

Posteriormente 0,1mL de cada diluição selecionada 

foi semeado em placas de Petri com meio Ágar 

Müeller Hinton®, com auxílio da alça de Drigalski e 

incubadas a 40ºC por um período de 24 a 48 horas 

(FAO, 1998). 



Silva et al.                                                                                                                                  Medicina Veterinária, Recife, v.18, n.1, 2024 

 

93 
 

 
Figura 1. Localização dos pontos de coleta das amostras 
de queijo coalho na cidade de Recife-PE, Brasil, durante o 
ano de 2019. 

 

As colônias sugestivas de Enterococcus spp. 

foram identificadas através de suas características 

morfo-tintoriais (coloração de Gram) (Stinghen et al., 

2002) e bioquímicas (bile esculina, NaCl a 6,5% e 

catalase), sendo as espécies identificadas utilizando-

se o equipamento automatizado de identificação 

VITEK 2® compact (Biomerieux, 2017), além dos 

testes bioquímicos sacarose, D-manitol e arabinose 

para a confirmação definitiva. 

Para o teste de resistência antimicrobiana 

(TRA), foram testados onze agentes antimicrobianos 

de predileção contra microrganismos Gram 

positivos (Willems et al., 2005; Kobayashi et al., 

2011; Passadouro et al., 2014), como é o caso de 

Enterococcus spp. - penicilina, ampicilina, 

eritromicina, tetraciclina, nitrofurantoína, 

ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, 

teicoplanina, vancomicina e linezolida - através do 

método de disco-difusão em ágar descrito por Kirby 

e Bauer (Bauer et al., 1966). Para a suspensão 

bacteriana, utilizou-se a metodologia sugerida por 

Oplustil (2004). Com auxílio de um swab estéril, a 

suspensão foi semeada em meio ágar 

MüellerHinton® e, posteriormente, os discos 

impregnados com os antibióticos foram distribuídos 

na superfície do meio. A leitura dos halos de inibição 

e a posterior interpretação dos resultados, foram 

realizadas após a incubação das placas por 16-18 

horas a 37±1ºC, sendo com a Vancomicina por 24 

horas. Os diâmetros dos halos de inibição foram 

interpretados de acordo com Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2019). 

Para a avaliação da produção de biofilme, foi 

utilizada a metodologia segundo Rodrigues et al. 

(2010), com adaptações. Em seguida, 100μL da 

solução foram inoculados em placas de 

microdiluição de 96 poços e seguiu-se a incubação 

a 37°C por 24 horas. Após este período, o conteúdo 

de cada poço foi aspirado cuidadosamente, e estes 

foram lavados três vezes com água destilada estéril. 

Após secagem em temperatura ambiente, as células 

aderidas foram coradas com 200μL violeta de 

genciana a 0,25%. Passados 5 minutos da aplicação 

do corante, os poços foram submetidos novamente 

à lavagem e secagem. Em seguida, foram 

adicionados 200μL de álcool:acetona na proporção 

80:20. Em cada placa foi utilizado um poço 

contendo somente caldo TSB como branco, uma 

cepa de Escherichia coli ATCC® como controle 

negativo e os testes foram realizados em triplicata. A 

leitura da densidade óptica (DO) dos poços foi 

realizada por espectrofotometria a 620nm. 

Para classificar os isolados quanto à produção 

de biofilme, utilizou-se a metodologia descrita por 

Stepanovic (2007) sendo estes classificados como: 

não produtor de biofilme; fraco produtor de 

biofilme; moderado produtor de biofilme; forte 

produtor de biofilme. 

 

3 | Resultados e Discussão 

 

Na análise microbiológica observou-se o 

crescimento de colônias características de 

Enterococcus spp. em todas as amostras. Após a 

identificação, observou-se 44,4% (16/36) de 

Enterococcus faecalis, 44,4% (16/36) de 

Enterococcus faecium e 11,2% (4/36) de 

Enterococcus durans.  

A presença do gênero Enterococcus em todas 

as amostras analisadas é preocupante, devido 

isolados deste microrganismo estarem associados a 

infecções clínicas, representando um perigo para a 

saúde pública (Vicari et al., 2021).  

Em um estudo realizado por Dias et al. (2019) 

com amostras de queijo de coalho fabricadas com 

leite cru e provenientes da região Agreste do estado 

de Pernambuco, das bactérias ácido lácticas 

encontradas, o maior número foi de Enterococcus 

spp., sendo 37,1% (29/78). O gênero Enterococcus 

também foi predominante entre as bactérias ácido 

lácticas (BAL) isoladas de queijo de coalho 
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produzido no estado do Ceará (Bruno e Carvalho, 

2009), corroborando o atual estudo.  

No estudo da resistência antimicrobiana 

observou-se que 25% (9/36) dos isolados 

apresentaram-se sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados. A maioria dos isolados 

apresentou sensibilidade aos antimicrobianos 

descritos a seguir: 100% (36/36) à ampicilina, 

norfloxacina, linezolida, penicilina, levofloxacina e 

teicoplanina; 63,9% (23/36) à nitrofurantoína; 97,2% 

(35/36) à ciprofloxacina e vancomicina; 36,1% 

(13/36) à eritromicina; 77,8% (28/36) à tetraciclina.  

Ainda no que diz respeito à resistência aos 

antimicrobianos testados, vale ressaltar que 55,5% 

(20/36) das cepas isoladas apresentaram resistência 

a pelo menos um dos antimicrobianos preconizados 

para tratamento das infecções causadas por esse 

microrganismo (Willems et al., 2005; Kobayashi, 

2011; Passadouro et al., 2014). 

Nos resultados do estudo da resistência 

observou-se que 22,2% (8/36) foram resistentes à 

eritromicina e à tetraciclina; 2,7% (1/36) à 

vancomicina; 36,1% (13/36) à nitrofurantoína, 

demonstrando que os isolados de Enterococcus 

spp. em queijo coalho foram resistentes aos 

antimicrobianos usados para o tratamento de 

processos infecciosos causados por esse agente, 

trazendo a preocupação do uso desses 

medicamentos na clínica e possível não resposta no 

combate do processo de uma possível infecção no 

homem. 

Entre as três diferentes espécies de 

Enterococcus isoladas a partir do queijo de coalho, 

observou-se 100% de sensibilidade frente a vários 

antimicrobianos conforme indicado a seguir: E. 

faecalis (ampicilina-AM, linezolida-LN, levofloxacina-

LE, nitrofurantoína-NI, norfloxacina-NO, penicilina-

PE, teicoplanina-TE); E. faecium (ampicilina-AM, 

ciprofloxacina-CI, linezolida-LN, levofloxacina-LE, 

norfloxacina-NO, penicilina-PE, teicoplanina-TE, 

vancomicina-VA); E. durans (ampicilina-AM, 

ciprofloxacina-CI, linezolida-LN, levofloxacina-LE, 

norfloxacina-NO, penicilina-PE, teicoplanina-TE, 

vancomicina-VA) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Perfil de resistência antimicrobiana de isolados de Enterococcus spp. obtidos de queijo de coalho 

comercializado em supermercados da cidade de Recife-PE, durante o ano de 2019 

S = sensível; R = resistente.

Agentes 
antimicrobianos 

Espécies (Nº isolados) 

Enterococcus faecalis 
(16) 

Enterococcus faecium 
(16) 

Enterococcus durans 
(4) 

Total = 36 

S 
N(%) 

R 
N(%) 

S 
N(%) 

R 
N(%) 

S 
N(%) 

R 
N(%) 

S 
N(%) 

R 
N(%) 

Ampicilina 16(100) - 16(100) - 4(100) - 36(100) - 

Ciprofloxacina 16(100) - 16(100) - 4(100) - 35(97,2) - 

Eritromicina 14(87,5) 2(12,5) 11(68,8) 5(31,2) 3(75,0) 1(25,0) 28(77,8) 8(22,2) 

Linezolida 16(100) - 16(100) - 4(100) - 36(100) - 

Levofloxacina 16(100) - 16(100) - 4(100) - 36(100) - 

Nitrofurantoína 16(100) - 8(50,0) 8(50,0) 3(75,0) 1(25,0) 27(75) 9(25,0) 

Norfloxacina 16(100) - 16(100) - 4(100) - 36(100) - 

Penicilina 16(100) - 16(100) - 4(100) - 36(100) - 

Teicoplanina 16(100) - 16(100) - 4(100) - 36(100) - 

Tetraciclina 10(62,5) 6(37,5) 15(93,7) 1(6,2) 3(75,0) 1(25,0) 28(77,7) 8(22,2) 

Vancomicina 15(93,7) 1(6,2) 16(100) - 4(100) - 35(97,2) 1(2,7) 
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Apesar dos resultados frente à sensibilidade, 

é importante ressaltar que a presença da resistência 

antimicrobiana observada no estudo é preocupante, 

visto que pelo menos um isolado de cada espécie 

demonstrou resistência à eritromicina e tetraciclina, 

ao menos um isolado de E. faecium e E. durans 

apresentou resistência à nitrofurantoína, e um 

isolado de E. faecalis mostrou resistência à 

vancomicina. Essa resistência pode se dar pelo uso 

de antimicrobianos na medicina humana, na 

medicina veterinária e na produção animal, 

podendo levar à propagação de multirresistência 

devido a esses fatores (Morais et al., 2023). 

No estudo de fatores de resistência de 

Enterococcus spp. isolados de amostras de queijo 

realizado por Elmali e Can (2018), verificou-se que 

57% das 90 amostras estudadas apresentaram 

contaminação por este microrganismo e relatou que 

34,4% das amostras isoladas de E. faecalis, E. 

faecium e E. durans eram resistentes à vancomicina 

pelo método da difusão em disco, sendo este fato 

extremamente sério devido a seu uso para controlar 

Gram-positivos em ambiente hospitalar. Porto et al. 

(2016) relataram que 75,48% dos isolados de 

Enterococcus spp. provenientes de 53 amostras de 

queijo apresentaram resistência a pelo menos um 

dos antimicrobianos testados em sua pesquisa, 

sendo 60,38% à eritromicina, 16,98% à norfloxacina, 

11,33% à vancomicina, 9,44% à teicoplanina e 7,54% 

à tetraciclina. Rocha et al. (2018) observaram 

resultados de resistência de 19,0% à eritromicina, 

15,0% à tetraciclina, 3,0% à vancomicina e 27,0% 

dos isolados da sua pesquisa apresentaram 

resistência a pelo menos um dos antimicrobianos 

testados.  

Sugere-se que o uso de antimicrobianos na 

alimentação animal como promotores de 

crescimento pode criar grandes reservatórios de 

genes de resistência a antibióticos transferíveis em 

vários ecossistemas e, consequentemente, uma 

possível rota de transmissão de Enterococcus spp. 

resistentes via cadeia alimentar poderia ser sugerida 

(Shepard e Gilmore, 2002). Sabe-se que 

Enterococcus spp. tendem a sofrer seleção a cada 

aplicação de antimicrobiano, levando à formação de 

um reservatório animal de cepas bacterianas 

resistentes, que podem infectar os seres humanos 

tanto por contato direto com animais como através 

da ingestão de alimentos de origem animal 

(Kaszanyitzky et al., 2007; Oliveira et al., 2010; 

Vignaroli et al., 2011; Silva et al., 2023). 

No Brasil, o panorama da resistência 

bacteriana é uma realidade inquietante e o 

crescente surgimento de novas cepas de bactérias 

multirresistentes nos hospitais brasileiros vem 

causando preocupação entre os profissionais de 

saúde (Santos, 2004).  

Na avaliação da capacidade de produção de 

biofilme todos foram positivos para a formação de 

biofilme, sendo 77,7% (28/36) isolados classificados 

como fracos formadores de biofilme, 22,2% (8/36) 

isolados como moderados formadores de biofilme e 

não houve nenhum forte formador de biofilme. 

Observou-se que 100% (4/4) dos isolados de E. 

durans foram fracos formadores de biofilme, 100% 

(16/16) de isolados de E. faecium foram fracos 

formadores de biofilme, 50% (8/16) de E. faecalis 

foram fracos formadores de biofilme e 50% (8/16) 

foram moderados formadores de biofilme. Rocha et 

al. (2018) obtiveram no seu estudo 22,0% dos 

isolados como fracos formadores de biofilme, não 

apresentando moderados e fortes formadores de 

biofilme, diferentemente do presente estudo. 

Mesmo sabendo-se que diversos fatores 

encontrados na cadeia produtiva leiteira podem 

favorecer a contaminação do leite e seus derivados 

por biofilme e sendo a principal fonte dessa 

contaminação a higienização inadequada dos 

equipamentos usados na sua produção (Srey et al., 

2013), ainda se estuda pouco a formação de 

biofilme na cadeia produtiva de queijo de coalho. 

 

4 | Conclusão 

 

A presença de Enterococcus spp. em queijo 

de coalho representa um risco à saúde pública no 

que diz respeito às doenças de transmissão 

alimentar, visto a ocorrência de cepas formadoras 

de biofilme e resistentes a antimicrobianos. Além 

disso, o monitoramento da resistência a 

antimicrobianos sintéticos torna-se importante no 

controle de cepas de Enterococcus spp. resistentes, 

que representam um dos maiores problemas de 

saúde pública no mundo. Diante disso, mais estudos 

sobre a avaliação da qualidade microbiológica dos 

queijos de coalho, dos fatores de virulência e da 

resistência antimicrobiana das cepas de 

Enterococcus spp. são necessários, pois esse tipo de 

queijo é muito consumido e de grande importância 

para a economia do Nordeste. Essa pesquisa 

também servirá de alerta aos laticínios, produtores 
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de queijo de coalho e autoridades de saúde 

pública. 
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