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CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS E GENOTÍPICAS DE Escherichia coli 
ISOLADAS DE QUEIJOS PRODUZIDOS A PARTIR DE LEITE NÃO 

PASTEURIZADO 
  

RESUMO - Os queijos elaborados a partir de leite cru são muito consumidos 
no Brasil. No entanto, sua elaboração realizada por pessoas não capacitadas pode 
resultar em sua contaminação por vários micro-organismos, incluindo Escherichia 
coli, afetando a qualidade microbiológica do queijo e representando risco potencial 
para a saúde dos consumidores. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as 
características fenotípicas e genotípicas de estirpes de Escherichia coli isoladas em 
amostras de queijos elaborados a partir de leite não pasteurizado em três cidades, 
para avaliar o possível risco potencial deste tipo de queijo para a população 
humana. Para tanto, 83 queijos foram coletados em cada um dos três diferentes 
municípios, Uberaba / Minas Gerais (30), Ribeirão Preto / São Paulo (22) e Aracajú / 
Sergipe (31) no ano de 2010. Os isolados foram cultivados em ágar EMB e, no ano 
de 2012, analisados o grupo filogenético por PCR, o sorogrupo O por aglutinação, a 
resistência antimicrobiana por difusão em disco, a presença de genes de resistência 
antimicrobiana por PCR, e campo pulsado por eletroforese em gel. O número de 
amostras positivas para E. coli foi maior na cidade de Aracaju (90,32%) e os isolados 
de E. coli da cidade de Uberaba demonstraram alta resistência antimicrobiana 
(92,30%). A maior parte dos isolados pertencia ao grupo filogenético A (54,4%) e B1 
(44,3%). A resistência aos antimicrobianos foi moderada, sendo que a maior 
prevalência foi do município de Uberaba (56,7%). Houve isolados com genes de 
resistência a antimicrobianos, sendo que o gene tetB foi o gene mais comumente 
encontrado. Os sorotipos mais observados foram O4, O18 e O23, importantes como 
causadores de doenças extra intestinais, como meningite e infecção do trato 
urinário. Clones de E. coli foram encontrados em amostras de queijos na mesma 
cidade e em cidades diferentes e houve, também uma alta variabilidade genética, 
indicando que este tipo de alimento pode ser contaminado em diferentes pontos 
durante a cadeia produtiva. Os resultados permitem concluir que esses queijos 
elaborados a partir de leite não pasteurizado possuem má qualidade higiênica e 
estirpes de E. coli potencialmente patogênica, e, por esse motivo, representam um 
risco potencial à saúde pública. 

 
 

Palavras-chave: Clones, Grupo Filogenético, PCR, Resistência Antimicrobiana, 
Saúde Pública, Sorogrupo 
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PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERISTICS OF Escherichia coli 
ISOLATED FROM CHEESE MADE FROM MILK NOT PASTEURIZED 

  
ABSTRACT - The cheeses made from raw milk is widely consumed in Brazil. 

However, preparation is performed by people not trained and can result in 
contamination by various micro-organisms, including Escherichia coli, affecting the 
microbiological quality of cheese and representing potential risk to consumer health. 
The objective of this study was to assess the phenotypic and genotypic 
characteristics of Escherichia coli strains isolated in samples of cheeses made from 
unpasteurized milk in three cities, to assess the possible risk potential of this type of 
cheese for the human population. For this, 83 cheeses were collected in each of 
three different municipalities, Uberaba / Minas Gerais (30), Ribeirão Preto / São 
Paulo (22) and Aracaju / Sergipe (31) in 2010. The isolates were cultured on agar 
and EMB, and in 2012, analyzed the phylogenetic group by PCR, serogroup by 
agglutination, antimicrobial resistance by disk diffusion, the presence of antimicrobial 
resistance genes by PCR and pulsed field by gel electrophoresis. The number of 
samples positive for E. coli was higher in the city of Aracaju (90.32%) and E. coli 
isolated from Uberaba demonstrated high antimicrobial resistance (92.30%). Most 
isolates belonging to the phylogenetic group A (54.4%) and B1 (44.3%). Antimicrobial 
resistance was moderate, and the highest prevalence was at Uberaba (56.7%). 
There were isolates with antimicrobial resistance genes, and the gene tetB was the 
gene most commonly found. The serotypes most frequently observed were O4, O18 
and O23, important as disease causing extra bowel, such as meningitis and urinary 
tract infection. E. coli clones were found in samples of cheeses in the same city and 
in different cities and there was also a high genetic variability, indicating that this type 
of food can be contaminated at different points during the production chain. The 
results indicate that these cheeses made from unpasteurized milk have poor hygienic 
and E. coli potentially pathogenic, and, therefore, represent a potential risk to public 
health. 
 
 
Keywords: Antimicrobial Resistance, Clones, PCR, Phylogenetic Group, Public 
Health, Serogroup 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 A produção de queijos a partir de leite não pasteurizado é uma das formas 

mais antigas de utilização do leite. O queijo, por apresentar relevantes teores de 

lipídios, proteínas, minerais e vitaminas, é considerado um alimento completo e 

importante na alimentação humana. 

 A atividade queijeira, de importância econômica e social, é exercida por 

inúmeros produtores de forma artesanal, a partir de leite cru, e muitas vezes, sem os 

devidos cuidados higiênicos, tornando-o impróprio para o consumo. As condições de 

fabricação, a falta ou ineficiência do sistema de refrigeração ao longo de toda a 

cadeia produtiva, além de outras fontes de contaminação como baldes, bacias, 

peneiras, panos de prato, sal e material de embalagem, são exemplos da 

possibilidade de contaminação desse produto. 

 O queijo elaborado a partir de leite cru, de forma artesanal e sem sofrer 

processo de maturação, pode ser veículo de patógenos de origem alimentar, 

oferecendo riscos de toxi-infecções alimentares. Não se sabe corretamente a 

quantidade de doenças que podem ser vinculadas ao consumo de leite cru e seus 

derivados, porém, dentre os agentes etiológicos conhecidos está a Escherichia coli, 

que apresenta elevada prevalência nos estudos em queijos. Este micro-organismo 

pode ser isolado de animais saudáveis e ser potencialmente patogênico para os 

seres humanos, por possuir fatores de virulência característicos, podendo ser um 

risco potencial para a saúde pública. 

O uso de antibióticos nas atividades leiteiras, principalmente no tratamento da 

mastite bovina, pode selecionar bactérias resistentes aos antimicrobianos nesses 

ambientes. Estas representam risco à saúde pública, pois pode disseminar genes de 

resistência em micro-organismos patogênicos aos seres humanos. 

Diante do exposto, torna-se importante verificar a presença de E. coli 

potencialmente patogênica em queijos fabricados a partir de leite não pasteurizado, 

através da caracterização fenotípica e genotípica, além de estabelecer a relação 

epidemiológica entre os isolados. 

 

 



2 

 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1. O leite, a produção e o consumo de queijos  

O sistema agro-industrial do leite, devido a sua enorme importância social, é 

um dos mais importantes do país. A atividade é praticada em todo o território 

nacional em mais de um milhão de propriedades rurais e, somente na produção 

primária, gera acima de três milhões de empregos e agrega mais de seis bilhões de 

reais ao valor da produção agropecuária nacional (VILELA, et. al, 2002) 

Além disso, o leite é considerado um dos alimentos mais ricos 

nutricionalmente devido à sua composição proteica, de vitaminas e sais minerais, 

podendo ser consumido na forma original ou como derivado (queijos, iogurtes, 

manteiga e sobremesas). Devido a essa composição química, o leite torna-se um 

excelente meio de cultura, podendo ser facilmente contaminado por vários micro-

organismos (CHYE et. al, 2004). 

 O leite deve ser obtido com máxima higiene e mantido em baixa temperatura, 

desde a ordenha até o seu beneficiamento, visando garantir as características 

físicas, químicas, nutricionais (BONFOH et. al, 2003) , e consequentemente a 

qualidade de seus derivados, como o queijo. O leite pode ser contaminado quando 

entra em contato com a superfície do equipamento e/ou utensílios de ordenha, 

assim como no seu próprio tanque de refrigeração. A contagem bacteriana total do 

leite pode aumentar significativamente quando em contato com equipamentos nos 

quais a limpeza e sanitização são deficientes, pois os micro-organismos proliferam 

nos resíduos de leite presentes em recipientes, borrachas, junções e qualquer outro 

local onde ocorra seu acúmulo (GUERREIRO, et. al, 2005). 

O queijo, um dos derivados do leite, é um dos alimentos processados mais 

antigos registrados pela história da humanidade. Segundo FOX (1993), acredita-se 

que tenha sido originado na região entre os rios Tigre e Eufrates, no Iraque, há 

aproximadamente 8.000 anos, época na qual os animais começavam a ser 

domesticados, contribuindo significativamente para o desenvolvimento das 

civilizações. Historicamente, o queijo permitiu a sobrevivência de populações em 

períodos de fome e forneceu nutrientes vitais à boa saúde, tornado-se alimento 

desejável na dieta humana (KOSIKOWSKY, 1970). 
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Na antiguidade clássica, a Grécia e o Império Romano testemunharam a 

produção de queijos. A produção de queijo fresco em Roma era feita pela adição do 

coagulum, extraído do abomaso de cordeiro ou cabrito, ao leite. O leite coagulado 

era espremido para a retirada do soro, salpicado e deixado endurecer ao sol. Atribui-

se, então, a Roma a consolidação da produção de queijos, segundo normas de 

qualidade e técnicas de produção, o que garantiu ao produto prestígio de alimento 

nobre (KOSIKOWSKY, 1970). 

 A produção de queijos artesanais no Brasil iniciou-se no período colonial por 

portugueses que traziam consigo rebanhos bovinos. Os animais tinham parte de sua 

escassa produção leiteira destinada à fabricação de um queijo frescal, semelhante 

ao da Serra da Estrela, de Portugal (RIBEIRO, 1959). 

Desde 1952, o decreto 30.691 proibe a produção dos queijos produzidos a 

partir de leite não pasteurizado em todo território brasileiro, e torna obrigatório que 

recebam o carimbo e Fiscalização do Serviço de Inspeção Federal (SIF). Entretanto, 

Minas Gerais criou a lei 14.185 de 31/01/2002, regulamentando a produção do 

queijo minas artesanal no estado, tornando o queijo patrimônio cultural pelo Instituto 

Estadual do Patrimônio Histórico e Artístico de Minas Gerais, (IEPHAN). As 

propriedades produtoras devem ser cadastradas no Instituto Mineiro Agropecuário 

(IMA) e cumprir uma série de exigências como respeitar os padrões microbiológicos 

para alimentos da Resolução RDC n°12 de 02/01/2001, que revoga a Portaria 

SVS.MS 451 de 19/09/1997. A partir disso, no Brasil, a produção de queijos feitos a 

partir de leite cru é regular e fiscalizada apenas para algumas propriedades do 

Estado de Minas Gerais (BRASIL, 1952). 

 Mesmo com as pressões de modernização dos processos de produção, 

preocupação com boas práticas de fabricação e controle de qualidade que, no curso 

da história, forçaram a introdução da pasteurização do leite destinado à fabricação 

de queijos (ALEXANDRE et. al, 2002), as práticas tradicionais de fabricar o queijo 

com o leite cru ainda permanecem vivas e atuantes no Brasil. Com relação à 

produção de queijos na região do Triângulo Mineiro, verifica-se a grande quantidade 

de indústrias de micro e pequeno porte, com produção informal, que não seguem os 

parâmetros estabelecidos pela legislação, predominando a utilização de leite não 

pasteurizado (CARDODO & ARAÚJO, 2004). 



4 

 

 

 

Em 2002 foram produzidas 31.762 toneladas de queijo Minas Frescal em todo 

o Brasil (BARROS, 2004). Esse queijo tem ampla aceitação comercial e faz parte do 

hábito alimentar da população das diversas regiões do país (LOGUERCIO 7 

ALEIXO, 2001; ALMEIDA FILHO, et. al, 2002; CÂMARA, et. al, 2002; CARDOSO & 

ARAÚJO, 2004; ROSS et. al, 2005). Devido ao grande consumo desse produto e por 

ser um alimento fabricado a partir de leite cru, sendo um veículo para inúmeros 

agentes etiológicos de enfermidades zoonóticas, ele se torna um problema em 

saúde pública (ARAÚJO et. al, 2002; SCHOUTEN, et. al, 2004). 

Os queijos elaborados a partir de leite cru são um dos produtos lácteos mais 

consumidos no Brasil. São macios, brancos, ligeiramente salgados, com um ligeiro 

sabor ácido, e produzidos pela coagulação enzimática do leite. A composição e 

qualidade destes queijos podem variar amplamente, dependendo do processo de 

fabricação (CUNHA, et. al, 2006). É importante destacar que a composição 

microbiológica do leite cru, o processamento e manipulação dos queijos, os 

equipamentos, a temperatura inadequada durante a estocagem e o transporte 

podem resultar em altos níveis de micro-organismos patogênicos em queijos 

(ARAÚJO, et. al, 2002). 

 

2.2. Queijo como origem de Doenças Veiculadas por Alimentos (DVAs) 
O interesse na qualidade dos alimentos aumentou consideravelmente, 

sobretudo, no que diz respeito aos riscos associados com contaminantes e 

metabólitos (FERNANDES & OLIVEIRA, 2006). 
O queijo é considerado um veículo frequente de patógenos de origem 

alimentar e, em especial, os queijos frescos artesanais por serem elaborados a partir 

do leite cru e por não sofrerem processos de maturação e pasteurização. A 

contaminação microbiológica dos produtos assume destacada relevância tanto para 

a indústria pelas perdas econômicas, como para a saúde pública, pelo risco de 

causar doenças transmitidas pelo alimento (FEITOSA et. al, 2003) 

Tais micro-organismos podem comportar-se como oportunistas, considerando 

a resistência orgânica e as diferentes categorias de ingestores. A ingestão do 

alimento contaminado será muito mais grave, considerando não só a faixa etária dos 
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consumidores bem como possíveis ingestores subnutridos, o que os tornaria muito 

mais vulneráveis à microbiota patógena, potencialmente patogênica e oportunista, 

implicando em problemas de saúde pública (HOFFMANN, et. al, 2004). 

A presença de bactérias patogênicas em alimentos é uma questão mundial 

para a segurança de alimentos. O risco de doenças humanas associadas à ingestão 

de produtos crus pode ser melhor previsto pelo monitoramento de pontos potenciais 

de contaminação microbiana em áreas de contato com o produto durante a coleta, o 

processamento, a distribuição e a comercialização nos varejos. Assim, a rápida e 

exata identificação de bactérias patogênicas nas amostras de alimentos é importante 

para garantia da qualidade do alimento e na identificação de possíveis surtos 

(BHAGWAT, 2003). 

 Salmonella, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Brucella, Campylobacter, 

Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus são 

alguns exemplos de micro-organismos patogênicos associados a surtos de 

infecções, intoxicações e toxinfecções alimentares, nos quais leite e produtos lácteos 

foram envolvidos (HAJDENWURCEL, 2002 #76). 
Vários estudos realizados com queijo a partir de leite nao pasteurizado têm 

permitido o isolamento de diversos sorogrupos de Escherichia coli (REID, 2001). A 

presença de bactérias termotolerantes em queijos, tais como a E. coli, torna-se cada 

vez mais preocupante, pelo surgimento de surtos de toxinfecções alimentares 

(ALMEIDA & FRANCO, 2003). 

Um estudo prévio feitos com 50 queijos produzidos a partir de leite não 

pasteurizado no Meio Oeste do Brasil, detectou 96% das amostras contaminadas 

com E. coli (PANETO, et. al, 2007). Foi realizado um levantamento de alguns casos 

de toxinfecção alimentar de origem bacteriana no Brasil entre 1994 e 2006 

(CARVALHO, 2007), e os queijos elaborados a partir de leite cru estavam envolvidos 

em 10% dos surtos. 

Um surto de infecção envolvendo 13 pessoas no Canadá foi associada ao 

consumo de queijo feito a partir de leite cru (LANCE HONISH et. al, 2005) e outro 

surto também com queijo produzido a partir de leite cru de ovelha na França (ESPIÉ 

et. al, 2006), ambas causadas por E. coli patogênica. Outro exemplo de surto de 

toxinfecção alimentar com 15 indivíduos envolvendo E. coli, foi relatado em Pará de 
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Minas/MG (CERQUEIRA, et. al, 1994). Os principais sintomas relatados pelos 

indivíduos foram náusea, vômito, diarréia, tremores, dores abdominais e fraqueza 

muscular, após um período de incubação médio de 6 horas. Apenas 33,3% dos 

indivíduos procuraram serviço médico e 13,33% dos indivíduos foram internados por 

até 3 dias. O estudo relatou que a possível via de transmissão foram quatro queijos 

manufaturados com leite cru, contaminados por coliformes termotolerantes (E. coli). 

 

2.3. Escherichia coli 
Em 1855, Theodore Escherich descreveu um microrganismo que se 

encontrava em altas densidades nas fezes humanas o qual foi nomeado Bacterium 

coli. No início do século passado (1912), Bacterium coli já era utilizada como 

indicador da qualidade sanitária da água. Na década de 1950, esta bactéria passou 

a ser denominada Escherichia coli pelos microbiologistas e foi escolhida como 

modelo para estudos de processos biológicos básicos, tais como vias metabólicas, 

regulação gênica, transdução de sinais, estrutura de parede celular e conjugação 

(KUHNERT et. al, 2000). 

Dentre suas principais características, destacam-se: bacilos Gram-negativos, 

não esporulados, capazes de fermentar glicose com produção de ácido e gás; a 

maioria também fermenta a lactose. Apresentam antígenos somáticos O, 

relacionados com os polissacarídeos da membrana externa; antígenos flagelares H, 

relacionados com proteínas de flagelos, e ainda, antígenos K, relacionados com 

polissacarídeos capsulares (MENG, et. al, 2001). 

Esta espécie compreende grupos e tipos sorológicos, identificados por meio 

de anti-soros preparados contra as três variedades de antígenos que ocorrem na 

espécie, ou seja, antígenos O, K e H. O antígeno O identifica o sorogrupo das cepas 

e a combinação de antígeno O e H identifica o sorotipo. Entretanto, nem todas as 

amostras apresentam os três tipos ao mesmo tempo (MENG, et. al, 2001). 

Durante um estudo com queijos tipo minas frescal em Minas Gerais, verificou-

se que cinco amostras (1,5%) das 330 cepas de E. coli analisadas apresentaram 

presença de E. coli enteropatogênica (EPEC) O86, cinco amostras (1,5%) EPEC 

O126 e apenas duas (0,6%) EPEC O128. Os queijos com SIF apresentaram cinco 

amostras da característica EPEC O86, quatro amostras da EPEC O126 e uma 
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amostra EPEC O128. Os queijos sem SIF apresentaram apenas uma amostra EPEC 

O126 e uma amostra EPEC O128, no entanto nenhuma amostra suspeita de EPEC 

foi encontrada nas amostras de queijo temperado (OKURA, 2010). Um estudo feito 

com isolados de E. coli de diarreia infantil mostrou a presença dos sorogrupos O26, 

O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 e O158 (SILVA, et. 

al, 2001). 

Algumas cepas podem ser identificadas pelos antígenos, porém é importante 

destacar que a maioria das cepas de E. coli é habitante natural do trato 

gastrintestinal de mamíferos, incluindo humanos, e usualmente apresentam-se como 

bactéria comensal. Entretanto, existem cepas de E. coli patogênicas que podem 

causar diarreia e outras doenças em humanos e animais, pois expressam fatores de 

virulência que estão envolvidos em sua patogênese (SANTIAGO et. al, 2005). 

As cepas de E. coli são importantes como possíveis patógenos transmitidos 

por alimentos. Se encontram nas fezes e em geral têm ampla distribuição, embora 

em pequenas quantidades, nos ambientes onde se encontram os alimentos. Como 

micro-organismo indicador, a presença de E. coli nos alimentos em quantidades 

elevadas é utilizada para indicar a possibilidade de contaminação fecal e a possível 

presença de outros micro-organismos enteropatogênicos. Como micro-organismo 

potencialmente patogênico transmitido por alimentos, as reduzidas quantidades, 

geralmente aceitáveis, adquirem novos significados em especial quando as 

condições do meio em que se encontram permitem sua multiplicação (FRANCO & 

LANDGRAF, 2002). 

 Os diferentes patótipos de E. coli que causam doenças em seres humanos 

são classicamente distribuídos em dois grupos principais, E. coli que causa diarréia 

DEC (Diarrhoeagenic E. coli) e E. coli que causa infecções extraintestinais ExPEC 

(Extraintestinal Pathogenic E. coli). As infecções extraintestinais acometem o trato 

urinário, o sistema nervoso central, o sistema circulatório e o sistema respiratório 

(RUSSO & JOHNSON, 2000). As amostras de E. coli associadas à infecção 

intestinal e causadora de diarreia ou disenteria bacilar, são conhecidas como E. coli 

diarreiogênicas e são classificadas em seis classes: Escherichia coli 

enteropatogênica clássica (EPEC), subdividida em EPEC típicas e atípicas (tEPEC e 

aEPEC), shigatoxigênica (STEC), enterotoxigênica (ETEC), enteroagregativa 
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(EAEC), enteroinvasiva, que atualmente inclui o gênero Shigella (EIEC) e 

Escherichia coli de aderência difusa (DAEC) (KAPER . et. al, 2004). 

 A maioria das cepas de E. coli são consideradas comensais por se adaptarem 

passivamente ao seu hospedeiro sem causar doenças, sendo que na maioria dos 

casos são deficientes de fatores de virulência (CARDOSO, 2009; JOHNSON & 

RUSSO, 2002). 

As cepas comensais de E. coli podem adquirir específicos atributos de 

virulência que são codificados em elementos genéticos, e tornar-se patogênicas 

(KAPER . et. al, 2004). Assim, a diferença de comensalismo e virulência é resultado 

da presença de fatores de virulência e expressão dos fatores pela bactéria. Os 

genes de virulência estão localizados em plasmídeos, bacteriófagos ou no 

cromossomo bacteriano e tem sido demonstrada a possibilidade de transferência 

horizontal entre distintas linhagens de E. coli (CARDODO, 2009). 
 

2.4. Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 
E. coli enteropatogênica (EPEC) tem sido isolada em alimentos e na água 

causando doenças em seres humanos, especialmente como um importante agente 

de diarréia infantil em países em desenvolvimento (RAMOS, 1996; SIMANGO, 1995)  

Geralmente, a transmissão ocorre por alimentos contaminados e a 

colonização acontece no intestino delgado onde a bactéria se fixa firmemente às 

células epiteliais causando lesões típicas chamadas “attaching and effacing” (A/E) 

(KAPER . et. al, 2004). Esta lesão é caracterizada pela destruição das 

microvilosidades intestinais e rearranjo do citoesqueleto celular, culminando na 

formação de uma estrutura semelhante a um pedestal onde a bactéria permanece 

ligada (MOXLEY & SMITH, 2010). 

A formação de lesões A/E resulta em uma redução da capacidade de 

absorção da mucosa intestinal o que leva ao rompimento do equilíbrio eletrolítico e, 

posteriormente, a diarreia (CLARKE et. al, 2003). Provavelmente, a diarreia causada 

por EPEC resulta de múltiplos mecanismos, incluindo secreção de íons, aumento da 

permeabilidade intestinal, inflamação intestinal e perda da superfície de absorção 

(SHAW et. al, 2005). 
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As cepas de EPEC são divididas em dois grupos: EPEC típicas (presença de 

gene eae e plasmídio EAF, responsável pela aderência localizada em cultura de 

células epiteliais) e EPEC atípicas (presença somente do gene eae) (NGUYEN, et. 

al, 2006). A maioria das EPEC pertence aos sorogrupos O26, O55, O86, O111, 

O114, O119, O126, O127, O128, O142 e O158 (KAPER, 1996 #106). As aEPEC 

são muito variáveis em relação à presença dos diferentes sorogrupos. 

 

2.5. Escherichia coli shigatoxigênica (STEC) 
 Cepas de E. coli shigatoxigênica (STEC) são implicadas em casos de 

doenças veiculadas por alimentos, principalmente ao consumo de carne moída e 

leite cru. Essas cepas produzem toxinas do tipo shiga-like (Stx1 e Stx2) e suas 

variantes (MÉNARD, et. al, 2004). As cepas de STEC podem causar doenças em 

seres humanos como diarreia sanguinolenta (BD) e síndrome hemolítica urêmica 

(BYWATER et. al, 2004; KAPER, et. al, 2004). 

 Essas toxinas, também conhecidas como Verotoxinas, induzem um efeito 

citotóxico distinto e irreversível em células Vero (linhagem celular de rim de macaco 

verde africano) (KONOWALCHUK, et. al, 1977). A síndrome clínica provocada por 

algumas cepas de STEC é caracterizada por intensas cólicas abdominais e diarreia, 

inicialmente aquosa, mas que evolui rapidamente para sanguinolenta, sem febre e 

com duração média de oito dias, sendo que, posteriormente, há um início súbito de 

anemia hemolítica, trombocitopenia e falência renal aguda (RILEY et. al, 1983). 

Alguns pacientes com essa síndrome, também conhecida como síndrome hemolítica 

urêmica, ou SHU, podem apresentar sintomas neurológicos como letargia, fortes 

dores de cabeça, convulsões e encefalopatia (TESH & O‟BRIAN, 1991). 

O sorotipo de STEC mais frequentemente associada com SHU é O157:H7, 

entretanto existem mais de duzentos diferentes sorotipos de cepas de STEC alguns 

dos quais associados com doenças em humanos (LAW, 2000). Os seres humanos 

estão provavelmente mais expostos a estas cepas, uma vez que cepas não-O157 

são mais prevalentes em animais e como contaminantes de alimentos, (BEAUTIN et. 

al, 2004; BLANCO, et. al, 2004). Cepas de STEC isoladas de humanos e de animais 

(causando infecções em humanos), pertencentes a um grande número de sorotipos 

O:H não-O157, estão associadas a um número estimado de 37 mil mortes por ano 
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(MORA et. al, 2005). Outros sorogrupos de STEC mais associados a doenças são 

O26, O103, O111, O145 (SCHMIDT, 2010). 

 

2.6. Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) 
 As ETEC são grandes causadoras de diarreia em animais de produção e em 

crianças, além de estarem relacionadas à diarreia dos viajantes em países em 

desenvolvimento (KAPER et. al, 2004; GYLES & FAIRBROTHER, 2010).  

Esses micro-organismos colonizam a superfície da mucosa intestinal e 

liberam as enterotoxinas LT (termolábil) e ST (termoestável) causando diarréia. 

Existem dois tipos de LT: LT-I e LT-II. A primeira é encontrada em E. coli patogênica 

tanto para humanos quanto para animais e a segunda é encontrada principalmente 

em isolados provenientes de animais. Entretanto, tanto em animais quanto em 

humanos, a enterotoxina LT-II não é associada a doenças (NATARO & KAPER, 

1998). As ST são divididas em STa (bovina, suína e humana) e STb (mais associada 

a suínos, mas também isolada em casos esporádicos de diarreia em humanos, 

bezerros e aves) (GYLES & FAIRBROTHER, 2010). 

A patogenicidade das linhagens de ETEC é devida à habilidade da bactéria 

de produzir enterotoxinas e expressar adesinas de superfície, que permitem a 

colonização das células do epitélio intestinal (VICENTE et. al, 2005). A morbidade e 

mortalidade associadas aos vários surtos de doenças gastrointestinais causados por 

ETEC têm alertado sobre a importância desses micro-organismos na saúde pública 

(PATON & PATON, 1998). 

Os sorogrupos de ETEC mais frequentemente associados a doenças em 

humanos são O6, O8, O11, O15, O20, O25, O27, O78, O128, O148, O149, O159 e 

O173 (GYLES & FAIRBROTHER, 2010). 

 

2.7. Escherichia coli patogênica extra-intestinal (ExPEC) 
A infeccão causada por ExPEC não tem chamado a atenção como a infecção 

causada por E. coli patogênica intestinal, isto porque, em contraste com a E. coli 

O157:H7, a infecção por ExPEC não ocorre de forma epidêmica e sim de forma 

discreta, causa somente um leve comprometimento do hospedeiro. O órgão 

responsável pela saúde pública trabalha constantemente para detectar infecções 
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causadas por E. coli patogênica intestinal tornando-as notórias, enquanto que para 

as infecções causadas por ExPEC, não é dada a devida importância, não havendo 

notificação (JOHNSON & RUSSO, 2002). 

Cepas de ExPEC têm sido frequentemente isoladas de produtos alimentícios, 

principalmente de alimentos de origem animal, indicando que os micro-organismos 

representam potencialmente uma classe de patógenos alimentares (SMITH, et. al, 

2007). As infecções extraintestinais acometem o trato urinário, o sistema nervoso 

central, o sistema circulatório e o sistema respiratório (RUSSO & JOHNSON, 2000). 

Os patótipos de ExPEC associados a infecções de trato urinário (ITU) e meningite 

neonatal são conhecidos como UPEC (uropathogenic E. coli) e NMEC (meningitis-

associated E. coli) respectivamente (EWERS, et. al, 2007).  

E. coli extra intestinal (ExPEC) é uma cepa especializada, que tem como 

característica principal a presença de múltiplos fatores de virulência, tais como: 

hemolisinas, aerobactina e fímbrias. Estes fatores possibilitam a colonização da 

bactéria na superfície da mucosa do hospedeiro subvertendo seus mecanismos de 

defesa a fim de obter nutrientes essenciais, como por exemplo, o ferro facilitando a 

instalação da infecção. Alguns fatores estão relacionados a genes e operons, tais 

como pilus associado com pielonefrite (pap), fímbria S (sfa), adesina afimbrial I (afa 

I), hemaglutinina temperatura-sensível (tsh), aerobactina (iuc), e fator citotóxico 

necrotizante (cnf). Estes fatores desempenham importante papel no 

desenvolvimento de ITU humana (EWERS, et. al, 2007). 

Alguns genes como pap, sfa e afa são transcritos em um unico segmento de 

RNA mensageiro e regulados por um conjunto de sequencias comuns de DNA (um 

operona) (BLANCO et. al, 1997). 

Sorogrupos como O1, O2, O8 e O25 foram relacionados a infecções urinárias 

em humanos e animais ( FERREIRA & KNOBL, 2009). 

 

2.8. Classificação filogenética de E. coli 

E. coli pode ser classificada em 4 grupos filogenéticos diferentes. Os grupos 

A, B1, B2 e D. A classificação é feita de forma rápida e em larga escala, pela técnica 

reação em cadeia da polimerase (PCR), da combinação de três genes chuA 
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(codificador de um receptor da membrana externa), o gene yjaA (sem função 

associada conhecida) e um fragmento de DNA tspE4.C2 (CLERMONT et. al, 2000). 

Em um estudo prévio, comprovou-se que as cepas patogênicas extra 

intestinais (ExPEC) são, em sua maioria, oriundas dos grupos filogenéticos B2 e D. 

Diferentemente, as amostras comensais (sem potencial patogênico), em sua grande 

maioria são agrupadas em grupos filogenéticos A e B1 e as amostras patogênicas 

intestinais agrupam-se igualmente em A, B2 e D (SANTOS et. al, 2009). 

 

2.9. Uso indiscriminado de antimicrobianos em vacas leiteiras  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o uso racional de 

antimicrobianos pode ser definido como: ”aquele que maximiza os efeitos 

terapêuticos clínicos, enquanto minimiza tanto a toxicidade relacionada aos 

medicamentos, quanto o desenvolvimento da resistência antimicrobiana” (BARBOSA 

et. al, 2008) A resistência bacteriana aos antimicrobianos tem emergido como um 

problema mundialmente importante, fazendo com que muitas classes de 

antimicrobianos tenham se tornado menos efetivas nos últimos anos. Algumas 

vezes, parte da emergência de resistência está relacionada ao uso intensivo ou 

inadequado desses compostos, ocasionando a seleção de patógenos resistentes 

(GALES et. al, 1997). 

Um estudo no Brasil mostrou que os grupos beta-lactâmicos são os 

antimicrobianos mais usados no tratamento para infecções em gado leiteiro, 

representando 38,22% do total de todos os antibióticos, seguido pelos 

aminoglicosídeos (25,19%) e a Tetraciclina (15,41%) (NETTO et. al, 2005). 

Em uma pesquisa onde foram estudados animais (frango, suínos), carnes (de 

frango e suína), humanos sadios e pacientes com infecções no trato urinário (ITU) 

mostrou que os isolados de E. coli foram resistentes a Ampicilina, Estreptomicina e 

Tetraciclina e, a resistência daqueles provenientes de pacientes com ITU foi similar à 

resistência dos isolados de diferentes tipos de carne e dos isolados de animais. Os 

resultados indicam que os alimentos e os animais são uma fonte de patógenos 

resistentes para os pacientes com ITU e para a comunidade em geral (LOTTE et. al, 

2010). 
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Os alimentos de origem animal são considerados importantes veículos de 

micro-organismos carreando genes de resistência e consequentemente pode ocorrer 

transferência desses genes entre os micro-organismos ali presentes (BARBOSA et. 

al, 2007). As indústrias de alimentos têm passado por constantes pressões dos 

consumidores para que sejam removidos os resíduos de antibióticos (CARVALHO, 

et. al, 2006). 

No Estado do Paraná, Brasil, foram coletadas 260 amostras de leite de vaca 

pasteurizado em diferentes estabelecimentos comerciais e foi encontrado 47 

isolados de E. Coli. Também foram detectados altos níveis de resistência a agentes 

antimicrobianos como a Ampicilina (19,2%), Cefalotina (18,9%) e Tetraciclina 

(17,1%) (ZANELLA et. al, 2010). 

 O uso de agentes antimicrobianos nos animais é um fato que tem levado ao 

surgimento de micro-organismos resistentes e contribuído para a ineficácia destes 

produtos na prática terapêutica. Por essa razão, tornaram-se necessárias 

investigações do comportamento das bactérias frente aos antimicrobianos 

(MANTILLA, et. al, 2008; RAPINI, et. al, 2004). 

 A resistência bacteriana aos agentes antimicrobianos pode ser uma 

característica natural das várias espécies de bactérias. Podem ser adquiridas ou 

ainda ser cepas individuais dentro de uma população sensível (TAVARES, 1990). 

Amplas variações na sensibilidade de diferentes estirpes podem ocorrer em uma 

mesma espécie bacteriana aos agentes antimicrobianos. É de domínio público que 

os antibióticos têm sido valiosos instrumentos na luta contra os micro-organismos e 

doenças, porém, muitos micro-organismos adquiriram resistência aos agentes 

antimicrobianos e transferiram-na às gerações posteriores (GILMAN et. al, 1996). 

O termo resistente se refere àqueles micro-organismos que não são inibidos 

pelas concentrações habitualmente alcançadas no sangue ou tecidos do 

correspondente antimicrobiano, ou àqueles que apresentam mecanismos de 

resistência específicos para o agente estudado ao qual não havia adequada 

resposta clínica quando usado como tratamento (MOTA et. al, 2005). 

A resistência aos antimicrobianos está normalmente associada a um 

elemento extra-cromossômico ou plasmídios, os quais podem ser transferidos entre 

bactérias da mesma espécie ou mesmo de espécies diferentes. Com o uso 
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indiscriminado de antimicrobianos, tem ocorrido seleção de estirpes resistentes e 

rapidamente poderá haver uma população bacteriana resistente a determinado 

antimicrobiano (MENEZES et. al, 2004). 

É preocupante que bactérias portando genes de resistência a 

antimicrobianos, patogênicas ou não patogênicas para os seres humanos, sejam 

isoladas na microbiota intestinal dos animais. Elas podem contaminar alimentos de 

origem animal, transferir sua resistência para outras bactérias da mesma espécie ou 

não, no intestino humano (DONNELY, et. al, 1996;  PIDDOCK, 1996; BYWATER, et. 

al, 2004).  

Em um estudo com isolados de ExPEC provenientes de animais e humanos 

demonstrou-se alta prevalência de genes de resistência, sendo que, 68% dos 

isolados de animais apresentaram o gene blaTEM, 53% tetA e 44% tetB enquanto que 

os isolados de humanos mostraram uma prevalência de  de 88%, 44% e 53%, 

respectivamente (MAYNARD et. al, 2004). Um estudo com E. coli de humanos e 

bovinos em um ambiente de fazenda mostrou transferência de resistência a 

multidrogas entre vacas leiteiras e os habitantes da fazenda. O plasmídeo carreou 

determinados genes resistentes a diversos antimicrobianos, incluindo Tetraciclina, 

Estreptomicina e Sulfonamida (OPPEGAARD, et. al, 2001). 

 

O surgimento e a disseminação de resistência a drogas antimicrobianas entre 

as bactérias é considerado um serio problema de saúde publica, e o controle dessa 

disseminação é um desafio à ciência (COHEN, 2000). 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo geral 

Verificar a presença de E. coli potencialmente patogênica através da 

caracterização fenotípica e genotípica de isoladas de queijos produzidos a partir de 

leite cru. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 Isolar E. coli de queijos elaborados com leite cru. 

 Determinar o agrupamento filogenético dos isolados de E. coli; 

 Caracterizar os isolados de E. coli fenotipicamente através do teste de 

susceptibilidade disco-difusão; 

 Identificar genes de resistência a antimicrobianos nos isolados de E. coli; 

 Detectar o sorogrupo dos isolados de E. coli; 

 Estabelecer relação epidemiológica das estirpes isoladas do queijo. 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Introdução e origem das amostras 

 Durante o estágio de graduação, em 2010, foram colhidos 83 queijos 

de três diferentes municípios (Figura 1): em Uberaba/Minas Gerais colheu-se 30 

queijos, 22 em Ribeirão Preto/São Paulo e 31 em Aracaju/Sergipe. O município de 

Uberaba foi escolhido por ser uma cidade com tradição na produção de queijos 

artesanais, sendo que estes são patrimoniados, autorizados pelo Instituto Mineiro 

Agropecuário (IMA). Nesta cidade, as amostras foram colhidas de um único 

supermercado (Figura 2). A escolha do município de Aracaju foi devido à sua 

tradição com relação às feiras e vendedores ambulantes (lugar onde as amostras 

foram colhidas) (Figura 3), mesmo com a produção ilegal, ou seja, a proibição legal 

da venda desse tipo de queijo. As amostras colhidas em Ribeirão Preto foram 

provenientes do Mercado Municipal (Figura 4), um local mais nobre, quando 

comparado com as feiras e vendedores ambulantes de Aracaju, mas também com a 
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venda ilegal desse tipo de alimento, e por esse ser um ambiente comum em diversos 

municípios. 

Isolou-se E. coli (item 4.2) e estas foram enviadas para o Laboratório de 

Escherichia coli (EcL) na Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de 

Montreal, município de Saint-Hyacinthe, Quebec, Canadá. As amostras enviadas 

para o Canadá, também no ano de 2010, via Fedex, foram em caixas isotérmicas, 

devidamente embaladas, seguindo as exigências da Associação de Transporte 

Aéreo Internacional (IATA), autorizadas pela Agência de Inspeção de Alimentos 

Canadenses, do governo do Canadá e também com autorização de exportação pelo 

Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA).  

Também durante este ano, investigou-se genes de virulência (item 4.3) e 

como a presença desses genes de virulência não foi alta, a pesquisa deu 

continuidade neste projeto de mestrado, com início em Agosto de 2011, a fim de 

investigar melhor se os isolados provenientes de queijos feitos a partir de leite não 

pasteurizados poderiam ser um risco potencial à saúde pública, através de uma 

melhor caracterização fenotípica e genotípica dessas estirpes. 

     

 
Figura 1. Parte do mapa do Brasil, visualizando os três municípios nas quais as 

amostras foram colhidas. (https://maps.google.com.br/, 2012). 

https://maps.google.com.br/
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Figura 2. Supermercado no município de Uberaba/MG, onde foi feita a 

colheita dos queijos elaborados a partir de leite cru, sendo que 
todos estavam refrigerados e um dos queijos colhidos, mostrando 
a inscrição do produtor e o cadastro no IMA. Uberaba/MG, 2010. 

 



18 

 

 

 

 
Figura 3. Estabelecimentos, feiras e vendedores ambulantes onde foram feitas as 

colheitas de queijos elaborados a partir de leite cru em Aracaju/SE, 
mostrando a forma como eles estavam mantidos, sem refrigeração e a 
situação dos queijos, com grande quantidade de olhaduras. Aracaju/SE, 
2010. 
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Figura 4. Mercado Municipal de Ribeirão Preto/SP, lugar em que foi 

feita a colheita de queijos elaborados a partir de leite cru, 
mostrando que os queijos não ficavam sob refrigeração e 
muitas vezes sem embalagens. Ribeirão Preto/SP, 2010. 

 
4.2. Isolamento de E. coli 

Os queijos colhidos foram mantidos em caixas isotérmicas com gelo reciclável 

até a chegada no laboratório (intervalo de tempo de 2-8 h). Foram transferidos 25 g 

de cada amostra colhida para sacos plásticos esterilizados contendo 225 mL de 

água peptonada 0,1% esterilizada (Merck Laboratories, Alemanha). O conteúdo foi 

homogeneizado durante 1 min, obtendo-se assim a diluição 10-1. A partir dessa 

solução homogeneizada foram realizadas diluições seriadas até 10-3 para análise 

(APHA, 2001).  

Cada diluição foi semeada em um tubo contendo caldo Escherichia coli 

(Merck Laboratories, Alemanha) e incubada no banho-maria a 44,5ºC por 24 h. A 

mesma diluição também foi inoculada em outro tubo contendo caldo bile verde 

brilhante (Merck Laboratories, Alemanha), incubada a 37ºC por 24 a 48 horas. 
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Amostras positivas para coliformes termotolerantes e totais (produção de gás) foram 

inoculadas em placas com ágar Eosina Azul de Metileno (ou EMB, 

Merck Laboratories, Alemanha) e incubadas a 37ºC por 24 a 48 horas. As colônias 

que apresentaram coloração verde metálico foram consideradas sugestivas de E. 

coli (Figura 5) (APHA, 2001). 

 

 
Figura 5. Placa de EMB com colônias verde brilhantes, 

características de E. coli. Jaboticabal/SP,2010. 
 

Em seguida, 3 a 5 colônias sugestivas de E. coli, de cada placa de EMB 

(Merck Laboratories, Alemanha), foram semeadas em ágar TSA (triptona de soja, 

Merck Laboratories, Alemanha) inclinado e incubadas a 37º C por 24 a 48 h. As 

amostras consideradas E. coli e identificadas pelos testes bioquímicos (Figura 6): 

Indol positivo (KONEMAN et. al, 2001), prova do vermelho de metila (VM) positiva 

(SIQUEIRA, 1995), prova de Voges-Proskauer (VP) negativa (KONEMAN et. al, 

2001) e prova da utilização do citrato negativa (SIQUEIRA, 1995), características de 
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E. coli foram mantidas em ágar TSA (Merck Laboratories, Alemanha) na geladeira à 

4ºC e, então enviadas para o  Laboratório de Escherichia coli na Faculdade de 

Medicina Veterinária da Universidade de Montreal, município de Saint-Hyacinthe, 

Quebec, Canadá. 

 

 

Figura 6. Testes bioquímicos feitos para a identificação de E. coli. Indol positivo (coloração 
vermelha permanente e formação de anel vermelho na superfície do 
meio), VM positiva (formação de anel vermelho na superfície do 
meio), VP negativa (coloração da superfície amarelo/esverdeada) e 
citrato negativo (ágar continua verde). JaboticabaL/SP, 2010. 
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4.3. Pesquisa de genes de virulência 

 Estudos preliminares realizados no ano de 2010, durante o estágio de 

graduação, isolou-se 169 isolados, sendo 51 de Uberaba, 25 de Ribeirão Preto e 93 

de Aracaju e investigou-se genes de virulência para EPEC (eae), STEC (stx1, stx2), 

ETEC (sta, stb, lt, f4), e ExPEC (tsh, iucD, papC, cnf) para todos os  isolados de E. 

coli (Figura 7). Dos 169 isolados, 17 (10,6%) apresentaram genes para ExPEC, 

sendo que os isolados eram de Uberaba (4/7,84%) e Aracajú (13/13, 97%). Não 

foram encontrados genes para STEC, EPEC e ETEC. 

 Devido à baixa prevalência dos genes de virulência nos isolados, deu-se 

continuidade à pesquisa a fim de investigar melhor se estes isolados poderiam ser 

um risco potencial à saúde pública, através de uma melhor caracterização fenotípica 

e genotípica dessas estirpes, através do agrupamento filogenético, teste de 

susceptibilidade disco-difusão, investigação de genes de resistência, detecção de 

sorogrupo, campo pulsado, que serão descritos a partir de agora. 
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Figura 7. Eletroforese dos produtos de amplificação por PCR para a detecção dos 

genes para ETEC (f4, stb, lt, sta), STEC e EPEC (stx1, stx2, eae) e 
ExPEC (iuc, tsh, papc, cnf) de isolados de queijos elaborados a partir de 
leite não pasteurizado  dos estudos preliminares. Poço 5 – controle 
positivo (CP, ou seja, utilização de DNA de isolado positivo para o gene 
investigado), poço 6 – controle negativo (CN, ou seja, utilização de água 
Milli-Q estéril e filtrada) e poço 7 – marcador molecular de peso molecular 
conhecido (PB,100 pb  DNA Ladder - Invitrogen®). Saint-Hyacinthe/QC, 
Canadá, 2010. 
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4.4. Preparação do DNA template das cepas identificadas como E.coli 

O DNA microbiano foi obtido segundo a técnica proposta pelo Laboratório de 

Escherichia coli (ECL) da Universidade de Montreal, Canadá, cujo protocolo 

encontra-se em http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx 

(Anexo 1). Cada colônia de E. coli em ágar TSA (ágar triptona de soja, Hymedia, 

India) foi semeada em um tubo de ensaio contendo 2 mL de caldo Luria Bertani (ou 

LB, Hymedia, India), e incubada na estufa a 37o C por 18 h. Em seguida, a cultura foi 

transferida para um microtubo  e centrifugada a 17226 g (12.000 rpm) por 2 min para 

a precipitação das células e descarte do sobrenadante. As células precipitadas 

foram ressuspendidas em 1000 L de PBS (tampão fosfato salino) estéril e agitadas 

em vórtex até completa diluição do precipitado. A cultura bacteriana foi novamente 

precipitada e foi descartado o sobrenadante conforme descrito anteriormente. Em 

seguida, 500 L de água ultrapura (Milli-Q) estéril foi adicionada e o tubo foi agitado 

em vórtex até dissolver o precipitado. O microtubo contendo a cultura foi colocado 

por 10 min em água fervente. Após esse período, as células foram precipitadas por 

centrifugação a 17226 g (12000 rpm) durante 2 min e uma alíquota de 400 L foi 

retirada do sobrenadante e transferida para outro microtubo. Esse material foi 

estocado em freezer a –20o C e mantido até o momento de uso (KESKIMAKI, et. al, 

2001). 

 

4.5. Reação em cadeia da polimerase (PCR) para agrupamento filogenético  
O agrupamento filogenético foi feito para todos os 169 isolados de E. coli. A 

identificação dos genes chua, yjaa e tspe4c2 foi realizada com os oligonucleotídeos 

iniciadores seguindo árvore dicotômica (Figura 8) (CLERMONT, et. al, 2000).  

http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx
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Figura 8. Árvore dicotômica para determinar o grupo filogenético 

cepa de E. coli, utilizando os resultados da PCR dos 
genes chua, yjaa e tspe4 (CLERMONT, et. al, 
2000). 

 

Para tal, cada reação de amplificação foi conduzida em volumes de 25 L 

contendo: 5 L de DNA molde; 2,5 mL de solução de dNTPs (2 mM cada); 1,25 L 

de cada iniciador a 10 M; 0,2 L da enzima Taq DNA polimerase (5U / L); 2,5 L 

de solução tampão para a reação de PCR com MgCl2 (10X) e 7,3 L de água ultra-

pura (Milli-Q) previamente esterilizada.  

Essa mistura foi submetida a um termociclador a 94ºC por 5 min 

(desnaturação); seguido de 30 ciclos de 94ºC por 30 s (desnaturação), 55ºC por 30 s 

(pareamento) e 72 ºC por 30 s (extensão). O último ciclo foi realizado a 72 ºC por 10 

minutos para completa extensão. Uma alíquota desta reação contendo apenas água 

Milli-Q estéril, sem DNA, foi usada como controle negativo e para controle positivo foi 

usado a cepa EcL2015. Os produtos amplificados foram visualizados por 
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eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR Safe DNA gel Strain 

(Invitrogen) e visualizado com Blue-Light Transilluminator. Foi usado como 

referência um marcador de peso molecular conhecido (100 pb  DNA Ladder - 

Invitrogen). 

A sequência de nucleotídeos iniciadores para os genes ChuA, YjaA e 

TspE4C2, tamanho do produto de amplificação e sua respectiva temperatura de 

pareamento encontram-se na tabela 1.  

 

Tabela 1. Sequência de nucleotídeos iniciadores para os genes chuA, yjaA e o 
fragmento de DNA tspe4c2, tamanho do produto de amplificação e sua 
respectiva temperatura de pareamento.  

Iniciador 
Sequência do Oligonucleotídeo 

iniciador (5´-3´) 
Produto de 

amplificação  
Temperatura de 

pareamento  
chua for GACGAACCAACGGTCAGGAT 

279 

55 ºC 

chua rev TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
yjaa for TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

211 
yjaa rev ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 
tspe4c2 for GAGTAATGTCGGGGCATTCA 

152 
tspe4c2 ver CGCGCCAACAAAGTATTACG 

  
4.6. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos para tipagem de resistência 

Para a realização do teste de susceptibilidade a antimicrobianos, foram 

selecionados 95 isolados, alguns positivos para genes de virulência (17) e alguns 

aleatoriamente (78), e estes foram repicados em placas de ágar sangue e mantidos 

por 24 h a 37ºC. 

Foi colhida uma alíquota do isolado com uma alça estéril, a qual foi 

mergulhada em um tubo contendo 10 mL de água ultrapura estéril. Em seguida, o 

tubo foi agitado (vórtex) e a turbidez foi ajustada até atingir a escala 0,5 de 

MacFarland. A seguir, as culturas foram semeadas com o auxílio de swabs estéreis, 

em placas contendo ágar Mueller-Hinton (Merck Laboratories, Alemanha) e, após 3 

minutos, tempo necessário para a secagem da superfície do meio, foram colocados 

os discos impregnados com antimicrobianos (Becton, Dickinson and Company - BD, 

EUA). A leitura foi realizada após 24 horas de incubação a 37ºC por meio da medida 

dos halos de inibição, com a utilização de régua milimetrada. Os halos foram 

comparados com os intervalos estabelecidos pelo CLSI (CLINICAL AND 
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LABORATORY STANDARD INSTITUTE 2007), exceto para o ceftiofur, para o qual 

foi utilizada outra referência do CLSI (2008). 

Os antimicrobianos testados foram recomendados pela agência de saúde 

pública do Canadá (PHAC): Amicacina (30µg), Amoxicilina/Ácido clavulônico 

(20/10µg), Ampicilina (10µg), Cefoxitina (30µg), Ceftriaxona (30µg), Cloranfenicol 

(30µg), Ciprofloxacina (5µg), Gentamicina (10µg), Canamicina (30µg), Ácido 

nalidíxico (30µg), Streptomicina (10µg), Sulfisoxazole (250µg), Tetraciclina (30µg), 

sulfametoxazol/trimetoprim (23,75/1,25 μg)), Ceftiofur (30µg). 

 

 
Figura 9. Placa de ágar Mueller-Hinton pronta para leitura dos halos de 

inibição. Saint-Hyacinthe, QC, Canadá, 2012. 
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4.7. Análise molecular para identificação de genes de resistência através da 
reação em cadeia da polimerase (PCR)  

A detecção do gene de resistência foi realizada para 52 isolados (aqueles 

positivos para genes de virulência, resistentes a um ou mais antimicrobianos e ainda 

alguns aleatoriamente), sendo que, foram analisados os genes para a 

Estreptomicina (aadA1 – MAYNARD et. al, 2003), a Tetetraciclina  (tetA e tetB - 

MAYNARD et. al, 2003), a Ceftriaxona (blaCmy – ZHAO, et. al, 2001) e a Penicilina 

(blaTem -    MAYNARD et. al, 2003), sendo que os dois últimos genes foram 

detectados por PCR multiplex. 

Para tal, cada reação de amplificação foi conduzida em volumes de 25 L 

contendo: 5 L de DNA molde; 2,5 mL de solução de dNTPs (2 mM cada); 1.25 L 

de cada iniciador a 10 M ; 0,2 L da enzima Taq DNA polimerase (5U/ L) ; 2,5 L 

de solução tampão para a reação de PCR com MgCl2 (10X) e o restante, até 

completar 25 L, de água ultra-pura (Milli-Q) previamente esterilizada.  

Essa mistura foi submetida a um termociclador a 95ºC por 2 min 

(desnaturação); seguido de 30 ciclos de 94ºC por 30 s (desnaturação), temperatura 

de pareamente (específica para cada oligonucleotídeo iniciador) por 30 s 

(pareamento) e 72 ºC por 30 s (extensão). O último ciclo foi realizado a 72 ºC por 10 

minutos para completa extensão. Uma alíquota desta reação contendo apenas água 

Milli-Q estéril, sem DNA, foi usada como controle negativo. Os produtos amplificados 

foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR 

Safe DNA gel Strain (Invitrogen) e visualizado com Blue-Light Transilluminator. Foi 

usado como referência um marcador de peso molecular conhecido (100 pb  DNA 

Ladder - Invitrogen) (Figura 10). 

A sequência de nucleotídeos iniciadores para os genes aadA1, tetA, tetB, 

blaCmy, blaTem, controles positivos usados, tamanho do produto de amplificação e 

sua respectiva temperatura de pareamento encontram-se na tabela 2. 
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Tabela 2. Sequência de nucleotídeos iniciadores para os genes aadA1, tetA, tetB, 
blaCmy, blaTem, controles positivos usados, tamanho do produto de 
amplificação e sua respectiva temperatura de pareamento. 

Iniciador Sequência do Oligonucleotídeo 
(5´-3´) 

Controle 
positivo 

Produto de 
amplificação 

Temp. de 
pareamento 

aadA1 For CATCATGAGGGAAGCGGTG 
EcL 3482 786 50ºC 

aadA1 Rev GACTACCTTGGTGATCTCG 
tetA For GTGAAACCCAACATACCCC 

EcL 3482 888 55ºC 
tetA Rev GAAGGCAAGCAGGATGTAG 
teB For CCTTATCATGCCAGTCTTGC 

EcL 12572 774 50ºC 
tetB Rev ACTGCCGTTTTTTCGCC 
blaCmy For GACAGCCTCTTTCTCCACA 

EcL3482 1000 
50ºC 

blaCmy Rev TGGAACGAAGGCTACGTA 
blaTem For GAGTATTCAACATTTTCGT 

EcL 3482 857 
BlaTem Rev ACCAATGCTTAATCAGTGA 
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Figura 10. Eletroforese de produtos de amplificação por PCR para a detecção dos 

genes de resistência aadA1, tetA, tetB, blaCmy e blaTem de isolados de 
queijos elaborados a partir de leite não pasteurizado. CP (controle positivo 
- utilização de DNA de isolado positivo para o gene investigado), CN 
(controle negativo - utilização de água Milli-Q estéril e filtrada) e PM 
(marcador molecular de peso molecular conhecido - PB,100 pb  DNA 
Ladder - Invitrogen®). Saint-Hyacinthe/QC, Canadá, 2012. 
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4.8. Sorologia para detecção do antígeno somático (O) 

Para detecção do antígeno somático (O), foram selecionadas 52 isolados 

incluindo aqueles positivos para genes de virulência, resistentes a um ou mais 

antimicrobianos e ainda alguns aleatoriamente.  

Inicialmente as cepas foram repicadas em placas contendo TSA e incubadas 

por 24 horas a 37ºC. Em seguida, uma alçada da cultura foi transferida do TSA para 

um tubo contendo 1 mL de PBS estéril. Os tubos foram levados para autoclave por 2 

horas a 121°C para a eliminação da cápsula e liberação do lipopolissacarídeo (LPS). 

Em seguida, uma gota da suspensão bacteriana autoclavada e uma gota de cada 

anti-soro foram colocados em uma lâmina (ORSKOV, et. al, 1977). A presença de 

aglutinação, verificada em aglutinoscópio, foi considerada como resultado positivo 

(Figura 11). 

Foram utilizados 17 pools de anti-soros polivalentes, visualizados na tabela 3 

a seguir, fornecidos pelo Laboratório de Escherichia coli (EcL), da Universidade de 

Montreal, Canadá. As amostras que foram positivas para o soro polivalente foram 

retestadas com os soros monovalentes. 

 

 
Figura 11. A - reação positiva (aglutinação) e B – reação negativa para detecção 

do antígeno somático (O) de isolados de E. coli provenientes de 
queijos elaborados a partir de leite cru. Saint-Hyacinthe, QC, Canadá, 
2012. 
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Tabela 3. Pools de anti-soros polivalentes e seus respectivos anti-
soros monovalentes que foram utilizados para detecção 
do antígeno somático (O). 

Pool Anti-soros 
1 O8, 09, O20, O26, O64, O101, O141 
2 O45, O138, O139, O147, O149, O157 
3 O10, O108, O115, O119 
1S O1, O15, O21, O71, O83 
2S O2, O11, O18, O69, O131 
3S O4, O6, O22, O78, O137 
4S O53, O54, O55 
5S O35, O60, O73, O86 
6S O23, O34, O88, O111, O112, O120, O143 
7S O17, O49, O100, O117, O118, O123, O163 
8S O5, O27, 036, O76, O92 
9S O145, O148, O159, O173 
10S O46, O82, O84, O91, O98, O113 
11S O116, O121, 0126, O146, O171, O172 
HUMANO O25, O114, O125, 0 
COELHO 1 O7, O16, O75, O103 
COELHO 2 O109, O128, O132, O153 

  
4.9. Análise epidemiológica das cepas por gel de eletroforese de campo 
pulsado (PFGE) 

A eletroforese de campo pulsado (PFGE) foi realizado para os 52 isolados 

(incluindo aqueles positivos para genes de virulência, resistentes a um ou mais 

antimicrobianos e ainda alguns aleatoriamente, ou seja, foram os mesmo isolados q 

foram realizadas as técnicas de detecção de genes de resistência e tamém 

sorologia). A PFGE foi realizada de acordo com o “The National Molecular Subtyping 

Network for Food Disease Surveillance (Junho 2004) (RIBOT, et. al, 2006) em um 

CHEF DR III sys et. al, 2006) tem a 14 ºC em 0.5 x TBE. A preparação dos “plugs” e 

digestão do DNA genômico com XbaI (Invitrogen, EUA) foi feita de acordo com o 

protocolo utilizado no “Centers for Disease Control and Prevention (CDC)”. As 

condições de eletroforese foram: tempo inicial de 2,2 segundo, tempo final de 54,2 

segundos em um gradiente de 6 V cm-1 e um ângulo de 120°. Os géis foram 

submetidos a eletroforese por 18h. A similaridade dos fragmentos (Figura 12) foi 

comparada utilizando-se o coeficiente de Dice a 1% de tolerância e 0,5% de 

otimização e o dendrograma foi construído com o método de agrupamento UPGMA, 

utilizando-se o programa BioNumerics. Os “clusters” foram estabelecidos pelo valor 

de “cut off” do BioNumerics versão 5.0.  
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Figura 12. Eletroforese de campo pulsado de E. coli isoladas de queijos 

elaborados de leite não pasteurizado. Nos poços 1, 5, 10 e 15 
observa-se o padrão de DNA de Salmonella sorovar Braenderup 
H9812 digerido com enzima XbaI.   

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. A prevalência de E. coli em queijos elaborados a partir de leite cru foi 
maior em Aracaju/SE.  

Das 83 amostras colhidas dos três municípios, obteve-se um total de 169 

isolados de E. coli: 51 dos queijos da região de Uberaba/MG, 25 do mercado 

municipal de Ribeirão Preto/SP e 93 de vendedores ambulantes de Aracaju/SE. A 

prevalência de amostras positivas para E. coli foi maior nos queijos provenientes de 

Aracaju (90,3%) e isso pode ser melhor visualizado na Tabela 4. 
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Tabela 4. Número de amostras positivas para E.coli nos três diferentes municípios 
do Brasil, de acordo com a quantidade de queijos colhidos de cada município. 

  Cidade Total 
Uberaba/MG Ribeirão Preto/SP Aracaju/SE 

N° de amostras positivas 
para E. coli 

13/30(43,33%) 11/22(50,0%) 28/31(90,32%) 52/83(62,65%) 

 

A maior contaminação nos queijos de Aracaju provavelmente se deve porque 

esta região é uma região de fazendas menores, pessoas mais simples e 

consequentemente, manipuladores não capacitados para esse tipo de produção. 

Estas pessoas não entendem a importância da higiene adequada desde a ordenha, 

até o produto final, incluindo até mesmo os utensílios para a produção do queijo, 

como, por exemplo, os moldes, colocando em risco a saúde pública. Entendendo 

essa importância, as pessoas são capazes de produzir um alimento mais seguro, 

sem risco potencial para a população.   

O número de amostras positivas para E. coli foi alto nas 3 cidades estudadas, 

assim como em um estudo em 31 queijos com o mesmo tipo de produção em 

Campinas, São Paulo, Brasil, mostrou que 64,5% dos queijos estavam 

contaminados com E. coli (CARVALHO, et. al, 2007). Em outro estudo, também com 

queijos feitos a partir de leite não pasteurizado no Meio Oeste do Brasil, o 

isolamento da espécie E. coli foi alta (96% do total de 50 queijos testados) 

(PANETO, et. al, 2007). Também, no Estado de Goiás, Brasil, 24 queijos também 

elaborados a partir de leite cru foram analizados e 17 (70,8%) foram positivos para 

E. coli (CAMPOS, et. al, 2009). Outros países parecem ter o mesmo problema, como 

na Malásia, onde 930 amostras de leite testadas, aproximadamente 65% estavam 

contaminadas com E. coli (CHYE, et. al, 2004). 

E. coli pode causar diversas doenças de variadas severidade em seres 

humanos. Embora não haja uma ligação direta entre infecções do úbere com E. coli 

e doenças em humanos, uma grande variedade de sorotipos tem sido isolados do 

leite e é provável que alguns desses sejam patogênicos para os humanos (BAYLIS, 

2009). A presença desses micro-organismos demonstra que está havendo uma falha 

na higiene ou manipulação incorreta durante o processo de produção do queijo, que 

vai desde a ordenha até a mesa do consumidor. 

Em contrapartida, um estudo com produção de queijos a partir de leite cru no 

Brasil detectou apenas 17 positivos para E. coli (10,3%) de todos os 165 queijos 
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examinados (SOBRINHO, et. al, 2012) e em uma fazenda irlandesa de produção de 

queijo E. coli foi ausente ou presente em baixos números em 351 queijos testados 

(O‟BRIEN, 2009). Os autores irlandeses sugeriram que a produção nas fazendas 

tem melhorado com relação à higiene na manipulação e equipamentos, e no 

controle da cadeia de frio desde a estocagem até o transporte. Portanto, comprova-

se que a qualidade microbiológica do queijo melhora com a higiene do processo de 

produção e, isso reforça a importância da conscientização desses produtores com 

relação à manipulação desde a ordenha até o produto final, principalmente os 

produtores de Aracaju 

Com isso, comprova-se que quando se há uma preocupação com relação à 

higiene, durante todo o processo de produção de queijos, diminui-se a chance de 

contaminação, e consequente diminuição da carga microbiana, diminuindo-se 

também o risco desse tipo de alimento atuar como veículo de agentes. 

 

5.2. A maioria dos isolados de E. coli em queijos produzidos a partir de leite 
cru  pertencem aos grupos filogenéticos A e B1. 
 A maioria dos isolados pertenceu ao grupo filogenético A (54,4%). Em 

Uberaba e Ribeirão Preto o grupo filogenético mais comum foi o B1 (80,4% e 64% 

respectivamente) e em Aracaju foi o grupo A (78,5%). Isolados pertencentes ao 

grupo B2 e D foram encontrados somente nos isolados de Aracaju, como pode ser 

observado na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Número total de isolados de E. coli de queijos elaborados a partir de leite 
cru em cada grupo filogenético nos três diferentes municípios no Brasil. 

 
Em um estudo no Brasil, envolvendo isolados de septicemia (24), síndrome 

da cabeça inchada (14), onfalite (11) e isolados comensais (30) em frangos, 

verificou-se que amostras comensais e de onfalite eram predominantemente do 

grupo filogenético A (Neste trabalho também houve a predominância  do grupo 

Cidade N° total de 
isolados  

No. (%) de isolados do grupo filogenético 
A B1 B2 D 

Uberaba 51 10 (19,6) 41 (80,4) 0 0 
Ribeirão Preto 25 9 (36) 16 (64) 0 0 

Aracaju 93 73 (78,5) 18 (19,3) 1 (1,1) 1 (1,1) 
Total 169 92 (54,4) 75 (44,3) 1 (0,65) 1 (0,65) 
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filogenético A nos isolados de Aracaju), e os isolados de septicemia eram dos 

grupos A e D. Os autores do referido estudo afirmaram que cepas Escherichia coli 

patogênica para aves (APEC) podem ser fonte de genes de virulência para humanos 

e representar um risco zoonótico (CAMPOS et. al, 2008). 

Um estudo realizado, em frigorífico suíno, com 74 animais, não foi encontrado 

tantos fatores de virulência e os isolados pertenceram principalmente ao grupo B1, 

seguido pelo A, o que também ocorreu nos isolados de Uberaba e Ribeirão Preto. 

Os autores afirmaram que o estudo filogenético é uma grande ferramenta para 

programas de vigilância para E. coli em matadouros (MARTINS et. al, 2012). 

Outro estudo em aves apresentou isolamento de E. coli, sendo a maioria dos 

grupos filogenéticos A e B1 e a minoria dos grupos B2 e D. De 80 isolados contendo 

fatores de virulência, 24 eram do grupo A, 23 do grupo D, 17 do B1 e 16 do B2 e os 

autores acreditam que a carne de frango deve ser bem cozida  e que a manipulação 

deve ser adequada para não haver contaminação cruzada em outros alimentos 

prontos (OBENG, et. al, 2012). Considerando haver os estudos supracitados, pode-

se afirmar que existem isolados dos grupos A e B1, considerados comensais para 

alguns autores, porém que podem causar doenças, podendo ser fonte de genes de 

virulência e apresentar risco zoonótico. 

Um estudo na Dinamarca com isolados de E. coli de pessoas com infecções 

no trato urinário (ITU), pessoas sadias, carne de frango local e importada, frangos de 

corte, carne de suínos local e importada, mostrou a presença dos grupos B2 e D em 

isolados de pacientes com ITU e o grupo A foi predominantemente encontrado nos 

animais e na carne. Conclui-se, então, que estes podem ser fontes de E. coli e 

apresentar um risco para aquisição de E. coli patogênicas para o trato urinário 

(JAKOBSEN, et. al, 2010).  

Isolados de STEC no Estado de São Paulo, Brasil, provenientes de infecções 

em humanos e de fezes de bovinos, foram classificadas principalmente como do 

grupo filogenético B1 (CERGOLE-NOVELLA, et. al, 2011). Para alguns autores, 

amostras comensais são normalmente do grupo filogenético A e B1, amostras 

patogênicas intestinais agrupam-se em A, B2 e D, enquanto as extra intestinais são 

oriundas dos grupos B2 e D (SANTOS et. al, 2009).  
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Neste estudo demonstrou-se que nem sempre cepas patogênicas extra-

intestinais são do grupo B2 e D, sendo importante destacar que cepas 

potencialmente patogênicas também podem pertencer aos grupos A e B1, 

dependendo do seu fator de virulência e também do seu sorogrupo. Portanto, apesar 

de o grupo filogenético ser importante para programas de vigilância e epidemiologia, 

ele não determina a patogenicidade do isolado, sendo importante realizar outras 

análises. 

 

5.3. A resistência aos antimicrobianos foi moderada nas três cidades e tetB foi 
o gene mais comumente encontrado. 
 O maior número de isolados com resistência antimicrobiana (uma classe de 

antimicrobiano ou mais) foi observado em isolados provenientes de Uberaba (17/30, 

ou seja, 56,7%). A maioria dos isolados (27/61) foi resistente a um e dois 

antimicrobianos. A resistência a múltiplas drogas (resistente a três ou mais classes 

de agentes antimicrobianos) foi muito maior em isolados de Uberaba e Ribeirão 

Preto (12 e 14%) do que aqueles isolados de Aracaju (2%). Houve alta prevalência 

de resistência à Tetraciclina em Uberaba e Ribeirão Preto (de 23,3% e 37,5%). 

Convêm ressaltar que a prevalência de isolados resistentes para Ampicilina e 

Amoxicilina / Ácido Clavulânico foi muito maior em Uberaba do que em Ribeirão 

Preto e Aracaju. Todos os 95 isolados foram susceptíveis à Ceftriaxona, Amikacin, 

Gentamicina e Cloranfenicol (Tabela 6). 
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A resistência a antimicrobianos em isolados de E. coli de humanos, animais e 

do meio ambiente é uma preocupação em saúde pública, principalmente porque a 

frequência de resistência a antimicrobianos vem crescendo cada vez mais em todo o 

mundo. Um exemplo disso foi um estudo com isolados de alimentos e fezes de 

animais na Alemanha onde a resistência pôde ser detectada para Ampicilina (5% 

resistente ou intermediário), Cefalotina (78%), Tetraciclina (27%) e Cloranfenicol 

(8%, apenas resistentes intermediários) (KLEIN & BULTE, 2003).  

A moderada percentagem deste estudo com isolados de E. coli provenientes 

de queijos elaborados a partir de leite não pasteurizado reflete o provável uso baixo 

a moderado de antimicrobianos, e isso pode ser explicado pois estes tipos de 

queijos são, em sua maioria, produzidos em propriedades que tendem a ser 

menores, e por isso, há menor utilização destas drogas. Propriedades maiores 

possuem maior tecnificação e costumam usar mais antimicrobianos, até mesmo 

porque estes também são muito utilizados na ração animal para estimular o 

crescimento dos animais de produção.  

E. coli isoladas de queijos comercializados em Uberaba apresentaram maior 

resistência aos antimicrobianos testados. Esses resultados podem estar 

relacionados à maior tecnificação da produção de leite nessa região, o que pode 

refletir na maior utilização de antimicrobianos. Essa tecnificação se deve às 

exigências feitas pelo Instituto Mineiro Agropecuário (IMA) para o cadastramento de 

propriedades que produzem esse tipo de queijo regulamentado. 

A Tetraciclina e os beta-lactâmicos foram os antimicrobianos com maior 

número de isolados resistentes. Isso pode ser explicado com um estudo prévio 

conduzido no Brasil, que mostra que os grupos beta-lactâmicos são os 

antimicrobianos mais usados no tratamento para infecções em gado leiteiro, 

representando 38,22% do total de todos os antibióticos, seguido pelos 

aminoglicosídeos (25,19%) e a Tetraciclina (15,41%) (NETTO, et. al, 2005).  

Durante dois anos de estudos realizados em Minneapolis, Estados Unidos, 

muitos alimentos vendidos ao varejo (particularmente carne de frango, mas também 

carne bovina e carne suína, e alguns alimentos prontos para o consumo) estavam 

contaminados com E. coli resistente a antimicrobianos sugerindo que os alimentos 

podem representar um significante, mas não reconhecido veículo, para a 
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disseminação de importantes patógenos e de patótipos resistentes (JOHNSON, et. 

al, 2005). Em um estudo feito no Estado do Paraná, Brasil, foram coletadas 260 

amostras de leite pasteurizado em diferentes estabelecimentos comerciais e foram 

obtidos 47 isolados de E. Coli. Também foram detectados altos níveis de resistência 

a agentes antimicrobianos como a Ampicilina (19,2%), Cefalotina (18,9%) e 

Tetraciclina (17,1%) (ZANELLA et. al, 2010). 

Outro estudo realizado no sul da Austrália entre dezembro de 2008 e junho de 

2009, analisando 251 amostras de fezes de frango, 102 isolados (40,6%) foram 

resistentes à Tetraciclina, 67 (26,7%) à Ampicilina. Também foi observada 

resistência ao Trimetropim-sulfametoxazol (12,4%), Estreptomicina (10,8%) e outros 

antimicrobianos em baixas percentagens, mas não foi encontrada resistência para o 

Ceftiofur, Ciprofloxacina e Gentamicina (OBENG, et. al, 2012). Isso mostra que o 

uso de antimicrobianos está ocorrendo também em outras espécies de produção 

animal, sendo, portanto, de importância em saúde pública. 

Neste estudo, mesmo que a prevalência de resistência dos isolados não 

tenha sido alta, nota-se que o uso indiscriminado de antimicrobianos vem crescendo 

e os queijos elaborados com leite cru são importantes veículos de disseminação, 

necessitando, assim, nas propriedades, programas para conscientização do uso de 

antimicrobianos no rebanho leiteiro. 

Como resultados deste trabalho, o grupo filogenético A foi 

predominantemente resistente a Amoxicilina/Ácido clavulânico, Ampicilina e 

Tetraciclina e o grupo B a Tetraciclina e Estreptomicina (Tabela 7). Um estudo na 

Espanha, com E. coli carreando o gene stx2, isolados de ambientes aquáticos, 

mostrou que isolados do grupo A eram resistentes ao Cloranfenicol, Estreptomicina, 

Sulfametoxazole e Tetraciclina, enquanto o grupo B1 foram resistentes para 

Cloranfenicol, Sulfametoxazole e Tetraciclina e os do grupo B2 somente para 

Tetraciclina (GARCIA-ALJARO, et. al, 2009).. A partir destes dados, o grupo 

filogenético não está relacionado com a resistência antimicrobiana.  
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Outro estudo realizado na Dinamarca entre novembro de 2005 e abril de 2006 

com carne de frango, frangos, carne suína, suíno, humanos sadios e pacientes com 

infecções no trato urinário mostrou que os isolados do grupo A foram resistentes a 

Ampicilina, Estreptomicina e Tetraciclina e aqueles do grupo B à Estreptomicina e 

Tetraciclina e para os isolados desse grupo, a resistência daqueles provenientes de 

pacientes com ITU foi similar à resistência dos variados tipos de carne e dos 

isolados de animais. Os resultados sugerem que animais e alimentos podem ser 

fonte de E. coli resistentes para a comunidade e para os pacientes com ITU 

(JAKOBSEN, et. al, 2010). 

A presença de genes que codificam resistência aos agentes antimicrobianos 

Ampicilina, Tetraciclina e a Ceftiofur (3a geração de Cefalosporina) foi determinada 

em 52 isolados (25 de Uberaba, 8 de Ribeirão Preto e 19 de Aracaju), sendo que o 

critério de escolha desses isolados foi baseado na resistência aos antimicrobianos, 

detectado no antibiograma.Em Uberaba, 6 (24%) dos isolados possuiam um ou mais 

genes de resistencia (1 blaTEM e tetB; 1 tetA, 1 blaCMY-2; 1 aadA e tetB e 2 tetB). Em 

Aracaju, 8 isolados (42,10%) possuiam um ou mais genes de resistencia (3 tetB, 1 

blaTEM, 1 tetA e 3 blaTEM e tetB). Por outro lado, apenas 3 (37,5%) dos isolados de 

Ribeirão Preto foram positivos (2 tetB and 1 tetA). O gene mais comumente 

encontrado em todos os isolados foi o tetB n = 10 (58,82%), seguido de blaTEM n = 5 

(29,41%). 

No presente estudo foi verificado altas percentagens de isolados positivos 

para genes de resistência (blaTEM,, tetA, tetB, aadA), assim como em um estudo com 

109 isolados de ExPEC (39 isolados de animais e 70 de humanos) em que foi 

demonstrado que 68% dos isolados de animais apresentaram o gene blaTEM, 53% 

tetA e 44% tetB enquanto que os isolados de humanos mostraram uma prevalência 

de  de 88%, 44% e 53%, respectivamente (MAYNARD, et. al, 2004). 

Um estudo com E. coli de humanos e bovinos em um ambiente de fazenda na 

Noruega mostrou transferência de resistência a multidrogas entre isolados de  E. coli 

de vacas leiteiras e os isolados dos habitantes da fazenda. Plasmídeos carrearam 

determinados genes resistentes para diversos antimicrobianos, incluindo 

Tetraciclina, Estreptomicina e Sulfonamida (OPPEGAARD, et. al, 2001). 



43 

 

 

 

Em um estudo com 32 isolados de STEC de infecções em humanos (21) e de 

fezes bovinas (11) no Estado de São Paulo, 11(34,37%) mostraram resistência à 

ampicilina e carreavam o gene blaTEM, o qual foi confirmado como blaTEM-1. Segundo 

os autores, isso claramente representa um risco à saúde pública (CERGOLE-

NOVELLA, et. al, 2011).  

Em 251 amostras de fezes de frango, diversos genes de resistência foram 

investigados e a prevalência encontrada foi de 14 (5,57%) para neomicina (aphA1), 

de 25 (9,96%) para Espectinomicina-Estreptomicina (aadA2). Para os beta-

lactâmicos (Ampicilina) a prevalência foi de 43 (17,13%) para blaTEM, 4 (1,59%) para 

blaSHV, e zero para blaCTX-M-3 ou blaCMY-2, para sulfonamida (sulI e sulII) foi de 29 

(11,55%). Com relação à Tetraciclina a prevalência foi de 48 (19,12%) para o gene 

tet(A), 7 (2,78%) para o tet(B) e 4 (1,59%) para o tet(C) e para o antimicrobiano 

Trimetropim 26 (10,35%) isolados foram positivos para dhfrV and dhfrXIII (OBENG, 

et. al, 2012).. 

O uso abusivo de antimicrobianos, e esse importante fato de que plasmídeos 

podem carrear esses genes transferindo-os horizontalmente, explica a disseminação 

da resistência de muitas drogas. Neste estudo, a prevalência de isolados com genes 

de resistentes não foi alta, entretanto a simples presença de alguns isolados pode 

significar risco para os demais, devido a essa transferência de genes. 

 

5.4. Os sorogrupos O4, O18 e O23 foram os sorogrupos mais encontrados. 
 Os sorogrupos O4, O18 e O23 foram os mais comumente observados e 

encontrados nas cidades de Uberaba e Ribeirão Preto, como pode ser observado na 

Tabela 8. Os isolados que aglutinaram contra os antígenos O4 e O18 pertenceram 

ao grupo B1 e foram encontrados em Uberaba (Tabela 9). Em Ribeirão Preto, foi 

encontrato um isolado pertencente ao sorogrupo O18 e três isolados pertencentes 

ao sorogrupo O23. É importante ressaltar que os sorogrupos O4, O18 e O23 

encontrados vieram de diferentes queijos. 
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Tabela 8. Quantidade de isolados dos principais sorogrupos encontrados nos três 
municípios onde foram feitas as coletas. 

Cidade Total Sorogrupo 

    O4, O18 O23 O15 
O5, O21, O34, O73, 

O120, O159 
O34, O54, 
O82, 0141 NT 

Uberaba 29 5     2 4 18 
Ribeirão Preto 16   3   1   12 

Aracaju 49     1 4   44 
 

Tabela 9. Relação entre grupo filogenético e sorogrupo O em E. coli de 
queijos produzidos a partir de leite não pasteurizado em três 
municípios.  

Grupo 
filogenético 

No. 
total de 
isolados 

  No. de isolados do sorogrupo 

O4 O18 O23 Outros NT 
A 25    3 6a 16 
B1 25 2 3  

 2b 18 
B2 1     1 
D 1       1c 0 

Total 52 2 3 3 9 35 
a Um isolado de cada sorogrupo O5, O21, O34, O73, O120, O159. 
b Um isolado de cada sorogrupo O34, O54 
c Um isolado do sorogrupo O15 
 

Com o aumento de estudos em alimentos como fonte de patógenos, sabem-

se atualmente do potencial zoonótico de isolados de animais que possuem 

sorogrupo O principalmente aqueles que têm fatores de virulência associados. Os 

dados desse trabalho revelam a presença de dois isolados O4, três isolados O18 e 

três isolados O23. Os três sorogrupos encontrados podem causar doenças em 

humanos. Isso mostra que o queijo elaborado a partir de leite não pasteurizado pode 

ser uma fonte de importantes patógenos e, então, representa risco potencial à saúde 

pública.  

Em uma coleção de 526 amostras médicas e veterinárias de diversos países, 

nas quais 436 isolados eram APEC, 65 E. coli uropatogênica (UPEC) e 25 E. coli 

causadora de meningite em recém-nascidos (NMEC), foi encontrado em 4,8% das 

cepas o sorogrupo O18 em APEC, 3,07% em UPEC e 28,6% em NMEC, sendo que 

a maioria dos isolados foram do grupo filogenético A (40,5%) e B2 (40,1%). Os 

autores sugerem que APEC tem potencial zoonótico, não só as do grupo B2, como 

também as do grupo A, podendo assim causar infecção no trato urinário e meningite 

em recém-nascidos (EWERS, et. al, 2007). 
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O estudo em Minneapolis, Estados Unidos, com diversos alimentos, 

encontrou E. coli O4 e O18, que são muito similares àqueles encontrados em 

infecções humanas. Dos isolados, 17 eram ExPEC do grupo filogenético B2 e D 

(JOHNSON, et. al, 2005). A exigência de fatores de virulência de ExPEC para a 

patogênese é consideravelmente reduzida quando a pessoa é imunocomprometida 

devido à idade, estado imunológico, ou doença imunossupressoras. Por exemplo, 

um grupo de cepas causou meningite neonatal apenas nos recém-nascidos com 

baixa imunidade (BINGEN, et. al, 1998). 

Pode-se ressaltar que existe uma grande relação entre nutrição e saúde, e os 

queijos coletados nesse trabalho têm importantes sorogrupos e podem estar 

associados a doenças extra intestinais em humanos como, por exemplo, meningite, 

infecções do trato urinário, entre outras, e então, seu consumo sem medidas 

sanitárias é um risco à saúde pública, independentemente do grupo filogenético. 

 
5.5. O gene de resistência para ampicilina, blaTEM, foi encontrado apenas no 
grupo filogenético A. 
 O gene de resistência à ampicilina, blaTEM,  foi encontrado apenas no grupo 

filogenético A e os isolados foram a maioria obtidos em Aracajú (71,42%) Entretanto, 

com relação ao método de disco-difusão, a resistência ao antimicrobiano Ampicilina 

foi maior em Uberaba. O gene aadA1 foi mais comum no grupo filogenético B1 

(75%) (Tabela 10). 
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Tabela 10. Isolados de E. coli de queijos provenientes de leite cru positivos para 
genes de resitência relacionados com o grupo filogenético (GF). 
GF N° de 

isolados 
resistentes 
à AMP 

a N° de 
isolados 
resistentes 
à STR 

b N° de 
isolados 
resistentes 
à TET 

c 
 

blaCMY 

 
blaTEM None aadA None tetA tetB None 

A 7 1 5* 1 1 0 1 12 0 9* 4 
B1 7 0 0 7 3 1* 3 7 2 3 2 
B2 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

a- N° (%) de isolados resistentes à Ampicilina (AMP) possuindo genes resistentes à β-
lactamase. 

b- N° (%) de isolados resistentes à Estreptomicina (STR) possuindo o gene aadA 
c- N° (%) de isolados resistentes à Tetraciclina (TET) possuindo genes tet 

*Um dos isolados tem o gene, porém não expressou resistência ao antibiótico no método de disco-
difusão. 
 

Interessantemente, o gene de resistência à Ampicilina, blaTEM, foi encontrado 

apenas em isolados de Aracaju, todos pertencentes ao grupo filogenético A, 

considerando que a prevalência de Ampicilina no método de disco-difusão foi maior 

em Uberaba. Isso pode ser explicado devido ao fato que as possíveis fontes de 

resistência entre as cidades sejam diferentes. Em Uberaba, é posível que outros 

genes, tais como o blaOXA, blaSHV, e blaCTX, que também estão relacionados a 

resistência à Ampicilina, sejam os responsáveis pela resistência. Em um estudo com 

fezes de aves, o gene blaTEM foi encontrado nos grupos filogenéticos A, B1 e D 

(OBENG, et. al, 2012). Isolados de E. coli em hospitais no sul da África verificaram o 

gene blaTEM em isolados do grupo filogenético B2 e D e em diferentes 

estabelecimentos e diferentes origens (pus e urina) (PEIRANO et. al, 2011). 

Portanto, o gene blaTEM não está relacionado somente com o grupo filogenético A, 

isso variando de acordo com a fonte de resistência de cada local. 

 Outro fato importante deste estudo foi a presença de dois isolados possuindo 

genes, blaTEM  e tetB, porém que não expressaram resistência aos antimicrobianos 

Ampicilina e Tetraciclina, respectivamente, no método de disco-difusão. Como esta 

não expressão é incomum, seria preciso um PCR a tempo real para analisar melhor 

o nível de expressão desse gene, pois pode ser que ele não expressou suficiente 

para criar resistência ou pode ser que não tenha acontecido a tradução para a 

proteína. Isto não ocorreu no estudo com carne crua (bovina, suína e de frango) e 

marisco no Vietnã, entre fevereiro e junho de 2004, que foi analisado a resistência a 

antimicrobianos no método disco-difusão e a presença genes de resistência pelo 
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PCR e todos os isolados que possuíam genes de resistência para um determinado 

antimicrobiano expressaram resistência no método disco-difusão (VAN et. al, 2008). 

 
5.6 Clones foram encontrados em isolados de diferentes cidades, diferentes 
queijos e de mesmos queijos. 

Alguns isolados (18A, 1, 12, 10, 7) de queijos do município de Uberaba 

demonstraram alto nível de similaridade. Houve clones isolados do mesmo queijo 

(isolados 71 e 72; 18 e 21), de diferentes queijos da mesma cidade (isolados 18, 

19B e 21; 53 e 54A) e interessantemente, os isolados 29 e 77 são idênticos e de 

diferentes municípios (Ribeirão Preto e Uberaba) como pode ser observado na 

Figura 13, que mostra o dendograma dos isolados. 

Foram identificados nove clones predominantes em sete diferentes queijos. 

Os clones provenientes de diferentes queijos e do mesmo supermercado (18, 19B e 

21) são provavelmente da mesma fazenda. Foram detectados dois clones da mesma 

cidade (53 e 54A), porém de supermercados diferentes e um deles foi resistente ao 

antimicrobiano Sulfisoxazole e o outro apresentou o gene da resistência a 

Tetraciclina (tetB). Entretanto, a probabilidade de eles serem da mesma fazenda é 

baixa, pois há essa diferença em relação ao gene de resistência. É importante 

ressaltar que foi encontrado o mesmo clone em duas cidades diferentes (isolados 29 

e 77), porém eles apresentaram diferenças, sendo um resistente à Amoxicilina/Ácido 

Clavulânico e o outro é resistente a Ampicilina e portando o gene de resistência à 

tetraciclina (tetA) e ambas diferenças podem ser explicadas pelas diferentes fontes 

de resistência entre as fazendas e os municípios. Outro dado importante deste 

estudo é que alguns isolados mostraram alta variabilidade genética. 
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Figura 13. Resultado da eletroforese em campo pulsado (PFGE) entre os isolados 

de diferentes queijos em três diferentes municípior. O dendrograma foi 
feito usando-se o coeficiente de Dice a 1% de tolerância e 0,5% de 
otimização e construído com o método de agrupamento UPGMA, 
usando-se o programa BioNumerics 5.0. 
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A presença de clones é de extrema importância para a saúde pública, pois 

eles são mais resistentes fenotipicamente e genotipicamente com relação aos 

demais isolados, tendo uma maior facilidade de sobrevivência no ambiente. E, 

mesmo que não sejam patogênicos, eles podem oferecer perigo devido à 

transferência de genes Isso faz com que exista um risco maior à saúde pública, uma 

vez que podem receber genes de virulência ou mesmo genes de resistência. A 

presença de alta variabilidade genética dos isolados também é relevante, já que 

demonstra a contaminação intensa dos queijos por E. coli, mostrando que realmente 

existe ineficiência na higiene durante todo o processo de produção de queijos e, que 

provavelmente, são diversas as fontes de contaminação durante a cadeia de 

produção deste tipo de queijo elaborado a partir de leite não pasteurizado.  

Um estudo com E. coli de isolados de infecções do trato urinário (ITU) de 

mulheres, carnes  e restaurantes com comidas prontas-para-comer, mostrou que os 

isolados de carne de frango e outros alimentos estão relacionados com aqueles 

isolados de ITU (VINCENT, et. al, 2010)..  

Em outro estudo, também com isolados de ITU, em humanos e diferentes 

tipos de carnes (bovina, frango e suína), os autores encontraram similaridades entre 

E. coli de animais de abatedouros, principalmente frangos, e aquelas associadas a 

ITU em humanos. Para os autores deste trabalho, os alimentos de origem animal 

podem ser responsáveis pelas infecções em humanos, e os frangos são grandes 

reservatórios. Frangos são reservatórios de patógenos para humanos e isto poderia 

ser usado para a procura de outras potenciais rotas de transmissão e para fortalecer 

a conexão entre consumo de frango e ITU e novas medidas precisam ser tomadas 

para diminuir o nível de contaminação desse alimento e o risco de transmissão de 

doenças (BERGERON, et. al, 2012).  

O mesmo acontece com os queijos produzidos a partir de leite cru. A 

fiscalização deveria ser mais intensa, pois seu consumo representa risco potencial à 

saúde pública. As autoridades sanitárias deveriam investigar novas rotas de 

contaminação para reduzir o número de micro-organismos, e consequentemente o 

número de patógenos. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 A maioria dos isolados pertenceu ao grupo filogenético A e B1, 

provavelmente porque são isolados comensais, não descartando o potencial risco à 

saúde pública.  

 Sorogrupos importantes como O4, O18 e O23, foram encontrados e 

são potencialmente patogênicos. 

 A resistência a antimicrobianos e a presença de genes de resistência 

foi moderada, porém estão relacionadas com os antimicrobianos de uso em 

humanos.  

 A presença de clones e a alta variabilidade genética são significativas, 

pois clones sobrevivem melhor no meio ambiente e isolados de alta variabilidade 

genética demonstra a falha em diversos pontos da produção desse tipo de queijo. 
 

Os queijos estudados possuem má qualidade higiênica e estirpes de E. coli 

potencialmente patogênica, e, por esse motivo, representam um risco potencial à 

saúde pública. 

 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Esta pesquisa propôs, como objetivo geral, verificar a presença de E. coli 

potencialmente patogênica. O conhecimento do perfil molecular da E. coli auxilia na 

melhor compreensão dos estudos epidemiológicos de dispersão destes patógenos 

nos queijos investigados.  

Os resultados obtidos corroboram o potencial risco desse tipo de queijo 

elaborado a partir de leite não pasteurizado para a saúde pública e a participação 

dos bovinos leiteiros como importantes reservatórios destes micro-organismos. 

Tais achados corroboram, ainda, com a imperiosa necessidade de adoção de 

algumas medidas voltadas para conscientização da população que produz este 

queijo clandestinamente (em Aracaju e em Ribeirão Preto) e legalmente (Uberaba) e 

a conscientização também por parte do IMA, de que os queijos produzidos em 

Uberaba e em todo o Estado de Minas Gerais, mesmo sendo legal, deve ser 

fiscalizado. 
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É necessário um trabalho de educação e saúde para os produtores 

mostrando a importância e cuidado durante a higiene e manipulação durante toda a 

cadeia produtiva, assim como capacitação de mão de obra. 

A fiscalização deste tipo de alimento deve ser alta, assim como a fiscalização 

de sanidade do gado para doenças como tuberculose e brucelose, pois este tipo de 

alimento pode ser veículo de disseminação não só de E. coli, mas como também de 

diversos agentes de importância em saúde pública. 
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ANEXO 1 

Template preparation 

Cultures streaked onto solid media (e.g. TSA, blood Agar or MacConkey Agar) 

are processed as follows: 

 Take a streak from the first quadrant with a loop and inoculate in a tube of 5 ml 

of LB broth. 

 Swabs from feces or tissues are placed in a tube of 5 ml of LB broth. 

 Incubate overnight at 37±1oC. 

 

DNA template 

(Adapted from the method used by the Laboratory for Foodborne Zoonoses 

MFLP-86) 

 Identify the sample by a code on the cap of the 1.5 ml tube, centrifuge 1 ml of 

LB broth culture incubated overnight at 37±1oC, at 12 000 RPM for 2 minutes. 

 Discard the supernatant in a Corning bottle reserved for this use. 

 Add 1 ml PBS or FA buffer (Difco) to the pellet, mix well (vortex or up and 

down with pipetter). 

 Centrifuge at 12 000 RPM for 2 minutes, remove the supernatant and 

resuspend the pellet in 0.5 ml of sterile water Milli-Q (vortex or up and down 

with pipetter). 

 Heat at 100oC for 10 minutes, centrifuge at 12 000 RPM for 2 minutes. 

Transfer the supernatant to another tube, and identify the tube. When preparing 

a large number of tubes, ensure that the tubes containing DNA are kept on ice 

or cold. 

 Conserve sample DNA tubes at -20oC if not tested immediately. 
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