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Em agosto de 2011 ingressou no curso de Mestrado em Medicina Veterinária da 
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A todos que contribuíram direta ou indiretamente na execução deste trabalho.

 



 i 

SUMÁRIO 

 

   Página 

RESUMO.............................................................................................................. vi 

ABSTRACT........................................................................................................... vii 

CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS...................................................... 1 

   1. INTRODUÇÃO............................................................................................... 1 

   2. REVISÃO DE LITERATURA......................................................................... 3 

        2.1. Leite e a produção de queijo Minas frescal........................................... 3 

        2.2.  Bactérias Gram-negativas veiculadas por leite e derivados................. 6 

             2.2.1. Escherichia coli.............................................................................. 6 

        2.3. Bactérias Gram-positivos veiculadas por leite e derivados................... 10 

             2.3.1. Listeria monocytogenes................................................................. 10 

             2.3.2. Staphylococcus spp. ..................................................................... 12 

                    2.3.2.1. Staphylococcus aureus....................................................... 13 

                    2.3.2.2. Staphylococcus resistentes à meticilina (MRS)................... 15 

   3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS......................................................................... 17 

   4. REFERÊNCIAS............................................................................................. 18 

CAPÍTULO 2 – CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA E ANÁLISE 

EPIDEMIOLÓGICA DE ISOLADOS DE Escherichia coli 

DETECTADOS EM DIFERENTES PONTOS DA 

OBTENÇÃO DE LEITE E PRODUÇÃO DE QUEIJOS 

TIPO MINAS FRESCAL ELABORADOS A PARTIR DE 

LEITE CRU REFRIGERADO............................................... 

 

 

 

 

 

30 

   RESUMO........................................................................................................... 30 

   1. INTRODUÇÃO............................................................................................... 31 

   2. MATERIAIS E MÉTODOS............................................................................. 32 

        2.1. Coleta das amostras.............................................................................. 32 

        2.2. Preparo das amostras para isolamento de E. coli................................. 38 

        2.3. Obtenção das coleções de Escherichia coli.......................................... 39 



 ii 

             2.3.1. Coleção de isolados de E. coli comensais.................................... 41 

             2.3.2. Coleção de isolados de E. coli potencialmente patogênicos......... 41 

            2.3.3.  Coleção de isolados de E. coli resistentes à Ceftriaxona ou 

extended-spectrum b-lactamase (ESBL)............................................... 

 

45 

        2.4. Agrupamento filogenético...................................................................... 46 

        2.5. Teste de sensibilidade a antimicrobianos para tipagem de resistência 48 

        2.6. Análise epidemiológica dos isolados de E. coli por gel de eletroforese 

em campo pulsado (PFGE) .................................................................. 

 

50 

        2.7. Análise molecular para identificação de genes de resistência por 

PCR..................................................................................................... 

 

51 

        2.8. Sorologia para detecção do antígeno somático (O)............................ 54 

        2.9. Multilocus Sequence Typing (MLST) .................................................. 55 

   3. RESULTADOS E DISCUSSÃO..................................................................... 57 

        3.1. Isolamento de E. coli nos diferentes pontos da obtenção do leite e 

produção do queijo tipo Minas frescal e análises 

genotípicas............................................................................................ 

 

 

57 

             3.1.1. Coleção de isolados de E. coli comensais.................................... 57 

             3.1.2. Coleção de isolados de E. coli potencialmente patogênicos......... 58 

             3.1.3. Coleção de isolados de E. coli resistentes à ceftriaxona ou 

extended-spectrum b-lactamase (ESBL)...................................... 

 

63 

        3.2. Agrupamento filogenético...................................................................... 64 

        3.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos para tipagem de resistência 68 

        3.4. Análise epidemiológica dos isolados de E. coli por gel de eletroforese 

em campo pulsado (PFGE) .................................................................. 

 

71 

        3.5. Identificação de genes de resistência por PCR..................................... 77 

        3.6. Sorologia para detecção do antígeno somático (O).............................. 81 

        3.7. Multilocus Sequence Typing (MLST) .................................................... 83 

   4. CONCLUSÕES............................................................................................. 86 

   5. REFERÊNCIAS............................................................................................. 86 

  



 iii 

CAPÍTULO 3 – GRAM-POSITIVOS DE IMPORTÂNCIA EM SAÚDE 

PÚBLICA EM DIFERENTES PONTOS DA OBTENÇÃO 

DE LEITE E PRODUÇÃO DE QUEIJOS TIPO MINAS 

FRESCAL ELABORADOS A PARTIR DE LEITE CRU 

REFRIGERADO................................................................... 

 

 

 

 

95 

   RESUMO........................................................................................................... 95 

   1. INTRODUÇÃO............................................................................................... 96 

   2. MATERIAIS E MÉTODOS............................................................................. 97 

        2.1. Coleta das amostras.............................................................................. 97 

        2.2. Isolamento de Listeria spp. e identificação de espécies e genes de 

virulência................................................................................................ 

 

97 

        2.3. Isolamento de Staphylococcus aureus e detecção dos genes de 

enteroxinas............................................................................................ 

 

100 

   3. RESULTADOS E DISCUSSÃO..................................................................... 104 

        3.1. Isolamento de Listeria spp. e identificação de espécies e genes de 

virulência................................................................................................ 

 

104 

        3.2. Isolamento de Staphylococcus aureus e detecção dos genes de 

enteroxinas............................................................................................ 

 

107 

   4. CONCLUSÕES............................................................................................. 110 

   5. REFERÊNCIAS............................................................................................. 111 

CAPÍTULO 4 – PREVALÊNCIA, CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR E 

RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA DE Staphylococcus spp. 

RESISTENTES À METICILINA DETECTADOS EM 

DIFERENTES PONTOS DA OBTENÇÃO DE LEITE E 

PRODUÇÃO DE QUEIJOS TIPO MINAS FRESCAL 

ELABORADOS A PARTIR DE LEITE CRU REFRIGERADO... 

 

 

 

 

 

115 

   RESUMO........................................................................................................... 115 

   1. INTRODUÇÃO............................................................................................... 116 

   2. MATERIAIS E MÉTODOS............................................................................. 117 

        2.1. Coleta das amostras.............................................................................. 117 



 iv 

        2.2. Isolamento de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) na 

obtenção do leite e na produção de queijos tipo Minas Frescal.......... 

 

117 

        2.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados MRS................ 119 

        2.4. Sequenciamento dos isolados MRS e RAPD........................................ 120 

   3. RESULTADOS E DISCUSSÃO..................................................................... 124 

       3.1. Isolamento de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) 

nos diferentes pontos da obtenção do leite e da produção do queijo 

tipo Minas frescal................................................................................. 

 

 

124 

        3.2. Teste de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados MRS................ 125 

        3.3. Sequenciamento dos isolados MRS e RAPD........................................ 127 

   4. CONCLUSÕES............................................................................................. 130 

   5. REFERÊNCIAS............................................................................................. 130 

CAPÍTULO 5 – CONSIDERAÇÕES FINAIS........................................................ 134 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 v 



 vi 

CONTAMINAÇÃO POR BACTÉRIAS PATOGÊNICAS NA OBTENÇÃO DE LEITE E 

PRODUÇÃO DE QUEIJOS TIPO MINAS FRESCAL ELABORADOS A PARTIR DE 

LEITE CRU REFRIGERADO 

  

RESUMO - A produção de queijos elaborados a partir de leite cru refrigerado no 
Brasil ainda é alta, embora esta prática não seja autorizada em algumas regiões do 
país, como no estado de São Paulo. Assim, a fim de dimensionar os riscos de 
veiculação bacteriana em tal tipo de alimento e identificar suas fontes de contaminação, 
este estudo objetivou detectar a presença de bactérias patogênicas em diferentes 
pontos da obtenção do leite e da produção de queijos tipo Minas frescal. Amostras de 
suabes de fezes bovinas, mãos de ordenhador, balde de ordenha, leite, soro, água, 
superfície de elaboração de queijos, mãos de manipulador do queijo, peneiras, 
bandejas, fôrmas e escumadeiras foram coletadas em cinco propriedades onde os 
queijos são elaborados a partir de leite cru na região de Jaboticabal, nordeste do 
Estado de São Paulo. Foram pesquisadas E. coli potencialmente patogênicas e 
bactérias do gênero Listeria spp. e Staphylococcus, incluindo aqueles resistentes à 
meticilina (MRS). Os isolados de E. coli foram separados em três coleções, de 
patogênicas, comensais e resistentes à ceftriaxona (ESBL). Encontrou-se importantes 
isolados de E. coli potencialmente patogênicos, como STEC e ExPEC, inclusive em 
amostras de leite e queijo. Os isolados de E. coli foram pertencentes, em sua maioria, 
aos grupos filogenéticos A e B1. O sorogrupo mais encontrado foi o O18 e, segundo o 
MLST, obteve-se isolados ST131, carcaterísticas relacionadas a estirpes 
potencialmente patogênicas. Tais isolados apresentaram resistência antimicrobiana 
principalmente ao ácido nalidíxico, ampilicina, kanamicina, estreptomicina, sulfisoxazole 
e tetraciclina. A análise de similaridade genética por PFGE indicou que isolados de E. 
coli da mesma propriedade, contendo o mesmo gene de virulência, circularam em 
diferentes pontos da obtenção do leite e da produção dos queijos tipo Minas frescal. O 
gênero Listeria spp. teve uma alta prevalência nas amostras, no entanto, não foram 
identificadas as espécies L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri e L. ivanovii. S. 
aureus foi encontrado em diferentes pontos da obtenção do leite e da produção dos 
queijos, principalmente em amostras de queijo, em todas propriedades. Tais isolados 
eram, inclusive, portadores de diferentes genes codificadores de enterotoxinas. 
Isolados MRS foram obtidos em queijos e mãos de manipuladores de queijos e 
mostraram-se resistentes à oxacilina, penicilina e cefepime. Tais isolados foram 
identificados como S. haemolyticus, S. hominis e S. epidermidis pelo sequenciamento 
gênico e, segundo o RAPD, houve  similaridade genética entre isolados das mãos dos 
manipuladores e queijos. Assim, conclui-se que a elaboração de queijos a partir de leite 
cru está associada a más condições higiênicas e que microrganismos com potencial 
risco à saúde pública podem chegar no produto final, o queijo. 

 
 
Palavras-chaves: E. coli, Listeria spp., Staphylococcus aureus, MRS, saúde pública 
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CONTAMINATION BY PATHOGENIC BACTERIA IN MILK OBTENTION AND 

PRODUCTION OF MINAS FRESCAL CHEESE PREPARED FROM REFRIGERATED 

RAW MILK  

 

ABSTRACT – Cheese production made from refrigerated raw milk in Brazil is still 
high although this practice is not allowed in some regions of the country as in São Paulo 
state. Thus, in order to assess bacterial infection risks in this type of food and to identify 
sources of contamination this study aimed to detect the presence of pathogenic bacteria 
in different points of milk production and the production of Minas Frescal cheeses. 
Samples of faeces swabs, milker hands, milking pails, milk, water, cheese elaboration 
surface, cheese manipulator hands, sieves, trays, molds and skimmers were collected in 
five properties where the cheeses are made from raw milk in the region of Jaboticabal, 
northeast of São Paulo State. We investigated potentially pathogenic E. coli, Listeria 
spp. and Staphylococcus spp., including those resistant to methicillin (MRS). E. coli 
isolates were separated into three collections, pathogenic, commensal and resistant to 
ceftriaxone (ESBL). Significant pathogenic E. coli isolates such as STEC and ExPEC 
were found in milk and cheese samples. E. coli isolates belonged mostly to phylogenetic 
groups A and B1. The most commonly serogroup found was O18 and according to the 
MLST, isolates ST131 were obtained and they are related to potentially pathogenic 
strains. These isolates presented antimicrobial resistance mainly to nalidixic acid, 
ampilicine, kanamycin, streptomycin, sulfisoxazole and tetracycline. The genetic 
similarity analysis by PFGE indicated that E. coli isolates from the same property 
containing the same virulence gene were circulating at different points of milk production 
and in the production of Minas Frescal cheeses. The genus Listeria spp. had a high 
prevalence in the samples, however, L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri and L. 
ivanovii species were not identified. S. aureus was found at different points of milk 
production and cheeses production, mainly in cheese samples in all properties. Such 
isolates were also carrying different enterotoxin-encoding genes. MRS isolates were 
obtained in cheeses and cheese manipulator hands and were resistant to oxacillin, 
penicillin and cefepime. These isolates were identified as S. haemolyticus, S. hominis 
and S. epidermidis by gene sequencing and according to RAPD there was genetic 
similarity between isolates from the hands of the manipulators and cheeses. Thus, it can 
be concluded that the preparation of cheeses from raw milk is carried out under poor 
hygienic conditions and that microorganisms with a potential public health risk can reach 
the final product, cheese. 

 
 

Keywords: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, S. aureus, MRS, public health 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O setor de produção de leite exerce enorme importância econômica e social 

por ser um gerador de empregos. Mesmo as pequenas propriedades rurais, muitas 

vezes familiares, possuem grande relevância social tanto pelo número de famílias 

envolvidas quanto pelo  volume de leite produzido. Muitos agricultores sobrevivem 

integralmente da renda gerada pela atividade leiteira (CARVALHO; OLIVEIRA, 2006) 

e, para complementar esta renda, investem na  produção clandestina de queijos, 

elaborados a partir de leite cru. A produção destes queijos geralmente é tradicional, 

passado de geração em geração em muitas regiões brasileiras. E esta diferencia-se 

da produção industrial pela não utilização de processos mecanizados e pela 

ausência de pasteurização do leite (EMBRAPA, 2011).  

O queijo tipo Minas frescal elaborado a partir de leite cru possui alto valor 

nutritivo, proteínas, matéria graxa, cálcio e fósforo (ALAIS, 2003). No entanto, por 

ser um alimento cru, em determinadas condições, este queijo pode veicular uma 

série de bactérias patogênicas, tais como aquelas pertencentes à família 

Enterobacteriaceae.  A presença de tais bactérias pode indicar contaminação fecal e 

falta de higiene na elaboração do queijo (HOFFMANN et al., 2004). 

Em geral, a presença de microrganismos patogênicos em alimentos deve ser 

avaliada a fim de se conhecer as condições higiênico-sanitárias da sua produção e, 

consequentemente, da sua qualidade (CARDOSO; ARAÚJO, 2004). Além da 

contaminação microbiológica, a ingestão de alimentos contendo resíduos de 

fármacos antimicrobianos pode selecionar microrganismos resistentes que também 

podem ser utilizados no tratamento de enfermidades infecciosas em seres humanos 

(MANTILLA et al., 2008; RAPINI et al., 2004). Já foi comprovado que alimentos de 

origem animal servem como veículo de patógenos resistentes a antimicrobianos que 

podem, direta ou indiretamente, resultar em infecções em humanos (BARBOSA; 

JORGE; UENO; 2007).  

O queijo tipo Minas frescal elaborado a partir de leite cru faz parte da cultura 

brasileira, não somente do estado de Minas Gerais, como também de outras regiões 
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do País. Neste contexto, a região de Jaboticabal, no estado de São Paulo, possui 

várias propriedades que produzem esse tipo de queijo que é comercializado nas 

próprias propriedades, em supermercados, varejões ou por vendedores ambulantes, 

tratando-se, assim, de uma economia significativa.  

Dada a importância social, cultural e econômica dos queijo elaborados a partir 

de leite cru e do alto risco de veiculação de microrganismos que tal alimento possui, 

muitos resultados de pesquisas foram publicados nos últimos anos (GAULIN et al., 

2012; VAN CAUTEREN et al., 2009; DOMINGUEZ et al., 2009). Entretanto, grande 

parte dos estudos visam a identificação de microrganismos por técnicas de 

microbiologia clássica e testes bioquímicos, os quais podem falhar na identificação 

acurada de espécies microbianas. Dessa forma, estudos moleculares fazem-se 

imprescindíveis para a correta identificação de espécies bacterianas e suas relações 

genéticas. Assim, a fim de dimensionar os riscos de veiculação bacteriana em tal 

tipo de alimento e identificar suas fontes de contaminação, este estudo objetivou 

detectar a presença de bactérias patogênicas em diferentes pontos da obtenção do 

leite e da produção de queijos tipo Minas frescal em cinco propriedades na região de 

Jaboticabal, São Paulo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Leite e a produção de queijo Minas frescal 

 

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 derivados. Devido à sua composição, este importante 

alimento constitui um excelente meio de cultura para microrganismos  (CHYE et al., 

2004). Dessa forma, a obtenção do leite deve ser realizada com máxima higiene e o 

armazenamento deve ser  em baixa temperatura, ao longo de toda a cadeia 

produtiva, visando garantir suas características físicas, químicas, nutricionais 

(BONFOH et al., 2003) e, consequentemente, a qualidade de seus derivados.  

O queijo é um dos alimentos processados mais antigos registrados na  

história da humanidade. 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 começaram a ser domesticados (FOX, 1993). Os queijos contribuíram 

significativamente para o desenvolvimento das civilizações. Historicamente, este 

alimento permitiu a sobrevivência de populações em períodos de fome e forneceu 

nutrientes vitais à boa saúde, tornando-se, então, desejável na dieta humana diária 

(KOSIKOWSKY, 1970).  

Na antiguidade clássica, povos da Grécia e do Império Romano 

testemunharam a produção de queijos. Esta era feita, em Roma, pela adição do 

coagulum, extraído do quarto estômago de cordeiro ou cabrito, ao leite. O leite 

coagulado era, então, espremido para a retirada do soro, salpicado e deixado 

endurecer ao sol. Atribui-se, então, aos romanos 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).  

Posteriormente, durante a Idade Média, a Igreja Católica começou a participar 

mais ativamente da economia da Europa Ocidental, principalmente com a produção 

de queijos realizada em mosteiros. Os monges introduziram inovações na fabricação 

do produto, sendo responsáveis pelo desenvolvimento de muitos tipos de queijo 

comercializados atualmente (KOSIKOWSKY, 1970).  
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Já no Brasil, a produção de queijos foi introduzida pelos imigrantes 

portugueses, no período colonial, com o queijo tipo “Serra da Estrela”, e 

posteriormente sofreu adaptações devido às condições ambientais de cada região, 

criando-se o queijo fresco (BORELLI et al., 2006; LIMA et al., 2009). Este é um dos 

principais derivados do leite no país, e é, em sua maioria, produzido de forma 

artesanal por pequenos produtores (SALOTTI et al., 2006). No processo de 

fabricação do queijo, enzimas de coagulação desestabilizam micelas de caseína do 

leite, e essas são retidas nas proteínas da coalhada, a qual é usada para a 

fabricação do queijo. Além disso, proteínas menores, hidrossolúveis, são expelidas 

para a fase aquosa, o soro de leite (CHROMIK et al., 2010). 

Desde 2002, o queijo artesanal tem uma legislação específica que 

regulamenta a sua produção no Estado de Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2002) e 

posteriormente, em 2008, sua produção foi reconhecida como patrimônio imaterial 

Instituto do Patrimônio Histórico e Artístico Nacional (IPHAN). No Estado de São 

Paulo, a lei 10.507, de 2000 (BRASIL, 2000), estabelece normas para a elaboração 

do queijo tipo Minas frescal e sua comercialização e a Instrução Normativa 16/2015 

do MAPA (BRASIL, 2015), estabelece as normas específicas de inspeção e a 

fiscalização sanitária de produtos de origem animal em todo o território nacional, 

referente às agroindústrias de pequeno porte.  

Devido ao fato de os queijos terem grande significado social, econômico e 

cultural, e serem tradicionalmente  feitos a partir de leite cru, as questões 

relacionadas com a sua segurança, qualidade e proveniência são preocupantes e 

visam a proteção dos produtores e consumidores.  

Os alimentos obtidos por processos artesanais têm grande possibilidade de 

serem contaminados pelo uso de matérias-primas de fontes não seguras, utensílios 

mal higienizados ou contaminados (DUARTE et al., 2005; LEITE et al., 2005). Além 

disso, a falta de informação e de treinamento das pessoas que fabricam e 

manuseiam tais alimentos pode acarretar em contaminação por diversos 

microrganismos, comprometendo a qualidade e a segurança da saúde do 

consumidor. Por esse motivo, as práticas higiênicas devem ser observadas com 

rigor, para prevenir uma possível contaminação do produto. Ademais, o queijo não 

maturado é um produto perecível e deve ser consumido rapidamente, após curta 
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estocagem e em ambiente refrigerado (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001; FEITOSA et 

al., 2003; SALOTTI et al., 2006; ROCHA; BURITI; SAAD, 2006), caso contrário pode 

não ser seguro para o consumidor. 

Assim, tratando-se de segurança e qualidade de queijos, é importante que o 

controle de qualidade comece desde a obtenção do leite e envolva todas as etapas 

de produção, até o produto final. Falha em qualquer fase do processo poderá 

resultar em contaminação do alimento, que, mesmo apresentando aparência, gosto, 

consistência e aroma normais, pode veicular diversos microrganismos patogênicos. 

Dependendo do microrganismo, os primeiros sintomas são evidenciados nas 

primeiras 36h após o consumo do alimento contaminado (OKURA, 2005). Em países 

industrializados, o leite e os produtos lácteos estão envolvidos em 2 a 6% de surtos 

de doenças transmitidas por alimentos (DTAs) relacionados à ingestão de alimentos 

(CLAEYS et al., 2013). 

São importantes causas de DTAs e transmissão de zoonoses os 

contaminantes de origem exógena, incluídos os microrganismos como Escherichia 

coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Brucella abortus, Staphylococcus 

aureus, entre outros. Portanto, a grande preocupação é impedir que esses 

microrganismos estejam associados à matéria-prima e se multipliquem no alimento 

(GERMANO; GERMANO, 2008).  

Em Minas Gerais, por exemplo, estado com alta produção de queijos 

elaborados a partir de leite cru no país, Menezes et al. (2009) pesquisaram a 

qualidade microbiológica deste alimento. Das amostras analisadas, 57% estavam 

acima dos limites microbiológicos exigidos pela legislação em um ou mais 

parâmetros. Populações inaceitáveis de Staphylococcus coagulase-positivos e 

coagulase-negativos foram registradas em 42,5% e 51,7% das amostras, 

respectivamente. Segundo os autores, essa condição é indesejável, uma vez que o 

queijo Minas tipo Minas frescal não passa por tratamento que vise eliminar esses 

microrganismos nocivos à saúde pública.  

Dessa forma, o queijo tipo Minas frescal constitui-se em risco para a saúde 

pública e necessita ter sua qualidade microbiológica atestada, principalmente no que 

diz respeito à pesquisa de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas prejudiciais à 

saúde humana  (FERNANDES et al., 2006).    
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2.2.  Bactérias Gram-negativas veiculadas por leite e derivados 

 

2.2.1. Escherichia coli 

 

No Brasil, tem-se evidenciado a presença de microrganismos patogênicos em 

queijos produzidos a partir de leite cru, sendo amplamente reconhecida a presença 

de coliformes termotolerantes no produto em vários estudos realizados em 

diferentes locais, como em Poços de Caldas, MG, por Almeida Filho e Nader Filho 

(2002), em cidades do interior do Paraná, por Kottwitz e Guimarães (2003), na 

cidade do Rio de Janeiro, por Barros et al. (2004), em Três Passos, MG, por Almeida 

e Franco (2003), e no Estado de Goiás, por Campos et al. (2006). Esses estudos 

mostraram a presença de coliformes nos alimentos, porém nenhum deles 

aprofundou suas pesquisas em busca de isolados de E. coli potencialmente 

patogênicas e no estudo epidemiológico desses microrganismos.  

A presença de E. coli nos alimentos em quantidades elevadas é utilizada para 

indicar a possibilidade de contaminação fecal e a presença de outras bactérias  

enteropatogênicas. Entretanto, alguns grupos de E. coli são patogênicos e podem 

ser transmitidos por alimentos. Assim, mesmo em quantidades reduzidas, podem 

tornar-se significativas, em especial quando as condições do meio no qual  se 

encontram permitem sua multiplicação (FRANCO; LANDGRAF, 2002), como 

acontece com o leite e seus derivados. 

No mundo, alguns surtos de E. coli diarrreiogênicas foram descritos pelo 

consumo de leite ou derivados cru. Liptakova et al. (2004) relataram um surto de 

colite hemorrágica ou síndrome hemolítica urêmica causada por E. coli O157, que se 

encontrava em leite não pasteurizado consumido por uma família na Eslováquia. 

Galia et al. (2015) descreveram um surto por E. coli O26:H11 proveniente de queijos 

elaborados a partir de leite cru na França, e Ombarak et al. (2016) relataram uma 

alta prevalência de amostras de E. coli patogênicas em leite e queijo cru em alguns 

países como no Egito. Além disso, foram descritos estudos em países como Canadá 

(HONISH et al., 2005), Estados Unidos (WILLIAM, 2011) e Escócia (STRACHAN et 

al., 2006), também com leite e derivados. Um estudo prévio feito com 50 queijos 

produzidos a partir de leite não pasteurizado no Meio Oeste do Brasil detectou 96% 
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das amostras contaminadas com E. coli (PANETO et al., 2007). 

E. coli associadas à infecção intestinal e causadoras de diarreia em humanos 

são conhecidas como E. coli diarreiogênicas e são classificadas em seis classes: E. 

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

(tEPEC e aEPEC), shigatoxigênica (STEC), enterotoxigênica (ETEC), 

enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e Escherichia coli de aderência 

difusa (DAEC) (KAPER et al., 2004).  

Os diferentes grupos de E. coli diarreiogênicas podem estar presentes em 

derivados de leite, como reportado no México por Canizalez-Roman et al. (2013). De 

um total de 669 produtos de laticínios analisados, detectou-se 2,84% de E. coli 

diarreiogênicas e, entre essas, 68,42% EPEC, 10,52% EAEC, 15,78% STEC e 

5,26% ETEC.   

Sabe-se que a dose infectante de STEC é de 10 UFC em pessoas 

susceptíveis (SCHMID-HEMPEL; FRANK, 2007), então, para um queijo ser seguro à 

saúde humana, nenhuma STEC deve estar presente. Por isso há tamanha 

importância no controle de STEC, não somente na produção de leite como também 

em todos as etapas de fabricação do queijo. 

Outros dois grupos em destaques são EPEC e EAEC, que em São Paulo, são 

as categorias de E. coli mais comumente associadas a diarreia infantil (ARAÚJO et 

al., 2007). Apesar disso, ainda existem poucos estudos com o subgrupo aEPEC 

(BORGES et al., 2012; STELLA et al., 2012), sendo assim fazem-se necessárias 

mais pesquisas com o objetivo de detectar estes patótipos em alimentos.  

Além disso, existem as E. coli patogênicas extraintestinais (ExPEC), cuja  

denominação mais frequentemente empregada se refere  ao seu sítio de isolamento 

e não  às características que definem um patótipo, particularmente com relação ao 

conjunto de fatores de virulência que possuem. Dessa forma, as amostras isoladas 

de infecções urinárias são conhecidas como UPEC (E. coli Uropatogênica) e 

aquelas isoladas de pacientes com  meningite como MNEC (E. coli associada à 

meningite neonatal) (SANTOS et al., 2009). As infecções extraintestinais podem 

acometer o trato urinário, o sistema nervoso central, o sistema circulatório e o 

sistema respiratório (RUSSO; JOHNSON, 2000). Sabe-se que  isolados de um 

determinado sítio podem causar infecções em outros sítios do hospedeiro e até 
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mesmo em hospedeiros diversos. Devido a tais  incongruências, os autores Russo e 

Johnson (2000) propuseram a denominação de ExPEC, visando  englobar todas as 

amostras de E. coli isoladas de infecções extra-intestinais, independentemente do 

hospedeiro e do sítio de isolamento. 

A infecção por ExPEC não ocorre de forma epidêmica, mas sim de forma 

discreta, causando somente um leve comprometimento do hospedeiro. Devido à 

isso, não há tantas notificações deste grupo (JOHNSON; RUSSO, 2002). Entretanto, 

cepas de ExPEC já foram isoladas de produtos alimentícios, principalmente de 

alimentos de origem animal, indicando que tais bactérias constituem uma classe de 

patógenos alimentares em potencial (SMITH et al., 2007).   

Análises de grupos filogenéticas de E. coli mostraram que os isolados 

pertenciam a quatro principais grupos: A, B1, B2 e D (SELANDER et al., 1987; 

HERZER et al., 1990). As amostras extraintestinais com fatores de virulência 

pertencem principalmente ao grupo B2 e em menor quantidade ao grupo D (BINGEN 

et al., 1998; BOYD; HARTL, 1998; PICARD et al., 1999; JOHNSON; STELL, 2000), 

enquanto a grande maioria das comensais pertencem ao grupo A.  Escherichia coli 

pertencentes ao grupo D, e em sua maioria ao grupo B2, tem sido relacionadas com 

doenças extraintestinais, e as comensais e as causadoras de doença diarreica são 

membros do grupo A, B1, e D (LECOINTRE et al., 1998; GIRARDEAU et al., 2005; 

REGUA-MANGIA et al., 2009). Essa análise mostra, ainda, a origem da 

contaminação fecal, como por exemplo bovinos, humanos, suínos, entre outros 

(CARLOS et al., 2010). 

Ademais, a identificação do sorogrupo ao qual pertencem os isolados de 

E.coli tem importância pois alguns ocasionam doenças em humanos. Por exemplo, 

Paneto et al. (2007) encontraram os sorogrupos O125, O111, O55 e O119 em 14% 

de amostras de queijos elaborados com leite cru. Tais sorogrupos foram relatados 

como envolvidos em doenças humanas (KAPER et al., 2004). 

Além do conhecimento do grupo filogenético e do sorogrupo das E. coli, é de 

suma importância, a pesquisa da sua resistência a antimicrobianos. Alimentos de 

origem animal servem como fonte de patógenos resistentes a antimicrobianos que 

podem, direta ou indiretamente, resultar em infecções por microrganismos 

resistentes em humanos (BARBOSA; JORGE; UENO; 2007). No Estado do Paraná, 
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Brasil, por exemplo, 260 amostras de leite pasteurizado foram coletadas em 

diferentes estabelecimentos comerciais e foram encontrados 47 isolados de E. coli, 

com altos níveis de resistência a agentes antimicrobianos como ampicilina (19,2%), 

cefalotina (18,9%) e tetraciclina (17,1%) (ZANELLA et al., 2010). Um outro estudo, 

também 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, seguidos pelos aminoglicosídeos (25,19%) e pela 

tetraciclina (15,41%) (NETTO et al., 2005). 

Uma pesquisa que abordou o estudo de frangos e suínos, suas respectivas 

carnes, 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 que a resistência dos isolados provenientes de pacientes com ITU foi 

similar à daqueles isolados de diferentes tipos de carne e dos animais. Tais  

resultados indicaram que os alimentos e os animais constituem uma fonte de 

patógenos resistentes para os pacientes com ITU e para a comunidade em geral 

(JAKOBSEN et al., 2010). 

Além disso, estudos epidemiológicos têm sido utilizados para estabelecer a 

origem das contaminações dos alimentos, utilizando técnicas de tipagem 

bacteriológica, pelas quais estabelecem-se relações genéticas entre isolados de 

diferentes pontos da cadeia produtiva de alimento, animais, manipuladores, 

equipamentos, entre outros (FOXMAN; RILEY, 2001). Origens clonais comuns entre 

isolados bacterianos de animais e seres humanos podem identificar animais como 

fontes de infecção de diferentes patógenos. Para isso, uma técnica que pode ser 

empregada no estudo de clones é a realização da macrorrestrição do DNA, seguida 

pela passagem em gel de agarose por eletroforese em campo pulsado (pulsed field 

gel electrophoresis - PFGE). Essa técnica é altamente reprodutível, e seu 

desempenho é igual ou superior ao de outras técnicas disponíveis, sendo aplicada 

com êxito por um grande número de pesquisadores, principalmente para a tipagem 

de E. coli, sendo esta técnica a mais indicada para este microrganismo (BIDET et 

al., 2005).  

Não obstante, atualmente outros métodos moleculares também têm sido 

empregados para a tipagem de E. coli, dentre eles o “Multilocus Sequence Typing” 
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(MLST). Esta técnica  baseia-se no sequenciamento de alguns genes essenciais ao 

funcionamento da célula, com baixa taxa de mutação, chamados genes 

housekeeping. Após o sequenciamento dos isolados bacterianos de interesse, as 

sequências desses genes são alinhadas à demais sequências depositadas em um 

banco de dados. Para cada gene “housekeeping”, sequências diferentes de cada 

estirpe bacteriana são consideradas alelos distintos e recebem arbitrariamente um 

número para identificação daquele alelo. O conjunto de alelos de cada amostra 

bacteriana dá origem ao perfil alélico ou sequence typing (ST), que é utilizado para 

análises filogenéticas de patógenos bacterianos. Tal técnica possibilita a análise 

comparativa da diversidade genética de bactérias isoladas em diferentes partes do 

mundo. (MAIDEN et al., 1998; URWIN; MAIDEN, 2003).   

 

2.3. Bactérias Gram-positivos veiculadas por leite e derivados 

 

2.3.1. Listeria monocytogenes 

 

Listeria monocytogenes é ubíqua, prevalente em ambientes naturais, e é 

transmitida na cadeia alimentar de animais e seres humanos, podendo causar morte 

(JANA et al., 2014). Essa capacidade de ser ubíqua relaciona-se, com a sua 

capacidade de se multiplicar sob uma ampla faixa de temperatura e sob  estresse, 

tais como pH baixo e alta concentração de sal (INDRAWATTANA; 

NIBADDHASOBON, 2011). Listeria monocytogenes é portadora de genes de 

virulência, como da fosfolipase (gene plcA), de hemolisina (gene hly) e gene da 

invasão à proteína celular (iap) (RANTSIOU et al., 2012).  

Um trabalho sobre a ecologia de Listeria spp. levou os autores a proporem 

que este microrganismo está amplamente distribuído na natureza e que o solo é um 

habitat importante para persistência deste gênero bacteriano  no mundo (LINKE et 

al., 2014). Por estar amplamente distribuída no ambiente, L. monocytogenes foi 

descrita sendo veiculada por diferentes alimentos, destacando-se os produtos 

lácteos, leite cru ou pasteurizado, sorvetes e queijos (GERMANO; GERMANO, 

2008), podendo resistir até mesmo à pasteurização do leite (QUINN et al., 2005). 

Listeria monocytogenes  é um dos principais patógenos envolvidos em surtos 
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pela ingestão de leite e produtos lácteos (KOUSTA et al., 2010). Segundo Silva et al. 

(2010) L. monocytogenes é um dos microrganismos que é patogênico e 

psicrotrófico. Além disso, em número elevado são responsáveis pela redução da 

vida de prateleira dos alimentos refrigerados, por constituírem grupos deterioradores 

(BARTOLOMEU et al., 2011). Normalmente, estão amplamente difundidos na 

natureza e se multiplicam em alimentos conservados sob refrigeração (0-7°C), no 

prazo de 7 a 10 dias, mas apresentam temperatura ótima em torno de 20°C (SILVA 

et al., 2010). 

A listeriose é uma doença que acomete principalmente idosos, recém-

nascidos, gestantes e pessoas imunocomprometidas (FRECE et al., 2010). Os 

principais sintomas podem variar desde uma gripe à gastrenterite, meningite, 

encefalite e até mesmo septicemia (este microorganismo, na sua forma invasiva, 

atravessa a barreira intestinal, podendo alcançar diversos órgãos) e, em mulheres 

grávidas infectadas no segundo ou terceiro mês de gestação pode causar aborto, 

nascimento prematuro ou nascimento do bebê já morto (FORSYTHE, 2010). 

Em todo o mundo, 261 casos clínicos e 18 mortes foram causadas por surtos 

de listeriose associada ao consumo de  leite cru ou queijo de leite cru de 2000 a 

2010 (HALL; FRENCH, 2011).  

Destes 2500 casos graves de listeriose relatados nos Estados Unidos 

anualmente, aproximadamente 500 evoluíram para óbito (a letalidade pode chegar a 

40% em pessoas com mais de 50 anos) (GERMANO; GERMANO, 2008). Nos casos 

de meningites, essa taxa pode atingir 70%, em  quadros de septicemia 50% e, em  

infecções neonatais a letalidade pode ser superior a 80%. Além disso, as gestantes 

devem ter cuidado com a ingestão de certos alimentos, pois, nesta situação, a 

listeriose pode causar sintomas brandos, como os de uma gripe, porém o feto pode 

ser infectado pela via placentária, podendo ocorrer morte fetal e aborto. A taxa de 

letalidade em lactentes, associada a esse tipo de infecção, é de cerca de 60%. 

Assim, a listeriose deixou de ser  uma doença de pouca importância e passou a ser  

causa de grande preocupação tanto para as autoridades da saúde quanto para a 

indústria alimentícia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Além de L. monocytogenes, 

há relatos de algumas infecções humanas ocasionais causadas por L. innocua 

(PERRIN et al., 2003), L. seeligeri (ROCOURT et al., 1986) e L. ivanovii (GUILLET et 
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al., 2010).  

No Brasil, Delgado da Silva et al. (1998) encontraram genes de L. 

monocytogenes em 7 de 17 (41%) das amostras de queijos Minas frescal 

elaborados a partir de leite cru e também em 1 de 33 (3%) de queijos Minas frescal 

elaborados a partir de leite pasteurizado.  Outra pesquisa mostrou a presença de  L. 

monocytogenes em 10% das amostras de queijo Minas frescal de uma das dez 

marcas testadas, e nenhuma positividade foi encontrada nas 50 amostras de leite 

avaliadas (BRITO et al., 2008). Apesar da baixa prevalência, este importante 

patógeno pode encontrar-se presente nos alimentos de origem animal.  

O Centro de Vigilância Epidemiológica do Estado de São Paulo orienta que a 

ocorrência de surtos de listeriose requer a notificação imediata às autoridades de 

vigilância epidemiológica municipal, regional ou central, dentre outras medidas que 

devem ser aplicadas (Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo, 2003). Não há 

muitos relatos de surtos envolvendo L. monocytogenes, o que pode estar 

relacionado à falta de diagnóstico ou à falta de notificação às autoridades. 

Em 2009, o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

elaborou a Instrução Normativa N° 9, de 9 de abril, que visa a aplicação dos 

procedimentos de controle de L. monocytogenes em produtos prontos para o 

consumo (BRASIL, 2009), o que mostra a importância do estudo deste patógeno em 

queijos produzidos a partir de leite cru.  

 

2.3.2. Staphylococcus spp. 

 

 Staphylococcus spp. podem estar associados à intoxicação alimentar pela 

ingestão de diferentes alimentos (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Leite cru e 

derivados lácteos, como queijos, são os alimentos mais associados a casos e surtos 

de intoxicação alimentar estafilocócica (CENCI-GOGA et al., 2003). Tais  quadros de 

intoxicação alimentar estão associados à ingestão de  alimentos que foram 

extensamente manipulados durante ou após o seu preparo e que, além disso, foram  

acondicionados em temperaturas inadequadas, favorecendo assim a multiplicação 

do microrganismo e a produção de enterotoxinas (de SANTANA et al., 2010). 

Os principais sintomas da intoxicação estafilocócica são náuseas, vômitos, 
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cólicas abdominais, diarreia, sudorese, dores de cabeça e, em alguns casos, 

quadros febris ou de hipotermia. Em uma compilação realizada com pacientes 

acometidos por intoxicação estafilocócica, observou-se que o sintoma mais 

recorrente foi vômito (82%), seguido de náusea (74%), diarreia aquosa (68%) e 

dores abdominais (64%) (SEO; BOHACH, 2007). O período de incubação varia de 

30 min a 8h, sendo em média de 2 h após a ingestão do alimento contaminado, com 

cura espontânea após 24h (DINGES et al., 2000; LE LOIR; BARON; GAUTIER,, 

2003). A taxa de letalidade é muito baixa, sendo mais preocupante quando há o 

acometimento de indivíduos idosos e crianças, devido à possível ocorrência de 

quadros de desidratação severa (BALABAN; RASOOLY, 2000). 

De maneira geral, a intoxicação alimentar estafilocócica é considerada uma 

doença subnotificada. Devido ao caráter autolimitante da doença, que provoca 

sintomatologia branda e de curta duração, os casos e surtos desse tipo de 

intoxicação raramente levam as pessoas envolvidas a procurarem tratamento 

clínico, fazendo com que o índice de hospitalização, e consequente notificação, seja 

relativamente baixo. No Brasil, os dados oficiais são ainda mais limitados, pois, além 

de ser considerada uma doença de notificação não compulsória, estudos que 

determinam a incidência dos variados tipos de enterotoxinas e o caráter endêmico 

e/ou epidêmico da doença ainda são considerados escassos em algumas regiões do 

país. Além disso, o frequente erro de diagnóstico dos profissionais de saúde, 

equívocos na coleta das amostras para testes laboratoriais e as investigações 

epidemiológicas inadequadas ou inconclusivas acabam por agravar este panorama 

(DIAS et al., 2011). 

 

2.3.2.1. Staphylococcus aureus 

 

Os produtos derivados de leite cru podem conter uma alta percentagem de 

contaminação com Staphylococcus aureus (CREMONESI et al., 2007; 

ROSENGREN et al., 2010). No Brasil, em  1999, houve  um surto de intoxicação 

alimentar por S. aureus envolvendo 50 pessoas pela ingestão de queijo tipo Minas 

contaminado (do CARMO et al., 2002). Também,  na Suiça, em 2014, foi relatado 

um surto de intoxicação alimentar por S. aureus envolvendo 14 pessoas (JOHLER et 
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al., 2015). Na França, entre 2006 e 2009, 3.127 surtos de intoxicação alimentar 

foram reportados às autoridades sanitárias, com acometimento de 33.404 pessoas, 

dentre as quais 15 foram a óbito. S. aureus foi o segundo agente mais prevalente 

nesses surtos (16%), ficando atrás somente de Salmonella spp.. No entanto, S. 

aureus foi considerado o agente mais frequentemente associado aos casos 

suspeitos e não confirmados de intoxicação alimentar (37,9%). Nesse mesmo 

estudo, em 2009, as enterotoxinas estafilocócicas foram mais frequentemente 

associadas  à  ocorrência de 1.255 surtos de intoxicação alimentar (DELMAS et al., 

2010). Em ambos os relatos, os locais de origem dos surtos de intoxicação 

estafilocócica foram predominantemente ambiente familiar e estabelecimentos 

comerciais, enquanto os alimentos mais associados foram refeições prontas para o 

consumo e derivados lácteos. 

A presença de S. aureus  em queijos produzidos a partir de leite cru é uma 

preocupação de segurança microbiológica somente quando em população maior do 

que 102 UFC/g e/ou quando produz enterotoxinas. As enterotoxinas estafilocócicas 

são reconhecidas como agentes de intoxicação alimentar e podem estar envolvidas 

em outros tipos de infecções com sequelas de choque em seres humanos e animais. 

São nove principais tipos de enterotoxinas estafilocócicas, sendo que as cinco 

clássicas são sea, seb, sec, sed, see e as outras quatro seg, seh, sei e sej. A sec 

ainda é subdividida em três subclasses sec1, sec2 e sec3, com base em seus 

pontos isoelétricos (ROSEC; GIGAUD, 2002). Entre as toxinas, sed foi a única 

encontrada em isolados de S. aureus de queijos feta e Galotti, ambos produzidos a 

partir de leite cru de ovinos  (PEXARA et al., 2012).  

Uma investigação epidemiológica demonstrou, com o auxílio de técnicas 

moleculares, a primeira ocorrência de um surto alimentar causado pela enterotoxina 

E, veiculada através de queijos produzidos com leite cru (OSTYN et al., 2010). Um 

surto alimentar de proporções muito elevadas ocorreu na cidade de Osaka, no 

Japão, em 2000, com acometimento de 13.420 pessoas, devido ao consumo de leite 

em pó contaminado com pequenas quantidades de sea e seh (ASAO et al., 2003; 

IKEDA et al., 2005). No Paraguai, um surto de intoxicação alimentar causado pela 

ingestão de leite UAT recontaminado, após o processamento térmico, com S. aureus 

produtor de sec e sed foi divulgado abrangendo três cidades distintas e afetando 
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mais de 400 pessoas. Neste surto, foi possível verificar a similaridade genética, a 

capacidade de produção de enterotoxinas in vitro e a presença dos genes 

correspondentes nos isolados de S. aureus obtidos dos indivíduos acometidos pela 

intoxicação, do alimento incriminado e do funcionário responsável pela origem do 

surto (WEILER et al., 2011). 

 

2.3.2.2. Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) 

 

Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) representam risco à 

saúde pública, pois o uso indiscriminado da meticilina proporcionou a emergência de 

estirpes resistentes à recém-sintetizada penicilina beta-lactamase precursora do 

grupo da meticilina e oxacilina. A espécie MRS mais citada é o Staphylococcus 

aureus (MRSA). A detecção da MRS em unidades veterinárias de diferentes países 

(VAN DUIJKEREN et al., 2004; WEESE et al., 2004) e a probabilidade de 

transmissão entre os animais e o ser humano (JUHA'SZ-KASZANYITZKY et al., 

2007) demonstraram a importância de monitorar tais  microrganismos  e o seu nível 

de resistência antimicrobiana.  

 Embora as linhagens de MRSA não sejam comumente relatadas em animais, 

sua presença tem sido reportada (RICH et al., 2005). De 90 isolados de S. aureus 

presentes no leite obtido de animais com casos de mastite bovina, 41 apresentaram 

o gene mecA, evidenciando a potencial resistência à meticilina e, dentre os isolados 

positivos, 21 apresentaram de fato resistência à meticilina no teste de sensibilidade 

in vitro (GUIMARÃES, 2011). A presença desta espécie bacteriana  em animais 

pode ser fonte de contaminação  do leite e de seus derivados. 

Isolados MRSA obtidos de vários tipos de alimentos, incluindo carne de 

suínos, bem como no leite bovino e queijo (NORMANNO et al., 2007; PEREIRA et 

al., 2009.; PU et al., 2009). Normanno et al. (2007), por exemplo, obtiveram 166 

isolados de S.aureus enterotoxigênicos de alimentos de origem animal (leite, 

queijos, carne e derivados de carne), e destes, seis isolados de amostras de leite e 

queijos  apresentaram o gene mecA. Lee (2003) também encontrou 15 estirpes de 

S. aureus contendo o gene mecA, sendo a maioria isolada de leite. O autor concluiu 

que alimentos de origem animal contaminados representam fonte de contaminação 
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para humano, e uma possível transmissão desses agentes pelos queijos é um fato a 

ser considerado. 

Outros pesquisadores também ressaltaram o risco da presença de 

Staphylococcus resitentes à meticilina para a saúde dos consumidores de leite e 

seus derivados (DIAS et al., 2011) após identificarem a presença do gene mecA, 

específico de MRS, em  11,0% das amostras de leite analisadas. A importância da 

presença de MRS e MRSA em ambientes rurais e alimentos se fundamenta na 

possível infecção de consumidores e pessoas que entram em contato com animais, 

que  acabam se tornando fonte de infecção destes agentes patogênicos. Tal 

importância foi evidenciada no trabalho de Van Rijen et al. (2008), que sugeriu  que 

produtores que têm contato com suínos e bezerros têm grande risco de serem 

portadores de MRSA.  

Muitos métodos moleculares têm sidos empregados em investigações 

epidemiológicas de isolados de Staphylococcus spp. de bovinos e humanos. Dentre 

os marcadores moleculares utilizados para análise de diversidade, o RAPD 

(Random Amplification of Polymorphic DNA) é uma técnica que pode fornecer 

resultados muito informativos acerca da diversidade genética de microrganismos 

(WILLIAMS et al., 1990). Esta técnica é baseada no uso de oligonucleotídeos 

iniciadores de sequências curtas, geralmente de 10 bases, que são pareados 

aleatoriamente no genoma, não necessitando do conhecimento prévio da sequência-

alvo. A região  compreendida entre dois oligonucleotídeos iniciadores hibridizados é 

amplificada arbitrariamente, gerando diferentes tamanhos de fragmentos 

amplificados. O número e a localização desses fragmentos variam de acordo com o 

genoma de cada organismo. Tais fragmentos amplificados são separados em gel de 

agarose por eletroforese, gerando um perfil genético característico para cada isolado 

microbiano ou amostra analisada. Uma única substituição de bases, inserções ou 

deleções pode alterar o pareamento do primer, tendo como consequência padrões 

de bandas diferentes (POWER, 1996; TENOVER et al., 1997; OLIVE; BEAN, 1999). 

Tal técnica é considerada rápida, de baixo custo e de fácil execução, no entanto, 

deve ser padronizada de forma a manter as mesmas características em todas as 

reações (ADZITEY et al., 2013). 

O RAPD permanece sendo empregado em estudos de diversidade genética 
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de plantas, animais e, principalmente, de microrganismos, incluindo aqueles de 

origem alimentar e de risco à saúde pública (LAMARE; RAO, 2015; ŞAKALAR; 

ARMAN, 2015; EFTEKHAR; NOURI, 2015; ZEINALI et al., 2015). Este marcador 

ainda é considerado um dos mais discriminatórios quando comparados com outros, 

tais como ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) (LAMARE; RAO, 2015) e PFGE 

(Pulsed-field Gel Electrophoresis) (GHAZI et al., 2016). O RAPD também tem se 

mostrado discriminatório na análise de diversidade genética de isolados de 

Staphylococcus, inclusive MRS (REINOSO et al., 2004; IDIL; BILKAY, 2014). 

A busca de MRS em diferentes pontos da obtenção do leite e produção dos 

queijos tipo Minas frescal elaborados em propriedades leiteiras e a análise da sua 

diversidade genética são importantes para a elucidação da sua epidemiologia. Tais 

análises podem contribuir para a tomada de iniciativas no controle desses patógenos 

e a implantação de medidas visando evitar sua disseminação.  

 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Isolar E. coli de diferentes pontos da obtenção do leite e da elaboração de 

queijos tipo Minas frescal, caracterizar os isolados nos patotipos EAEC, EIEC, 

ETEC, EPEC, STEC e ExPEC, pesquisar genes de virulência e o agrupamento 

filogenético ao qual pertencem, testar sua sensibilidade a antimicrobianos, 

estabelecer a relação epidemiológica entre os isolados por MLST e PFGE, 

pesquisar genes de resistência a antimicrobianos e classifica-los em sorogrupos; 

 Isolar Listeria spp. e detectar as espécies L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii e L. 

monocytogenes de diferentes pontos da obtenção do leite e elaboração de 

queijos tipo Minas frescal, além de detectar genes de virulência nos isolados de 

L. monocytogenes; 

 Isolar Staphylococcus aureus de amostras de diferentes pontos da obtenção do 

leite e elaboração de queijos tipo Minas frescal e detectar a presença de genes 

codificadores de enterotoxinas; 

 Isolar Staphylococcus spp. resistentes à meticilina de diferentes pontos da 

obtenção do leite e elaboração de queijos tipo Minas frescal e caracterizar os 

isolados por sensibilidade a antimicrobianos, sequenciamento gênico e análise 
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de diversidade genética. 
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M.B.O.C. Estafilococos em alimentos. Arquivos do Instituto Biológico 77, 545-
554. 2010. 

DELGADO DA SILVA, M. C., E. HOFER, AND A. TIBANA. Incidence of Listeria 
monocytogenes in cheese produced in Rio de Janeiro, Brazil. Journal of Food 



 

 
21 

Protection 61:354–356. 1998. 

DELMAS, G., DA SILVA, N.J., PIHIER, N., WEILL, F.-X., VAILLANT, V., DE VALK, 
H. Les toxi-infections alimentaires collectives en France entre 2006 et 2008. Bulletin 
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CAPÍTULO 2 – Caracterização genotípica e análise epidemiológica de isolados 

de Escherichia coli detectados em diferentes pontos da 

obtenção de leite e produção de queijos tipo Minas frescal 

elaborados a partir de leite cru refrigerado  

 

RESUMO – Além de E. coli comensais, existem as diarreiogênicas que 
ocasionam infecção intestinal e diarreia em humanos e aquelas que causam lesões 
extra-intestinais. Os diferentes grupos de E. coli podem estar presentes no leite e 
seus derivados, que podem servir como veiculadores de estirpes resistentes a 
antimicrobianos que podem, direta ou indiretamente, resultar em infecções em 
humanos. A fim de conhecer as fontes de contaminação do leite e de queijos 
elaborados a partir de leite cru, este estudo objetivou isolar E. coli de diferentes 
pontos da obtenção do leite e da elaboração de queijos tipo Minas frescal, detectar 
os patótipos EAEC, EIEC, ETEC, EPEC, STEC, ExPEC e caracterizar os isolados 
pela pesquisa de genes de virulência, agrupamento filogenético, teste de 
sensibilidade a antimicrobianos, estabelecer a relação genética e epidemiológica 
entre os isolados por PFGE e MLST, pesquisar genes de resistência a 
antimicrobianos e classificá-los em sorogrupos. Para tanto, foram realizadas coletas 
em cinco pequenas propriedades rurais produtoras deste tipo de queijo no nordeste 
do Estado de São Paulo. Foram coletadas amostras de suabes de fezes bovinas, 
amostras de mãos de ordenhador, balde, leite, soro, água, superfície de elaboração 
de queijos, mãos de manipulador do queijo, peneiras, bandejas, fôrmas e 
escumadeiras. Foram montadas três coleções de E. coli, patogênicas, comensais e 
resistentes à ceftriaxona (ESBL). Nas amostras de leite e queijo foram encontrados 
isolados potencialmente patogênicos como STEC e ExPEC. Os isolados de E. coli 
foram pertencentes, em sua maioria, aos grupos filogenéticos A e B1. Tais isolados 
apresentaram resistência antimicrobiana principalmente ao ácido nalidíxico, 
ampilicina, kanamicina, estreptomicina, sulfisoxazole e tetraciclina. A análise de 
similaridade genética por PFGE indicou que isolados de E. coli da mesma 
propriedade contendo o mesmo gene de virulência circularam em diferentes pontos 
da obtenção do leite e da produção dos queijos tipo Minas frescal. O sorogrupo mais 
encontrado foi o O18 e, segundo o MLST, foram obtidos isolados ST131, os quais 
estão associados a estirpes potencialmente patogênicas. Assim, conclui-se que 
isolou-se E. coli de diferentes pontos da obtenção do leite e da elaboração de 
queijos tipo Minas frescal, detectou-se EPEC, STEC, ExPEC, encontrou-se 
importantes grupos filogenéticos como B2, D e F, isolados com alta resistência 
antimicrobiana e com genes de resistência. Ademais, detectou-se importantes 
sorogrupos e importantes ST’s. Demonstrou-se a  relação genética e epidemiológica 
entre os isolados, mostrando que os mesmos estão circulando entre os diferentes 
pontos de coleta. Conclui-se também que a contaminação de E. coli potencialmente 
patogênicas e com resistência a antimicrobianos no leite e no queijo tipo Minas 
frescal elaborado a partir de leite cru vem de diferentes fontes de contaminação, o 
que oferece um potencial risco à saúde pública. 

 
Palavras-chave: Grupo filogenético, resistência antimicrobiana, PFGE, MLST, 
sorologia 
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1. INTRODUÇÃO 

 

E. coli associadas à infecção intestinal e causadoras de diarreia em humanos 

são conhecidas como E. coli diarreiogênicas e são classificadas em seis classes: E. 

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

(tEPEC e aEPEC), shigatoxigênica (STEC), enterotoxigênica (ETEC), 

enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e E. coli de aderência difusa 

(DAEC) (KAPER et al., 2004).  

Os diferentes grupos de E. coli diarreiogênicas podem estar presentes em 

derivados de leite, como reportado em um estudo realizado no Egito, o qual 

investigou a presença de E. coli potencialmente patogênica em amostras de leite cru 

e queijos dos tipos “Karish” e “Ras”, reportou prevalência de E. coli diarreiogênica 

(DEC) e ExPEC em 36,9% das amostras investigadas e 46,8% possuíam um ou 

mais genes de virulência (OMBARAK et al., 2016). 

Ademais, alimentos de origem animal servem como fonte de patógenos 

resistentes a antimicrobianos que podem, direta ou indiretamente, resultar em 

infecções por microrganismos resistentes em humanos (BARBOSA; JORGE; UENO; 

2007). Um estudo de isolados de E. coli potencialmente patogênicas oriundos de 

amostras de leite cru e de queijos elaborados a partir de leite cru no Irã mostrou que 

os isolados apresentaram resistência a oxitetraciclina, cefalexina, ácido nalidíxico, 

ao nitrofurantoin, gentamicina e ao trimethoprim-sulfametoxazole (BONYADIAN; 

MOSHTAGHI; TAHERI, 2014). 

Faz-se necessários estudos epidemiológicos para estabelecer a origem das 

contaminações dos alimentos, utilizando técnicas de tipagem bacteriológica, pelas 

quais estabelecem-se relações genéticas entre isolados de diferentes pontos da 

cadeia produtiva de alimento, animais, manipuladores, equipamentos, entre outros 

(FOXMAN; RILEY, 2001). Assim, o objetivo deste trabalho foi de isolar E. coli de 

diferentes pontos da obtenção do leite e da elaboração de queijos tipo Minas frescal, 

detectar os patótipos EAEC, EIEC, ETEC, EPEC, STEC, ExPEC e caracterizar os 

isolados pela pesquisa de genes de virulência, agrupamento filogenético, teste de 

sensibilidade a antimicrobianos, estabelecer a relação genética e epidemiológica 

entre os isolados por PFGE e MLST, pesquisar genes de resistência a 
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antimicrobianos e classificá-los em sorogrupos. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1. Coleta das amostras 

 

As coletas foram realizadas em cinco pequenas propriedades leiteiras (Figura 

1), produtoras de queijos elaborados a partir de leite cru refrigerado, na região de 

Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, durante os meses de janeiro a março 

de 2014. As propriedades foram nomeadas em A, B, C, D e E. A amostragem foi 

realizada segundo preconizado por Kousta et al. (2010).  

 

 

Figura 1. Ilustrações da obtenção do leite nas propriedades 

leiteiras, produtoras de queijos elaborados a partir 

de leite cru refrigerado, amostradas na região de 

Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, 

durante os meses de janeiro a março de 2014. 
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Em cada propriedade visitada, no dia da coleta, a ordenha e a produção dos 

queijos foram acompanhados. 

A propriedade A possuía 15 animais sem raça definida (SRD), alguns com 

mastite clínica (ordenhador eliminava os primeiros jatos de leite no chão e 

observava-se a presença de grumos). Nesta propriedade, as ordenhas eram 

realizadas manualmente, por uma única pessoa, duas vezes ao dia, em curral 

descoberto e não pavimentado. O curral de recepção dos animais era o mesmo da 

ordenha. Anteriormente à ordenha, não eram realizados os testes da caneca de 

fundo preto e o California Mastitis Test (CMT). Os tetos não eram limpos, apesar de 

haver água disponível no curral e, o pré-dipping não era realizado. Após a ordenha, 

o pós-dipping também não era realizado. Imediatamente após a ordenha, o leite era 

peneirado e levado para a produção de queijo, sem passar por refrigeração. Todo o 

leite obtido na propriedade era destinado à produção de queijos tipo Minas frescal. A 

elaboração dos queijos era realizada na cozinha da propriedade, pela mesma 

pessoa que realizava a ordenha, sem utilização de luva, de touca, sem troca de 

roupa, apenas uma lavagem rápida das mãos. A água da sala de elaboração de 

queijo era proveniente da água de poço. O leite era esquentado no fogão e a 

temperatura ideal era mensurada pela sensação térmica dos dedos do manipulador. 

Utilizava-se  coágulo industrial e, o excesso do soro era retirado com as mãos, na 

pia da cozinha. Os queijos eram então mantidos à temperatura ambiente, sem telas, 

até o momento da venda, normalmente para pessoas que encomendam os queijos 

nas propriedades. A coleta dos queijos foi feita no dia seguinte. 

A propriedade B possuía dez animais sem raça definida (SRD), alguns com 

mastite clínica (ordenhador eliminava os primeiros jatos de leite no chão e 

observava-se a presença de grumos). Nesta propriedade, as ordenhas eram 

realizadas com equipamento “balde ao pé”, por uma única pessoa, duas vezes ao 

dia, em curral coberto e pavimentado. O curral de recepção dos animais não era o 

mesmo da ordenha. Anteriormente à ordenha, não eram realizados os testes da 

caneca de fundo preto e o California Mastitis Test (CMT). Os tetos eram limpos 

apenas com água e, o pré-dipping não era realizado. Após a ordenha, o pós-dipping 

também não era realizado. O equipamento de ordenha de “balde ao pé” não era 

lavado ao final do uso. Imediatamente após a ordenha, o leite era peneirado e 
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levado para a produção de queijo, sem passar por refrigeração. Todo o leite obtido 

na propriedade era destinado à produção de queijos tipo Minas frescal. A elaboração 

dos queijos era realizada em uma cozinha externa à sede da propriedade, pela 

mesma pessoa que realizou a ordenha, sem utilização de luva, de touca, sem troca 

de roupa, apenas uma lavagem rápida das mãos. A água da sala de elaboração de 

queijo era proveniente da água de poço. O leite era esquentado no fogão e a 

temperatura ideal era mensurada pela sensação térmica dos dedos do manipulador. 

Utilizou-se  coágulo industrial e, o excesso do soro era retirado com peneira e 

posteriormente com o auxílio de pano de prato. Os queijos eram então mantidos à 

temperatura ambiente, sem telas, até o momento da venda, normalmente para um 

supermercado da região de Jaoticabal. A coleta dos queijos foi feita no dia seguinte. 

A propriedade C possuía cinco animais sem raça definida (SRD), todos com 

mastite clínica (ordenhador eliminava os primeiros jatos de leite no chão e 

observava-se a presença de grumos). Nesta propriedade, as ordenhas eram 

realizadas manualmente, por uma única pessoa, duas vezes ao dia, em curral 

descoberto e não pavimentado. O curral de recepção dos animais era o mesmo da 

ordenha. Anteriormente à ordenha, não eram realizados os testes da caneca de 

fundo preto e o California Mastitis Test (CMT). Os tetos não eram limpos, pois nem 

mesmo havia água disponível no curral, e o pré-dipping não era realizado. Após a 

ordenha, o pós-dipping também não era realizado. Imediatamente após a ordenha, o 

leite era peneirado e levado para a produção de queijo, sem passar por refrigeração. 

Todo o leite obtido na propriedade era destinado à produção de queijos tipo Minas 

frescal. A elaboração dos queijos era realizada na cozinha da propriedade, por outra 

pessoa que não a mesma que realizou a ordenha, sem utilização de luva, de touca, 

sem troca de roupa e a água da sala de elaboração de queijo era proveniente da 

água de mina e rio. O leite era esquentado no fogão e a temperatura ideal era 

mensurada com termômetro à 37°C. Utilizou-se  coágulo industrial e, o excesso do 

soro era retirado com o auxílio de uma colher grande na pia da cozinha. Os queijos 

eram então mantidos à temperatura ambiente, sem telas, até o momento da venda, 

normalmente para pessoas que encomendam os queijos nas propriedades. A coleta 

dos queijos foi feita no dia seguinte. 

A propriedade D possuía oito animais sem raça definida (SRD), alguns com 
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mastite clínica (ordenhador eliminava os primeiros jatos de leite no chão e 

observava-se a presença de grumos). Nesta propriedade, as ordenhas eram 

realizadas manualmente, por uma única pessoa, duas vezes ao dia, em curral 

coberto e não pavimentado. O curral de recepção dos animais era o mesmo da 

ordenha. Anteriormente à ordenha, não eram realizados os testes da caneca de 

fundo preto e o California Mastitis Test (CMT). Os tetos não eram limpos, pois nem 

mesmo havia água disponível no curral e, o pré-dipping não era realizado. Após a 

ordenha, o pós-dipping também não era realizado. Imediatamente após a ordenha, o 

leite era peneirado e levado para a produção de queijo, sem passar por refrigeração. 

O leite obtido na propriedade era destinado à venda de leite cru e à produção de 

queijos tipo Minas frescal. A elaboração dos queijos era realizada na cozinha da 

propriedade, por outra pessoa que não a mesma que realizou a ordenha, sem 

utilização de luva, de touca, sem troca de roupa, apenas uma lavagem rápida das 

mãos. A água da sala de elaboração de queijo era proveniente da água de poço. O 

leite era mantido no sol para aumentar a temperatura e esta era mensurada pela 

sensação térmica dos dedos do manipulador. Utilizou-se coágulo industrial e, o 

excesso do soro era retirado com as mãos, na pia da cozinha. Os queijos eram 

então mantidos à temperatura ambiente, sem telas, até o momento da venda, 

normalmente para pessoas que encomendam os queijos nas propriedades. A coleta 

dos queijos foi feita no dia seguinte. 

A propriedade E possuía seis animais sem raça definida (SRD), todos com 

mastite clínica (ordenhador eliminava os primeiros jatos de leite no chão e 

observava-se a presença de grumos). Nesta propriedade, as ordenhas eram 

realizadas manualmente, por uma única pessoa, duas vezes ao dia, em curral 

coberto e não pavimentado. O curral de recepção dos animais era o mesmo da 

ordenha. Anteriormente à ordenha, não eram realizados os testes da caneca de 

fundo preto e o California Mastitis Test (CMT). Os tetos não eram limpos, pois nem 

mesmo havia água disponível no curral e, o pré-dipping não era realizado. Após a 

ordenha, o pós-dipping também não era realizado. Imediatamente após a ordenha, o 

leite era peneirado e levado para a produção de queijo, sem passar por refrigeração. 

O leite obtido na propriedade era destinado à venda de leite cru e à produção de 

queijos tipo Minas frescal. A elaboração dos queijos era realizada na cozinha da 
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propriedade, por outra pessoa que não a mesma que realizou a ordenha, sem 

utilização de luva, além de não possuir as unhas aparadas e usar acessórios tais 

como anéis. Também não se utilizava touca, sem troca de roupa da ordenha para 

produção de queijo. A água da sala de elaboração de queijo era proveniente da 

água de poço. O leite era mantido no sol para aumentar a temperatura e esta era 

mensurada pela sensação térmica dos dedos do manipulador. Utilizou-se  coágulo 

industrial e, o excesso do soro era retirado com as mãos, na pia da cozinha. Os 

queijos eram então mantidos à temperatura ambiente, sem telas, até o momento da 

venda, normalmente para pessoas que encomendam os queijos nas propriedades. A 

coleta dos queijos foi feita no dia seguinte. 

As coletas de amostras foram realizadas na ordenha da manhã. Na sala de 

ordenha, de cada propriedade, coletou-se cinco amostras de fezes bovinas de 

animais com ou sem diarreia, sendo uma de cada animal, por meio de suabe retal. 

Além disso, coletou-se uma amostra de suabes das mãos do ordenador e uma de 

balde ou superfície interna da teteira, em caso de ordenha mecânica. No caso da 

presença de reservatório de água nestas salas, foram realizadas as coletas de 

amostras de água em frascos esterilizados com capacidade para 500 mL (APHA, 

2001).  

Imediatamente após o término de cada ordenha, coletou-se, do balde 

contendo o leite de todos os animais, amostras de leite com auxílio de conchas 

esterilizadas e, estas foram colocadas em frascos esterilizados com capacidade 

para 500 mL (BRITO et al., 1998). Na sala de elaboração de queijos coletou-se, 

inicialmente, suabe das mãos do manipulador/produtor dos queijos. Posteriormente, 

coletou-se a água da sala de produção dos queijos, também em frascos 

esterilizados com capacidade para 500 mL (APHA, 2001), suabes dos utensílios de 

produção do queijo, como peneira, talheres, fôrmas, dentre outros, suabes de 

superfícies de manipulação e, ao final, o soro do queijo também foi amostrado e 

depositado em frascos esterilizados com capacidade para 500 mL. Cada suabe 

colhido foi acondicionado em tubos contendo água peptonada estéril a 0,1%. Assim, 

foi coletado um suabe de cada ponto. Ilustrações da obtenção de leite e produção de 

queijos tipo Minas frescal elaborados a partir de leite cru refrigerado encontra-se na 

figura 2. 
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Figura 2. Ilustração da produção de queijos Minas frescal elaborados a partir de 

leite cru na propriedade rural C amostradas na região de Jaboticabal, 

nordeste do Estado de São Paulo, durante os meses de Janeiro a Março 

de 2014. A - Ordenha; B – Filtragem do leite; C – Utensílios utilizados 

para elaboração do queijo; D – Leite sendo esquentando no fogão e 

temperatura sendo mensurada com termômetro; E – Quebra do coalho; 

F – Início da dessoragem; G – Enformagem; H- Queijo na fôrma. 
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No dia seguinte da produção dos queijos, no qual estes estavam prontos para 

serem comercializados, dois queijos de cada propriedade foram coletados em sacos 

plásticos estéreis. Todas as amostras e os queijos foram transportados para o 

Laboratório de Análises de Alimentos de Origem Animal e Água, localizado no 

Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Reprodução Animal, da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias de Jaboticabal (FCAV- UNESP), em 

caixas isotérmicas, contendo gelo reciclável. As amostras foram  processadas 

imediatamente após a chegada no laboratório. 

No total, foram coletadas 106 amostras, sendo 22 da propriedade A, 23 da B, 

21 da C, 21 da D e 19 da E. 

 

2.2. Preparo das amostras para isolamento de E. coli (GILL et al., 2012) 

 

Alíquotas de 100 mL das amostras de água foram filtradas em membrana 

filtrante esterilizada, com 47 mm de diâmetro e porosidade de 0,45 μm, segundo 

Vicente et al. (2006), imediatamente após a chegada no laboratório. Posteriormente, 

as membranas foram cortadas com tesoura esterilizada e depositadas em frascos 

contendo 50 mL de caldo soja tripticaseína (TSB) , os quais foram incubados a 42°C 

por 4 h. Cada queijo foi cortado em vários pedaços, e amostras representativas 

foram unidas em uma amostra de 25 g   a qual foi colocada em um saco estéril 

contendo 225 mL de caldo TSB. A mistura foi homogeneizada  em Stomacher® por 

2 min e transferida para frascos, os quais foram incubados a 42°C por 4h.     

Alíquotas de 10 mL de  soro dos queijos foram transferidas para frascos 

contendo 90 mL de caldo TSB, os quais foram incubados a 42°C por 4h. E, alíquotas 

de 25 mL de  leite foram transferidos para frascos contendo 225 mL de caldo TSB, 

os quais foram incubados a 42°C por 4h. Já os tubos contendo os suabes (incluso 

aqueles contendo fezes bovinas) e água peptonada foram agitados em vórtex no 

laboratório para uma homogeneização adequada. Em seguida, 1mL desta solução 

foi adicionado aos frascos contendo 5mL de caldo TSB, os quais também foram 

incubados a 42°C por 4h.  

Após a multiplicação bacteriana, aos frascos contendo alíquotas de água, 

amostras de queijo e de soro, assim como aos tubos contendo cultura bacteriano de 
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suabes, foram adicionados os antibióticos vancomicina (10 μg/mL) e cefsulodina (3 

μg/mL). Após o acréscimo dos antibióticos, os frascos foram novamente incubados a 

42°C por 16 a 20h. 

Após a incubação de todas as amostras, retiraram-se alíquotas de 700 μL de 

cada cultura, as quais foram congeladas a -80°C em uma solução de caldo BHI 

(brain heart infusion) contendo 20% de glicerol, para posteriores análises. Estas 

mesmas amostras foram semeadas para ágar nutriente e, após serem cultivadas 

foram transportadas ao Laboratório de Escherichia coli (EcL) da Faculdade de 

Medicina Veterinária da Universidade de Montreal, na cidade de Saint-Hyacinthe, 

Quebec, Canadá, para análises fenotípicas e genotípicas dos isolados de E.coli.   

 

2.3. Obtenção das coleções de Escherichia coli 

 

 Ao chegar ao Laboratório de Escherichia coli (EcL), foram montadas três 

coleções distintas de E. coli visando obter uma coleção de isolados comensais, uma 

coleção de isolados potencialmente patogênicos e outra coleção composta por  

isolados resistentes à ceftriaxona, conforme o fluxograma da Figura 3. 
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Figura 3. Fluxograma da obtenção das três coleções de E. coli a partir das 

amostras de água, fezes bovinas, leite, queijo, suabes das mãos dos 

ordenadores, balde ou superfície interna da teteira, dos utensílios 

utilizados na produção dos queijos, superfícies de elaboração dos 

queijos, e das mãos do manipulador do queijo de cinco pequenas 

propriedades leiteiras, produtoras de queijos elaborados a partir de leite 

cru, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, durante 

os meses de Janeiro a Março de 2014. 
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2.3.1. Coleção de isolados de E. coli comensais 

 

Para a coleção de isolados de E. coli comensais, uma alçada da cultura 

bacteriana do ágar nutriente foi semeada em placas de Petri contendo ágar 

MacConkey, as quais foram incubadas a 37°C por 24h. Após a cultura, três colônias 

de cada amostra foram semeadas e armazenadas no freezer -80°C em solução de 

glicerol 30%. Nesta coleção não seriam aceitos isolados com genes de virulência, 

portanto, após a PCR para identificação dos genes, aqueles que porventura os 

possuíssem seriam eliminados da coleção.  

 

2.3.2 Coleção de isolados de E. coli potencialmente patogênicos 

  

Alíquotas das culturas das amostras foram semeadas em tubos contendo BHI 

e incubadas overnight a 37°C. Após a incubação, a extração de DNA foi realizada 

pelo método da fervura (KESKIMAKI et al., 2001). A PCR para identificação da 

presença dos genes STEC, EPEC, ETEC, EIEC, EAEC e ExPEC para triagem das 

amostras positivas foi realizada utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores 

descritos na Tabela 1.  
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Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação dos genes dos grupos STEC, EPEC, 

ETEC, ExPEC, EIEC, EAEC, tamanho do fragmento obtido, temperatura de pareamento, amostras controles e 

referências.  

Grupo Gene  
Nome do 

gene 
Sequência 

 
Tamanho 

(pb) 

Temperatura 
de 

pareamento 
(°C) 

Controle 
positivo 

Referência 

STEC 

Stx1 stxA 
for 5' TTAGACTTCTCGACTGCAAAG 

530 

60 EcL 6611 

WOODWARD 
et al.,1992. 

rev 5' TGTTGTACGAAATCCCCTCTG 

Stx2all Shiga-like 
toxin typell subunit  A 

and B 
stx2A 

for 5' TTATATCTGCGCCGGGTCTG 
326 

rev 5' AGACGAAGATGGTCAAAACG 

EPEC 

EAE (intimin) eae 
for 5' CATTATGGAACGGCAGAGGT 

790 
BEAUDRY et 

al.,1996. rev 5' ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA 

bundleforming pili  
fimbria 

bfp 
for 5' GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT 

300 60 
EcL2348/

69 
VIDAL et al., 

2004 rev 5' GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT 

ETEC 

STa estA 
for 5' TCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG 

163 

60 EcL7805 

NGELEKA et 
al.,2003. rev 5' GCACAGGCAGGATTACAACAAAGT 

STb estB 
for 5' GCAATAAGGTTGAGGTGAT 

368 
LORTIE et 
al.,1991. rev 5' GCCTGCAGTGAGAAATGGAC 

LT eltB 
for 5' TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA 

275 
FURRER et 

al.,1990. rev 5' GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC 

F4 K88ab1 and 
K88ab2 

faeG 
for 5' ATC GGT GGT AGT ATC ACT GC 

601 
OJENIYI et 

al.,1994. rev 5' AAC CTG CGA CGT CAA CAA GA 

ExPEC 

CNF-1 cnf 
for 5’ TCG TTA TAA AAT CAA ACA GTG  

633 

55 

EcL1342
1 

EWERS et al., 
2007. 

rev 5' CTT TAC AAT ATT GAC ATG CTG  

P fimbria papC 
for 5' TGA TAT CAC GCA GTC AGT AGC  

338 
rev 5' CCG GCC ATA TTC ACA TAA C  

Aerobactin iucD 
for 5' AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA 

778 EcL 3110 
HERRERO et 

al.,1988. rev 5' CCATCCGATGTCAGTTTTCTG 
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temperature-sensitive 
hemagglutinin 

tsh 
for 5' GGTGGTGCACTGGAGTGG 

620 
DOZOIS et 

al.,2000. rev 5' AGTCCAGCGTGATAGTGG 

S fimbriae adhesin sfa 
for 5' CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 

410 

63 

18147 
JOHNSON et 

al., 2003 

 rev 5' CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 

afimbrial adhesin VIII afa 
for 5'GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 

594 18162 
rev 5' CCCGTAACGCGCCAGCATCTC  

protectins group II 
caps. polysacc. syn.  

kpsM II  
 for 5'GCGCATTTGCTGATACTGTTG 

570 63 
O1:K7:H

7 
JOHNSON et 

al., 2003 rev 5' AGGTAGTTCAGACTCACACCT 

EIEC 

  ipaH 

for 5' GTT CCT TGA CCG CCT TTC CGA TAC CGT 
C 620 

60 
H84-
8226 

SETHABUTR et 
al. (2000) 

rev 5' GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG AGT AC 

  ial 
for 5'CTG GAT GGT ATG GTG AGG 

320 
FRANKEL et 

al., 1990. 
rev 5' GGA GGC CAA CAA TTA TTT CC 

EAEC 

  aaiC 
for 5' ATTGTCCTCAGGCATTTCAC 

215 

60 17.2 

BOISEN et al., 
2008 

rev 5' ACGACAACCCCTGATAAACAA 

  aatA 
for 5' CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT 

629 
SCHMIDT et al., 

1995 

rev 5' CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGT T 

  aggR 
for 5' CTA ATT GTA CAA TCG ATG TA 

457 
rev 5' AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG 
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Para tanto, cada reação de amplificação foi composta por tampão 1x (20 mM 

Tris-HCl pH 8,4; 50 mM KCl), 2 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP’s, 2 U de Taq DNA 

polimerase, 4 pmol de cada primer, 5 µL de DNA genômico e água pura estéril para 

25 µL. As reações foram realizadas em multiplex, uma para os genes stxA, stx2A, 

eae, uma para bfp, outra para os genes estA, estB, eltB, faeG, outra para os genes 

cnf, papC, iucD, tsh, outra para os genes sfa, afa, outra para kpsMII, outra para os 

genes ipaH, ial e outra para os genes aaiC, aatA, aggR. As reações ocorreram em 

um termociclador programado para realizar um ciclo a 94°C por 5 min 

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

de pareamento específica por 30s e 72°C por 30s (extensão). O último ciclo foi 

realizado a 72°C por 10 min para completa extensão da Taq DNA polimerase. Uma 

alíquota desta reação contendo apenas água, sem DNA, foi usada como controle 

negativo. 

As amostras positivas para qualquer um dos genes testados  foram 

semeadas em placas contendo ágar MacConkey, incubadas a 37°C por 24h e, em 

seguida, dez a quinze colônias características de E. coli de cada placa eram 

semeadas para apenas uma placa de Petri contendo ágar MacConkey (Figura 4). 

Após a multiplicação bacteriana, tais colônias eram semeadas em um mesmo tubo 

contendo caldo BHI para possibilitar a multiplicação bacteriana para a extração do 

DNA por fervura e posterior detecção da presença dos genes de virulência deste 

pool. Caso o pool fosse positivo para algum dos genes testados, semeava-se a 

colônia isolada em BHI para preparação do DNA template e posteriormente 

realizava-se a PCR para a detecção de genes de virulência de isolados. Entretanto, 

caso não se achasse o isolado positivo no pool das 10 primeiras colônias, voltava-se 

às amostras na placa de MacConkey para a busca de mais 10 ou 15 colônias 

características, até que se encontrasse(m) o(s) isolado(s) positivo(s). 
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Figura 4. Placa de MacConkey contendo 

10 colônias de E. coli 

separadas, para a produção de 

um pool. 

 

Esta detecção foi feita para a pesquisa de isolados que seriam pertencentes à 

coleção de pontencialmente patogênicos e, também, para a confirmação dos 

isolados da coleção comensais (nesta última, os isolados deveriam ser negativos a 

todos os genes de virulência das classes pesquisadas). 

 

2.3.3. Coleção de isolados de E. coli resistentes à Ceftriaxona ou extended-

spectrum b-lactamase (ESBL) (AGERSØ et al., 2012) 

  

 Alíquotas das amostras de E. coli em ágar nutriente foram adicionadas  a 

tubos contendo 10 mL de água peptonada 0,1% com ceftriaxona, os quais foram  

incubados  a 37°C por 30 min. Em seguida, esta cultura foi semeada, com o auxílio 

de suabes estéreis, em placas contendo ágar MacConkey com ceftriaxona 

(concentração final da ceftriaxona no MacConkey de 1mg.mL-1). Após a  secagem 

da superfície do meio, as placas foram invertidas e incubadas em estufa a 37°C por 
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24h. Para tais análises,  foi utilizado um controle positivo de E. coli resistente à 

ceftriaxona (CRO-AMR-133.1) e um controle negativo sensível à ceftriaxona (GEN-

AMR-127.2). As colônias características de E. coli foram selecionadas para a 

coleção de resistentes à ceftriaxona. Os isolados da coleção de resistentes à 

ceftriaxona também foram testados por PCR quanto à presença  dos genes dos 

grupos de STEC, EPEC, ETEC, EIEC, EAEC e ExPEC, e todos foram negativos à 

detecção dos respectivos genes de virulência. 

 

2.4. Agrupamento filogenético (CLERMONT; DENAMUR, 2013) 

  

A identificação dos genes chuA, YjaA, TspE4C2, Acek/ArpA1, ArpAgpE, 

trpAgpC e trpBA foi realizada para todos os isolados pertencentes às três coleções 

montadas  com os oligonucleotídeos iniciadores segundo proposto por (Tabela 2), 

seguindo árvore dicotômica (Figura 5).  

 

Tabela 2.  Sequência dos  oligonucleotídeos iniciadores para os genes 

chuA, YjaA, TspE4C2, Acek/ArpA1, ArpAgpE, trpAgpC e trpBA, 

tamanho do produto de amplificação e controle positivo.  

Reação de 
PCR 

Oligonucleotídeos 
iniciadores 

Sequência 
Tamanho 

(pb) 

Temperatura 
de 

pareamento 
 

Controle 
positivo 

Quadruplex 

chuA 
for 5' ATGGTACCGGACGAACCAAC 

288 

59 

ECOR70, 
EDL933, 
ECOR31, 
ECOR60 

rev 5' TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

yjaA 
for 5' CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 

211 
rev 5' AATGCGTTCCTCAACCTGTG 

TspE4.C2 
for 5' CACTATTCGTAAGGTCATCC 

152 
rev 5' AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

arpAgpE 
for 5' AACGCTATTCGCCAGCTTGC 

400 
rev 5' TCTCCCCATACCGTACGCTA 

Grupo E arpAgpC 

for 5' 
GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 

301 59 
EDL933, 
ECOR31 rev 5' 

GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 

Grupo C trpAgpC 
for 5' AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 

219 57 ECOR70 
rev 5' TCTGCGCCGGTCACGCCC 

Controle 
interno 

trpBA 
for 5' CGGCGATAAAGACATCTTCAC 

489 - - 
rev 5' GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 
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Figura 5. Árvore dicotômica para determinar o grupo filogenético das cepas de E. 

coli, utilizando os resultados da PCR para os genes chuA, YjaA, 

TspE4C2, Acek/ArpA1, ArpAgpE, trpAgpC e trpBA.  

 

Para tanto, cada reação de amplificação foi composta por tampão 1x (20 mM 

Tris-HCl pH 8,4; 50 mM KCl), 2 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP’s, 2 U de Taq DNA 

polimerase, 4 pmol de cada primer, 5 µL de DNA genômico e água pura estéril para 

20 µL. Primeiramente, realizou-se uma reação com quatro pares de 

oligonucleotídeos iniciadores chuA, YjaA, TspE4C2, Acek/ArpA1. Dependendo do 

resultado, seguia-se para a segunda PCR para o grupo C, com os oligonucleotídeos 

iniciadores trpAgpC e trpBA e/ou para o grupo E, com os oligonucleotídeos 

iniciadores ArpAgpE e trpBA. As reações ocorreram em um termociclador 

programado para realizar um ciclo a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94°C 

por 30s, temperatura de pareamento específica por 30s e 72°C por 30s, e um último 

ciclo foi realizado a 72°C por 10 min. Uma alíquota desta reação contendo apenas 

água, sem DNA, foi usada como controle negativo. Em seguida, os produtos 

amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose  1,8%, corado 

com Safe Imager 2.0 Blue-Light Transilluminator (Invitrogen). Foi usado como 
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referência um marcador de peso molecular conhecido (100 pb DNA Ladder - 

Invitrogen).  

 

  2.5. Teste de sensibilidade a antimicrobianos para tipagem de resistência  

 

Todos os isolados das três coleções de E. coli foram submetidos a testes de 

sensibilidade a antimicrobianos. Para a realização do teste de sensibilidade a 

antimicrobianos, os isolados de E. coli foram semeadas para placas de Petri 

contendo ágar triptona de soja (TSA) e mantidas por 24h a 37°C. Primeiramente, foi 

mensurada a turbidez de uma amostra da água ultrapura estéril que seria utilizada 

para as diluições no espectrofotômetro. Em seguida, os isolados presentes na placa 

de Petri foram transferidos, com auxílio de um  suabe estéril, para tubos contendo 10 

mL de água ultrapura estéril. A mistura de água e suabe foi agitada no vórtex e sua 

respectiva turbidez foi mensurada. Tal atividade foi realizada até a obtenção de 

turbidez 0,5 na escala de MacFarland. A seguir, as culturas foram semeadas com o 

auxílio de suabes estéreis, em placas contendo ágar Mueller-Hinton e, após a 

secagem da superfície do meio, foram colocados  discos contendo os 

antimicrobianos (BAUER et al., 1966) (Figura 6). Para o teste, foi utilizada uma cepa 

controle de E. coli, ATCC 25922, com halos de inibição conhecidos. As placas foram 

acondicionadas em estufa a 37°C por 24h. 

Os antimicrobianos testados foram: amoxicilina/ácido clavulônico (30 μg), 

ampicilina (10 μg), cefoxitina (30 μg), ceftriaxona (30 μg), cloranfenicol (30 μg), 

ciprofloxacina (5 μg), gentamicina (10 μg), canamicina (30 μg), ácido nalidíxico (30 

μg), estreptomicina (10 μg), sulfisoxazole (250 μg), tetraciclina (30 μg), trimetropim-

sulfametoxazole (23,75 μg) e ceftiofur (30 μg). 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Figura 6. Montagem do teste de sensibilidade a antimicrobianos para tipagem de 

resistência A- Cepa de E. coli repicada em placa de Petri contendo  ágar 

TSA; B-transferência do isolado com um suabe estéril para 10 mL de 

água ultrapura estéril; C- vórtex; D- mensuração da turbidez; E- cultura 

sendo semeada, com o auxílio de suabes estéreis, em placas contendo 

ágar Mueller-Hinton; F-aplicação dos discos contendo os antimicrobianos.  
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Após o período de incubação, os halos de inibição da multiplicação bacteriana 

foram mensurados com o auxílio de uma régua milimetrada. Os halos foram 

comparados com os intervalos estabelecidos pelo CLSI (CLINICAL AND 

LABORATORY STANDARD INSTITUTE 2007), exceto para o ceftiofur, para o qual 

foi utilizada outra referência, a  CLSI (2008).  

 

2.6. Análise epidemiológica dos isolados de E. coli por gel de eletroforese em 

campo pulsado (PFGE)  

 

Para a análise epidemiológica dos isolados por eletroforese em gel de 

agarose de campo pulsado (PFGE) foram selecionados 172 isolados das três 

coleções de E. coli, de comensais, potencialmente patogênicos e resistentes à 

ceftriaxona. Estabeleceu-se que seria um isolado de cada amostra de cada 

propriedade (por exemplo, uma de água, uma de leite, uma de soro, etc.), sendo 

uma pertencente a  cada grupo filogenético previamente estabelecido, ou seja, se 

isolados de uma mesma amostra fossem de diferentes grupos filogenéticos, então, 

os dois seriam selecionados, e também, selecionaram-se os isolados de acordo com 

o perfil de resistência, priorizando-se aqueles com resistência ao maior número de 

antimicrobianos. Assim, foram selecionados 134 isolados da coleção de comensais, 

sendo 26 da propriedade A, 28 da B, 26 da C, 29 da D e 25 da E, 37 isolados da 

coleção de potencialmente patogênicos das propriedades, e um  isolado da coleção 

de resistentes à ceftriaxona da propriedade C. 

A PFGE foi realizada segundo metodologia do The National Molecular 

Subtyping Network for Food Disease Surveillance (junho 2004),  descrita  por Ribot 

et al. (2006), utilizando o equipamento CHEF DR III system a 14°C em TBE 0.5x. A 

clivagem do DNA foi realizada com 0,2 - 0,8 U XbaI, de acordo com instruções do 

fabricante. A eletroforese em campo pulsado foi realizada por 18h , de 2,2 a 54s, a 

6V. Os perfis de bandas dos géis foram analisados com o auxílio do software 

Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium), o qual, ao final das análises, gerou 

um dendrograma. O padrão de tamanho molecular utilizado foi com a amostra de 

Salmonella sorovar Braenderup H9812 Ribot et al. (2006), a qual possui tamanhos 

de banda conhecidos.  
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2.7. Análise molecular para identificação de genes de resistência por PCR  

 

Os isolados de E. coli selecionados para o PFGE que apresentaram 

resistência in vitro aos antimicrobianos dos grupos de β-lactâmicos (blaSHV, blaTEM, 

blaCMY-2, blaOXA-1, blaCTX-M), do grupo tetraciclina (tetA, tetB e tetC), ao ácido 

nalidixico e ciprofloxacina (qnrB), à estreptomicina (aadA1), à trimetroprim-

sulfametoxazole e sulfisoxazole (dhfI, dhfrV, dhfrVII) foram examinados quanto à 

presença dos genes responsáveis por tal resistência por PCR multiplex (Tabela 3).



 

 
52 

Tabela 3. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores para os genes de resistência  a antimicrobianos, tamanho do produto 

de amplificação, temperatura de pareamento, controle positivo e sua respectiva referência. 

 

Grupo 
Oligonucleotídeo 

iniciadores 
Sequência 

Tamanho 

(pb) 

Temperatura de 

pareamento 

 

Controle 

positivo 
Referência 

Estreptomicina aadA1 
for 5' CATCATGAGGGAAGCGGTG 

786 50 EcL 3482 

HAREL et 

al.,1991 

rev 5' GACTACCTTGGTGATCTCG 

Tetraciclina tetA 
for 5' GTGAAACCCAACATACCCC 

888 50 EcL 3482 
rev 5' GAAGGCAAGCAGGATGTAG 

Tetraciclina tetB 
for 5' CCTTATCATGCCAGTCTTGC 

774 55 EcL 12400 
rev 5' ACTGCCGTTTTTTCGCC 

Tetraciclina tetC 
for 5' ACTTGGAGCCACTATCGAC 

881 50 PBR 322 
MAYNARD et 

al. 2004   rev 5'CTACAATCCATGCCAACCC 

Ceftiofur blaCMY-2 
for 5' TGATGCAGGAGCAGGCTATTCC 

323 

63 

  

  

  

EcL 3482 

BOYD et al., 

2004 

rev 5' CTAACGTCATCGGGGATCTGC 

Ampicilina  blaTEM 
for 5' TTGCTCACCCAGAAACGCTGGTG 

708 
rev 5' TACGATACGGGAGGGCTTACC 

Ampicilina  blaSHV 

for 5' CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 

1016 PMON38 

NUESCH-

INDERBINEN 

et al. 1996 
rev 5' TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA 

Ampicilina  blaOXA 
for 5' CGCAAATGGCACCAGATTCAAC 

464 EcL 12572 
BOYD et al., 

2004 rev 5' TCCTGCACCAGTTTTCCCATACAG 

Ceftriaxone blaCTX-M 
for 5' ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 

593 CTX-M-15 
BOYD et al., 

2004 rev 5' TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 
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Trimethoprim-

sulfametho

xazole 

dhfr I 

for 5' AAGAATGGAGTTATCGGGAATG  

391 50 EcL 3482 

MAYNARD et 

al. 2003  

  

rev 5' GGGTAAAAACTGGCCTAAAATTG  

Trimethoprim-

sulfametho

xazole 

dhfr V 

for 5' CTGCAAAAGCGAAAAACGG  

432 50 EcL 1329 
rev 5' AGCAATAGTTAATGTTTGAGCTAAAG  

Trimethoprim-

sulfametho

xazole 

dhfr VII 

for 5' GGTAATGGCCCTGATATCCC  

265 50 3B-0 
rev 5' TGTAGATTTGACCGCCACC  

Quinolona 

(NAL, CIP) 
qnrB 

for 5' ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 
469  53 298 

YUE et al. 

2007  rev 5' ACGACATTCGTCAACTGCAA 
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Para tal, reações uniplex foram realizadas com os oligonucleotídeos 

iniciadores aadA, tetA, tetB, tetC, dhfr I, dhfr V, dhfr VII e qnrB e uma reação 

multiplex para blaCMY-2, blaTEM, blaSHV, blaOXA e blaCTX-M. Cada reação de 

amplificação (com exceção do PCR multiplex dos genes de resistência a 

antimicrobianos do grupo de β-lactâmicos) foi conduzida em volumes de 25 μL 

contendo: tampão 1X, 2mM de MgCl2, dNTPs 0,2 mM, 5 μL de DNA; 12,5  μM de 

cada iniciador; 1U de  Taq DNA polimerase e água ultrapura (Milli-Q), previamente 

esterilizada, para completar o volume.  

A reação foi realizada em um  termociclador a 95°C por 2 min, seguido de 30 

ciclos de 94°C por 30 s , temperatura de pareamento  por 30 s e 72°C por 30 s. O 

último ciclo foi realizado a 72°C por 10 min 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  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).  

 

2.8. Sorologia para detecção do antígeno somático (O)  

 

Da coleção de potencialmente patogênicos foram selecionados 18 isolados, 

dentre os 37, baseado na representatividade genética segundo o PFGE, para a 

sorologia de detecção do antígeno somático (O). 

 Para a realização da sorologia e detecção do antígeno somático (O), os 

isolados foram semeados em placas contendo ágar TSA e mantidas por 24h a 37°C. 

Posteriormente, foi adicionado 1 mL de PBS (phosphate buffer saline) estéril à placa 

de Petri contendo TSA e a cultura bacteriana. A mistura foi homogeneizada com o 

auxílio de uma alça estéril, e tal suspensão foi transferida para um tubo vazio, ao 

qual foi adicionado 1 mL de PBS estéril. Os tubos foram autoclavados a 121°C por 

2h.  

Após autoclavagem, uma gota da suspensão bacteriana e uma gota de cada 

pool de antissoro foram colocadas em uma lâmina (ORSKOV et al., 1977). Foram 

utilizados 17 pools de antissoros fornecidos pelo ECL da Universidade de Montreal 
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(http://www.ecl- lab.ca/en/products/serotyping.asp)  (Tabela 4). A presença de 

aglutinação, verificada em aglutinoscópio, foi considerada positiva. Se positivo, 

testava-se, então os respectivos soros do pool, para que, então, se detectasse o 

antígeno somático do isolado. 

 

Tabela 4. Pools de anti-soros que foram utilizados para detecção 

do antígeno somático (O)  

Pool Antissoros 

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 

Fonte: (http://www.ecl-lab.ca/fr/) 

 

2.9. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

 

Os 18 isolados selecionados para a sorologia foram submetidos ao 

sequenciamento do produto de PCR resultante da amplificação dos genes adk, 

fumC, gyrB, icd, mdh, purA, e recA (http://mlst.warwick.ac.uk), utilizados para 

compor as análises de MLST (Tabela 5). As reações PCR foram realizadas 

conforme descrito nos itens acima. Os produtos de PCR foram purificados com o kit 

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), conforme instruções do fabricante. O 

http://www.ecl-lab.ca/fr/


 

 
56 

sequenciamento foi realizado no Service de Diagnostic – Faculté de Médecine 

Vétérinaire de L’Université de Montréal, utilizando-se o kit BigDye® Terminator 

(ThermoFisherScientific) em um sequenciador ABI PRISM 3500 DNA Analyzer 

(Applied Biosystems).  

 

Tabela 5. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores para os genes adk, 

fumC, gyrB, icd, mdh, purA, e recA, tamanho do produto de 

amplificação e suas respectivas temperaturas de pareamento. 

Alvo Seqüência do iniciador (5’ à 3’) 
Tamanho do 

fragmento (pb)  
Tm (°C) 

adk -F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 
583 54 

adk -R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

fumC -F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
806 54 

fumC -R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

gyrB -F TCGGCGACACGGATGACGGC 
911 60 

gyrB -R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

icd -F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 
878 54 

icd -R GGACGCAGCAGGATCTGTT 

mdh -F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 
932 60 

mdh -R TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT 

purA -F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 
816 54 

purA -R CATACGGTAAGCCACGCAGA 

recA -F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 
780 58 

recA -R AGCGTGAAGGTAAAACCTGTG 

 

A avaliação da qualidade das sequências, a obtenção das sequências 

consenso e o corte das extremidades foram realizados com o auxílio dos pacote de 

softwares Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998, GREEN, 1996; GORDON; 

ABAJIAN; GREEN, 1998). As sequências foram cortadas levando-se em 

consideração a qualidade phred mínima de bases igual ou superior a 20. As 

sequências obtidas foram comparadas com as sequências do banco de dados 

GenBank (NCBI - National Center for Biotechnology Information) utilizando a 

ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Em seguida, as sequências foram 

alinhadas às demais sequências do banco de dados do MLST 

(http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli) para a identificação do sequence type (ST). 
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Para as análises filogenéticas, as sequências de cada um dos sete genes e 

as demais sequências do banco de dados foram alinhadas separadamente pelo 

software MUSCLE (EDGAR, 2004) utilizando-se  posteriormente o software MEGA 

6.06 (TAMURA et al., 2013). As sequências de E. coli O157:H7 utilizadas são 

referentes ao número de acesso AE005174.2 do GenBank. Como grupos externos 

foram utilizadas sequências de Salmonella enterica subsp. enterica com números de 

acesso AE014613.1, AL513382.1 e  CP000026.1. 

Após o alinhamento das sequências, as mesmas foram concatenadas e 

avaliadas quanto ao modelo evolutivo mais apropriado para as análises segundo o 

critério de informação de Akaike (AIC) (POSADA; BUCKLEY, 2004). A árvore 

filogenética foi gerada pelo software MrBayes 3.2.3 (RONQUIST; HUELSENBECK, 

2003) utilizando-se o tipo de substituição seis, distribuição I+G (Invariable sites; Rate 

variation among sites) e o algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), 

programado para executar as análises em quatro cadeias simultaneamente, sendo 

três quentes e uma fria. Foram realizadas quatro corridas independentes com 

10.000.000 de gerações, sendo as cadeias amostradas a cada 100 gerações. Ao 

final das análises, cujo desvio padrão desejável é igual ou inferior a 0,01, 25% das 

árvores geradas foram descartadas como burn-in. O filograma gerado pelo MrBayes 

foi editado graficamente pelo software TreeGraph 2.3.0 (STÖVER; MÜLLER, 2010). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Isolamento de E. coli nos diferentes pontos da obtenção do leite e 

produção do queijo tipo Minas frescal e análises genotípicas  

 

3.1.1. Coleção de isolados de E. coli comensais 

  

A coleção de isolados comensais foi composta por três isolados de cada 

amostra, sendo 66 da propriedade A, 60 da B, 57 da C, 63 da D e 57 da E, 

totalizando 303 isolados. 

A presença de E. coli em todas as amostras pode ser explicada pela falta de 

higiene observada em todos os pontos de obtenção de leite e produção de queijos, 
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como por exemplo a não limpeza dos tetos antes da ordenha nas propriedades A, C, 

D e E ou limpeza incorreta, somente com água, observada na propriedade B. Além 

disso, a sujidade dos utensílios utilizados foi observada em todas as propriedades, 

como a presença de resquício de leite de ordenhas anteriores nas peneiras, 

demonstrando que os utensílios não eram lavados corretamente. Ademais, o leite e 

os produtos lácteos são uma fonte de inúmeros nutrientes essenciais como 

proteínas, gorduras, carboidratos, vitaminas e minerais (VAN HOOIJDONK; 

HETTINGA, 2015), sendo estes essenciais tanto para humanos como para 

microrganimos, facilitando, assim, sua multiplicação. 

 

3.1.2. Coleção de isolados de E. coli potencialmente patogênicos 

 

Das 106 amostras coletadas nas cinco propriedades amostradas, 29 

(27,36%) estavam contaminadas com estirpes potencialmente patogênicas (Tabela 

6 e Figura 7) e, as demais amostras possuíam apenas isolados comensais. O maior 

número de amostras nas quais foram identificados genes de virulência de E. coli foi 

encontrado nas propriedades A e C, com 36,36% (8 de 22 amostras) e 42,86% (9 de 

21 amostras) de positividade, respectivamente. Estas duas propriedades possuíam 

currais descobertos e não pavimentados, com maior sujidade de fezes bovinas no 

momento da ordenha. Além disso, observou-se que nestas propriedades as 

membranas filtrantes das águas aparentaram-se mais sujas que as demais.  

Interessantemente, o grupo mais comumente encontrado na propriedade A foi 

STEC, e esta foi uma das propriedades mais sujas com relação à presença de fezes 

bovinas no ambiente de ordenha, que era o mesmo curral de recepção dos animais, 

lembrando que os bovinos são portadores deste grupo (PADOLA et al., 2004). A 

propriedade C que captava água de mina e rio, e cuja a água filtrada resultou na 

membrana filtrante mais suja de todas as propriedades, possui maior número de 

amostras provenientes do grupo ExPEC. Este grupo além de ser da microbiota 

intestinal de diferentes animais como aves e até mesmo de animais selvagens, 

também teve sua presença relatada no ambiente, como água de superfície, água da 

chuva e águas residuais de efluentes (MANGES; JOHNSON, 2015). 

Apenas três das seis classes de E. coli diarreiogênicas pesquisadas, STEC, 
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EPEC e ExPEC, foram identificadas nas amostras. Nota-se que importantes genes 

de virulência foram detectados em amostras de água, leite, fôrmas e no produto 

final, o queijo.  

 

Tabela 6. Resultado da triagem de amostras coletadas das cinco propriedades 

leiteiras, produtoras de queijo elaborados a partir de leite cru, na região de 

Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, dos grupos de E. coli 

STEC, EPEC, ETEC, EIEC, EAEC e ExPEC, com os respectivos fatores 

de virulência encontrados. 

Propriedade Amostra Grupo Fator de virulência 

A 
 

Água (sala de ordenha)  EPEC eae 

Leite STEC, ExPEC stx2, uicD, PapC 

Fezes bovinas STEC stx2, CNF 

Fezes bovinas STEC stx2 

Fezes bovinas STEC stx2, kps 

Fezes bovinas STEC stx2 

Peneira ExPEC uicD, kps 

Balde  ExPEC tsh 

B 
 

Água (sala de elaboração de queijo) Potencialmente ExPECa kps 

Fezes bovinas Potencialmente ExPEC kps 

Superfície interna da teteira Potencialmente ExPEC kps 

C 
 

Fezes bovinas STEC, EPEC, ExPEC stx2, eae, uicD, PapC 

Balde Potencialmente ExPEC kps 

Superfície de elaboração do queijo Potencialmente ExPEC iucD 

Soro do leite Potencialmente ExPEC uicD, kps 

Queijo Potencialmente ExPEC kps 

Balde que passou o leite Potencialmente ExPEC uicD 

Colher Potencialmente ExPEC uicD 

Peneira Potencialmente ExPEC uicD 

Fôrmas STEC stx1, uicD 

D 
 

Água (sala de elaboração de queijo) STEC stx2 

Leite Potencialmente ExPEC kps 

Fezes bovinas Potencialmente ExPEC kps 

Queijo EPEC eae 

E 
 

Leite Potencialmente ExPEC kps 

Fezes bovinas Potencialmente ExPEC tsh 

Fezes bovinas ExPEC tsh, kps 

Peneira Potencialmente ExPEC kps 

Peneira Potencialmente ExPEC  kps 
a Potencialmente ExPEC, pois segundo Johnson et al., 2003, um isolado para ser ExPEC tem que possuir pelo 
menos dois genes de virulência deste grupo 
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Figura 7. Géis de eletroforese dos  produtos de amplificação por PCR para a 

detecção dos genes de virulência para ETEC, STEC e EPEC, EAEC, 

ExPEC, EIEC. Saint-Hyacinthe/QC, Canadá, 2015.  

 

Estudos de prevalência de E. coli em amostras de leite e queijo também 

reportaram a presença de estirpes potencialmente patogênicas. Um estudo realizado 

no Egito, o qual investigou a presença de E. coli potencialmente patogênica em 72 

amostras de leite cru, 55 de queijo tipo “Karish” e 60 de queijo “Ras”, reportou 

prevalência de E. coli diarreiogênica (DEC) e ExPEC em 36,9% das amostras 

investigadas. Dos 222 isolados de E. coli obtidos, 104 (46,8%) possuíam um ou mais 

genes de virulência (OMBARAK et al., 2016). Nesta mesma pesquisa, os grupos 

mais prevalentemente encontrados foram ExPEC, STEC e EPEC, assim como os 

resultados obtidos no presente estudo. A presença de STEC em amostras de 

queijos do presente trabalho e nas amostras de leite cru, queijo tipo “Karish” e queijo 

“Ras” do Egito pode ser explicada pela contaminação fecal de bovinos, os quais são 
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portadores de E. coli deste grupo (PADOLA et al., 2004).  

Após a identificação das amostras contaminadas com E. coli potencialmente 

patogênicas, prosseguiu-se o isolamento de tais isolados. Das 29 amostras 

contaminadas, em apenas seis não foi possível identificar o isolado positivo. Isso se 

deve ao fato de que as estirpes com genes de virulência podem estar em baixa 

concentração nas amostras dentre um pool de células negativas para a presença de 

tais genes, o que dificulta o isolamento de uma célula específica quando ocorre a 

abertura de pool. Tal fato ocorreu para uma amostra de água da sala de ordenha e 

uma de fezes bovinas da propriedade A, que possuía genes de ExPEC; uma de 

fezes bovinas, uma dos baldes e da colher da propriedade B; e uma de água da sala 

de elaboração de queijos da propriedade D. Em todas as demais amostras, pelo 

menos um isolado potencialmente patogênico foi encontrado.  

Assim, foram obtidos, no total, 73 isolados de E. coli potencialmente 

patogênicos, 18 da propriedade A, 18 da B, 29 da C, 5 da D e 3 da E (Tabela 7). A 

maioria dos isolados são pertencentes ao grupo ExPEC. Tais tipos de isolados têm 

sido frequentemente encontrado em produtos alimentícios, principalmente de 

alimentos de origem animal, indicando que tais  microrganismos são potenciais 

patógenos alimentares (SMITH et al., 2007). 
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Tabela 7. Perfil de genes de virulência dos isolados encontrados nas amostras 

positivas para genes de virulência das cinco propriedades leiteiras 

produtoras de queijo cru, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado 

de São Paulo. 

Propriedade Grupo 
Genes de  

virulência 
Amostras (Número de isolados) 

A 

ExPEC iucD:papC Leite (2) 

Potencialmente ExPEC iucD Leite (2) 

STEC stx2 Leite (1), fezes bovinas (2) 

Potencialmente ExPEC tsh Balde (11) 

B Potencialmente ExPEC kps Água (7), fezes bovinas (1), teteira (10) 

C 

Potencialmente ExPEC kps Soro (1) 

Potencialmente ExPEC iucD 
Superfície de elaboração do queijo (1), soro 

(5), Balde (17), Peneira (3), Fôrmas (1) 

ExPEC iucD:kps Queijo (1) 

D 
Potencialmente ExPEC kps Leite (2), fezes bovinas (2) 

EPEC eae:bfp Queijo (1) 

E Potencialmente ExPEC kps Leite (1), fezes bovinas (1) e peneira (1) 

 

Em relação aos pontos de coleta na obtenção do leite e produção de queijos 

tipo Minas frescal, notou-se que, na propriedade A, isolados contendo o gene stx2 

circularam entre amostras de fezes bovinas e leite. Na propriedade B, amostras 

potencialmente ExPEC, contendo o gene kps, circularam entre amostras de fezes 

bovinas, teteira e água da sala de elaboração de queijos. Apesar desta propriedade 

possuir poucas amostras contaminadas por isolados potencialmente patogênicos, 

apenas de água, fezes bovinas e teteira, obteve-se 18 isolados desse tipo, sendo 

um alto número em comparação com amostras de outras propriedades. Tais 

isolados potencialmente patogênicos foram obtidos principalmente da teteira, cujo 

equipamento de ordenha de balde ao pé não foi lavado ao final do uso. Na 

propriedade C, o gene iucD circulou entre as amostras de balde de coleta de leite, 

peineira, superfície de elaboração de queijo, fôrma e soro de queijo. Já nas 

propriedade D e E, o gene kps circulou entre amostras de fezes bovinas e leite. 

Assim, essas análises indicaram que cepas potencialmente patogênicas de E. coli 

estavam circulando nos pontos de obtenção do leite e produção do queijo, indicando 
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a necessidade de maiores cuidados com a higiene. 

Cepas potencialmente patogênicas de uma mesma propriedade normalmente 

possuem o mesmo gene de virulência circulando entre as estirpes bacterianas. Tal 

fato está relacionado com a transferência horizontal de genes de virulência entre 

células de E. coli (JOHNSON; NOLAN, 2009). Assim, a presença de cepas de E. coli 

potencialmente patogênicas na obtenção do leite e na produção do queijo constitui 

risco para a saúde pública, pois tais microrganismos podem transferir 

horizontalmente genes de virulência a estirpes comensais, que também passarão a 

ser potencialmente patogênicas, aumentando a prevalência de tais estirpes no 

produto final, o queijo.  

 

3.1.3. Coleção de isolados de E. coli resistentes à ceftriaxona ou extended-

spectrum b-lactamase (ESBL) 

 

 Das 106 amostras avaliadas, apenas uma amostra de fezes bovina, 

proveniente da propriedade C, mostrou-se resistente à ceftriaxona. Desta amostra 

foram obtidos cinco isolados com tais características. Este isolado não foi positivo 

para nenhum dos genes de virulência avaliados. O uso de terceira e quarta geração 

de cefalosporinas nos animais de produção pode ser uma razão importante para a 

ocorrência de bactérias resistentes à ceftriaxona entre animais que produzem 

alimentos como carne e leite (AGERSØ et al., 2012). No caso da propriedade C, o 

uso indiscriminado e/ou inadequado de antimicrobiano pode justificar a detecção de 

isolados resistentes à ceftriaxona em amostras de fezes bovinas desta propriedade, 

fato que foi relatado pelo proprietário que fazia uso do antibiótico até a melhora do 

animal, não respeitando o tempo adequado. O uso de agentes antimicrobianos nos 

animais de produção tem resultado no surgimento de microrganismos resistentes e 

contribuído para a ineficácia desses produtos na prática terapêutica. 

 A resistência à ceftriaxona é um problema recém-emergente em todo o 

mundo. Sendo assim, alimentos podem ser um importante veículo para a 

disseminação de isolados de E. coli resistentes a antimicrobianos (JOHNSON et al., 

2005).  

3.2. Agrupamento filogenético 
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Os 381 isolados de E. coli avaliados foram alocados nos grupos filogenéticos 

A, B1, B2, C, D, E, F e outro desconhecido. Observou-se que, na coleção de 

isolados comensais, os isolados da propriedade A pertenceram principalmente ao 

grupo filogenético B1, enquanto os isolados das demais propriedades foram 

pertencentes aos grupos filogenéticos A e B1. Com relação à coleção dos isolados 

potencialmente patogênicos, obervou-se que na propriedade A os isolados também 

foram alocados no grupo filogenético B1, e a maioria dos isolados da propriedade E 

e C no grupo filogenético A. Na propriedade B foram encontrados isolados 

pertencentes a quatro grupos filogenéticos, B2, D, E e F, coicidentemente, a única 

propriedade com ordenha mecânica e a qual não foi observada a lavagem da teteira. 

Já na propriedade D, foram encontrados isolados pertencentes aos grupos 

filogenéticos A, B1 e principalmente ao grupo Os isolados resistentes à ceftriaxona, 

da propriedade C pertenceram exclusivamente ao grupo B1 (Tabela 8).  

No atual estudo, os grupos filogenéticos A e B1 foram os mais encontrados, 

assim como em uma pesquisa realizada com isolados de E. coli de água, fezes 

bovinas, estrume, leite e filtros de leite de uma fazenda leiteira (SON; KESSEL; 

KARNS, 2009). Os autores relataram que 22% dos isolados pertenciam ao grupo A, 

64% ao grupo B1, 4% ao grupo B2 e 11% ao grupo D. Cepas pertencentes ao grupo 

filogenético B1 foram encontradas em maior quantidade tanto no presente estudo 

quanto no estudo supracitado, possivelmente devido ao fato de essas estirpes 

serem capazes de persistir no ambiente por mais tempo (WALK et al., 2007). Cepas 

do grupo filogenético A são mais comumente encontradas em humanos, bovinos e 

suínos, enquanto aquelas pertencentes ao grupo B1 são encontradas em bovinos e 

ovinos, e as pertencentes aos grupos B2 e D são principalmente encontradas em 

humanos (CARLOS et al., 2010). 
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Tabela 8.  Grupos filogenéticos aos quais pertencem os isolados das três coleções de E. coli, isolados comensais, 

potencialmente patogênicos e resistentes à ceftriaxona, de propriedades leiteiras produtoras de queijo tipo 

Minas frescal, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo. 

 
Grupo 

filogenético 

 
Isolados 

examinados 

Número de isolados (Percentagem) 

Coleção isolados comensais Potencialmente patogênicos 
Resistentes à 
ceftriaxona 

Prop. A Prop. B Prop. C Prop. D Prop. E Prop. A Prop. B Prop. C Prop. D Prop. E Prop. C 

A 119 4 (6,06) 24 (40) 28 (49,12) 25 (39,68) 33 (57,89) 0 1 (5,55) 1 (3,45) 1 (20) 2 (66,66) 0 

B1 224 60 (90,91) 31 (51,67) 27 (47,37) 35 (55,56) 22 (38,50) 18 (100) 0 25 (86,21) 1 (20) 0 5 (100) 

B2 4 0 2 (3,33) 0 0 0  2 (10,53) 0 0 0 0 

C 1 0 0 0 0 1 (1,75)  0 0 0 0 0 

D 8 0 0 0 0 0  5(26,32) 0 3 (60) 0 0 

E 2 0 1 (1,67) 0 0 1 (1,75)  0 0 0 0 0 

F 10 0 0 0 0 0  9 (50,0) 0 0 1 (33,33) 0 

Desconhecido 13 2 (3,03) 2 (3,33) 2 (3,51) 3 (4,76) 0  1 (5,55) 3 (10,34) 0 0 0 

TOTAL 381 66 60 57 63 57 18 18 29 5 3 5 
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 Da mesma forma como observado anteriormente no item 3.1.2., referente aos 

genes de virulência de E. coli, notou-se que isolados pertencentes ao mesmo grupo 

filogenético foram encontrados circulando nos diferentes pontos da obtenção do leite e 

produção do queijo (Tabela 9). Na propriedade A, os isolados encontrados em fezes 

bovinas, balde e no leite pertenceram exclusivamente ao grupo filogenético B1, embora 

possuíssem diferentes genes de virulência. Com relação à propriedade B, isolados de 

teteira e água da sala de elaboração de queijo pertenceram ao grupo filogenético B2. 

Na propriedade C, isolados do grupo B1 circularam entre amostras de balde, peneira, 

superfície de elaboração de queijo, fôrmas e soro de queijo. Na propriedade D, em 

amostras de fezes bovinas e leite foram encontrados isolados do grupo filogenético D. 

Já na propriedade E, isolados de leite e peneira foram pertencentes ao grupo 

filogenético A. Estes dados sugerem que, de fato, a contaminação cruzada entre os 

pontos da obtenção do leite e da produção do queijo está ocorrendo nas cinco 

propriedades analisadas. Além disso, detectou-se falhas de manejo e higiene durante 

todos os pontos investigados. 
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Tabela 9. Relação entre o perfil de virulência e o grupo filogenético dos isolados 

pertencentes à coleção dos potencialmente patogênicos e as amostras 

obtidas nas cinco propriedade leiteiras produtoras de queijo tipo Minas 

frescal, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo. 

Propriedade Amostra 
Número de 
isolados 

Perfil de 
virulência 

Grupo 
filogenético 

A 

Leite 

2 iucD:papC B1 

2 iucD B1 

1 stx2 B1 

Fezes bovinas 2 stx2 B1 

Balde 11 tsh B1 

B 

Água da sala de 
elaboração de queijos 

5 

kps 

D 

1 B2 

1 U 

Fezes bovinas 1 kps A 

Teteira 
9 

kps 
F 

1 B2 

C 

Superfície de 
elaboração do queijo 

1 iucD B1 

Soro 

4 
iucD 

B1 

1 U 

1 kps A 

Balde 17 iucD B1 

Peneira 
2 

iucD 
B1 

1 U 

Forma 1 iucD B1 

Queijo 1 iucD:kps U 

D 

Leite 2 kps D 

Fezes bovinas 
1 

kps 
D 

1 A 

Queijo 1 eae, bfp B1 

E 

Leite 1 kps A 

Fezes bovinas 1 kps F 

Peneira 1 kps A 

 

A maioria dos isolados de E. coli potencialmente patogênicos pertencentes aos 

grupos A, B2, D ou F são ExPEC. O mesmo foi relatado ocorrendo em frangos do 

Estado da Alberta, Canadá (ASLAM et al., 2014), e em um estudo com isolados de E. 
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coli associados à meningite neonatal (NMEC) (JOHNSON et al., 2008). Outro estudo, 

realizado em um hospital de Londrina, Paraná, com amostras de urina e sangue de 

pacientes, associou isolados ExPEC ao grupo filogenético B2 e isolados comensais ao 

grupo A (CYOIA et al., 2015). Ademais, um estudo mostrou que animais saudáveis 

podem portar isolados de E. coli pertencetes ao grupo filogenético B2 e causadores de 

infecções do trato urinário em humanos (ITU) (JAKOBSEN; HAMMERUM; FRIMODT-

MØLLER, 2010). Além disso, isolados pentencentes ao grupo filogenético B2, D e F 

contêm maior quantidade de genes de virulência do que aqueles pertencentes aos 

grupos A e B1 (JOHNSON et al., 2001). Tais isolados com maior potencial patogênico 

foram encontrados nas amostras de água de sala de elaboração de queijo e teteira na 

propriedade B e em amostras de leite da propriedade D. A presença de tais 

microrganismos na obtenção do leite e na produção do queijo elaborados a partir de 

leite cru enfatiza o potencial risco de contaminação do produto final e o consequente 

risco à saúde pública. 

 

3.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos para tipagem de resistência  

 
Isolados de E. coli das três coleções montadas apresentaram resistência a uma 

variedade de antimicrobianos (Tabela 10). Com relação à coleção de isolados 

comensais, 35,31% dos isolados apresentaram resistência a pelo menos um dos 

antimicrobianos, sendo os da propriedade B aqueles que apresentaram resistência a 

um maior número de antimicrobianos, 12 dos 14 testados. Isolados desta coleção, das 

cinco propriedades amostradas, apresentaram resistência ao antimicrobiano ácido 

nalidíxico, de grande importância para a saúde pública, seguido da ampicilina, também 

importante na medicina humana, e tetraciclina, comumente ministrada em rebanhos 

leiteiros, principalmente para tratamentos de mastites persistentes. O antimicrobiano 

ácido nalidíxico não é de uso veterinário no Brasil, então, interessantemente, 

provavelmente o ser humano está sendo fonte de agentes resistentes à este 

antimicrobiano.  
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Tabela 10. Percentagem de isolados de E. coli resistentes aos antimicrobianos de importância na medicina humana 

obtidos de cinco diferentes propriedades leiteiras produtoras de queijo tipo Minas frescal, na região de 

Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo. 

 
 

Origem da E. coli 

No. de 
isolados 

Percentagem de isolados resistentes por categoriaa, classe antimicrobianab e antimicrobianosc 

Categoria I Categoria II Categoria III 

FLQ PEN/I CPS PEN CPM AMG FOL PHE TET 

NAL CIP AMC TIO CRO AMP FOX GEN KAN STR SXT FIS CHL TET 

 
 

Coleção 
generica 

Prop. A 66 16,67 0 0 0 0 13,64 0 0 0 7,58 6,06 6,06 1,52 16,67 

Prop. B 60 28,33 0 3,33 1,67 1,67 8,33 6,66 0 3,33 6,66 3,33 8,33 1,67 18,33 

Prop. C 57 22,81 0 1,75 0 0 3,51 5,26 3,51 0 5,26 1,75 5,26 0 8,77 

Prop. D 63 28,57 0 0 1,59 0 11,11 1,59 0 0 3,17 6,35 6,35 6,35 7,94 

Prop. E 57 5,26 1,75 0 0 0 14,04 0 0 0 5,26 5,26 8,77 3,51 3,51 

 
Potencialmente 

patogênicos 

Prop. A 18 11,11 0 0 0 0 22,22 0 0 22,22 27,77 11,11 27,77 0 22,22 

Prop. B 18 77,77 0 55,55 0 0 0 5,55 0 5,55 5,55 0 5,55 11,1 77,77 

Prop. C 29 0 0 0 0 0 93,1 0 0 0 93,1 93,1 93,1 0 17,24 

Prop. D 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Prop. E 3 0 0 0 0 0 33,33 0 0 0 33,33 33,33 33,33 0 33,33 

Resistentes à 
Ceftriaxona 

Prop. C 5 0 0 100 100 0 100 100 0 0 0 0 0 0 0 

a Categoria de antimicrobianos importantes para seres humanos: (I) Muito importantes, (II) Importantes, (III) Importância moderada  
b Classes antimicrobianas: (FLQ) fluoroquinolonas; (PEN/I) penicilina+ inibidores de β-Lactamases; (CPS) cefalosporinas (PEN) penicilina; (CPM) 
cefamicina; (AMG) aminoglicosídeos; (FOL) folato; (PHE) fenicóis;  (TET) tetraciclinas. 
cAntimicrobianos: NAL, ácido nalidixico; CIP, ciprofloxacina; AMC, amoxicilina/ ácido clavulânico; TIO, ceftiofur; CRO, ceftriaxone; AMP, 
ampicillina; FOX, cefoxitina; GEN, gentamicina; KAN, kanamycina; STR, streptomycina; SXT, trimethoprim-sulfametoxazole; FIS, sulfisoxazole; 
CHL, cloranfenicol; TET, tetraciclina. 
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Os isolados da coleção de potencialmente patogênicos apresentaram resistência a 

pelo menos um de dez antimicrobianos, sendo 69,8% da população resistente. Esta alta 

resistência, observada principalmente nos isolados potencialmente patogênicos, pode ser 

justificada pela presença de animais com mastite clínica em todas as propriedades 

visitadas, e, portanto provavelmente pelo uso indiscriminado e/ou inadequado de 

antimicrobiano. Notou-se que, na propriedade C, que possuía todos os cinco animais com 

mastite clínica, 93% dos isolados foram resistentes a ampicilina, estreptomicina, 

sulfisoxazole, trimetroprim/sulfametoxazole, enquanto que na B, 77% dos isolados 

apresentaram resistência ao ácido nalidíxico e à tetraciclina. Esses dados indicam uma alta 

prevalência de isolados resistentes a antimicrobianos de importância na terapia humana. E, 

interessantemente, a alta resistência ao ácido nalidíxico pode estar vindo através do uso 

abusivo do ser humano, uma vez que este antimicrobiano é usado apenas na terapia 

humana, não sendo usado na terapia animal, podendo, então, estar havendo uma 

transferência de resistência de humano-animal-alimento ou humano-alimento. Ademais, a 

presença de genes de virulência em E. coli está associada à resistência a antimicrobianos 

(BONYADIAN; MOSHTAGHI; TAHERI, 2014; BADRI et al., 2009). Tal afirmação corrobora 

o fato de a população de potencialmente patogênicos apresentar maior percentagem de 

isolados resistentes a antimicrobianos.  

Um estudo de 120 isolados de E. coli potencialmente patogênicas oriundos de 200 

amostras de leite cru e 50 de queijos elaborados a partir de leite cru no Irã mostrou que 

100% dos isolados apresentaram resistência à oxitetraciclina, 86% à cefalexina, 56% ao 

ácido nalidíxico, 42% ao nitrofurantoin, 30% à gentamicina e 28% ao trimethoprim-

sulfametoxazole (BONYADIAN; MOSHTAGHI; TAHERI, 2014). Os autores afirmaram que 

E. coli patogênicas e resistentes, encontradas em leite cru e queijo elaborados a partir de 

leite não pasteurizado, representam um risco a transferência dos fatores de resistência à 

microbiota do intestino dos consumidores.  

Notadamente, os isolados do presente estudo também apresentaram resistência aos 

antimicrobianos supracitados. Outro estudo que avaliou amostras de 50 queijos produzidos 

a partir de leite não pasteurizado no Meio Oeste do Brasil detectou a presença de ETEC 

resistentes, principalmente aos antimicrobianos cefalotina, com 60% de resistência, ácido 
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nalidíxico com 40%, doxiciclina com 33%, tetraciclina com 31% e ampicilina com 29% 

(PANETO et al., 2007). Tais dados corroboram aqueles encontrados na população de 

isolados da coleção de potencialmente patogênicos do presente estudo.  

Ademais, um estudo na Turquia com 146 isolados de E. coli provenientes de urina 

humana detectou resistência a cefalozin, ampicilina, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, 

norfloxacina, tetraciclina, trimetroprim/sulfametoxazole, amoxicilina, ceftriaxona (ER et al., 

2015). Assim, isolados oriundos de urina de humanos apresentaram o mesmo perfil de 

resistência dos isolados de E. coli do presente estudo, tanto das coleções de isolados 

comensais quanto de potencialmente patogênicos. Tais cepas presentes em diferentes 

pontos de produção do queijo elaborado a partir do leite cru representam um potencial risco 

à saúde pública. 

Já os isolados da coleção de resistentes à ceftriaxona (ESBL) apresentaram 100% 

de resistência a amoxicilina, ampicilina, ceftiofur e cefotixin. Um estudo, na Alemanha, que 

comparou isolados de E. coli oriundos de fazendas leiteiras e de fazendas de gado de corte 

mostrou que o número de isolados ESBL foi maior nas fazendas leiteiras e que estes foram 

resistentes a ampicilina, cefazolin, cefuroxime, cefalexina, cefotaxime e 

trimetroprim/sulfametoxazole (SCHMID et al., 2013). Os isolados ESBL do presente estudo 

apresentaram resistência a antimicrobianos da mesma classe que os do estudo 

supracitado, corroborando assim com relatos da literatura. Tais classes de antimicrobianos 

são comumente utilizadas na medicina humana e, portanto, cepas resistentes a tais 

antimicrobianos presentes na produção do queijo elaborado a partir de leite cru 

representam um risco à saúde pública.  

 

3.4. Análise epidemiológica dos isolados de E. coli por gel de eletroforese em campo 

pulsado (PFGE) 

 

 A análise de PFGE de 172 isolados, das três coleções de E. coli, foi realizada a fim 

de demonstrar a similaridade genética entre os isolados dos diferentes pontos  obtenção do 

leite e da produção dos queijos  (Figura 8). O dendrograma agrupou os isolados em 41 

clusters, e alguns foram formados de acordo com a procedência dos isolados, mesma 



 

 
72 

propriedade e/ou mesma amostra, e também de acordo com a similaridade de grupos 

filogenéticos e presença de mesmos genes de virulência. No entanto, também foi 

observada similaridade genética entre isolados de diferentes propriedades e amostras 

(Figuras 9-11). 

 

 

Figura 8. Gel de eletroforese de campo pulsado. Nos poços 1, 5, 10 e 15 observa-se o 

padrão de DNA de Salmonella sorovar Braenderup H9812 digerido com 

enzima XbaI, com seu respectivo peso molecular. Nos demais poços observa-

se isolados de E. coli do presente estudo, também digeridos com enzima XbaI. 
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Figura 9. Parte inicial do dendrograma mostrando a relação genética entre os isolados 

de E. coli pela restrição com XbaI, oriundos de cinco diferentes propriedades 

leiteiras produtoras de queijo a partir de leite cru, da região de Jaboticabal, 

nordeste do Estado de São Paulo, no período de janeiro a março de 2014. 
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Figura 10. Continuação do dendrograma da Figura 9, mostrando a relação genética entre 

os isolados de E. coli pela restrição com XbaI, oriundos de cinco diferentes 

propriedades leiteiras produtoras de queijo a partir de leite cru, da região de 

Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, no período de janeiro a março 

de 2014. 
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Figura 11. Continuação do dendrograma da Figura 10, mostrando a relação genética entre 

os isolados de E. coli pela restrição com XbaI, oriundos de cinco diferentes 

propriedades leiteiras produtoras de queijo a partir de leite cru, da região de 

Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, no período de janeiro a março 

de 2014. 
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No dendrograma, observou-se que os isolados da propriedade B, que possuem o 

gene kps e são pertencentes ao grupo filogenético B2, oriundos das amostras de teteiras e 

da água da sala de elaboração de queijos apresentaram alta similaridade genética. O 

mesmo ocorreu com isolados da propriedade C, pertencentes ao grupo filogenético B1 

oriundos de amostras de balde, peneira, superfície de elaboração do queijo, soro do queijo, 

fôrmas e queijo. Todos os isolados que apresentaram similaridade genética entre si da 

propriedade C e grupo B1 apresentaram a presença do gene iucD, com exceção do isolado 

proveniente do queijo; no entanto, todos eles compõem um mesmo cluster.  

Também, observou-se que isolados da propriedade E, do grupo filogenético A, de 

amostras de balde e peneira mostraram alta similaridade genética entre si, assim como 

isolados de amostras de fezes bovinas e água da sala de elaboração de queijos. Tais 

resultados constituem mais um indicativo da contaminação cruzada de E. coli, incluindo as 

potencialmente patogênicas, entre os diferentes pontos da produção de queijo e leite nas 

propriedades amostradas. Além disso, isso comprova a necessidade em todas as 

propriedades de boas práticas de fabricação, de adotar um conjunto de medidas a fim de 

garantir a qualidade sanitária e a conformidade dos produtos alimentícios. 

Um estudo sobre a importância de STEC na produção leiteira mostrou diferentes 

rotas de contaminação do leite e derivados, dentre elas contaminação cruzada entre 

diferentes espécies animais, fezes bovinas, efluentes, alimentação animal, água e 

contaminação do leite (FARROKH et al., 2013). Além disso, outra pesquisa afirma que, 

além dessas fontes de contaminações citadas, acresce-se o próprio ambiente, além do 

manuseio e processamento do alimento por pessoas não treinadas (KOUSTA et al., 2010). 

De fato, alimentos obtidos por processos caseiros têm grande possibilidade de serem 

contaminados pelo uso de matérias primas de fontes não seguras, utensílios mal 

higienizados ou contaminados (DUARTE et al., 2005; LEITE et al., 2005). 

Estudos de diversidade genética por PFGE mostrando a similaridade genética entre 

isolados de E. coli oriundos de diferentes amostras, tais como leite cru e queijos dos tipos 

“Karish” e “Ras”, também foram realizados (OMBARAK et al., 2016). Adionalmente, assim 

como observado no presente estudo, a alta variabilidade genética entre isolados de E. coli 

oriundos de água, fezes bovinas, leite e peneira de leite de uma fazenda leiteira também foi 
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relatada (SON; KESSEL; KARNS, 2009).  

A técnica de PFGE também foi utilizada para verificar a similaridade genética entre 

isolados de E. coli de infecções do trato urinário (ITU) de mulheres, carnes e restaurantes 

com comidas prontas para comer e mostrou que os isolados de carne de frango e outros 

alimentos estão relacionados com aqueles isolados de ITU (VINCENT et al., 2010). Da 

mesma forma, isolados de E. coli potencialmente patogênicos encontrados no leite e no 

queijo podem estar diretamente relacionados com infecções humanas.  

 

3.5. Identificação de genes de resistência por PCR 

 

 A maioria dos isolados resistente aos antimicrobianos in vitro, apresentou 

amplificação de genes associados a tal resistência. Dentre os genes do grupo de β-

lactâmicos, blaTEM foi o mais comumente encontrado. O gene aadA1 estava presente nos 

isolados de todas as propriedades, mas em sua maioria nos isolados da coleção de 

isolados comensais das propriedades A, C e D. Somente os isolados ExPEC ou 

potencialmente ExPEC possuíam o gene blaTEM,  mas não o gene aadA1 (Tabela 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
78 

Tabela 11. Números de isolados de E. coli (percentagens) com genes de resistência do grupo de 

β-lactâmicos e estreptomicina (STR) de cinco diferentes propriedades leiteiras 

produtoras de queijo tipo Minas frescal, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado 

de São Paulo, durante os períodos de janeiro a março de 2014. 

Coleção 

N° de 
isolados β-
lactamases 
resistantes  

N° (%)  de isolados β-lactamase resistentes 
possuindo genes β-lactamase  

N° de 
isolados  

STR-
resistantes  

N° (%) de isolados 
STR-resistantes 

possuindo o 
gene aadA1 

blaCMY blaTEM blaSHV 
blaSHV : 

blaCMY 
Nenhum aadA Nenhum 

Coleção de 
isolados 

comensais 

Prop. A 4 0 1 (25) 2 (50) 0 1 (25) 4 3 (75) 1 (25) 

Prop. B 7 0 3 (42,9) 0 0 4 (57,1) 4 1 (25) 3 (75) 

Prop. C 3 0 1 (33,3) 0 0 2 (66,7) 2 1 (50) 1 (50) 

Prop. D 4 0 0 1 (25) 0 3 (75) 1 1 (100) 0 

Prop. E 6 0 5 (83,3) 0 1 (16,7) 0 3 1 (33,3) 2 (66,7) 

Potencialmente 
patogênicos 

ExPEC 2 0 2 (100) 0 0 0 2 0 2 (100) 

STEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

EPEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Potencialmente 
ExPEC 

17 0 11 (64,7) 0 0 6 (35,3) 13 0 13 (100) 

Resistentes à 
ceftriaxona 

Prop. C 1 
1 

(100) 
0 0 0 0 0 0 0 

 

 Um estudo na Índia mostrou que os oito isolados de E. coli de amostras de leite 

colhidas de animais com mastite apresentavam o gene blaTEM (GHATAK et al., 2013). Na 

Irlanda, um estudo com 100 isolados de E. coli de amostras de fezes de bezerros, filtros de 

leite, galochas, amostras de água, suabe de balde de alimentação, provenientes de 21 

fazendas, demonstrou que o gene aadA1 estava presente em 19% dos isolados 

(KARCZMARCZYK et al., 2011). Além disso, em 96 isolados de E. coli de alimentos foram 

identificados 2,08% de positividade para o gene aadA1 e 7,29% para o gene blaTEM (RYU 

et al., 2012).  

Tais trabalhos corroboram o presente estudo e são indicativos de que esses genes 

estão circulando entre isolados provenientes de animais, propriedades rurais e alimentos e 

que, provavelmente, está ocorrendo transferência horizontal desses genes entre isolados 

de E. coli. Assim, a simples presença de isolados de E. coli possuindo esses genes na 

obtenção do leite e na produção do queijo é um potencial risco à saúde do consumindor. 
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Com relação aos isolados resistentes à ceftriaxona (ESBL), 100% possuíam o gene 

blaCMY. Um estudo, na Alemanha, comparando isolados de E. coli de fazendas leiteiras e 

fazendas de gado de corte mostrou também a presença deste gene em isolados ESBL, 

entretanto em baixa percentagem, 2,55% (5 de 196 isolados), e foi o primeiro relato de 

ESBL nesse País (SCHMID et al., 2013). Isso vem ocorrendo, possivelmente, devido ao 

uso de terceira e quarta geração de cefalosporinas nos animais de produção (AGERSØ  et 

al., 2012). 

Com relação aos genes que codificam resistência à tetraciclina, tetA foi o gene mais 

encontrado, seguido de tetB e tetC. Os dois últimos não foram encontrados em isolados 

potencialmente patogênicos (Tabela 12). Um estudo que investigou a prevalência de genes 

de virulência e resistência antimicrobiana em isolados de E. coli de gado de leite (147) e 

gado de corte (118) na Polônia mostrou que o gene tetA estava em 25% dos isolados, e 

tanto o gene tetB quanto a tetC encontravam-se em 2,9% dos isolados, apenas oriundos de 

gado de leite (BOK et al., 2015). Tais resultados podem estar associados à administração 

constante de antimicrobianos ao gado de leite para tratamento de mastites, o que resulta 

em seleção de bactérias resistentes (MAZUREK et al., 2013). No presente estudo 

observou-se maior prevalência dos genes tetA com relação aos resultados supracitados.  

Um outro estudo com isolados de ExPEC provenientes de animais e humanos 

demonstrou alta prevalência de tais genes de resistência. Cinquenta e três por cento dos 

isolados de animais apresentaram o gene tetA e 44% o gene tetB, enquanto os isolados de 

humanos mostraram uma prevalência de 44% e 53%, respectivamente (MAYNARD et al., 

2004).  
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Tabela 12. Números de isolados de E. coli (percentagens) com genes de resistência do grupo de tetracilcinas 

(TET), ácido nalidíxico (NAL) e ciprofloxacina (CIP), trimetropim-sulfametoxazole (SXT) e 

sulfisoxazole (FIS) de isolados de E. coli de 5 diferentes propriedades leiteiras produtoras de queijo 

tipo Minas frescal, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo, no período de janeiro 

a março de 2014. 

 

Coleção 

N° de 

isolados      
resistentes 

à TET  

N° (%) de isolados resistentes à TET 

possuindo genes tet 

N° de 

isolados   
NAL e CIP 
resistantes  

N° (%) de isolados 
resistentes à NAL e 
CIP-possuindo gene 

qnr 

N° 
de isolados 
SXT e FIS 
resistantes 

N° (%)  de isolados SXT e FIS-
resistant resistentes possuindo o 

gene dhfr 

tetA tetB tetC None qnrB None dhfr I dhfr V None 

Coleção de 
isolados 

comensais 

Prop. A 8 4 (50) 
1 

(12,5) 
1 

(12,5) 
2 (25) 7 7 (100) 0 3 2 (66,7) 1 (33,3) 0 

Prop. B 7 
5  

(71,4) 
2 

(28,6) 
0 0 8 6 (75) 2 (25) 5 1 (20) 0 4 (80) 

Prop. C 3 0 
2 

(66,7) 
1 

(33,3) 
0 11 10 (90,9) 

1 
(9,1) 

2 0 1 (50) 1 (50) 

Prop. D 3 3 (100) 0 0 0 10 8 (80) 2 (20) 2 0 0 2 (100) 

Prop. E 4 2 (50) 2 (50) 0 0 3 0 
3 

(100) 
5 0 1 (20) 4 (80) 

Potencialmente 
patogênicos 

ExPEC 3 2 (66,7) 0 0 1 (33,3) 0 0 0 1 0 0 1 (100) 

STEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

EPEC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Potencialmente 
ExPEC 

13 3 (23,1) 0 0 
10 

(76,9) 
10 10 (100) 0 13 0 10 (76,9) 3 (23,1) 

Resistentes à 
ceftriaxona 

Prop. C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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O gene qnrB, que traduz resistência ao ácido nalidíxico e à ciprofloxacina, foi 

mais encontrado entre os isolados das três coleções, sendo identificado em 100% dos 

isolados potencialmente ExPEC. Na coleção de isolados comensais, tal gene só não foi 

encontrado na propriedade E. O gene qnrB foi descrito em um estudo com crianças 

saudáveis no Peru e na Bolívia, e sua prevalência em isolados de E. coli foi alta, de 

72% (PALLECCHI et al., 2009). Os autores sugeriram que a microbiota comensal 

poderia ser um importante reservatório desses genes e que a seleção de genes qnrB 

poderia estar relacionada à ligação com outros genes de resistência localizados nos 

mesmos plasmídeos.  

Novamente, tal fato sugere a ocorrência de transferência de genes de resistência 

entre cepas de E. coli, assim como demonstrado em um estudo com isolados dessa 

espécie bacteriana oriundos de vacas leiteiras e dos habitantes da fazenda. O 

plasmídeo carreou determinados genes resistentes a diversos antimicrobianos, 

incluindo tetraciclina, estreptomicina e sulfonamida (OPPEGAARD et al., 2001). 

Com relação aos genes dhfr, que conferem resistência a trimetropim-

sulfametoxazole e sulfisoxazole, foram encontrados dhfr I e dhfr V, principalmente, nas 

propriedades A e C. Não há muitos estudos descrevendo a prevalência desses genes 

em ambientes hospitalares nem em propriedades rurais. Entretando, uma pesquisa na 

República Tcheca com gado e pardais descreveu a presença do gene dhfr I em 8 de 57 

(14,04%) bezerros (DOLEJSKÁ et al., 2008), percentagem baixa, comparada com a do 

presente estudo. 

 

3.6. Sorologia para detecção do antígeno somático (O) 

 

Dentre os 18 isolados de E. coli da coleção de potecialmente patogênicos 

analisados, foram encontrados 12 sorogrupos diferentes, sendo o sorogrupo O18 o 

mais prevalente, com 27,8% de positividade (5 de 18 isolados), encontrado nas 

propriedades A, B, C e E (Tabela 13). No entanto, observou-se que o sorogrupo O18 

encontrava-se presente apenas em isolados EXPEC ou potencialmente ExPEC, de 

diferentes grupos filogenéticos. Tal sorogrupo foi encontrado em isolados provenientes 
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de balde, peneira, água da sala de elaboração de queijo, superfície interna da teteira e 

queijo. Além disso, o sorogrupo O138, encontrado em amostras de leite da propriedade 

A, e o sorogrupo O126, de amostras de fezes bovinas da propriedade D, encontrados 

na produção do queijo elaborado a partir de leite cru, são importantes causadores de 

infecções em humanos. 

 

Tabela 13. Relação de antígenos somáticos (O) encontrados, gene de virulência e grupo 

filogenético de 18 isolados de E. coli de cinco diferentes propriedades leiteiras 

produtoras de queijo tipo Minas frescal, na região de Jaboticabal, nordeste do Estado 

de São Paulo, no período de janeiro a março de 2014. 

Antígeno 

somático O 

uicD stx2 iucD:Papc tsh kps uicD:kps eae:bfp 

B1 B1 B1 B1 A B2 D F U B1 

O54 1 - - - - - - - - - 

O138 - 1 - - - - - - - - 

O8 - - 1 - - - - - - - 

O18 - - - 1 1 1 1 - 1 - 

O69 1 - - - 1 - - - - - 

O71 - - - - - - - 1 - - 

O117 1 - - - - - - - - - 

O46 - - - - - - 1 - - - 

O7 - - - - - - 1 - - - 

O126 - - - - - 1 - - - - 

O88 - - - - - - - - - 1 

O2 - - - - 1 - - - - - 

O83 - - - - - - - 1 - - 

 

 Um estudo em Minneapolis, Estados Unidos, com diversos alimentos, encontrou 

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

infecções humanas (JOHNSON et al., 2005). Outra pesquisa com isolados de E. coli 

associados à meningite neonatal mostrou que 13,2% desses pertenciam ao sorogrupo 

O18 (WIJETUNGE et al., 2015). Além de estar associado à meningite, o sorogrupo O18 

pode ocasionar infecções urinárias humanas, representando 6% dos isolados clínicos 

(GIBREEL et al., 2012). Tais estudos demonstram a importância desse sorogrupo na 
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causa de importantes infecções humanas, sendo, portanto, um risco em potencial à 

saúde pública, não só por estar na cadeia produtiva de queijos elaborados a partir de 

leite cru, mas por estar em isolados do próprio queijo.  

 Ademais, um caso de síndrome hemolítica urêmica associado à E. coli produtora 

de shigatoxina do sorogrupo O138 foi reportado (NGUYEN et al., 2007). Tal sorogrupo 

também foi encontrado no presente estudo em amostras de leite, o que ressalta o alto 

risco de contaminação do produto final, o queijo, uma vez que este é elaborado a partir 

de leite cru. Já o sorogrupo O126, também encontrado no presente trabalho, é 

comumente encontrado em infecções urinárias, como descrito em um trabalho realizado 

no Egito (OSMAN et al., 2012). 

 

3.7. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

 

Com base na análise MLST, os isolados foram classificados em ST (Tabela 14). 

Em geral, não houve relação do ST com a procedência dos isolados; por exemplo, os 

isolados 2B-7 e 4D3-6, com ST38, pertencem a diferentes propriedades e são oriundos 

de diferentes amostras.  

Destaca-se a presença do ST131 no presente estudo. Linhagens de ExPEC 

ST131 foram encontradas em carne de frango e associadas a um caso de ITU humana 

(VINCENT et al., 2010). Além disso, tal ST foi associada a infecção urinária infantil 

(CHENG et al., 2015) e infecções generezalidas na Coréia (CHO et al., 2015). Outra 

pesquisa recente mostrou infectividade, transmissibilidade e patogenicidade dessa 

linhagem e a classificou como potencialmente endêmica no mundo, apesar de ainda 

serem necessários mais estudos para que isso possa ser confirmado (DAUTZENBERG 

et al., 2016). Também, dados de um trabalho no qual foram analisados os perfis 

genotípico e fenotípoco de isolados de E. coli ST131 sugerem que fatores, tais como 

mecanismos de evolução e resistência a antimicrobianos, provavelmente estão 

envolvidos na disseminação mundial dessa linhagem (HUSSAIN et al., 2014; NICOLAS-

CHANOINE; BERTRAND;  MADEC, 2014). 
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Tabela 14. Classificação da ST dos 18 isolados de E. coli oriundos de cinco diferentes propriedades leiteiras 

produtoras de queijo tipo Minas frescal, da região de Jaboticabal, e sua procedência, presença de genes 

de virulência, resistência a antimicrobianos, grupo filogenético, genes de resistência e sorogrupo.  

Isolado ST Amostra Propriedade Grupo 
Gene de 

virulência 
Resistência a 

antimicrobianos 
Grupo 

filogenético 
Gene de resistência Sorogrupo 

10D-6 Novo ST Queijo D EPEC eae, bfp - B1 - O88 

11C-6 ST131 Queijo C ExPEC iucD, kps TET U - O18 

12C-10 ST58 Balde C 
 

iucD AMP, STR, SXT, FIS B1 blaTEM, dhfr V O117 

14A-12 Novo ST Balde A 
 

tsh - B1 - O18 

16E- 6 Novo ST Peneira E 
 

kps AMP, STR, SXT, FIS, TET A blaTEM, tetA O18 

18C-5 ST5963 Fôrmas de queijo C 
 

iucD AMP, STR, SXT, FIS B1 blaTEM, dhfr V O69 

2B-7 ST38 
Água da sala de 

elaboração do queijo 
B 

 
kps AMC, NAL, CHL, TET D qnrB O18 

3A-3 Novo ST Leite A 
 

iucD AMP, STR, SXT, FIS, TET B1 blatem, tetA, dhfrV O54 

3A-6 Novo ST Leite A STEC stx2 - B1 - O138 

3A-7 Novo ST Leite A ExPEC iucD, PapC AMP, KAN, STR, FIS, TET B1 blaTEM, tetA O8 

3D-6 ST 349 Leite D 
 

kps - D - O46 

3E -6 Novo ST Leite E 
 

kps - A - O2 

4B2 - 6 Novo ST Fezes bovinas B 
 

kps TET A tetA O69 

4D3-6 ST38 Fezes bovinas D 
 

kps - D - O7 

4D3-7 Novo ST Fezes bovinas D 
 

kps - A - O126 

4E5-3 Novo ST Fezes bovinas E 
 

kps - F - O83 

6B-6 ST 5164 
Superfície 

interna da teteira 
B 

 
kps FOX, KAN, NAL, STR, FIS F qnrB O71 

6B-8 ST 676 
Superfície 

interna da teteira 
B 

 
kps AMC, NAL, TET B2 - O18 
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Pela análise do filograma obtido por análise bayesiana das sequências dos sete 

genes (Figura 12), observou-se que isolados da mesma propriedade e da mesma 

amostra, como 3A-3 e 3A-6, todos de leite, da propriedade A, apresentaram alta 

similaridade genética entre si. Da mesma forma, isolados provenientes de propriedades 

diferentes também apresentaram similaridade genética como os isolados 16E-6 (de 

peneira da propriedade E) e 4B2-6 (de fezes bovinas da propriedade B), e os isolados 

2B-7 (de água da propriedade B) e 4D3-6 (de fezes bovinas da propriedade D). O 

agrupamento dos isolados no filograma não foi associado a sua classificação em ST, 

uma vez que muitos isolados não tiveram seu ST conhecido. No entanto, isolados com 

diferentes STs, porém oriundos da mesma propriedade, apresentaram alta similaridade 

genética entre si, como o 12C-10, de balde, e a 18C-5, de fôrmas de queijo, ao passo 

que isolados de mesma ST e diferentes procedências, como o 2B-7 e o 4D3-6, também 

agruparam-se no mesmo clado. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Filograma obtido por análise bayesiana das sequências dos genes adk, 

fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA de isolados de E. coli. 

 

// 

// 
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4. CONCLUSÕES 

 

Conclui-se que isolou-se E. coli de diferentes pontos da obtenção do leite e da 

elaboração de queijos tipo Minas frescal, detectou-se EPEC, STEC, ExPEC, encontrou-

se importantes grupos filogenéticos como B2, D e F, isolados com alta resistência 

antimicrobiana e com genes de resistência. Ademais, detectou-se importantes 

sorogrupos e importantes ST’s. Demonstrou-se a  relação genética e epidemiológica 

entre os isolados, mostrando que os mesmos estão circulando entre os diferentes 

pontos de coleta. Conclui-se também que a contaminação de E. coli potencialmente 

patogênicas e com resistência a antimicrobianos no leite e no queijo tipo Minas frescal 

elaborado a partir de leite cru vem de diferentes fontes de contaminação, o que oferece 

um potencial risco à saúde pública. 
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CAPÍTULO 3 – Gram-positivos de importância em saúde pública em diferentes 

pontos da obtenção de leite e produção de queijos tipo Minas 

frescal elaborados a partir de leite cru refrigerado 

 

RESUMO – No Brasil há tradição de consumo de queijo tipo Minas frescal. No 
entanto, tal alimento tem grande possibilidade de ser contaminado devido ao uso de 
matérias-primas de fontes não seguras, utensílios mal higienizados. Além disso, a falta 
de informação e de treinamento das pessoas que manipulam tais alimentos pode 
acarretar em contaminação por diversos microrganismos, comprometendo a qualidade 
e a segurança da saúde do consumidor. Falha em qualquer fase do processo poderá 
resultar em contaminação do alimento, que, mesmo apresentando aparência, gosto, 
consistência e aroma normais, pode veicular diversos microrganismos patogênicos 
como Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Desta forma, este estudo 
objetivou isolar Listeria spp. e identificar as espécies L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii 
e L. monocytogenes, além de detectar genes de virulência destes e isolar 
Staphylococcus aureus na obtenção do leite e na elaboração de queijos tipo Minas 
frescal e detectar a presença de genes codificadores de enterotoxinas. Para tanto, 
foram realizadas coletas em cinco pequenas propriedades rurais produtoras deste tipo 
de queijo na região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo. Foram coletadas 
amostras de suabes de fezes bovinas, amostras de mãos de ordenhador, balde de 
ordenha, leite, água, superfície de elaboração de queijos, mãos de manipulador do 
queijo, peneiras, bandejas, fôrmas e escumadeiras. O gênero Listeria spp. teve uma 
alta prevalência nas amostras, como por exemplo na propriedade E, que detectou o 
gênero Listeria spp. em 100% das amostras, incluindo água, leite e queijo. Entretanto, 
nenhuma das espécies pesquisadas foi identificada. S. aureus foi encontrado em 
diferentes pontos da obtenção do leite e da produção dos queijos, principalmente em 
amostras de queijo, em todas propriedades. Ademais, diferentes genes codificadores 
de enterotoxinas foram detectados em tais isolados, como eta, seg, sei e hlg. Assim, 
conclui-se que isolou-se Listeria spp. de diferentes pontos da obtenção do leite e da 
elaboração de queijos tipo Minas frescal, entretanto não se detectou as espécies L. 
innocua, L. seeligeri, L. ivanovii e L. monocytogenes. Isolou-se S. aureus e detectou-se 
importantes genes codificadores de enterotoxinas em diferentes pontos da obtenção do 
leite e da elaboração de queijos tipo Minas frescal. Conclui-se também que a 
elaboração de queijos a partir de leite cru refrigerado realizada sob má condições 
higiênicas e sanitárias podem contaminar o produto final, o queijo, com bactérias Gram-
positivas de importância em saúde pública. 

 
 
Palavras-chaves: Listeria spp., Staphylococcus aureus, genes de enterotoxinas, saúde 

pública 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, a produção de queijos foi introduzida pelos imigrantes portugueses, no 

período colonial, com o queijo tipo “Serra da Estrela”, e posteriormente sofreu 

adaptações devido às condições ambientais de cada região, criando-se o queijo fresco 

(BORELLI et al., 2006; LIMA et al., 2009). Este é um dos principais derivados do leite 

no país e é, em sua maioria, produzido por pequenos produtores, por pessoas não 

treinadas (SALOTTI et al., 2006).  

Os alimentos obtidos por processos caseiros têm grande possibilidade de serem 

contaminados pelo uso de matérias-primas de fontes de má qualidade, utensílios mal 

higienizados ou contaminados (DUARTE et al., 2005; LEITE et al., 2005). Além disso, a 

falta de informação e de treinamento das pessoas que fabricam e manuseiam tais 

alimentos pode acarretar em contaminação por diversos microrganismos, 

comprometendo a qualidade e a segurança da saúde do consumidor. Por este motivo, 

as práticas higiênicas devem ser observadas com rigor, para prevenir uma possível 

contaminação do produto. Ademais, o queijo não maturado é um produto perecível e 

deve ser consumido rapidamente, após curta estocagem e em ambiente refrigerado 

(LOGUERCIO; ALEIXO, 2001; FEITOSA et al., 2003; SALOTTI et al., 2006; ROCHA; 

BURITI; SAAD, 2006), caso contrário pode não ser seguro para o consumidor. 

Assim, tratando-se de segurança e qualidade de queijos, é importante que o 

controle de qualidade comece desde a obtenção do leite e envolva todas as etapas de 

produção, até o produto final. Falha em qualquer fase do processo poderá resultar em 

contaminação do alimento, que, mesmo apresentando aparência, gosto, consistência e 

aroma normais, pode veicular diversos microrganismos patogênicos. Dependendo do 

microrganismo, os primeiros sintomas são evidenciados nas primeiras 36h após o 

consumo do alimento contaminado (OKURA, 2005). Em países industrializados, o leite 

e os produtos lácteos estão envolvidos em 2 a 6% de surtos de doenças transmitidas 

por alimentos (DTAs) relacionados à ingestão de alimentos (CLAEYS et al., 2013). 

São importantes causas de DTAs os contaminantes de origem exógena, 

incluídos os microrganismos como Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. 
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Portanto, a grande preocupação é impedir que esses microrganismos estejam 

associados à matéria-prima e se multipliquem no alimento (GERMANO; GERMANO, 

2008). Assim, objetivo deste trabalho foi de isolar Listeria spp. e identificar as espécies 

L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii e L. monocytogenes, além de detectar genes de 

virulência destes e isolar Staphylococcus aureus na obtenção do leite e na elaboração 

de queijos tipo Minas frescal e detectar a presença de genes codificadores de 

enterotoxinas. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1.  Coleta das amostras 

 

A coleta de amostras está descrita no item 2.1 do capítulo 2. 

 

2.2. Isolamento de Listeria spp. e identificação de espécies e genes de virulência  

 

O protocolo de isolamento foi seguido de acordo com o preconizado pelo “United 

States Departament of Agriculture” (USDA, 1996). A primeira fase foi o enriquecimento 

seletivo primário. Para este, as amostras de água, ao chegar ao laboratório, foram 

filtradas em membrana filtrante esterilizada, com 47 mm de diâmetro e porosidade de 

0,45 μm (VICENTE et al., 2006), que posteriormente foram depositadas em frascos 

contendo 50 mL de caldo de enriquecimento para Listeria spp. (LEB).  

Cada queijo foi cortado em vários pedaços, e amostras representativas foram 

unidas em uma amostra de 25 g a qual foi colocada em um saco estéril contendo 225 

mL de caldo LEB. A mistura foi homogeneizada  em Stomacher® por 2 min e 

transferida para frascos. Alíquotas de 10 mL de soro dos queijos foram transferidas 

para frascos contendo 90 mL de caldo LEB. E, alíquotas de 25 mL de leite foram 

transferidos para frascos contendo 225 mL de caldo LEB. Já os tubos contendo os 

suabes e água peptonada (incluindo aqueles contendo fezes bovinas) foram agitados 

no vórtex no laboratório para uma homogeneização adequada. O período de incubação 
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foi de 30°C por 24h.  

Em seguida foi feito o enriquecimento seletivo secundário. Após a incubação, foi 

transferida uma alíquota de 0,1 mL do enriquecimento seletivo primário para frascos 

contendo 10 mL de caldo Fraser (com suplemento para L. monocytogenes), os quais 

foram incubados a 35°C por 24h. Posteriormente, a partir do caldo de enriquecimento 

secundário, uma alçada da cultura foi semeada em placas de Petri contendo Ágar 

Oxford Modificado (MOX), em forma de estrias de esgotamento. O período de 

incubação ocorreu a 35°C por 24h (USDA, 1996).  

No ágar MOX, as colônias típicas de Listeria spp. são pequenas (em torno de 1 

mm de diâmetro), possuem coloração negra e são rodeadas por um halo preto de 

hidrólise da esculina (Figura 1). De cada amostra, três a cinco colônias típicas de 

Listeria spp. foram semeadas em tubos contendo caldo BHI (USDA, 1996). Estes foram 

incubados a 37°C por 24h para posterior extração do DNA, e outra alíquota foi 

congelada a -80°C em uma solução contendo 20% de glicerol. 
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Figura 1. Placa MOX com colônias putativas de 

Listeria spp., negras, pequenas (1 mm) e 

rodeadas por um halo preto de hidrólise da 

esculina.  

 

A identificação dos isolados como Listeria spp. foi confirmada por PCR, utilizando 

o par de oligonucleotídeos DG75 e DG76 (CHOI; HONG, 2003). Já a espécie L. 

monocytogenes foi identificada utilizando os oligonucleotídeos monoA e Lis1B 

(BUBERT et al., 1999), e para a identificação dos três genes codificadores de fator de 

virulência plcA, iap and hly utilizaram os oligonucleotídeos iniciadores desenvolvidos 

por Rantsiou et al. (2012). Os isolados positivos para Listeria spp. na PCR e negativos 

para L. monocytogenes foram submetidos à PCR para pesquisa das espécies L. 

innocua, L. seeligeri e L. ivanovii, espécies estas já relatadas como agentes causais de 

infeção em seres humanos (Tabela 1). 
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Tabela 1. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores para a identificação de Listeria 

spp., L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri e L. ivanovii, e para para os 

três genes codificadores de fator de virulência de L. monocytogenes plcA, iap 

and hly, tamanho do produto de amplificação, temperatura de pareamento, 

controle positivo e sua respectiva referência. 

 
Oligonucleotíde
os iniciadores 

Sequência 
Tamanho 

(pb) 

Temperatura 
de 

pareamento 
(°C) 

Controle 
positivo 

Referência 

Listeria spp 
DG75 GACCGCAAGGTTGAAACTCA  

421 60 
ATCC1911

4 
Choi; Hong, 

2003 DG76 CAGCCTACAATCCGAACTGA  

L. 
monocytogene

s 

monoA CAAACTGCTAACACAGCTACT  
660 58 

ATCC1911
4 

BUBERT et 
al., 1999 

Lis1B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  

L. ivanovii 
iva1 CTACTCAAGCGCAAGCGGCAC  

1100 58 IAL 1983 
Lis1B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  

L. innocua 
ino2 ACTAGCACTCCAGTTGTTAAAC  

870 58 
ATCC 
33090 Lis1B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  

L. seeligeri  
Sel1 

TACACAAGCGGCTCCTGCTCAA
C 

1100 58 IAL 2370 

Lis1B TTATACGCGACCGAAGCCAAC  

Fatores de 
virulência para 

L. 
monocytogene

s 

plcA_f CTAGAAGCAGGAATACGGTACA  
115 50 

ATCC1911
4 

RANTSIOU et 
al., 2012 

plcA_r ATTGAGTAATCGTTTCTAAT  

iap_f ACAATACTAATACACCATCTAA  
138 50 

iap_r GAGCTTCAGCAATAATAGC  

hly_f TACATTAGTGGAAAGATGG  
150 54 

hly_r ACATTCAAGCTATTATTTACA  

 

 

2.3. Isolamento de Staphylococcus aureus e detecção dos genes de enteroxinas  

 

Alíquotas de 100 mL das amostras de água foram filtradas em membrana 

filtrante esterilizada, com 47 mm de diâmetro e porosidade de 0,45 μm, segundo 

Vicente et al. (2006), imediatamente após a chegada ao laboratório. Posteriormente, as 

membranas foram cortadas com tesoura estéril e depositadas em frascos contendo 50 

mL de caldo BHI.  

Cada queijo foi cortado em vários pedaços, e amostras representativas foram 

unidas em uma amostra de 25 g  a qual foi colocada em um saco estéril contendo 225 
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mL de caldo BHI. A mistura foi homogeneizada  em Stomacher® por 2 min e transferida 

para frascos. Alíquotas de 10 mL de  soro dos queijos foram transferidas para frascos 

contendo 90 mL de caldo BHI. E, alíquotas de 25 mL de  leite foram transferidos para 

frascos contendo 225 mL de caldo BHI. Os queijos foram mantidos em geladeira, à 4°C 

e analisados semanalmente (análises no dia 0, 7, 14, 21 após a colheita dos queijos). 

Assim, dez  queijos, sendo dois de cada propriedade, foram estocados sob  

refrigeração por até 21 dias. 

Já os tubos contendo os suabes e água peptonada (incluindo aqueles contendo 

fezes bovinas) foram agitados no vórtex no laboratório para uma homogeneização 

adequada. Em seguida, 1mL desta solução foi adicionado a frascos contendo 5 mL de 

caldo BHI. O período de incubação de todas as amostras foi realizado a 37°C por 24h 

(APHA, 2001).  

Uma alçada de cada amostra cultivada em caldo BHI foi semeada em placas de 

Petri contendo ágar Baird Parker, em forma de estrias de esgotamento. O período de 

incubação ocorreu a 37°C por 48h. Posteriormente, três colônias características de 

Staphylococcus spp. de cada amostra foram semeadas em tubos contendo ágar 

nutriente inclinado, os quais foram incubados a 35°C por 24h (APHA, 2001). Após 

incubação, esfregaços foram preparados e corados pelo método de Gram, e as culturas 

que se apresentaram na forma de cocos Gram-positivos, formando massas irregulares 

em forma de cachos de uva, foram consideradas sugestivas de Staphylococcus spp.. 

Tais isolados positivos foram submetidos à prova da coagulase livre (MACFADDIN, 

1976).  

Todos os isolados característicos, cocos Gram-positivos, foram submetidos à 

extração de DNA por fervura e à PCR para confirmação do gênero e detecção da 

espécie S. aureus. Os isolados identificados como S. aureus, foram testados quanto à 

presença do gene coa, para coagulase-positivo, e quanto à presença de genes 

codificadores de toxinas (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, tst,   eta, pvl e   hlg) 

(Tabela 2).  
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Tabela 2. Sequência de oligonucleotídeos iniciadores para a identificação do gênero 

Staphylococcus spp., espécie S. aureus, e para os genes codificadores de toxina de S. 

aureus sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej tst,   eta, etb, pvl e   hlg, tamanho do 

produto de amplificação, temperatura de pareamento, controle positivo e sua respectiva 

referência. 

  
Oligonucleotídeos 

iniciadores 
Sequência 

Tamanho 
(pb) 

Temperatura 
de 

pareamen
to (°C) 

Controle 
positivo 

Referência 

Staphylococcus 
spp 

16sRNA 
GTA GGT GGC AAG CGTTAT CC 

228 

55 

ATCC25923 
PEREIRA et 

al., 2009 CGC ACA TCA GCG TCA G  

S. aureus Sa442 
AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG   

102 ATCC25923 
MOROT-

BIZOT et al., 
2004 CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA 

S. aureus TstaG422/765 
GGCCGTGTTGAACGTGGTCAAATCA 

370 ATCC25923 
MOROT-

BIZOT et al., 
2004 TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA 

Gene que 
codifica 

coagulase 
de S. aureus 

coa 

AGAAGGTCTTGAAGGTAGC 

250 55 ATCC6538 
BLICKWEDE 
et al., 2005 GAATCTTGGTCTCGCTTC 

Genes que 
codificam 

proteínas de 
toxinas de S. 

aureus 

sea 
TTGCAGGGAACAGCTTTAGGCAATC  

252 60 ATCC23235 

PANIAGUA-
CONTRERAS 

et al., 2012 

TGGTGTACCACCCGCACATTGA  

seb 
GACATGATGCCTGCACCAGGAGA  

355 60 ATCC14458 
AACAAATCGTTAAAAACGGCGACACAG  

sec 
CCCTACGCCAGATGAGTTGCACA  

602 60 ATCC19095 
CGCCTGGTGCAGGCATCATATC  

sed 
GAAAGTGAGCAAGTTGGATAGATTGCGGCTAG  

830 60 ATCC23235 
CCGCGCTGTATTTTTCCTCCGAGAG  

see 
TGCCCTAACGTTGACAACAAGTCCA 

532 60 ATCC27664 
 TCCGTGTAAATAATGCCTTGCCTGAA  

seg 
TGCTCAACCCGATCCTAAATTAGACGA  

117 60 ATCC25923 
CCTCTTCCTTCAACAGGTGGAGACG  

seh    
CATTCACATCATATGCGAAAGCAGAAG  

358 60 ATCC19095 
GCACCAATCACCCTTTCCTGTGC  
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sei 
TGGAGGGGCCACTTTATCAGGA  

220 60 ATCC19095 
TCCATATTCTTTGCCTTTACCAGTG  

tst 
AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA 

306 60 ATCC25923 
 CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG  

eta 
CGCTGCGGACATTCCTACATGG  

676 60 TC-142 
TACATGCCCGCCACTTGCTTGT  

pvl 
TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT  

894 60 ATCC25923 
TCTGCCATATGGTCCCCAACCA  

hlg 
TTGGCTGGGGAGTTGAAGCACA  

306 60 ATCC19095 
CGCCTGCCCAGTAGAAGCCATT  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Isolamento de Listeria spp. e identificação de espécies e genes de virulência 

 

O presente estudo detectou o gênero Listeria spp. em 63,21% do total de 

amostras das cinco propriedades, sendo que na propriedade A, 36,36% das amostras 

foram positivas, 56,52% da propriedade B, 61,90% da propriedade C, 66,66% da 

propriedade D e 100% da propriedades E (Tabela 3). Esta alta percentagem pode ser 

justificada pelo fato de que com exceção da propriedade B, todas as demais 

propriedades não possuíam o solo pavimentado na sala de ordenha e, Listeria spp. está 

amplamente distribuída na natureza, sendo o solo um habitat importante para a 

persistência desse gênero bacteriano no mundo (LINKE et al., 2014). 

 

Tabela 3. Detecção de Listeria spp. nas cinco propriedades rurais produtoras de 

queijos tipo Minas frescal, da região de Jaboticabal, nordeste do Estado 

de São Paulo, no período de janeiro a março de 2014. 

Propriedade 
N° amostras contaminadas/Total 

de amostras (%) 
Amostras contaminadas (Número de isolados obtidos) 

A 8/22 (33,36%) Leite, Fezes bovinas (5), Queijo (1), Fôrmas 

B 13/23 (56,52%) 
Água (2), Leite, Fezes bovinas (5), Superfície de elaboração 

de queijos, soro, Queijos (2) Fôrmas 

C 13/21 (61,90%) 

Água sala elaboração de queijo, Leite, Fezes bovinas (5) 

Mãos manipulador de queijo, Soro, Queijo (2), Termômetro, 

Colher para cortar o coalho 

D 14/21 (66,66%) 

Água sala elaboração de queijo, Fezes bovinas (5), 

superfície elaboração queijo, Soro, Queijo (2), Peneira (2), 

Balde, Colher para cortar o coalho 

E 19/19 (100%) 

Água sala elaboração de queijo, Leite, Fezes bovinas (5), 

Mãos do ordenhador, Balde (2), Mãos manipulador do 

queijo, Superfície de elaboração do queijo, Soro, Queijo (2), 

Peneira (3), Fôrmas 

Total 67/106 (63,21%) - 
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O presente estudo teve alta prevalência de Listeria spp. nas amostras de quatro 

das cinco propriedades. Em contrapartida, em amostras de leite a granel de 98 

propriedades no nordeste da Espanha foi encontrada prevalência de 16,3% nas 

amostras (VILAR et al., 2007). Um outro estudo relatou que a prevalência de Listeria 

spp. em amostras de leite de vacas com mastite no Irã foi de 10,1%. Esses autores 

sugerem que, tendo em vista o potencial zoonótico de Listeria spp. e o risco de 

contaminação do leite e dos derivados lácteos, existe necessidade de vigilância 

contínua para esse gênero nestes alimentos (JAMALI; RADMEHR, 2013). Uma 

pesquisa, na Etiópia, de leite e derivados lácteos, mostrou que Listeria spp. estava 

presente em 28,4% das amostras, mais especificamente em 60% dos queijos, 40% dos 

leites pasteurizados, 18,9% do leite cru e 5% dos iogurtes (SEYOUM et al., 2015). 

Apesar de a Listeria spp. estar em alta percentagem das amostras, as espécies 

L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri e L. ivanovii, de importância em saúde 

pública, pois são patogênicas para o ser humano, não foram detectadas em nenhuma 

das amostras (Figura 2), em nenhuma das propriedades estudadas. Em contrapartida, 

outros estudo detectaram essas espécies em alimentos. Em um estudo de amostras de 

leite de vacas com mastite no Irã, a prevalência de L. monocytogenes foi de 8,21%, a 

de L. innocua foi de 1,45% e a de L. ivanovii foi de 0,48% (JAMALI; RADMEHR, 2013). 

L. monocytogenes também foi detectada em 6,1% das amostras de leite a granel em 

tanques de 98 propriedades no nordeste da Espanha e L. innocua em 7,1%. Em 

contrapartida, neste mesmo estudo, L. ivanovii e L. seeligeri não foram detectadas 

(VILAR et al., 2007). A pesquisa em leite e derivados na Etiópia mostrou Listeria 

monocytogenes presente em 5,6% das amostras de leite e derivados, como queijos e 

iogurtes (SEYOUM et al., 2015).  
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Figura 2. Eletroforese de produtos de amplificação por PCR para a detecção do gênero 

Listeria spp. e das espécies L. innocua, L. ivanovii e L. seeligeri. PM: 100 pb 

DNA Ladder (Invitrogen®); 1 a 12 ou 1 a 11 ou 1 a 7 são  amostras; CP 

(controle positivo), CN (controle negativo). 
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Esses estudos demonstram que L. ivanovii,  L. seeligeri, L. innocua e L. 

monocytogenes estão presentes em muitos alimentos de origem animal, principalmente 

de leite cru e derivados do leite, porém diferem do atual estudo.  

Além disso, a presença de Listeria spp., principalmente em alta percentagem 

como no presente estudo, representa potencial risco de contaminação dos queijos 

elaborados a partir de leite cru e exige uma vigilância contínua para a presença deste 

gênero. 

 

3.2.  Isolamento de Staphylococcus aureus e detecção dos genes de 

enteroxinas 

 

 Isolaram-se 81 Staphylococcus spp. da propriedade A, 94 da propriedade B, 73 

da propriedade C, 69 da propriedade D e 74 da propriedade E. Em seguida, a 

identificação dos isolados em gênero foi confirmada por PCR e procedeu-se a 

identificação da espécie S. aureus (Figura 3). A percentagem desta espécie foi de 

11,11% (9 isolados) na propriedade A, 7,45% (7 isolados) na propriedade B, 1,37% (1 

isolado) na propriedade C, 20,29% (14 isolados) na propriedade D e 39,19% (29 

isolados) na E. Observou-se que em todas as propriedades, a maior prevalência de S. 

aureus ocorreu em amostras dos queijos e que a propriedade E foi a que apresentou 

maior percentagem de isolados S. aureus (Tabela 4). Tal fato possivelmente está 

associado ao fato da pessoa que produziu os queijos nesta propriedade não utilizar 

luvas e, ainda, não estar com as unhas aparadas e utilizar acessórios nos dedos como 

anéis. Estes acessórios são propícios para a formação de biofilmes e podem veicular 

microrganismos e contaminar alimentos (SCHLEGELOVÁ; KARPÍSKOVÁ, 2007). 
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Figura 3. Eletroforese de produtos de amplificação por PCR para a confirmação do 

gênero Staphylococcus spp., da espécie S. aureus, e para detecção dos 

genes codificadores de toxina de S. aureus sea, seb, sec, sed, see, seg, 

seh, sei, sej tst,   eta, etb, pvl e   hlg. PM: 100 pb DNA Ladder 

(Invitrogen®);  CP (controle positivo), CN (controle negativo). 
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Tabela 4. Detecção de S. aureus e enterotoxinas encontradas nas amostras 

das 5 propriedades rurais produtoras de queijos tipo Minas 

frescal, da região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São 

Paulo, no período de janeiro a março de 2014.  

Propriedade Amostra 
Número de 

isolados 
Enterotoxina(s) encontrada 

A 

Leite 1 hlg 

Mãos manipulador de queijo 1 hlg 

Queijo 2 - 1a semana  2 hlg 

Queijo 1- 3a semana 2 hlg 

Queijo 2 - 4a semana  3 hlg 

B 

Queijo 2 - 1a semana  3 seh, hlg 

Queijo 2 - 2a semana  1 seh, hlg 

Queijo 2 - 2a semana  2 hlg 

Queijo 1- 3a semana 1 hlg 

C Soro 1 seg, sei, hlg 

D 

Leite 2 hlg 

Balde 3 hlg 

Peneira 3 seg, eta, sei, hlg 

Queijo 1 - 2a semana 4 hlg 

Queijo 1 - 3a semana 2 hlg 

E 

Leite 2 hlg 

Fezes bovina 1 hlg 

Balde 1 hlg 

Peneira para coar leite 1 hlg 

Balde após coar leite 2 seg, eta, sei, hlg 

Peneira para coar o coalho 2 hlg 

Queijo 1- 1a semana 1 hlg 

Queijo 1- 1a semana 1 seg, eta, sei, hlg 

Queijo 2- 1a semana 1 seg, eta, sei, hlg 

Queijo 2- 1a semana 3 hlg 

Queijo 1 - 2a semana 2 hlg 

Queijo 2 - 2a semana 1 hlg 

Queijo 1 - 3a semana 2 hlg 

Queijo 2 - 3a semana 2 hlg 

Queijo 2 - 3a semana 1 hlg 

Queijo 1 - 4a semana 1 hlg 

Queijo 2 - 4a semana 5 hlg 
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 O gene codificador da enterotoxina hlg foi encontrado em todos os isolados de S. 

aureus do presente estudo. Esse gene é codificador da gama-hemolisina, a qual possui 

ação pró-inflamatória, sendo capaz de lisar leucócitos e eritrócitos (CUNHA, 

CALSOLARI, 2008). Esse gene também foi o mais comumente encontrado na 

Finlândia, entre isolados de S. aureus coletados de infecções intramamárias e também 

de pele do teto da vaca leiteira, canais dos tetos, lesões de pele, mãos e narinas de 

ordenhadores (HAVERI et al., 2008). Além disso, esse gene também foi detectado em 

96,3% dos isolados de S. aureus em cateteres de hemodiálise, em pacientes 

mexicanos, seguido de 92,7% do gene seg, 85,4% do gene sei e 78,1% do gene seh 

(PANIAGUA-CONTRERAS et al., 2012), genes encontrados em isolados S. aureus de 

queijos elaborados a partir de leite cru do presente estudo, mostrando o potencial risco 

desse alimento em causar infecções ou intoxicações em humanos. 

 Outros estudos também demonstraram genes codificadores de enterotoxinas de 

S. aureus circulando entre diferentes pontos da obtenção do leite e na produção de 

queijos. Uma pesquisa, na Argentina, em amostras de leite de tanque, encontrou 7,4% 

com gene de enterotoxina C, 2,1% com gene de enterotoxina D,  1,1% com gene de 

enterotoxina B e 1,1% com gene de enterotoxinas C, D e E (NEDER; CANAVESIO; 

CALVINHO, 2011). Além disso, um trabalho no Irã analisou amostras de queijo e 

amostras de leite e encontrou o gene sea em 12,96% dos isolados de S. aureus, em 

ambas as amostras. (SAADAT et al., 2014). Esses dados, juntamente com os do 

presente estudo, demonstram que isolados de S. aureus portadores de genes 

codificadores de enterotoxinas estão circulando entre amostras de leite, mãos de 

manipuladores de queijo, soro, balde, peneira e queijo, comprovam, então, o potencial 

risco à saúde pública do consumo do queijo elaborado a partir de leite cru e a 

necessidade de maior fiscalização frente à produção desse alimento. 

 

4. CONCLUSÕES 

 

Isolou-se Listeria spp. de diferentes pontos da obtenção do leite e da elaboração 

de queijos tipo Minas frescal, entretanto não se detectou as espécies L. innocua, L. 
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seeligeri, L. ivanovii e L. monocytogenes. Isolou-se S. aureus e detectou-se importantes 

genes codificadores de enterotoxinas em diferentes pontos da obtenção do leite e da 

elaboração de queijos tipo Minas frescal. Conclui-se também que a elaboração de 

queijos a partir de leite cru refrigerado realizada sob má condições higiênicas e 

sanitárias podem contaminar o produto final, o queijo, com bactérias Gram-positivas de 

importância em saúde pública. 
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CAPÍTULO 4 – Prevalência, caracterização molecular e resistência antimicrobiana 

de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina detectados em 

diferentes pontos da obtenção de leite e produção de queijos tipo 

Minas frescal elaborados a partir de leite cru refrigerado 

 

RESUMO – O  uso indiscriminado da meticilina, recém-sintetizada penicilina 
beta-lactamase precursora do grupo da meticilina e oxacilina, provocou o surgimento de 
Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS). Isolados MRS pode ser 
encontrados em vários tipos de alimentos, incluindo leite e queijo. A busca de MRS  em 
diferentes pontos da obtenção do leite e da produção dos queijos tipo Minas frescal em 
propriedades leiteiras e a análise da sua diversidade genética são importantes para a 
elucidação da sua epidemiologia. Tais análises podem contribuir para a tomada de 
iniciativas no controle desses patógenos e a implantação de medidas visando evitar sua 
disseminação. Desta forma, este estudo objetivou isolar e caracterizar Staphylococcus 
spp. resistentes à meticilina presentes no processo de obtenção do leite e elaboração 
de queijos tipo Minas frescal. Para tanto, foram realizadas coletas em cinco pequenas 
propriedades rurais produtoras deste tipo de queijo no nordeste do Estado de São 
Paulo. Foram coletadas amostras de suabes de fezes bovinas, amostras de mãos de 
ordenhador, balde de ordenha, leite, soro, água, superfície de elaboração de queijos, 
mãos de manipulador do queijo, peneiras, bandejas, fôrmas e escumadeiras. 
Primeiramente, isolou-se colônias putativas de Staphylococcus spp. em placas 
contendo ágar manitol salgado às quais foram submetidas à PCR multiplex para 
confirmação do gênero Staphylococcus spp., da espécie S. aureus e identificação do 
gene mecA. Os isolados MRS foram encontrados em queijos e mãos de manipuladores 
de queijos. Tais isolados foram submetidos a testes de sensibilidade a antimicrobianos, 
inclusive para confirmar a expressão do gene mecA. Estes foram resistentes à 
oxacilina, penicilina e cefepime. Os isolados MRS obtidos foram identificados pelo 
sequenciamento gênico como  S. haemolyticus, S. hominis e S. epidermidis. Segundo a 
diversidade genética entre os isolados, obtida pelo emprego de marcadores 
moleculares RAPD, houve  similaridade genética entre isolados encontrados nas mãos 
dos manipuladores e nos queijos. Assim, conclui-se que os humanos constituem-se em 
fonte de contaminação na obtenção do leite e de seus derivados, como o queijo Minas 
frescal, por Staphylococcus spp. multi-resistentes, que representam um potencial risco 
à saúde pública.  

 
Palavras-chaves: MRS, Sequenciamento, RAPD, saúde pública 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O  uso indiscriminado da meticilina, recém-sintetizada penicilina beta-lactamase 

precursora do grupo da meticilina e oxacilina, provocou o surgimento de 

Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS), os quais representam alto risco à 

saúde pública. A espécie MRS mais citada é o Staphylococcus aureus (MRSA). A 

detecção da MRS em unidades veterinárias de diferentes países (VAN DUIJKEREN et 

al., 2004; WEESE et al., 2004) e a probabilidade de transmissão entre os animais e o 

ser humano (JUHA'SZ-KASZANYITZKY et al., 2007) demonstraram a importância de 

monitorar tais  microrganismos  e o seu nível de resistência antimicrobiana.  

Isolados MRSA são obtidos de vários tipos de alimentos, incluindo carne de 

suínos, leite e queijo (NORMANNO et al., 2007; PEREIRA et al., 2009.; PU et al., 2009). 

A importância da presença de MRS e MRSA em ambientes rurais e alimentos se 

fundamenta na possível infecção de consumidores e pessoas que entram em contato 

com animais, que  acabam se tornando fonte de infecção destes agentes patogênicos. 

Tal importância foi evidenciada no trabalho de Van Rijen et al. (2008), que sugeriu que 

produtores que têm contato com suínos e bezerros têm grande risco de serem 

portadores de MRSA.  

A busca de MRS em diferentes pontos da obtenção do leite e da produção dos 

queijos tipo Minas frescal elaborados em propriedades leiteiras e a análise da sua 

diversidade genética são importantes para a elucidação da sua epidemiologia. Tais 

análises podem contribuir para a tomada de iniciativas no controle desses patógenos e 

a implantação de medidas visando evitar sua disseminação. Assim, o objetivo deste 

trabalho foi isolar Staphylococcus spp. resistentes à meticilina na obtenção do leite e na 

elaboração de queijos tipo Minas frescal e caracterizar os isolados por sensibilidade a 

antimicrobianos, sequenciamento gênico e análise de diversidade genética. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta das amostras 

 

A coleta de amostras está descrita no item 2.1 do capítulo 2. 

 

2.2. Isolamento de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) na 

obtenção do leite e na produção de queijos tipo Minas Frescal 

 

O isolamento de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) foi realizado 

de acordo com Aquino et al., (2012). Para tanto, alíquotas de 100 mL das amostras de 

água foram filtradas em membrana filtrante esterilizada, com 47 mm de diâmetro e 

porosidade de 0,45 μm, segundo Vicente et al. (2006), imediatamente após a chegada 

ao laboratório. Posteriormente, as membranas foram cortadas com tesoura estéril e 

depositadas em frascos contendo 50 mL de caldo BHI suplementado com cloreto de 

sósio (NaCl) 6%. Cada queijo foi cortado em vários pedaços, e amostras 

representativas foram unidas em uma amostra de 25 g a qual foi colocada em um saco 

estéril contendo 225 mL de caldo BHI suplementado com NaCl 6%. A mistura foi 

homogeneizada em Stomacher® por 2 min e transferida para frascos. Alíquotas de 10 

mL de soro dos queijos foram transferidas para frascos contendo 90 mL de caldo BHI 

suplementado com NaCl 6%. E, alíquotas de 25 mL de leite foram transferidos para 

frascos contendo 225 mL de caldo BHI suplementado com NaCl 6%. Já os tubos 

contendo os suabes e água peptonada (incluindo aqueles contendo fezes bovinas) 

foram agitados no vórtex no laboratório para uma homogeneização adequada. Em 

seguida, 1mL desta solução foi adicionado a frascos contendo 5 mL de caldo BHI 

suplementado com NaCl 6%. O período de incubação de todas as amostras foi 

realizado a 37°C por 24h.  

Uma alçada de cada cultura foi semeada em placas de Petri contendo ágar 

manitol salgado com oxacilina (2 μg.ml-1), em forma de estrias de esgotamento. A 

incubação ocorreu a 37°C por 48 h. Este meio de cultura contendo isolados sugestivos 
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de Staphylococcus spp. permanece na cor rósea, ao passo que a colaração amarelada 

do meio é sugestiva de S. aureus (Figura 1). Assim, uma a cinco colônias 

características de Staphylococcus spp. em ágar manitol salgado foram semeadas em 

tubos contendo ágar nutriente inclinado, os quais foram incubados a 35°C por 24h. 

 

 

Figura 1. Placas contendo ágar manitol salgado com colônias putativas de 

Staphylococcus spp. na imagem à esquerda, e putativas da espécie S. 

aureus na placa à direita.  

 

Após incubação, esfregaços foram preparados e corados pelo método de Gram, 

e as culturas que se apresentaram na forma de cocos Gram-positivos, formando 

massas irregulares em forma de cachos de uva foram consideradas sugestivas de 

Staphylococcus spp. (MACFADDIN, 1976).  

Todos os isolados característicos, cocos Gram-positivos, foram submetidos à 

extração de DNA por fervura e à PCR para confirmação do gênero Staphylococcus spp. 

e da espécie S. aureus, segundo metodologia descrita no item 3.3 do capítulo 3. Esta 

reação foi realizada em multiplex com os oligonucleotídeos para identificação do gene 

mecA, responsável pela resistência à meticilina, utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores MEC-F (5’- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C - 3’) e MEC-R (5’ - AGT 

TCT GCA GTA CCG GAT TTG C - 3’), desenvolvidos por Gortel et al. (1999), que 
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amplifica uma banda de 533 pb sob temperatura de pareamento de 55°C. 

 

2.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados MRS 

 

Os isolados MRS foram submetidos ao teste de sensibilidade in vitro a partir da 

técnica de difusão de disco em placas (BAUER et al., 1966). Deste modo, foram 

utilizados multidiscos de antimicrobianos para microrganismos Gram-positivos 

(Laborclin) que consistem em unidades plásticas às quais estão aderidos 12 discos de 

papel com diâmetro de 6 mm, impregnados com princípios ativos para uso em 

antibiograma por difusão em ágar Müller Hinton em placas de 140 mm de diâmetro 

(NCCLS, 2000).  

Para a realização do teste de sensibilidade a antimicrobianos, isolados de 

Staphylococcus spp. foram semeados em placas de Petri contendo ágar TSA, cujo 

cultura ocorreu por 24h a 37°C. Primeiramente, a água utilizada para a diluição da 

cultura teve sua turbidez mensurada em espectrofotômetro. Em seguida, alíquotas da 

cultura foram transferidas com o auxílio de uma alça estéril para 10 mL de água 

ultrapura estéril. Esse material foi agitada em vórtex, e sua turbidez foi mensurada até a 

otenção da escala 0,5 de MacFarland. A seguir, alíquotas da cultura em água foram 

semeadas com o auxílio de suabes estéreis, em placas contendo ágar Mueller-Hinton e, 

após a secagem da superfície do meio, foram colocados os discos contendo os 

antimicrobianos (BAUER et al., 1966). Os antimicrobianos testados foram: cefepime (30 

μg), ciprofloxaxina (5 μg), cloranfenicol (30 μg), clindamicina (2 μg), eritromicina (15 μg), 

gentamicina (10 μg), oxacilina (1 μg), penicilina G (10 un), rifampicina (30 μg), 

sulfazotrim (25 μg), tetraciclina (30 μg) e vancomicina (30 μg).  

As placas foram incubadas invertidas em estufa bacteriológica a 35°C por 24h. 

Para avaliação dos resultados, mediu-se o diâmetro dos halos inibitórios de cada disco 

e consultou-se a tabela de parâmetros fornecida pela empresa fabricante dos 

antimicrobianos (Figura 2).  

 



120 

 

 

Figura 2. Placa de Petri contendo ágar Mueller-Hinton após período 

de incubação, mostrando halos de inibição do isolado 

MRS em questão.  

 

2.4. Sequenciamento dos isolados MRS e RAPD  

 

Para o sequenciamento de genes para identificação das espécies dos isolados 

MRS e análise de diversidade genética por RAPD, realizou-se a extração de DNA pelo 

método do clorofórmio, a fim de obter DNA de qualidade e com integridade. Para tanto, 

a lise celular foi realizada acrescentando-se aos tubos 700 µL do tampão de extração 
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de DNA (160 mM de Tris-HCl pH 8.0, 60 mM de EDTA pH 8.0, 20 mM de NaCl e SDS  

0,5%), os quais, após serem agitados, foram mantidos em ThermoMixer (Eppendorf) a 

65°C por 40 min. Posteriormente, acrescentaram-se 250 µL de acetato de potássio 5M 

à solução, que, após ser homogeneizada, foi mantida no gelo por 30 min. A seguir, 

acrescentaram-se 650 µL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), e a solução foi 

agitada vigorosamente em vórtex. Procedeu-se à centrifugação a 12.000 x g, a 10°C, 

por 10 min. O sobrenadante translúcido foi então transferido para tubos novos, aos 

quais foram acrescentados 1.000 µL de etanol absoluto gelado, cuja solução 

homogeneizada foi mantida a -20°C por 12h. A seguir, procedeu-se à centrifugação dos 

tubos a 12.000 x g, a 10°C, por 15 min visando a obtenção do pellet de DNA, o qual foi 

lavado com 1.000 µL de álcool etílico 70% sob nova centrifugação. Após a lavagem, o 

pellet de DNA foi seco em estufa e ressuspendido em 60 µL de solução TE 10:1 (10 

mM de Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0). A quantidade e a qualidade do DNA 

foram mensuradas em espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). A relação 

da absorbância entre os comprimentos de onda 260 e 280 nm resulta no valor referente 

à qualidade do DNA, desejável entre 1,8 e 2,0 (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).  

As reações de sequenciamento foram realizadas no Laboratório de 

Epidemiologia Molecular, no Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e 

Reprodução Animal, da FCAV/UNESP. A reação de amplificação dos genes rpoB-F (5’-

CAA TTC ATG GAC CAA GC- 3’;), rpob-R (5’-CCG TCC CAA GTC ATG AAA C-3’), 

(EUZEBY, 1997), gap-F (5’- ATG GTT TTG GTA GAA TTG GTC GTT TA-3’), gap-R (5’- 

GAC ATT TCG TTA TCA TAC CAA GCT G- 3’) (YUGUEROS, et al., 2001) e tuf-F (5’- 

TTA TCA CGT AAC GTT GGT G- 3’), tuf-R (5’- CAT TTC WGT ACC TTC TGG- 3’) 

(BERGERON et al., 2011) foi realizada utilizando-se tampão 1x (20 mM Tris-HCl pH 

8,4; 50 mM KCl), 2 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP’s, 0,5 U de Platinum® Taq DNA 

polimerase (Invitrogen), 4 pmol dos oligonucleotídeos iniciadores específicos, 60 ng de 

DNA genômico e água pura estéril para 20 µL. A amplificação ocorreu em um 

termociclador Nexus (Eppendorf) programado para realizar um ciclo a 95°C por 2 min, 

37 ciclos a 94°C por 30s, 50ºC para tuf e 53° para rpoB e gap por 30s e 72°C por 1 

minuto e 40s e, para concluir, um ciclo de 10 min a 72°C. O produto de PCR 
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amplificado foi então submetido à PCR de sequenciamento utilizando-se o kit BigDye® 

Terminator v3.1 (ThermoFisherScientific) segundo instruções do fabricante. 

Os produtos da PCR de sequenciamento foram precipitados em 50 L de álcool 

etílico absoluto e 2,5 µL de EDTA (125 mM, pH 8,0) sob centrifugação a 1.870 x g por 

45 min a 14ºC. Posteriormente, a fase líquida foi descartada, e o precipitado foi lavado 

com 50 L de álcool etílico 70% sob centrifugação a 1.870 x g por 10 min. O 

sobrenadante foi novamente descartado, e a placa foi submetida à secagem a 55°C por 

10 min. Em seguida, o produto da PCR de sequenciamento foi submetido à 

desnaturação em formamida Hi-Di (ThermoFisherScientific) a 95ºC por 5 min. 

A leitura das sequências de nucleotídeos foi realizada em um sequenciador 

ABI3130 (Applied Biosystems), localizado no IPBEN (Instituto de Pesquisa em 

Bioenergia) – FCAV/UNESP. A qualidade de bases dos eletroferogramas e as 

sequências consenso foram obtidas pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed 

(EWING; GREEN, 1998; GREEN, 1996; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). O corte 

das extremidades das sequências consenso foi realizado admitindo-se bases com 

qualidade Phred igual ou superior a 20. As sequências de DNA qualificadas foram 

então comparadas a outras sequências depositadas no banco de dados GenBank 

(NCBI - National Center for Biotechnology Information) pela ferramenta BLAST 

(ALTSCHUL et al., 1997) para a identificação das espécies. 

Para as análises filogenéticas, as sequências de cada um dos três genes e as 

demais sequências do banco de dados foram alinhadas separadamente pelo software 

MUSCLE (EDGAR, 2004). Como grupos externos foram utilizadas sequências de 

Bordetella pertussis e Pseudomonas sp. com números de acesso BX640414.1 e 

LT222319.1, respectivamente. 

Após o alinhamento das sequências, as mesmas foram concatenadas e 

avaliadas quanto ao modelo evolutivo mais apropriado para as análises segundo o 

critério de informação de Akaike (AIC) (POSADA; BUCKLEY, 2004). A árvore 

filogenética foi gerada pelo software MrBayes 3.2.3 (RONQUIST; HUELSENBECK, 

2003) ) utilizando-se o tipo de substituição seis, distribuição G (Rate variation among 

sites) e o algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), programado para executar as 
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análises em quatro cadeias simultaneamente, sendo três quentes e uma fria. Foram 

realizadas quatro corridas independentes com 5.000.000 de gerações, sendo as 

cadeias amostradas a cada 100 gerações. Ao final das análises, cujo desvio padrão 

desejável é igual ou inferior a 0,01, 25% das árvores geradas foram descartadas como 

‘burn-in’. O filograma gerado pelo MrBayes foi editado graficamente pelo software 

TreeGraph 2.3.0 (STÖVER; MÜLLER, 2010). 

Posteriormente, a diversidade genética dos isolados MRS foi analisada 

utilizando-se os marcadores moleculares RAPD. Para tanto, foram testados 100 

oligonucleotídeos (Operon Technologies, California, USA) para a seleção daqueles 

mais informativos e polimórficos. Dentre os oligonucleotídeos iniciadores testados foram 

selecionados 12, sendo: OPA4, OPA13, OPA18, OPG14, OPI7, OPM5, OPM12, 

OPP19, OPQ1, OPQ18, OPR2, OPR12. A reação de amplificação dos fragmentos foi 

composta por tampão 1x (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 mM KCl), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM 

dNTP’s, 1,0 U de Taq DNA polimerase (Fermentas, Thermo Scientific), 5 pmol dos 

oligonucleotídeos iniciadores, 60 ng de DNA genômico e água pura estéril para 20 µL. A 

amplificação ocorreu em um termociclador Nexus (Eppendorf) programado para realizar 

um ciclo a 92°C por 3 min, 35 ciclos a 92°C por 60 s, 36°C por um minuto e 45 s e 72°C 

por 1 minuto e 45 s;  para concluir, um ciclo de 10 min a 72°C. Os produtos de 

amplificação foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% corados com 

brometo de etídio (0,5μg/ml). Como padrão de tamanho molecular foi utilizado o 

marcador 100 pb DNA Ladder Plus (Fermentas, ThermoScientific). A visualização dos 

fragmentos foi realizada em fotodocumentador GelDoc XR (BioRad).  

O padrão de bandeamento obtido foi analisado manualmente, anotando-se o 

número um para presença de banda e zero para ausência. A matriz binária de presença 

e ausência de bandas obtida foi utilizada para gerar a matriz de distância (NEI; LI, 

1979) e o dendrograma pelo método da distância Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 

1987), com bootstrap de 1.000 repetições (FELSENSTEIN, 1985) utilizando o software 

PAUP versão 4.0b10 (Phylogenetic Analysis Using Parcimony) (SWOFFORD, 2002). O 

dendrograma obtido foi editado graficamente com o auxílio do software TreeGraph 2.3.0 

(STÖVER; MÜLLER, 2010). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Isolamento de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina (MRS) nos 

diferentes pontos da obtenção do leite e da produção do queijo tipo Minas 

frescal 

  

Três a cinco colônias típicas de Staphylococcus spp. foram colhidas de cada 

placa contendo ágar manitol salgado. A identificação dos isolados como 

Staphylococcus spp.(16sRNA), S. aureus (Sa442), e a presença do gene mec, 

codificador da resistência à meticilina, foram realizados por PCR multiplex (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Eletroforese dos produtos de amplificação por PCR para a detecção do 

gênero Staphylococcus spp. (região 16sRNA), da espécie S. aureus 

(Sa442), e do gene mec. PM: 100 pb DNA Ladder (Invitrogen®); 1 a 8 são  

amostras; CP (controle positivo), CN (controle negativo)  

 

 Foram obtidos 16 isolados mecA positivos do gênero Staphylococcus spp. 

(MRS), nenhum pertencente à espécie S. aureus. Três desses isolados são 

provenientes de mãos de manipulador do queijo da propriedade B, quatro isolados são 

provenientes de queijos da propriedade B, cinco isolados são de mãos de manipulador 

de queijo da propriedade C e quatro de queijos da propriedade C. A presença de 

isolados MRS nestas propriedades pode ser devido à presença de animais com mastite 

clínica, observada pela presença de grumos no descarte dos primeiros jatos de leite e 
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consequente uso abusivo e/ou inadequado de antimicrobianos, principalmente na 

propriedade C, na qual a mastite clínica foi observada em todos os cinco animais. 

Ademais, destaca-se que na propriedade B usava-se ordenhadeira “balde ao pé” e que 

o equipamento não foi lavado ao final do uso. A transferência de genes de resistência a 

diversos antimicrobianos, incluindo tetraciclina, estreptomicina e sulfonamida, entre 

vacas leiteiras e os habitante de uma fazenda já foi relatado na literatura (OPPEGAARD 

et. al, 2001). 

 

3.2. Teste de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados MRS 

 

A resistência a antimicrobianos é uma característica importante para 

Staphylococcus spp., pois os genes relacionados com tal  resistência são facilmente 

transferidos a outras estirpes da mesma ou de diferentes espécies pela troca de 

elementos genéticos. As estirpes que transportam os genes de resistência a 

antimicrobianos são encontradas em animais, tais como vacas, e podem ser 

disseminadas em alimentos contendo produtos de origem animal (YOON; LEE; CHOI, 

2016). Uma pesquisa de campo relatou que S. aureus resistente à meticilina (MRSA) 

encontrava-se presentes no leite de vacas com mastite e também em queijos 

elaborados a partir de leite cru, o que indica a possibilidade da disseminação de MRSA 

de vacas para produtos lácteos (NORMANNO et al, 2007;. VANDERHAEGHEN et al., 

2010). 

Ademais, estafilococos resistentes à meticilina (MRS) representam risco à saúde 

pública, pois o uso indiscriminado da meticilina proporcionou a emergência de cepas 

resistentes à recém-sintetizada penicilina beta-lactamase, precursora do grupo da 

meticilina, oxacilina, penicilina, antimicrobianos de uso em terapêutica humana.  

Os isolados MRS obtidos neste estudo foram sensíveis a rifampicina, 

vancomicina, clindamicina, gentamicina e tetraciclina e mostraram alta resistência a 

antimicrobianos como oxacilina, penicilina, cefepime (Tabela 1). Além disso, os isolados 

da propriedade C também apresentaram resistência à ciprofloxacina, um importante 

antimicrobiano de uso em terapêutica humana e não de uso veterinário, mostrando que 
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o ser humano está veiculando isolados com resistência e disseminando através de 

alimentos. 

 

Tabela 1.  Número de isolados MRS (percentagem) resistentes aos antimicrobianos de 

importância para a medicina humana em cinco diferentes propriedades 

leiteiras produtoras de queijo a partir de leite cru, da região de Jaboticabal, 

nordeste do Estado de São Paulo, no período de janeiro a março de 2014. 

Propriedade Amostra 
No de 

isolados 

Número (Percentagem) de isolados resistentes por antimicrobianosa 

CPM CLO ERI PEN OXA SUT CIP 

B 

Mãos manipulador 
queijo 

3 3(100) 0 1 (33,33) 3 (100) 3 (100) 3 (100) 0 

Queijos 4 2 (50) 0 0 4 (100) 4 (100) 2 (50) 0 

C 

Mãos manipulador 
queijo 

5 2 (40) 0 0 5 (100) 5 (100) 5 (100) 5 (100) 

Queijos 4 0 3 (75) 1 (25)  4 (100) 4 (100) 3 (75) 4 (100) 

a Antimicrobianos: CPM, Cefepime; CLO, Cloranfenicol; ERI, Eritromicina; PEN, Penicilina; OXA, Oxacilina, SUT, 
Sulfazotrim; CIP, Ciprofloxacina; 

 

 Os isolados do presente estudo apresentaram resistência a antimicrobianos de 

importância em saúde humana, assim como relatado em um estudo no Egito que 

detectou 53% de MRSA em leite e produtos lácteos (leite cru, queijo Damietta, queijo 

Kareish, sorvete e iogurte). Entre esses isolados foram detectadas altas percentagens 

de resistência aos antimicrobianos penicilina G, cloxacilina, tetraciclina, amoxicilina, 

sendo de 87,9%, 75,9%, 65,2%, e 55,6%, respectivamente (AL-ASHMAWY et al., 

2016).  

Além disso, uma pesquisa feita com isolados MRSA de pacientes de um hospital 

no Irã mostrou 100% de resistentes a penicilina, cefalotina, cefazolina, ceftriaxona e 

62% resistente a azitomicina, todos antimicrobianos de importância em saúde humana 

(MOMTAZ, HAFEZI, 2014). A mesma pesquisa, mas em hospitais no Líbano, mostrou 

que oxacilina e tetraciclina foram os antimicrobianos com maior percentagem de 

resistência (TOKAJIAN et al., 2011).  

Esses achados sugerem que o leite e os produtos lácteos representam um 

potencial risco de infecção por multirresistentes devido a práticas de higiene 

negligenciadas durante as fases de produção de queijos elaborados a partir de leite cru. 
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Além disso, destaca-se a importância crucial da aplicação de medidas de higiene mais 

restritivas na produção leiteira para a segurança alimentar. 

 

        3.3. Sequenciamento dos isolados MRS e RAPD  

 

Os isolados MRS do estudo foram identificados em espécie pelo 

sequenciamento de três genes, rpoB, gap e tuf. Pela análise filogenética dos três genes 

concatenados, os isolados foram classificados em S. haemolyticus, S.hominis e S. 

epidermidis (Figura 4). Pela análise individual dos genes gap e tuf os isolados 104H.B, 

106H.B, 107H.B, 119C.B e 121C.B também foram classificados como S. haemolyticus. 

Apenas pela análise do gene rpoB estes isolados foram identificados como S. hominis, 

resultado este prevalecendo na análise filogenética.  
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Figura 4. Filograma obtido pela análise bayesiana das sequências concatenadas dos 

genes rpoB, gap e tuf de isolados Staphylococcus spp. resistentes à 

meticilina (MRS). H.B: isolados de mãos de manipulador de queijo tipo Minas 

frescal da propriedade B; C.B: isolado de queijo da propriedade B; H.C: 

isolado de mãos de manipulador de queijo da propriedade C; e C.C: isolado 

de queijo da propriedade C. 

  

A análise de diversidade genética dos isolados por RAPD separou-os em dois 

grupos, um formado pelas espécies S. haemolyticus e S. hominis, que são muito 

semelhantes entre si, inclusive pelo sequenciamento gênico, e outro grupo formado 

pelos dois isolados S. epidermidis. Observou-se no dendrograma que os isolados 107, 

de mãos de manipuladores de queijo, e 121, de amostras de queijo, ambos da 

propriedade B, não apresentaram distância genética entre si. Já os isolados 171, de 

mãos de manipuladores de queijo, e 181, de amostras de queijos, ambos da 
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propriedade C, encontram-se agrupados no mesmo clado, com distância genética entre 

si de 0,022, considerada baixa em relação à distância genética dos isolados 167H.C e 

180C.C, por exemplo, que é de 0,136, apesar de serem da mesma espécie. Tais 

resultados são sugestivos de que o próprio ser humano está sendo veículo de 

disseminação desse importante microrganismo na cadeia de produção de queijos 

elaborados a partir de leite cru. 

 

Figura 5. Dendrograma do agrupamento “neighbor-joining” de isolados de MRS de 

cinco diferentes propriedades leiteiras produtoras de queijo tipo Minas 

frescal, da região de Jaboticabal, nordeste do Estado de São Paulo. H.B: 

isolados de mãos de manipulador de queijo da propriedade B; C.B: isolado 

de queijo da propriedade B; H.C: isolado de mãos de manipulador de queijo 

da propriedade C; e C.C: isolado de queijo da propriedade C. 

  

Diversos estudos descreveram MRS ou MRSA em alimentos (SHANEHBANDI et 

al., 2014; RIVA et al., 2015; AL-ASHMAWY et al., 2016), assim como outros 

descreveram esse importante patógeno em pacientes de hospitais (MOMTAZ; HAFEZI, 

2014; TOKAJIAN et al., 2011). Entretanto, nenhum estudo demonstrou alimentos como 

sendo veículo de disseminação desse microrganismo, infectando, assim, seres 

humanos. O presente estudo conseguiu demostrar a contaminação do queijo elaborado 
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a partir de leite não pasteurizado por mãos de manipuladores, o que poderia ser 

eliminado com hábitos adequados de higiene. Entretanto, não se descarta a provável 

contaminação vinda de outras fontes.  

É necessário, portanto, um trabalho de educação e saúde para os produtores 

mostrando a importância e os cuidados durante a higiene e manipulação durante toda a 

obtenção do leite e produção do queijo, assim como capacitação de mão de obra. 

Ademais, deve-se aumentar a fiscalização da produção de queijos caseiros elaborados 

a partir de leite cru, pois ele constitui risco para a saúde pública. 

 

4. CONCLUSÕES 

 

Isolou-se Staphylococcus spp. resistentes à meticilina na obtenção do leite e na 

elaboração de queijos tipo Minas frescal os quais foram resistentes a importantes 

antimicrobianos usados na saúde humana. Além disso, conclui-se que os seres 

humanos podem ser fonte de contaminação de MRS, para o leite e seus derivados, o 

que torna o consumo de queijo Minas frescal de procedência duvidosa um risco à 

saúde pública.  
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CAPÍTULO 5 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esta pesquisa detectou E. coli potencialmente patogênica e resistentes a 

antimicrobianos, Listeria spp., Staphylococcus aureus e Staphylococcus resistente à 

meticilina (MRS) em diferentes pontos da obtenção do leite e da produção de queijos 

tipo Minas frescal nas cinco propriedades amostradas na região de Jaboticabal, Estado 

de São Paulo. Tais contaminações podem estar diretamente associadas às más 

condições higiênicas sanitárias encontradas nos locais como, não limpeza dos tetos 

das vacas antes das ordenhas, mesmo quando havia água disponível na sala de 

ordenha, não realização de teste da caneca de fundo preto e CMT, sujidade de fezes 

bovinas no ambiente de ordenha, resquícios de leite de ordenhas anteriores nos 

utensílios e falta de higiene no preparo dos queijos, entre outros. A presença de S. 

aureus em amostras de leite e no produto final pode estar diretamente relacionada à 

alta percentagem de animais com mastite clínica nas propriedades, observada pela 

presença de grumos no descarte dos primeiros jatos de leite dos animais. A obtenção 

de isolados de E. coli e Staphylococcus resistentes a antimicrobianos pode estar 

relacionada ao uso abusivo e/ou inadequado destes medicamentos nas propriedades.  

Do ponto de vista da saúde pública, é importante e necessária uma campanha 

de educação e saúde dirigida aos produtores para conscientização sobre o uso 

adequado de antimicrobianos e suas consequências, e sobre higiene no processo de 

obtenção do leite e queijo. O emprego de cuidados tais como limpeza da sala de 

ordenha, limpeza dos tetos, “pré-dipping”, “pós-dipping” e também testes para mastite 

clínica como teste da caneca de fundo preto, é imprescindível. Antes, durante e após a 

produção dos queijos é essencial a limpeza profunda dos utensílios. A utilização de 

termômetros para mensuração da temperatura do leite e a higiene, principalmente da 

lavagem correta das mãos, são medidas importantes na produção de queijos tipo Minas 

frescal, afim de se evitar contaminações entre humanos e alimento. Ademais, deve-se 

haver controle rigoroso da qualidade microbiológica da água destas propriedades.  

A população deve ser conscientizada do risco do consumo do leite cru 

refrigerado e de queijo tipo Minas frescal produzidos clandestinamente. Tais produtos 
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não são fiscalizados e podem veicular bactérias patogênicas e resistentes a 

antimicrobianos que podem ocasionar problemas sérios à saúde humana, podendo 

colocar em risco a saúde do consumidor. Esta conscientização pode ser iniciada em 

escolas, por exemplo, para as crianças, que consequentemente levarão para os pais. 

Além disso, a implantação de fiscalização nas propriedades produtoras de leite e 

queijo é imprescindível para evitar problemas de saúde pública.  
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