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RESUMO 

 

 

Este estudo teve por objetivo isolar, identificar e caracterizar fenotípica e 

genotipicamente utilizando o antibiograma e RFLP seguido de eletroforese em gel em 

campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE) respectivamente, isolados de 

Staphylococcus aureus obtidos a partir de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal 

de um laticínio no estado de Goiás, visando estabelecer a possível fonte da bactéria para o 

produto final. Foram coletadas, pelo período de um ano (março/2004 a fevereiro/2005), 

140 amostras, sendo 46 das mãos e 46 do nariz dos manipuladores, 24 de leite cru e 24 de 

queijo Minas Frescal. Os S. aureus foram obtidos de 75% dos manipuladores, resultando 

em 31 (33,7%) isolados, de 18 (75,0%) amostras de leite cru, resultando em 26 isolados, 

com média de contagem de 1,1 x 105 UFC/ml e ainda de 17 (70,8%) amostras de queijo, 

originando 20 isolados, com média de contagem de 3,8 x 10
4 

UFC/g, sendo 13 (54,2%) 

com contagens acima do limite estabelecido pela legislação brasileira (103 UFC/g). De 

acordo com o antibiograma, todos os isolados foram susceptíveis à ciprofloxacina e 

gentamicina. Foi observada resistência em 53 isolados (68,8%) para penicilina, 19 

isolados (24,7%) para tetraciclina, cinco (6,5%) isolados para eritromicina, quatro isolados 

(5,2%) para oxacilina e um isolado (1,3%) para vancomicina. Onze (14,3%) isolados 

foram susceptíveis a todos os antibióticos testados e 18 (23,4%) foram resistentes a mais 

de um antibiótico. O antibiograma permitiu a classificação das cepas em doze perfis 

diferentes (A-L), porém a técnica não foi eficiente em determinar a origem da 

contaminação do queijo. Dos 73 isolados, dois (um de leite e um de queijo) não foram 

tipificados pela análise molecular. A tipificação genotípica por PFGE originou 47 perfis 

eletroforéticos diferentes, obtidos das 71 cepas analisadas, mostrando grande diversidade 

genética entre eles e ausência de cepas endêmicas. Baseado nos resultados, quatro dos 20 

S. aureus isolados do queijo foram idênticos ou altamente correlacionados com 10 cepas 

isoladas do leite cru e com duas cepas isoladas das mãos dos manipuladores. Nenhuma 

cepa isolada do nariz dos manipuladores apresentou correlação com aquelas isoladas do 

queijo ou do leite cru. A análise dos resultados sugere o leite cru como a fonte mais 

provável da bactéria para o queijo, na indústria analisada. 
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ABSTRACT 

 

 

This study had as objectives, isolate, identify and characterize phenotypic and 

genotypically, using antibiogram and RFLP followed by pulsed-field gel electrophoresis, 

Staphylococcus aureus collected from food handlers, raw milk and Minas Frescal cheese, 

in order to investigate the probable source of bacteria for the final product. One hundred 

and forty samples were collected during the period of march/2004 to february/2005, being 

46 from hands and 46 from anterior nares of food handlers, 24 from raw milk and 24 from 

Minas Frescal cheese in a dairy plant in Goiás, Brazil. S. aureus was isolated from 75% of 

personnel, resulting in 31 (33.7%) isolates, from 18 (75.0%) samples of raw milk, 

resulting in 26 isolates, with mean counts of 1.1 x 105 CFU/ml, and from 17 (70.8%) 

samples of cheeses, resulting in 20 isolates, with mean counts of 3.8 x 10
4 

CFU/g, being 

13 (54.2%) with counts above the limits established by brazilian legislation (103 CFU/g). 

According to antibiogram, all isolates were susceptible to ciprofloxacin e gentamicin. 

Resistence was observed in 53 (68.8%) isolates for penicillin, 19 (24.7%) isolates for 

tetracycline, five (6.5%) isolates for erythromycin, four (5.2%) isolates for oxacillin and 

one (1.3%) isolate for vancomycin. Eleven (14.3%) isolates were susceptible to all 

antibiotics tested and 18 (23.4%) showed resistance to more than one antibiotic. The 

antibiogram allowed us to classify the strains in 12 different phenotypes (A-L), but it was 

not efficient for the determination of the bacterial source for the cheeses. From the 73 

isolates, two (one from milk and one from cheese) were not typeable by molecular 

analysis. The genotypic typing by PFGE generated 47 different DNA banding profiles 

from the 71 strains analyzed, showing high genetic diversity among the strains and a lack 

of predominance of an endemic clone in the industry. Based on the results, no strain 

isolated from nose was related to cheeses or raw milk. Four of 20 S. aureus isolated from 

cheeses were identical or closely related to 10 strains isolated from raw milk, and to two 

strains isolated from food handlers’ hands, suggesting the raw milk as the most probable 

source of S. aureus contamination in cheeses.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As doenças de origem alimentar (DOA) são infecções ou intoxicações causadas 

pelo consumo de alimentos ou água. Nos países onde existem programas de vigilância 

epidemiológica de surtos de doenças transmitidas pelo consumo de alimentos, as bactérias 

são os agentes etiológicos envolvidos em mais de dois terços dos surtos (Silva Jr. 2005, Le 

Loir et al. 2003). 

As bactérias, agentes de infecções de origem alimentar, têm sua patogênese 

determinada pela habilidade em colonizar, sobreviver e multiplicar nos tecidos dos 

hospedeiros enquanto que as bactérias agentes de intoxicação alimentar, têm sua 

patogênese dependente da capacidade de produzir toxinas antes ou depois do consumo do 

alimento (Le Loir et al. 2003). 

Entre as bactérias agentes de intoxicação alimentar, destaca-se o 

Staphylococcus aureus, produtor da enterotoxina estafilocócica. Esta bactéria permanece 

como uma das principais causas de intoxicação alimentar porque pode contaminar os 

alimentos durante sua preparação e processamento, principalmente alimentos que 

requerem manipulação como o queijo (Silva Jr. 2005, Le Loir et al. 2003). 

As principais fontes de Staphylococcus para os alimentos são os 

manipuladores, que podem albergar a bactéria principalmente na nasofaringe e pele, e o 

animal ou seus produtos, como leite, carne, devido à presença do agente nestas fontes ou 

ainda às infecções causadas pelo mesmo, como as mastites, por exemplo (Franco & 

Landgraf 1996). 

A aplicação de técnicas de tipificação microbiana, entre outras finalidades, visa 

caracterizar cepas dos microrganismos, evidenciando diferenças dentro da mesma espécie. 
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Para isto, utilizam-se técnicas fenotípicas, baseadas na expressão das características dos 

microrganismos e técnicas genotípicas, baseadas na análise do DNA destes 

microrganismos (Arbeit 1999). Estas técnicas são importantes ferramentas na investigação 

epidemiológica de surtos de toxinfecção alimentar, permitindo a investigação da fonte da 

contaminação para os alimentos e a adoção de medidas direcionadas aos problemas 

identificados, com o objetivo de controle sanitário dos alimentos, propiciando maior 

segurança ao consumidor (van Belkum et al. 2001). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 DOENÇAS DE ORIGEM ALIMENTAR 

 

Doenças de origem alimentar (DOA) são definidas pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS) como “doenças de natureza infecciosa ou tóxica, causadas pelo consumo 

de alimentos e água”. Quando ocorrem dois ou mais casos de uma doença semelhante, 

resultante da ingestão de um alimento ou água em comum, está-se frente a um surto de 

DOA (Le Loir et al. 2003). Estas DOA, ocorrendo ou não sob a forma de surtos, têm sido 

registradas por organizações nacionais de saúde em vários países. Mais de 250 tipos 

diferentes destas doenças já foram descritas (Le Loir et al. 2003). 

As bactérias são os agentes etiológicos implicados em dois terços dos surtos e 

estão freqüentemente associadas com alimentos de origem animal (Pan et al. 1997, Le 

Loir et al. 2003, Rooney et al. 2004). O Staphylococcus aureus é uma das causas mais 

freqüentes de gastroenterite, como conseqüência da ingestão de uma ou mais enterotoxinas 

estafilocócicas pré-formadas em alimentos contaminados (Jablonski & Bohach 1997, Pan 

et al. 1997, Le Loir et al. 2003). Eventualmente, outras espécies do gênero também podem 

produzir enterotoxinas, como o S. intermedius (Khambaty et al. 1994, Becker et al. 2001). 

 

2.2 Staphylococcus 

 

O gênero Staphylococcus é constituído de bactérias em forma de cocos, Gram 

positivas, com diâmetro entre 0,5 e 1,5 μm, que ocorrem isolados, aos pares, em tétrades, 
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pequenas cadeias ou sob a forma de “cachos de uva”. São microrganismos imóveis, não 

esporulados, produtores de catalase, não capsulados ou possuindo limitada capacidade de 

formação de cápsula. A maioria das espécies é anaeróbia facultativa e seu genoma tem 

aproximadamente 2.000 a 3.000 kb (Kloos & Bannerman 1999). 

Estão amplamente distribuídos na natureza e apesar de serem encontrados 

predominantemente na pele, glândulas da pele e mucosas de mamíferos e aves, também 

podem ser encontrados em outros sítios como na boca, sangue, glândulas mamárias e trato 

intestinal, genito-urinário e respiratório destes indivíduos (Kloos & Bannerman 1999, 

Vanderlinde et al. 1999).  

Freqüentemente, os Staphylococcus estabelecem relações simbióticas com seus 

hospedeiros, porém, se as barreiras cutâneas e mucosas forem rompidas, estas bactérias 

podem se comportar como patogênicas (Kloos & Bannerman 1999). Apesar de muitas 

espécies serem consideradas saprófitas em várias regiões do corpo, o S. aureus é um dos 

principais patógenos da espécie humana (Jablonski & Bohach 1997). 

O gênero Staphylococcus é composto de 40 espécies e 24 subespécies (Euzéby 

1997). Certas espécies como S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdenensis, S. 

warneri, S. saprophyticus, S. intermedius e S. hyicus são agentes de diferentes infecções 

humanas e animais (Kloos & Bannerman 1999). 

O principal reservatório de Staphylococcus envolvidos na doença humana é o 

próprio homem. S. aureus é a espécie mais importante do gênero, sendo causa 

significativa de infecção nosocomial tanto quanto de doenças adquiridas na comunidade. 

O espectro das infecções estafilocócicas varia desde pústulas e furúnculos até a síndrome 

do choque tóxico e sepse (Vanderlinde et al. 1999, Le Loir et al. 2003). 

Esta bactéria é um importante patógeno devido à combinação de alguns fatores 

de virulência mediados por toxinas, invasividade e resistência a antibióticos. A ocorrência 
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das diversas infecções estafilocócicas depende de numerosos fatores de virulência apesar 

de que algumas doenças como a intoxicação alimentar estafilocócica ocorre em 

decorrência de um único fator de virulência, a produção de enterotoxinas (Le Loir et al. 

2003).  

O S. aureus produz várias exoproteínas e outros fatores de virulência que 

contribuem para sua habilidade em colonizar e causar doenças em mamíferos. A grande 

maioria das cepas secreta enzimas e citotoxinas que incluem quatro hemolisinas (alfa, 

beta, gama e delta), nucleases, proteases, lipases, hialuronidase e colagenase. Algumas 

cepas produzem uma ou mais exoproteínas como a toxina da síndrome do choque tóxico 1 

(TSST-1), as enterotoxinas estafilocócicas, as toxinas esfoliativas (ETA e ETB) e a 

leucocidina (Balaban & Rasooly 2000, Dinges et al. 2000, Nagase et al. 2002, Zschöck et 

al. 2005). 

Indivíduos podem portar a bactéria assintomaticamente em sítios como narinas, 

pele e períneo, e a disseminação entre pessoas ou para alimentos pode ocorrer por contato 

direto ou indireto (Jablonski & Bohach 1997). Admite-se que cerca de 20% a 50% da 

população humana seja portadora da bactéria (Jones et al. 2002, Le Loir et al. 2003). 

O S. aureus multiplica-se dentro de uma ampla faixa de temperatura (7oC a 

48,5oC, sendo a faixa de 30oC a 37oC, ótima para multiplicação), pH (4,2 a 9,3, sendo 

ótima a faixa de 7,0 a 7,5) e alta concentração de cloreto de sódio (15% de NaCl), o que 

favorece sua multiplicação numa grande variedade de alimentos. Este fato associado ao 

seu nicho ecológico, pode facilmente explicar sua ocorrência em alimentos que requerem 

manipulação durante o seu processamento, incluindo produtos como os queijos (Le Loir et 

al. 2003). 
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2.3 ENTEROTOXINAS 

 

As enterotoxinas estafilocócicas (SEs), agentes de intoxicação alimentar, são 

proteínas e podem estar envolvidas em diversos tipos de infecções no homem e animais 

(Akineden et al. 2001, Zschöck et al. 2005). Até o momento já foram identificados pelo 

menos 18 diferentes tipos sorológicos de SE, designadas SEA a SEE, SEG a SER e SEU 

(Balaban & Rasooly 2000, Dinges et al. 2000, Alouf & Muller-Alouf 2003, Letertre et al. 

2003, Mempel et al. 2003, Martín et al. 2004, Loncarevic et al. 2005, Zschöck et al. 2005). 

Como algumas não demonstram atividade emética ou não foram testadas ainda para esta 

atividade, são mais apropriadamente denominadas de proteínas tipo enterotoxinas 

estafilocócicas (Lina et al. 2004). 

As enterotoxinas estafilocócicas são proteínas de cadeias curtas (em média 250 

aminoácidos, peso molecular de 26.900 a 29.600) secretadas no meio e solúveis em água e 

soluções salinas (Su & Wong 1997, Le Loir et al. 2003). São ricas em lisina, ácido 

aspártico e glutâmico, e resíduos de tirosina. A maioria delas possui um “loop” de cistina 

necessário à apropriada conformação da molécula e que provavelmente está envolvido na 

atividade emética. São altamente estáveis, resistindo à inativação pelas proteases 

gastrintestinais como pepsina e tripsina, assim como ao calor. Também resistem à 

quimotripsina, renina e papaína (Le Loir et al. 2003). A estabilidade ao calor parece ser 

dependente do meio onde a toxina se encontra, do pH, concentração de sal e outros fatores 

ambientais (Balaban & Rasooly 2000). Além disso, a inativação térmica é 

espontaneamente reversível em pH alcalino ou tratamento com uréia. Os dados apontam 

que as enterotoxinas resistem a condições que facilmente destroem as bactérias que as 

produzem. Podem estar presentes em alimentos, mesmo na ausência da bactéria 

(Jablonsky & Bohach 1997, Le Loir et al. 2003). 
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Todas estas toxinas exibem atividade super antigênica por interação direta, de 

maneira inespecífica, com células T receptoras de antígenos e com o complexo maior de 

histocompatibilidade (MHC) classe II das células apresentadoras de antígenos (APC). Esta 

interação resulta na ativação inespecífica e proliferação de linfócitos T e massiva secreção 

de interleucinas, que podem estar envolvidas no mecanismo de toxicidade das 

enterotoxinas (Balaban & Rasooly 2000, Dinges et al. 2000, Le Loir et al. 2003, Lina et al. 

2004). TSST-1 e as SE são também conhecidas como toxinas superantígenos pirogênicas 

(PTSAg). Como a maioria das proteínas secretadas por S. aureus, estas são produzidas na 

fase pós-exponencial de crescimento bacteriano (Dinges et al. 2000). 

Os genes para as enterotoxinas são carreados por plasmídeos, bacteriófagos ou 

elementos genéticos heterólogos, chamados de ilhas de patogenicidade. O alvo das 

enterotoxinas responsáveis pelo início do reflexo do vômito está localizado nas vísceras 

abdominais, onde os receptores para as mesmas estão presentes. Sabe-se que a resposta 

emética às enterotoxinas é dependente da ativação do centro medular do vômito no 

cérebro, que é estimulado por impulsos transmitidos pelo nervo vago e nervos simpáticos 

(Dinges et al. 2000, Martín et al. 2004). 

Nem todos os Staphylococcus produzem enterotoxinas ou a quantidade 

produzida pode ser insuficiente para causar intoxicação alimentar (Loncarevic et al. 2005). 

Por outro lado, a mesma amostra de alimento pode conter diferentes isolados de S. aureus, 

portando diferentes genes para enterotoxinas. Isto demonstra a necessidade de se avaliar 

vários isolados a partir das placas de isolamento, principalmente quando se tratar de casos 

onde sintomas típicos de intoxicação estafilocócica são observados (Loncarevic et al. 

2005). 
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As toxinas estafilocócicas mais freqüentemente identificadas a partir de 

amostras implicadas em casos de intoxicação alimentar são SEA e SED (Balaban & 

Rasooly 2000, Fueyo et al. 2001, Villard et al. 2005). 

 

2.4 INTOXICAÇÃO ALIMENTAR ESTAFILOCÓCICA 

 

A intoxicação alimentar estafilocócica é uma forma de gastrenterite associada à 

colonização dos alimentos por S. aureus e resulta da ingestão de uma ou mais 

enterotoxinas estafilocócicas pré-formadas em alimentos previamente contaminados com a 

bactéria (Dinges et al. 2000). Os sintomas da intoxicação alimentar estafilocócica são 

cólicas, náuseas, vômitos, às vezes seguidos de diarréia. Outros sintomas como dor de 

cabeça, dor muscular e prostração podem estar presentes. O período de incubação é curto, 

variando de 30 minutos a 8 horas e na maioria dos casos, a remissão espontânea é 

observada após 24 horas. Mortes por intoxicação alimentar estafilocócica não são comuns 

(Jablonski & Bohach 1999, Le Loir et al. 2003). Apesar disto, é considerada uma doença 

de alto custo social em termos de despesas com hospitalização, faltas ao trabalho e 

conseqüente diminuição de produtividade e prejuízo com o descarte de alimentos 

contaminados (Normanno et al. 2005). 

Em todos os casos de intoxicação alimentar estafilocócica, o alimento ou um 

de seus ingredientes foi contaminado com uma cepa de S. aureus produtora de 

enterotoxina e foi exposto, pelo menos por um período, a temperaturas que permitiram a 

multiplicação da bactéria. Isto pode ocorrer principalmente por falhas no processo de 

refrigeração ou quando a temperatura de multiplicação da bactéria é exigida durante o 

processamento do alimento, por exemplo, na fabricação do queijo. Os alimentos mais 
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freqüentemente envolvidos na intoxicação alimentar estafilocócica diferem de um país 

para outro. Isto pode ser explicado pelas diferenças no consumo e hábitos alimentares de 

cada país. Na França, por exemplo, o consumo de queijo fabricado a partir de leite cru é 

muito maior do que em países anglo-saxões, o que pode explicar a importância relativa de 

produtos lácteos envolvidos na intoxicação estafilocócica neste país (De Buyser et al. 

2001, Le Loir et al. 2003). 

A intoxicação alimentar estafilocócica é uma doença importante em vários 

países. Admite-se que seja responsável por 185.000 casos/ano de doenças de origem 

alimentar nos Estados Unidos (Mead et al. 1999). Em Taiwan, S. aureus foi responsável 

por 30% dos casos de surtos de doenças de origem alimentar bacterianos entre 1986 e 

1995 (Chiou et al. 2000). 

 

2.5 MANIPULADOR 

 

Como citado, o homem e os animais são os principais reservatórios do S. 

aureus, sendo a cavidade nasal o principal habitat dos estafilococos no homem. Os 

portadores nasais e os manipuladores de alimentos são importantes fontes de 

contaminação do alimento (Franco & Landgraf 1996, Jablonski & Bohach 1997, 

VandenBergh et al. 1999). Outros sítios corporais como a pele, períneo, trato gastro-

intestinal, trato genital, também podem ser considerados reservatórios da bactéria. Uemura 

et al. (2004) encontraram tanto portadores nasais quanto orofaringeanos em voluntários 

saudáveis no Japão, albergando diferentes clones simultaneamente. Na Turquia, 

manipuladores de alimentos de um hospital apresentaram 16 bactérias diferentes nas mãos, 

sendo que S. aureus foi isolado de 70% das amostras (Ayçiçek et al. 2004).  
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Acco et al. (2003) apontam que quando se pretende identificar S. aureus em 

estudos epidemiológicos de toxinfecções e em investigação de fontes de contaminação de 

alimentos, a presença e tipificação de mais de uma cepa de S. aureus em manipuladores 

deve ser determinada. Manipuladores de alimentos portadores de patógenos são freqüentes 

na indústria alimentícia (Oliveira et al. 2003). A existência de indivíduos envolvidos em 

surtos de DOA portando múltiplas cepas de S. aureus simultaneamente não é rara, se 

considerarmos que 20% a 40% de pessoas adultas são colonizadas por esta bactéria em 

alguma época da vida (Jones et al. 2002). Estes indivíduos contaminam alimentos via 

contato manual ou via trato respiratório através de tosse e de espirro. A contaminação 

freqüentemente ocorre após tratamento térmico do alimento (Jablonski & Bohach 1997, 

Le Loir et al. 2003). 

Investigando a diversidade genética de S. aureus isolados de diversas fontes, 

em fazendas de leite de cabra do sudeste da França, pela macrorrestrição do DNA seguida 

de eletroforese em gel em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE), 

Vautor et al. (2003) observaram que as bactérias isoladas das mãos dos trabalhadores 

apresentaram o mesmo perfil eletroforético daquelas isoladas do queijo, demonstrando o 

papel do manipulador na disseminação de S. aureus em fazendas. Observaram ainda, que 

80% dos fazendeiros eram portadores nasais de S. aureus.  

Na América Latina, a ocorrência destes indivíduos é significativa. Alcaráz et 

al. (1997) identificaram 38,77% dos indivíduos investigados, como portadores nasais de 

Staphylococcus coagulase positiva, em San Luis, Argentina. Em Caracas, Venezuela, um 

estudo demonstrou a ocorrência de manipuladores portando Staphylococcus nas mãos em 

5,5% dos casos (Curtis et al. 2000). Figueroa et al. (2002), observaram S. aureus em 34% 

dos manipuladores de alimentos de um restaurante em Santiago, Chile, sendo 54% das 

cepas, potencialmente toxigênicas. 
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No Brasil, estudos demonstram alta prevalência de portadores de S. aureus 

entre manipuladores de alimentos. Rêgo et al. (1997), em Recife, PE, encontraram 85,7% 

dos manipuladores de doze unidades de alimentação e nutrição, portando 

assintomaticamente esta bactéria. Na Bahia, Cardoso (1999) encontrou 40,5% dos 

manipuladores de restaurantes industriais contaminados com S. aureus. Em Belo 

Horizonte, MG, 46,7% das amostras colhidas das mãos de funcionários de uma fábrica de 

pão de queijo, apresentavam a bactéria (Pinto et al. 2001). No Rio de Janeiro, RJ, 

trabalhadores de uma indústria de embutidos apresentavam Staphylococcus 

enterotoxigênicos nas mãos (11%), narinas (11%) e orofaringe (45,0%) (Maciel et al. 

2002). Tondo et al. (2000) encontraram 35,2% dos manipuladores de um laticínio no Rio 

Grande do Sul colonizados por S. aureus e Acco et al. (2003), também no Rio Grande do 

Sul, identificaram 30% de colonização entre os manipuladores de uma indústria 

alimentícia. 

Vários estudos sugerem que a transferência de bactérias entre o homem e 

bovinos seja possível. Porém, existem estudos que concordam com o conceito de 

especificidade de hospedeiros para os S. aureus, o que implica que a transferência de 

bactérias entre os homens e animais não seja um evento freqüente (Roberson et al. 1994, 

Kapur et al. 1995, Zadoks et al. 2000, Gilot & van Leeuwen 2004, Jørgensen et al. 2005a, 

Mørk et al. 2005). 

 

2.6 CONTAMINAÇÃO DE ORIGEM ANIMAL - MASTITES 

 

A mastite bovina comumente aparece como resultado da infecção intramamária 

por bactérias, podendo resultar em doença clínica ou inaparente (Leigh 1999). S. aureus é 
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considerado um patógeno contagioso, disseminando-se rapidamente na granja leiteira, 

sendo um dos mais freqüentes agentes etiológicos da mastite bovina (Sommerhäuser et al. 

2003). Apesar de décadas de pesquisas com o intuito de controlar este patógeno, ele 

permanece como problema econômico para produtores de leite em geral, determinando 

perdas econômicas significativas em todo o mundo (Aarestrup et al. 1995, Kapur et al. 

1995, Jablonski & Bohach 1997, Su et al. 2000, Buzzola et al. 2001, Nagase et al. 2002, 

Zadoks et al. 2002). O principal reservatório de S. aureus parece ser a glândula mamária 

infectada e a transmissão entre as vacas ocorre durante a ordenha (Akineden et al. 2001).  

Além disso, é também um problema de Saúde Pública, pois resulta na 

contaminação do leite e derivados antes e durante o processamento (Jablonski & Bohach 

1997). Cardoso et al. (1999), demonstraram a produção de TSST-1 por Staphylococcus de 

origem animal e a associação de cepas produtoras de TSST-1 com a mastite bovina em 

Minas Gerais, Brasil. Stephan et al. (2001) verificaram que 65% dos S. aureus isolados de 

mastites em vacas na Suíça, produziram uma ou mais toxinas, reforçando a importância do 

animal como fonte de bactérias responsáveis pela intoxicação alimentar do homem, 

enfatizando especialmente a importância da produção higiênica de leite. Na Alemanha, 

Zschöck et al. (2005) encontraram 58,7% de cepas toxigênicas isoladas de mastites 

bovinas. 

Alguns autores têm mostrado que poucos clones de S. aureus são responsáveis 

pela maioria dos casos de mastite bovina e estes clones têm ampla distribuição geográfica 

em diferentes países europeus, Argentina, Japão e Estados Unidos (Annemüller et al. 

1999, Akineden et al. 2001, Buzzola et al. 2001, Stephan et al. 2001, Nagase et al. 2002, 

Vintov et al. 2003a, Jørgensen et al. 2005a, Mørk et al. 2005). No entanto, estudos 

realizados por Joo et al. (2001) na Coréia, sugerem que as cepas de S. aureus são 
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diferentes entre diferentes propriedades, não apresentando esta ampla distribuição 

geográfica observada por outros autores. 

Estudos utilizando a técnica de eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE) 

para comparar cepas de S. aureus isoladas de leite com outras isoladas em outros locais da 

fazenda indicam que a glândula mamária infectada seja a principal fonte da bactéria para 

os mesmos, inclusive para queijos produzidos na propriedade (Vautor et al. 2003). Carmo 

et al. (2002) relataram um surto ocorrido no interior de Minas Gerais onde a fonte de S. 

aureus para o leite cru consumido por 328 indivíduos doentes foi a glândula mamária 

infectada. 

 

2.7 LEITE BOVINO 

 

Entende-se por leite, sem outra especificação, o produto oriundo da ordenha 

completa e ininterrupta, em condições higiênicas, de vacas sadias, bem alimentadas e 

descansadas (Brasil 2002). O leite é um dos alimentos mais completos para o ser humano, 

pois é rico em proteínas, vitaminas, carboidratos, gorduras e sais minerais. Por essa razão 

é considerado um excelente meio de cultura para um grande número de microrganismos 

encontrados na natureza (Silva 1997). Por ser altamente nutritivo, é um produto que está 

presente na alimentação de todas as idades e classes sociais, destacando-se na dieta de 

crianças e idosos, expondo esses indivíduos à infecção por microrganismos por ele 

carreados (Garrido et al. 2001). 

No Brasil estima-se que o consumo de leite, em 2005, manteve-se ao redor de 

137 litros/habitante/ano, muito abaixo do recomendado pela Organização Mundial de 

Saúde que é de 171L/habitante/ano e pelo Guia Alimentar do Ministério da Saúde do 

Brasil que é de 200L/habitante/ano (EMBRAPA 2005a, Krug 2006). 
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Logo após deixar o úbere, ainda durante a ordenha, o leite entra em contato 

com inúmeros microrganismos contaminantes. Esta contaminação é bastante variável, 

tanto qualitativa quanto quantitativamente, dependendo das condições climáticas da 

região, da higiene do ordenhador, do ambiente e dos utensílios e equipamentos utilizados 

no seu processamento (Zadoks et al. 2002). A pasteurização tem como objetivos diminuir 

o número de microrganismos em geral e eliminar os microrganismos patogênicos que 

possam estar presentes no leite, tornando-o um produto inócuo ao consumo humano. A 

legislação brasileira estabelece que o leite destinado ao consumo humano direto, na forma 

fluida, deve ser pasteurizado à temperatura de 72°C a 75°C por 15 a 20 segundos ou por 

pasteurização lenta (62oC a 65oC por 30 minutos) em estabelecimentos de pequeno porte 

(Brasil 2002). 

A contaminação de alimentos por S. aureus resulta primariamente da sua 

presença em produtos de origem animal crus (Vautor et al. 2005), sendo que destes, o 

principal veículo de S. aureus é o leite cru e queijos derivados do mesmo (De Buyser et al. 

2001). Em alimentos como carne crua, salsichas, leite cru e queijos derivados, a 

contaminação de origem animal é mais freqüente devido ao portador animal ou a 

infecções da glândula mamária (Le Loir et al. 2003, Jørgensen et al. 2005b). No Brasil, 

num estudo realizado numa indústria de processamento de leite durante 2,5 anos, 90,4% 

(19/21) das amostras de leite cru analisadas estavam contaminadas. Os resultados 

sugeriram que o leite cru foi a principal fonte de contaminação dos produtos finais 

investigados (Tondo et al. 2000). 

Em estudo realizado em sete países europeus, observou-se que o leite e seus 

derivados estavam implicados em 1 a 5% do total de surtos bacterianos, sendo que de 60 

destes surtos, envolvendo o leite e seus produtos, a distribuição foi a seguinte: queijo: 

53,1%, leite: 39,1% e outros produtos: 7,8%. Do total destes produtos, 32,8% foram 
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fabricados com leite pasteurizado, 37,5% com leite cru, 10,9% com leite “não 

pasteurizado” e 18,8% com leite não especificado (De Buyser et al. 2001). Na França, em 

estudos realizados de 1988 a 1997, o S. aureus foi responsável por 10,9% dos surtos, 

enquanto que em 24,9% deles o veículo foi o leite ou seus derivados (De Buyser et al. 

2001). 

 

2.8 QUEIJO MINAS FRESCAL 

 

Entende-se por queijo Minas Frescal o queijo fresco, obtido por coagulação 

enzimática do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, 

complementada ou não com a ação de bactérias lácticas específicas. É um queijo semi-

gordo, de alta umidade (46% a 55%), a ser consumido fresco, de acordo com a 

classificação estabelecida no Regulamento Técnico Geral de Identidade e Qualidade de 

Queijos (Brasil 1996). Segundo o mesmo regulamento, o queijo Minas Frescal deve ser 

fabricado a partir de leite pasteurizado. 

Por suas características de frescor e perecibilidade, o queijo, especialmente o 

tipo Minas Frescal, amplamente consumido no Brasil, é um alimento potencialmente 

capaz de transmitir microrganismos e/ou suas toxinas ao consumidor e tem sido associado 

à intoxicação alimentar estafilocócica (De Luca et al. 1997, Carmo et al. 2002). Segundo a 

Empresa Brasileira de Pecuária e Agricultura (EMBRAPA 2005b), no ano de 2004, foram 

produzidas 28.875 toneladas de queijo Minas Frescal no Brasil. 

Estudos em outros países ressaltam a importância da ocorrência deste 

microrganismo no queijo. De Luca et al. (1997) em Bologna na Itália, detectaram S. 

aureus em 16,3% das 135 amostras de queijo analisadas, com contagens variando de 101 

UFC/g a 3,0 x 105 UFC/g. Na França, um levantamento de surtos ocorridos durante 10 
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anos mostrou que o S. aureus foi responsável por 59% dos surtos notificados, envolvendo 

leite e seus derivados, dos quais, o queijo fabricado a partir de leite cru ou não 

especificado foi o alimento mais freqüentemente implicado (De Buyser et al. 2001). 

A avaliação do queijo Minas Frescal comercializado na cidade de Poços de 

Caldas, MG evidenciou a presença de S. aureus em 50% das amostras com contagens 

acima de 103 UFC/g, ou seja, superior ao máximo permitido pela legislação brasileira para 

este tipo de queijo produzido industrialmente (Almeida Filho & Nader Filho 2000). 

Sabioni et al. (1993), Cerqueira et al. (1995) e Rodrigues et al. (1995), citados por 

Almeida Filho & Nader Filho (2000), observaram respectivamente 21,5%, 60% e 100% 

das amostras de queijo analisadas acima do referido padrão legal. 

Loguercio & Aleixo (2001), analisando 30 amostras de queijo Minas Frescal 

artesanal comercializado na região metropolitana de Cuiabá-MT, observaram que 93,3% 

das amostras apresentaram condições higiênico-sanitárias insatisfatórias de acordo com a 

legislação vigente, indicando contaminação direta ou indireta com material fecal, sendo 

assim classificadas como produtos impróprios para o consumo. A presença de S. aureus 

além dos limites aceitáveis foi verificada em 96,7% das amostras e 43,3% delas foram 

classificadas como potencialmente capazes de causar intoxicação alimentar. 

Em 95,5% de 45 amostras de queijo, vendidas em três locais diferentes na 

cidade do Rio de Janeiro, foram detectados elevados níveis de contaminação fecal, sendo 

que 20% estavam contaminadas com S. aureus, dos quais, 17,7% acima dos limites 

permitidos pela legislação brasileira. O mesmo trabalho destacou a importância dos 

queijos frescais como veículo de transmissão de bactérias potencialmente patogênicas 

(Araújo et al. 2002). 

A contaminação pós-pasteurização, o processo de manipulação, o 

equipamento, a falta de refrigeração durante transporte e estocagem podem resultar em 
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índices elevados de microrganismos patogênicos no queijo (Araújo et al. 2002). Os 

esforços em garantir um produto de qualidade superior não surtem os efeitos esperados. O 

conhecimento das técnicas de fabricação do queijo e as recomendações pelos órgãos 

competentes, na prática, não são seguidas e a fiscalização sanitária falha em implementar 

estas normas. 

O trabalho de fiscalização muitas vezes prende-se nas condições higiênicas da 

indústria e de seus funcionários e a própria matéria-prima pode ser negligenciada. O fato é 

que o queijo Minas Frescal continua sendo considerado um produto de baixa qualidade 

microbiológica, com presença de bactérias potencialmente toxigênicas como o S. aureus e 

a fiscalização não demonstra controle efetivo sobre o mesmo. A identificação da fonte 

mais provável de contaminação do produto final pode auxiliar a melhoria da qualidade do 

mesmo e minimizar os riscos de intoxicação alimentar pelo consumo do queijo. 

 

2.9 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Staphylococcus 

 

Nem sempre é possível estabelecer a fonte de Staphylococcus para os 

alimentos, se humana ou animal (Jablonski & Bohach 1997). Estudos epidemiológicos 

buscam determinar a origem de microrganismos para alimentos utilizando técnicas de 

tipificação bacteriana, quando é possível caracterizar microrganismos isolados de 

possíveis fontes (animais, manipulador, equipamentos e outros fômites) e compará-los 

fenotípica e genotipicamente com microrganismos isolados dos alimentos. Estes estudos 

são chamados de “Epidemiologia Molecular” que por definição, é o emprego de técnicas 

de biologia molecular ao estudo da distribuição e ocorrência de marcadores de doença em 

uma população (Foxman & Riley 2001). Suas aplicações práticas incluem a identificação 

de microrganismos responsáveis por doenças infecciosas e determinação de sua fonte, 
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relações biológicas, mecanismos de transmissão e os genes responsáveis pela virulência, 

antigenicidade e resistência a drogas (Levin et al. 1999). 

Variações consideráveis na ocorrência e severidade das infecções causadas por 

microrganismos classificados como membros da mesma espécie têm sido descritas. Como 

resultado do entendimento das bases microbiológicas destas variações, uma variedade de 

métodos de tipificação foi desenvolvida usando marcadores sorológicos e fenotípicos. 

Estes conhecimentos revelam que as cepas bacterianas mantêm sua integridade genética 

por longos intervalos de tempo e distâncias, ou seja, seus genomas não são facilmente 

desorganizados ou reorganizados por mutações e recombinações recorrentes. Esta visão da 

estrutura genética de populações bacterianas é conhecida como “conceito do clone” (Levin 

et al. 1999). 

Gerações de microbiologistas têm observado que isolados da mesma espécie, 

não relacionados epidemiologicamente, sempre diferem em múltiplas características. 

Sistemas de tipificação são baseados na premissa que isolados clonalmente relacionados 

podem apresentar características pelas quais podem ser diferenciados de isolados não 

relacionados (Arbeit 1999). 

Sistemas de tipificação são usados para definir características do seu objeto de 

estudo. Os procedimentos são específicos para diferentes parâmetros fenotípicos ou 

genéticos e podem ser gerais (aplicáveis a qualquer espécie microbiana) ou espécie e/ou 

gênero específicos. Ótima tipabilidade, alto grau de reprodutibilidade, estabilidade 

adequada e um grande poder de resolução caracterizam uma técnica de tipificação padrão 

ouro (“gold standard”). É recomendável que os procedimentos possam ser facilmente 

acessíveis e não sejam onerosos ou de execução complicada. Técnicas mediadas por 

ácidos nucléicos são mais freqüentemente aplicadas e mais recomendadas do que 

procedimentos orientados por características fenotípicas em estudos de taxonomia, 
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epidemiologia e evolucionários. Vários métodos para determinação de variações genéticas 

entre isolados microbianos têm sido descritos, cada um com limitações dependentes de 

alvos no ácido nucléico, que devem ser consideradas quando são realizados estudos de 

tipificação molecular e subseqüentemente cálculo das relações entre cepas. O método a ser 

utilizado deve ser determinado pela natureza das questões a serem respondidas (van 

Belkum et al. 2001). 

 

2.10 TIPIFICAÇÃO MICROBIANA 

 

Em geral existem diferenças genéticas substanciais dentro de uma mesma 

espécie microbiana e os isolados são distribuídos entre cepas ou cepas geneticamente 

divergentes. Estas divergências evolucionárias refletem a ocorrência de mutações ao 

acaso, não letais, incluindo substituições de pares de bases, deleção de genes individuais 

ou aquisição de DNA de outras espécies. Com o desenvolvimento de técnicas moleculares 

altamente sensíveis, alterações sutis no genoma podem ser precisamente detectadas 

(Arbeit 1999). 

Não existe nenhuma técnica padrão ouro pela qual se julgue um método de 

tipificação ou que consistentemente forneça resultados verdadeiramente positivos ou 

negativos. Conseqüentemente, os resultados de sistemas de tipificação devem ser 

considerados relativamente a dados epidemiológicos, juntamente com outros parâmetros. 

Alguns dos critérios utilizados na avaliação de sistemas de tipificação incluem: 1) 

tipabilidade - habilidade em obter resultados para os isolados analisados sem 

ambigüidade; 2) reprodutibilidade – habilidade da técnica em obter o mesmo resultado 

quando a mesma cepa é testada repetidamente, e 3) poder discriminatório – habilidade em 

diferenciar cepas não relacionadas (Tenover et al. 1994, Arbeit 1999). 
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Um isolado microbiano, ou estoque, é uma coleção de células derivadas como 

monocultura de uma colônia primária em meio sólido no qual a fonte do isolado foi 

inoculada. Esta última pode ser tão diversa quanto um espécime clínico de um paciente ou 

uma amostra de solo. Uma cepa ou cepa representa um isolado ou grupo de isolados 

apresentando características genéticas ou fenotípicas específicas que diferenciam de outros 

isolados pertencentes à mesma espécie. Uma cepa de referência é uma amostra bem 

caracterizada que é preservada “in vitro” e usada em estudos subseqüentes para 

comparação. Um clone (ou grupo clonal de isolados ou cepas) compreende organismos 

descendentes de um ancestral comum por cadeia direta de replicação. A identificação de 

clones deve-se basear em monitoramento cuidadoso de vários marcadores moleculares de 

poder discriminatório suficiente. Um clone genético compreende um grupo de cepas que 

são completamente idênticas em nível de DNA (van Belkum et al. 2001). 

Epidemiologistas monitoram a dispersão de vírus, bactérias, fungos e 

protozoários associados a infecções humanas ou animais. Os riscos à saúde pública podem 

ser determinados e intervenções na disseminação da doença podem ser delineadas e a 

eficácia atingida. A epidemiologia microbiana é útil para traçar as estratégias de 

sobrevivência e virulência de microrganismos patogênicos ou multirresistentes como parte 

de sistemas de vigilância (van Belkum et al. 2001). 

Avaliando um sistema de tipificação para perspectivas ecológicas e 

epidemiológicas, vários atributos devem ser considerados, incluindo a habilidade para 

tipificação de cepas, reprodutibilidade e estabilidade de padrões e poder discriminatório. 

Uma combinação de métodos de tipificação fenotípicos e genotípicos é a melhor forma 

para compreensão da epidemiologia da intoxicação alimentar estafilocócica (Shimizu et al. 

2000). 
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2.10.1 Técnicas de tipificação microbiana 

As técnicas de tipificação microbiana podem ser fenotípicas, que detectam 

características expressas pelos microrganismos, e genotípicas, que envolvem análise 

baseada diretamente no DNA cromossômico ou de elementos genéticos 

extracromossômicos (Arbeit 1999). 

As técnicas fenotípicas são limitadas pela capacidade dos microrganismos em 

alterar a expressão de genes. Mutações pontuais podem resultar em regulação anormal ou 

alteração funcional do gene responsável por um fenótipo determinado. Assim isolados da 

mesma espécie, geneticamente indistinguíveis, podem apresentar fenótipo variado. Outra 

limitação das técnicas é que o material disponível pode não ser apropriado para todas as 

cepas e grande parte destas podem apresentar fenótipo nulo e serem, conseqüentemente, 

não tipificáveis. São técnicas fenotípicas mais comuns a biotipificação, que se refere ao 

padrão de atividades metabólicas expressas por um isolado incluindo reações bioquímicas, 

morfologia colonial e tolerância ambiental; o teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

ou antibiograma; a sorotipificação, que se baseia nas diferenças de determinantes 

antigênicos expressos na superfície celular dos microrganismos; a fagotipificação, que 

determina a susceptibilidade ou resistência das cepas isoladas à lise por bacteriófagos 

padrões; a eletroforese enzimática (MLEE “multilocus enzyme electrophoresis”) onde os 

isolados são analisados pela diferente mobilidade eletroforética de determinadas enzimas 

metabólicas que apresentam (Arbeit 1999). 

Os problemas associados a muitas técnicas fenotípicas estimularam o 

desenvolvimento e aperfeiçoamento de métodos de tipificação baseados em DNA, que têm 

se revelado como preferenciais para tipificação de cepas dos patógenos bacterianos mais 

comuns, tanto em laboratórios clínicos quanto de referência (Arbeit 1999). 
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Técnicas genotípicas que envolvem análise de DNA têm sido aplicadas à 

tipificação microbiana, porém, nenhuma delas combina reprodutibilidade e poder 

discriminatório com rapidez e simplicidade, além da complexidade na interpretação de 

resultados e aplicação efetiva a estudos epidemiológicos (Arbeit 1999). 

São exemplos de técnicas genotípicas, a análise plasmidial, que sofre as 

limitações inerentes ao fato de que os plasmídios são móveis, extracromossomais e, 

portanto, não fazem parte do genótipo cromossomal que define as cepas; análise por 

enzimas de restrição (REA de DNA cromossomal) que se baseia no tratamento do DNA 

por endonucleases gerando fragmentos que podem ser separados e observados por 

eletroforese em gel de agarose; a técnica de “southern blot”, que se baseia na digestão do 

DNA bacteriano, separação dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose e 

transferência (“blotting”) dos fragmentos para uma membrana de nitrocelulose ou nylon 

onde são então detectados usando-se sonda marcada. A ribotipificação, que se refere a 

uma análise “southern blot” onde as cepas são caracterizadas por RFLP (“restriction 

fragment length polymorphisms”) associadas a operon (s) ribossomal (is); eletroforese em 

gel em campo pulsado (PFGE) que consiste na digestão do DNA por enzimas de restrição 

que resultam em fragmentos relativamente grandes, os quais são observados após corrida 

em gel de agarose em campo elétrico cuja orientação é mudada periodicamente (pulsada); 

sistema de tipificação aplicando PCR como, AP-PCR (“arbitrarily primed PCR”), que é a 

reação em cadeia da polimerase utilizando seqüências iniciadoras arbitrárias, rep-PCR, 

PCR baseado em seqüências cromossomais repetidas e análise da sequência de 

nucleotídeos (Arbeit 1999). 

Durante a última década, vários estudos têm utilizado métodos tradicionais de 

tipificação bacteriana juntamente com técnicas moleculares para caracterização de cepas 

de S. aureus (Linhardt et al. 1992, Aarestrup et al. 1995, Fitzgerald et al. 1997, 
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Hoefnagels-Schuermans et al. 1997, Essawi et al. 1998, Na’was et al. 1998, Rodgers et al. 

1999, Vanderlinde et al. 1999, Tondo et al. 2000, Crisóstomo et al. 2001, Marsou et al. 

2001, Oliveira et al. 2001, Stephan et al. 2001, Grundmann et al. 2002, Montesinos et al. 

2002, Nagase et al. 2002, Nascimento et al. 2002, Zadoks et al. 2002, Acco et al. 2003, 

Gialluly et al. 2003, Hennekinne et al. 2003, Sommerhäuser et al. 2003, Goñi et al. 2004, 

van Duijkeren et al. 2004, Mørk et al. 2005, O’Mahony et al. 2005). 

Historicamente, os isolados vêm sendo diferenciados por métodos fenotípicos 

de tipificação, incluindo a susceptibilidade antimicrobiana e fagotipificação. Ambos os 

métodos têm limitações, pois isolados não relacionados geneticamente podem ter o mesmo 

perfil de susceptibilidade antimicrobiana e alguns isolados de S. aureus não são tipificados 

pela fagotipificação (Shopsin & Kreiswirth 2001). 

A fagotipificação tem sido usada tradicionalmente como um instrumento 

epidemiológico para determinar a fonte da contaminação estafilocócica e identificação de 

casos em surtos de doenças transmitidas por alimentos (Vanderlinde et al. 1999). Apesar 

de ser amplamente utilizada em vários laboratórios de referência pelo mundo para estudos 

epidemiológicos envolvendo Staphylococcus aureus (Tenover et al.1995, Mc Cullagh et 

al. 1998), a fagotipificação apresenta alguns problemas: 1) caracteriza isolados baseando-

se em marcadores fenotípicos de baixa reprodutibilidade, 2) não realiza a tipificação de 

todos os isolados e 3) requer manutenção de fagos e cepas de propagação, limitando sua 

utilização (Bannerman, et al. 1995). Além disso, seu poder discriminatório tem sido 

questionado, especialmente onde cepas animais estão envolvidas, pois muitas delas são 

susceptíveis aos mesmos fagos que as cepas de origem humana (Vanderlinde et al. 1999). 

A introdução de métodos de genotipificação baseados em análise de DNA tem 

melhorado significativamente a eficiência da tipificação epidemiológica (Montesinos et al. 

2002). Marcadores genotípicos discriminam mais do que marcadores fenotípicos, porém a 
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combinação de dois ou mais métodos vem sendo recomendada (Marsou et al. 2001). Faz-

se necessário um método de tipificação que possa ser aplicado a um grande número de 

espécies bacterianas e a técnica de RFLP seguida de PFGE satisfaz esta necessidade 

(Tenover et al. 1995). O PFGE tem se mostrado o marcador mais confiável para 

tipificação de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA), sendo um método 

altamente discriminatório, estável e reprodutível (Olive & Bean 1999, Montesinos et al. 

2002). 

A aplicação de técnicas moleculares ao estudo de organismos heterogêneos 

implementa estudos epidemiológicos pela melhoria na capacidade de subclassificar estes 

organismos em grupos representativos. Isto facilita a detecção de surtos de doenças e 

permite ao epidemiologista a identificação de fatores de risco de surtos, de casos 

esporádicos ou de ambos (Foxman & Riley 2001). 

A habilidade de discriminação entre genomas é essencial em várias disciplinas, 

inclusive em epidemiologia molecular. Para a tipificação microbiana, a fonte de 

organismos a ser estudada deve ser bem definida. O habitat natural de onde as células são 

isoladas é importante para interpretação de resultados de tipificação molecular e para 

inferir conclusões adequadas (van Belkum et al. 2001). 

 

2.10.1.1 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos - Antibiograma 

Entre os métodos de tipificação que têm sido aplicados para comparar cepas de 

S. aureus, identificar mecanismos de transmissão e fontes de contaminação, o 

antibiograma tem sido rotineiramente utilizado especialmente por sua ampla 

disponibilidade, rigoroso controle de qualidade, baixo custo, fácil execução e contribuição 
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para o conhecimento sobre a resistência dos microrganismos a antimicrobianos (Arbeit 

1999, Zadocks et al. 2000).  

Para estudos epidemiológicos detalhados, como de infecções nosocomiais, o 

teste de susceptibilidade a antimicrobianos possui relativa limitação de uso não somente 

pela variação fenotípica que as cepas podem apresentar, mas também porque a resistência 

está sob extraordinária pressão seletiva dentro dos hospitais. Existem vários mecanismos 

genéticos envolvidos na resistência antimicrobiana, como mutações pontuais e aquisição 

de genes de resistência mediados por plasmídeos e transposons. A transmissão desses 

genes pode acontecer entre cepas ou entre espécies. Por outro lado, na ausência de pressão 

seletiva, estes elementos podem ser perdidos. Como conseqüência destes mecanismos de 

variação genética, cepas diferentes podem apresentar perfis de resistência semelhantes e a 

mesma cepa pode apresentar perfis de susceptibilidade diferentes para um ou mais 

antibióticos (Arbeit 1999). 

Tenover et al. (1994) ressalta que apesar das limitações relacionadas ao poder 

discrimitário da técnica, o antibiograma tem fácil utilização e interpretação, e deve ser 

utilizado em laboratórios de rotina como triagem para determinação de correlação entre 

cepas. 

Devido à freqüência de doenças causadas por S. aureus, muitos antibióticos 

têm sido introduzidos para uso terapêutico no homem e animais nas últimas décadas. Os 

principais grupos destes antibióticos são, entre outros, as penicilinas, cefalosporinas, 

macrolídeos, carbapenems. Entretanto, cepas resistentes à penicilina, estreptomicina, 

eritromicina e tetraciclina têm emergido. A partir de 1960, a meticilina e oxacilina têm 

sido usadas no controle das infecções estafilocócicas, porém a frequência de MRSA tem 

aumentado em vários países (Tsen et al. 1998). 
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Em Taiwan, um estudo avaliando cepas de S. aureus obtidas de alimentos e 

isolados clínicos, constatou a alta frequência de resistência à penicilina das bactérias 

isoladas de alimentos, provavelmente devido ao uso comum deste antibiótico no país 

(Tsen et al. 1998). O nível de resistência a antimicrobianos por S. aureus de origem bovina 

na Dinamarca, tem aumentado muito pouco quando comparado a outros países, apesar do 

uso regular de penicilinas e outros agentes antimicrobianos em animais leiteiros (Vintov et 

al. 2003b).  

Num estudo na Suíça, o antibiograma revelou que 100% das 34 cepas de S. 

aureus isoladas de mastite bovina foram susceptíveis a cefoperazone, oxacilina, cefalotina, 

gentamicina, neomicina, tetraciclina, cloranfenicol, lincomicina e eritromicina. Trinta e 

um isolados (91,2%) foram susceptíveis a todos os antibióticos testados. Dos restantes, 

dois foram resistentes à penicilina G/ampicilina e um à polimixina B (Stephan et al. 2001). 

Em S. aureus de origem bovina, isolados em nove países europeus e EUA, foi 

encontrada resistência à penicilina, em média, em 32,4% (2% a 71,4%) das 815 cepas 

avaliadas. Metade (50,1%) dos isolados foi susceptível a todos os 21 antibióticos testados. 

Neste estudo foi observado um grande número de tipos de S. aureus causadores de mastite 

bovina, apesar da predominância de alguns. A resistência à penicilina esteve amplamente 

disseminada entre cepas causadoras de mastite bovina, mas a resistência a outros agentes 

antimicrobianos foi limitada. Os resultados demonstraram que o uso de penicilina no 

ambiente de criação de bovinos tem selecionado tipos específicos de S. aureus em países 

onde a resistência é muito freqüente (Vintov et al. 2003a). 

A veiculação de S. aureus resistentes a antimicrobianos por alimentos pode 

ocorrer em função da colonização destes microrganismos nos alimentos prontos ou suas 

matérias-primas. Costa et al. (2000), em São Paulo, Brasil, encontraram cepas de 

Staphylococcus isoladas do parênquima mamário apresentando alta resistência in vitro a 
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antimicrobianos, atribuindo este fato ao insucesso das terapias anti-mastite e/ou mastites 

recorrentes crônicas. Resultados semelhantes foram encontrados por Gündoğan et al. 

(2005) na Turquia, reforçando o risco de transmissão de S. aureus resistentes a 

antimicrobianos ao homem pelo consumo de leite. De Oliveira et al. (2000) sugerem que 

técnicas de manejo de gado bovino visando o controle de mastites sejam utilizadas em 

conjunto com terapia antimicrobiana, no controle desta doença em bovinos. 

A principal desvantagem da tipificação pelo antibiograma consiste na 

variabilidade da expressão da resistência que também é susceptível à instabilidade devido 

à transmissão horizontal e perda dos elementos genéticos extracromossômicos 

(Montesinos et al. 2002). O antibiotipo ainda é válido como primeira aproximação da 

origem clonal ao comparar dois isolados bacterianos, especialmente em laboratórios de 

rotina (Hoefnagels-Schuermans et al. 1997). Para uma boa aproximação sempre se deve 

considerar a epidemiologia do microrganismo, a genética bacteriana, os perfis de 

susceptibilidade habituais e os mecanismos moleculares de resistência. Finalmente é 

importante saber identificar no perfil de susceptibilidade, um bom marcador que permita 

aproximar-se à clonalidade entre isolamentos bacterianos (Labarca 2002). 

Um dos principais Staphylococcus patogênicos em infecções nosocomiais no 

homem é o MRSA. Desde que foi primeiramente descrito na Inglaterra em 1961, pouco 

depois da introdução da meticilina em 1959 (Mulvey et al. 2001), o MRSA tem sido 

encontrado em vários países. É uma bactéria clinicamente importante por apresentar 

resistência cruzada a antibióticos beta-lactâmicos, inclusive às cefalosporinas e ainda tem 

demonstrado resistência a vários outros agentes antimicrobianos como aminoglicosídeos, 

macrolídeos, cloranfenicol, tetraciclina e fluoroquinolonas, exceto à vancomicina 

(Hoefnagels-Shuermans et al. 1997, Shimizu et al. 1997a, Seguin et al. 1999). 
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O isolamento de MRSA de animais foi descrito primeiramente por Devriese et 

al. em 1972 (citado por O’Mahony et al. 2005) que isolaram o organismo do leite de vacas 

mastíticas. Outros estudos evidenciaram a presença de MRSA em cães, eqüinos, gato, 

coelho e foca (Shimizu et al. 1997a, Seguin et al. 1999, van Duijkeren et al. 2004, 

O’Mahony et al. 2005). O’Mahony et al. (2005), avaliando MRSA isolados a partir de 

animais e tratadores de animais em hospital veterinário na Irlanda, concluíram que a 

transmissão entre animais e homem tem importância veterinária e em saúde pública, 

exigindo medidas de controle da infecção animal por MRSA durante o manejo dos 

mesmos. 

A evolução molecular de MRSA que tem ocorrido ao longo do tempo e 

envolve tanto transferência horizontal de genes quanto a disseminação clonal de certas 

cepas (van Belkum et al. 2001). Estudos epidemiológicos moleculares conduzidos em 

vários países desde a década de 1980, claramente indicam que o fator principal para 

disseminação geográfica massiva de MRSA é a disseminação de relativamente poucos 

clones epidêmicos (Crisóstomo et al. 2001). Cinco clones de MRSA distintos foram 

identificados em todo o mundo, desde o isolamento da primeira cepa no Reino Unido em 

1961 (Chambers 2001, Vivoni & Moreira 2005). No Brasil, a prevalência do isolamento 

de cepas de MRSA varia de 40% a 80% na maioria dos hospitais. A disseminação do 

clone endêmico brasileiro (BEC) tem sido descrita em vários hospitais no Brasil, América 

do Sul (Argentina, Uruguai, Chile) e Europa (Portugal, República Tcheca) (Oliveira et al. 

2001, Vivoni & Moreira 2005). 

Tradicionalmente infecções por MRSA são adquiridas em hospitais e 

instituições similares. Fatores de risco para colonização ou infecção por MRSA em 

hospitais incluem principalmente exposição a antibióticos, passagem por unidades de 

terapia intensiva, cirurgia e contato com paciente colonizado (Chambers 2001).  
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A penicilinase é tipicamente codificada por plasmídeo e pode ser facilmente 

transferida por transdução ou conjugação. Estas características contribuem para que cepas 

produtoras de penicilinase, meticilina susceptíveis sejam geneticamente diversas e 

policlonais. Ao contrário da penicilinase codificada por plasmídeo, o gene mec 

determinante de resistência à meticilina é codificado no cromossomo bacteriano. A 

transferência horizontal do gene mec é sabidamente rara (Chambers 2001). 

A resistência antimicrobiana à penicilina, meticilina e vancomicina certamente 

é conseqüência da pressão seletiva da exposição a antibióticos. A questão não é se a 

resistência vai ocorrer, mas como ela vai acontecer. A minimização da pressão antibiótica 

que favorece a seleção de cepas resistentes é essencial ao controle da emergência destas 

cepas em hospitais e na comunidade (Chambers 2001). 

A emergência de bactérias multi-resistentes a antibióticos tem-se constituído 

no maior desafio no tratamento de doenças infecciosas e, portanto um problema de saúde 

pública. Isto demanda a identificação e controle das fontes de contaminação e dos 

mecanismos de transmissão (Goñi et al. 2004). 

 

2.10.1.2 Eletroforese em Gel em Campo Pulsado (PFGE)  

A introdução de métodos de genotipificação baseados em análise de DNA tem 

melhorado significativamente os resultados de tipificação epidemiológica. A 

macrorrestrição do DNA seguida de eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE) tem se 

mostrado como o marcador epidemiológico mais confiável para tipificação de MRSA, 

visto que é um método altamente discriminatório, estável e reprodutível (Shimizu et al. 

2000, Montesinos et al. 2002, Strandén et al. 2003). 

A técnica desenvolvida por Schwartz e Cantor em 1984 é uma variação da 

eletroforese em gel de agarose, onde o campo elétrico varia periodicamente, ou seja, é 
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pulsado. Envolve a digestão do cromossomo por endonucleases de restrição específicas, 

como a SmaI para S. aureus, que têm relativamente poucos sítios de reconhecimento, 

gerando perfis de cinco a 20 fragmentos de DNA de aproximadamente 10 a 800 kb. A 

eletroforese destes fragmentos permite a visualização do perfil de restrição, que 

compreende uma série de bandas com tamanhos diferentes que podem ser separados 

efetivamente no campo pulsado. A relação entre os isolados bacterianos é inferida pela 

similaridade dos perfis de restrição originados. Teoricamente, todos os isolados 

bacterianos podem ser tipificados por esta técnica (Arbeit 1999, Singer et al. 2004). 

O índice de mutação, incluindo mutações pontuais, rearranjos genéticos e 

transferência horizontal de elementos móveis como fagos e transposons, é diferente entre 

as diferentes espécies bacterianas. Em um sistema de tipificação, o índice de mutação vai 

influenciar diretamente a estabilidade dos padrões de tipificação durante os ciclos de 

replicação de um dado clone bacteriano. Assim para um determinado microrganismo, a 

interpretação epidemiológica de padrões de PFGE vai depender das escalas de tempo e 

espaço considerados (Blanc et al. 2001, Singer et al. 2004). 

O método requer interpretação subjetiva e comparação dos perfis de restrição e 

imagens (Singer et al. 2004). A utilização de programas computadorizados para 

comparação de perfis tem aprimorado a interpretação dos resultados obtidos por PFGE 

(Shopsin & Kreiswirth 2001). 

A técnica de PFGE tem sido aplicada com sucesso à tipificação de um grande 

número de organismos gram-negativos, gram-positivos e espécies de micobactérias 

(Matushek et al. 1996, Arbeit 1999, Blanc et al. 2001), apesar de possuir limitações como 

o tempo gasto na sua execução e o custo, exigindo equipamento eletroforético e softwares 

especializados e onerosos (Arbeit 1999, Senna et al. 2002). 
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Em relação ao S. aureus, o PFGE tem sido utilizado em várias investigações 

epidemiológicas de infecções hospitalares e também tem sido usado para determinação da 

fonte da bactéria em surtos de intoxicação alimentar estafilocócica (Tenover et al. 1997, 

McCullagh et al. 1998, Suzuki et al. 1999, Chiou et al. 2000, Shimizu et al. 2000, Joo et 

al. 2001, Labarca 2002, Martín et al. 2004). Pode ser usada com diferentes propósitos 

genéticos e epidemiológicos, como para comparar e classificar isolados, mapear sondas de 

genes representativos, estimar o tamanho do genoma de cada cepa e analisar a relação 

genética entre cepas (Martín et al. 2004). 

A fagotipificação, tradicionalmente utilizada como técnica padrão ouro para 

tipificação de S. aureus, ainda hoje é amplamente utilizada, apesar de apresentar algumas 

desvantagens que incluem: tipabilidade limitada dos isolados, reprodutibilidade técnica 

dos resultados limitada e expressão variada dos determinantes epidemiológicos resultando 

em reprodutibilidade biológica limitada. Este método vem sendo substituído pelo PFGE, 

pois apresenta maior reprodutibilidade laboratorial do que a tipificação binária e 

fagotipificação e maior poder discriminatório do que a fagotipificação (Zadoks et al. 

2002). A grande vantagem desta técnica é sua habilidade em tipificar cepas que não 

puderam ser fagotipificadas (Hennekinne et al. 2003). 

Quando comparada à fagotipificação, Shimizu et al. (1997b) demonstraram que 

a técnica de PFGE obteve melhores resultados em cepas isoladas de aves, onde a 

fagotipificação não conseguiu caracterizar todas as cepas. Vanderlinde et al. (1999) obteve 

resultados semelhantes avaliando S. aureus isolados de carne crua quando comparados aos 

resultados obtidos por fagotipificação. Zadoks et al. (2002), comparando isolados obtidos 

de bovinos, homem, equipamento de ordenha e leite bovino através de PFGE, tipificação 

binária e fagotipificação, concluíram que a técnica de PFGE mostrou melhor tipabilidade e 

maior poder discriminatório. 
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PFGE e MLST (“multilocus sequence typing”) apresentam habilidades 

discriminatórias similares em alguns estudos. Para muitas aplicações epidemiológicas 

estritas, PFGE permanece como sistema de tipificação de escolha com o MLST reservado 

para estudos epidemiológicos longos e estudos de populações genéticas (Peacock et al. 

2002). 

Chiou et al. (2000) demonstraram que PFGE foi um método mais preciso para 

tipificação molecular de S. aureus do que a análise do perfil de restrição do gene da 

coagulase (CRP), quando procederam a caracterização molecular de Staphylococcus 

isolados a partir de pacientes e manipuladores de alimentos. A técnica é útil para 

investigar formas de contaminação de alimentos por Staphylococcus e distinguir os 

biotipos tradicionais de S. aureus, apresentando maior poder discriminatório do que a 

tipificação bioquímica (Hennekinne et al. 2003). 

A técnica de PFGE é o melhor método para tipificação de cepas de MRSA 

(Saulnier et al. 1993, Kumari et al. 1997, Shimizu et al. 2000, Strandén et al. 2003), apesar 

de que esta tem-se mostrado particularmente difícil porque a maioria das cepas é derivada 

de poucos clones (Tenover et al. 1994).  

Vários estudos de tipificação bacteriana tentam caracterizar Staphylococcus 

aureus isolados de casos de mastites bovinas utilizando diversos métodos como: 

fagotipificação (Fox et al. 1991, Aarestrup et al. 1997), ribotipificação (Rivas et al. 1997), 

polimorfismo do gene da coagulase (Su et al. 2000), tipificação binária (Zadoks et al. 

2000) eletroforese enzimática (Fitzgerald et al. 1997), PCR (Mathews et al. 1994, Lipman 

et al. 1996) e PFGE (Lange et al. 1999, Joo et al. 2001, Buzzola et al. 2001, Stephan et al. 

2001). Através do PFGE, procura-se caracterizar os tipos de Staphylococcus isolados dos 

animais e compará-los com os isolados obtidos em diferentes propriedades e até regiões 

maiores (Fitzgerald et al. 1997, Lange et al. 1999, Zadoks et al. 2000, Buzzola et al. 2001, 
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Joo et al. 2001, Stephan et al. 2001). Com isto, pode-se estabelecer os tipos mais 

prevalentes envolvidos na etiologia da mastite. 

Em relação à origem de S. aureus em alimentos, quase sempre atribuída a 

manipuladores, Tondo et al. (2000), utilizando a técnica de PFGE, observaram em uma 

indústria leiteira na região de Porto Alegre/RS, que a fonte de S. aureus presente nos 

produtos finais foi provavelmente o leite cru e não os manipuladores. Jørgensen et al. 

(2005b), na Noruega, também atribuíram ao leite cru a fonte de contaminação de S. aureus 

em produtos derivados envolvidos em surto de intoxicação alimentar estafilocócica. 



 46

3 JUSTIFICATIVA 

 

 

Sabe-se que uma importante fonte de microrganismos para os alimentos é o 

manipulador que entra em contato com os mesmos em toda a cadeia de sua produção. 

Vários procedimentos e sistemas de qualidade visam minimizar a contaminação dos 

alimentos, como as Boas Práticas de Fabricação (BPF) e Análise de Perigos em Pontos 

Críticos de Controle (APPCC), mundialmente aplicados. No entanto, com estudos de 

tipificação bacteriana, têm-se demonstrado que a fonte de S. aureus para o queijo Minas 

Frescal pode ser a matéria-prima e não apenas os manipuladores como geralmente 

pensado (Tondo et al. 2000). 

Com base nestes fatos, o conhecimento das fontes de Staphylococcus aureus 

para o queijo Minas Frescal, um produto muito consumido em Goiás, permitiria a adoção 

de medidas sanitárias na produção de leite e manipulação dos produtos derivados com o 

objetivo de minimizar a contaminação final por esta bactéria, cuja elevada prevalência, 

nestes tipos de alimentos e pela importância como agentes de intoxicações alimentares, 

justifica um estudo pormenorizado. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL: 

Caracterizar Staphylococcus aureus isolados de amostras coletadas em laticínio 

de Goiás, visando estabelecer relação de contaminação entre a matéria-prima, o 

manipulador e o produto final (queijo Minas Frescal). 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

4.2.1 Isolar, identificar e quantificar S. aureus a partir de amostras de leite cru e de queijo 

Minas Frescal; 

 

4.2.2 Isolar e identificar S. aureus a partir de amostras coletadas da nasofaringe e mãos de 

manipuladores envolvidos na fabricação do queijo analisado; 

 

4.2.3 Realizar o antibiograma como teste fenotípico de tipificação dos S. aureus isolados; 

 

4.2.4 Realizar a técnica de eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE) como teste 

genotípico de tipificação de S. aureus isolados; 

 

4.2.5 Comparar os S. aureus isolados das diferentes fontes (manipuladores, leite cru e 

queijo Minas Frescal) visando investigar a possível fonte da bactéria para o produto final 

(queijo). 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1 AMOSTRAGEM: 

 

Foram coletadas 140 amostras em um laticínio do estado de Goiás sendo 24 de 

leite cru, 24 de queijo Minas Frescal e 92 amostras provenientes de manipuladores (46 de 

nasofaringe e 46 de mãos), no período de março de 2004 a fevereiro de 2005. O laticínio 

está localizado numa cidade próxima a Goiânia e recebe entre 2.700 a 3.200 litros de leite 

(dependendo da época do ano), proveniente de fazendas da região. O leite recebido é 

utilizado na produção de leite pasteurizado tipo C e queijo Minas Frescal. São produzidos 

em média 110 kg de queijo ao mês. O laticínio possui quatro funcionários envolvidos na 

produção do queijo. Estes funcionários exercem outras funções como, recepção do leite, 

embalagem de queijo, processamento de leite pasteurizado, higienização da fábrica e 

latões, etc. 

 

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS: 

 

Durante visitas bimensais ao laticínio, foram colhidas as amostras: 

- Leite cru: 250 mL do leite utilizado na preparação do queijo; 

- Queijo Minas Frescal: cada amostra se constituiu de uma unidade de queijo fabricada; 

- Manipuladores: com swab esterilizado, foram coletadas amostras da nasofaringe e 

mãos. Os swabs eram dispensados em tubos individuais contendo caldo cérebro-

coração (BHI). 
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As amostras coletadas eram acondicionadas em caixa isotérmica com gelo e 

remetidas ao laboratório. 

 

5.3 LOCAL DAS ANÁLISES: 

 

As análises foram realizadas nos Laboratórios de Microbiologia de Alimentos e 

Ambientes e de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 

Universidade Federal de Goiás. 

 

5.4 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS: 

 

5.4.1 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva: 

- Leite cru: Após homogenização, alíquotas de 0,1 ml do leite cru e das diluições 

seriadas subseqüentes (10-1, 10-2, 10-3) preparadas em água peptonada 0,1% tamponada 

(H2PO4), eram inoculadas em superfície de Ágar Baird-Parker adicionado de solução 

de gema de ovo a 50% e solução aquosa de telurito de potássio a 1% e distribuídas 

com alça de Drigalsky. As placas eram incubadas a 37oC por 48 horas. Após 

incubação, das placas que apresentavam entre 20 e 200 colônias, eram contadas 

colônias típicas (negras, brilhantes com anel opaco rodeadas por um halo transparente) 

e atípicas (acinzentadas ou negras, brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos). 

Eram selecionadas 3 a 5 colônias típicas e atípicas para inoculação em BHI e 

incubação a 37oC/24 horas (Lancette & Tatini, 1992). 
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- Queijo Minas frescal: Após homogeneização de 25g de queijo em 225 mL de H2PO4 

tamponada em homogenizador do tipo “stomacher” (diluição 10-1), as diluições 

subseqüentes eram analisadas como o leite cru (Lancette & Tatini, 1992). 

 

5.4.2 Isolamento de Staphylococcus 

- Suabes de nasofaringe e mãos: após incubação dos suabes em BHI a 37oC/24 h, as 

amostras eram semeadas em superfície de ágar Manitol salgado e as placas incubadas 

a 37oC/24-48 horas (Kloos & Bannerman, 1999). Após a incubação, eram selecionadas 

colônias suspeitas de pertencerem ao gênero Staphylococcus para identificação. 

 

5.4.3 Identificação (Bennett & Lancette 2001) 

- Das colônias consideradas suspeitas de pertencerem ao gênero Staphylococcus, foram 

realizadas as seguintes provas: coloração de Gram, prova da catalase, prova da 

coagulase, prova da termonuclease, produção de acetoína (teste do VP) e fermentação 

anaeróbica da glicose e manitol. As colônias identificadas como S. aureus foram 

submetidas ao antibiograma e PFGE. 

 

5.4.4 Antibiograma 

- Como teste fenotípico de tipagem bacteriana, foi realizado o teste de susceptibilidade a 

antimicrobianos utilizando-se a técnica de difusão em placas (NCCLS, 2003). Foram 

testados os seguintes antimicrobianos: Eritromicina (15 :g), Ciprofloxacina (05 :g), 

Tetraciclina (30 :g), Gentamicina (120 :g), Vancomicina (30 :g), Oxacilina (01 :g) e 

Penicilina (10UI). A cepa padrão ATCC 25923 foi usada como controle.  
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5.5.5 Eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE) 

Como teste genotípico de tipificação bacteriana, foi realizada a macrorrestrição 

de DNA cromossomal seguida de PFGE, segundo o protocolo descrito por Mulvey et al. 

(2001) com algumas modificações. 

- Preparação das células - Uma colônia de cada isolado de S. aureus era inoculada em 3 

mL de BHI e incubada a 37oC/16-18h. Em seguida, 500 :L do cultivo era centrifugado 

a 18.000 rpm/1 min. O sedimento era ressuspendido em 150 :L de tampão de 

suspensão (10 mM de Tris-HCl, pH 7,2, 20 mM de NaCL, 50 mM de EDTA) e 

misturado a 7 :L de lisostafina (1mg/mL) e a 150 :L de agarose “low melting point” a 

2% para confecção dos “plugs”. 

- Lise celular – As células nos “plugs” eram lisadas em tampão de lise (10 mM Tris-Cl 

pH 7,2, 50 mM NaCl, 100 mM, 50 mM EDTA, 0,2% desoxicolato de Na, 0,5% 

sarcosil) por 1h a 37oC seguido de incubação a 50oC/0,5h em 1 mL de tampão de 

Proteinase K (PK) (250 mM EDTA pH 9,0, 1% de sarcosil) e 60U/mL de PK. Após a 

incubação, os “plugs” eram lavados quatro vezes em tampão TE (10 mM Tris-HCl pH 

7,6, 0,1 mM EDTA). 

- Digestão do DNA – 1/3 dos “plugs” de cada amostra eram estabilizados em 300 :L de 

tampão da enzima 1X por 10 min a temperatura ambiente e então digeridos com 20U 

de endonuclease de restrição SmaI por 4h a 25oC. 

- Separação dos fragmentos de restrição – os fragmentos de DNA digeridos foram 

separados por corrida em gel de agarose 1% e tampão TBE 0,5X (Tris 0,5 M borato 

EDTA). Foi usado o marcador de peso molecular lambda (Bio-Rad) e também uma 

cepa controle em cada gel. A eletroforese foi realizada em aparelho CHEF DR II (Bio-
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Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) nas seguintes condições: voltagem = 6V/cm, 

tempo = 18 h, temperatura = 14oC, pulso inicial de 5,3s e final de 34,9s. Após a 

eletroforese, o gel era corado por 1h com brometo de etídio (0,5mg/L e fotografado em 

transiluminador sob luz UV. 

- Interpretação dos resultados – a interpretação foi realizada visualmente de acordo com 

os parâmetros estabelecidos por Tenover et al. (1995) e por análise computadorizada 

(BioNumerics, v. 4.0, Applied Maths, Kortrijk, Belgium). 
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Utilização do Antibiograma como Ferramenta de Tipificação Fenotípica de Staphylococcus aureus 

Isolados de Manipuladores, Leite Cru e Queijo Minas Frescal em Laticínio de Goiás, Brasil 

1. Introdução 

Os produtos lácteos são freqüentemente envolvidos em surtos de toxinfecções alimentares em todo o 

mundo. Muitos microrganismos patogênicos podem ser veiculados ao homem através do consumo de leite e seus 

derivados, entre eles a bactéria Staphylococcus aureus6,14,26. 

O homem e os animais são os principais reservatórios de S. aureus. A contaminação de alimentos com 

S. aureus deve-se primariamente à sua presença na matéria-prima14, apesar de um grande número de surtos de 

toxinfecções alimentares envolverem cepas de origem humana como fontes de contaminação35. A cavidade nasal 

é o principal habitat dos estafilococos no homem e sua presença em manipuladores assintomáticos está bem 

documentada5,31,30,32,33,18,16,2,9 e contribui para a contaminação de produtos lácteos. Os S. aureus são considerados 

os mais importantes na epidemiologia das mastites em vacas de leite e o patógeno mais abundante em leite 

cru1,15,4,36,23. A mastite bovina é uma doença epidêmica de difícil tratamento e controle, sendo a causa mais 

freqüente do uso de antimicrobianos em propriedades leiteiras36,17. O uso indiscriminado de antibióticos em 

alimentos, seja para fins terapêuticos, profilaticamente, ou ainda, incorporados à alimentação como suplemento 

dietético, facilita a disseminação de microrganismos designados MDR (multidroga resistentes). Entre os 

problemas ocasionados por estes resíduos, destaca-se a seleção de cepas resistentes, como também, a 

possibilidade de transferência de resistência entre espécies, através de mecanismos genéticos29. 

Sob condições favoráveis, estas bactérias podem proliferar e constituir risco à Saúde Pública pela sua 

capacidade de produzir enterotoxinas. A ingestão de alimentos contendo enterotoxinas pré-formadas é 

responsável pela intoxicação alimentar estafilocócica, que é uma das doenças de origem alimentar mais comuns 

em vários países do mundo10,14. 

O queijo Minas Frescal é um queijo mole, de alta umidade, consumido fresco7. Fatores que influenciam 

a qualidade do queijo são: a contaminação da matéria-prima (leite) e demais ingredientes, a contaminação a 

partir de manipuladores, equipamentos e após o processamento industrial e o tempo de exposição a temperaturas 

que favoreçam a proliferação de microrganismos24. 

A tipificação de S. aureus tem sido usada para sugerir a origem desta bactéria em alimentos33,37,35. O 

antibiograma tem sido um método útil de tipificação bacteriana, contribuindo na investigação de fontes de 

contaminação, sendo a técnica amplamente disponível e padronizada e podendo ser utilizada com várias espécies 
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microbianas8. Sua principal desvantagem consiste na variabilidade da expressão da resistência, a instabilidade 

devido à transmissão horizontal e perda dos elementos genéticos extracromossômicos25. 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente, isolados de S. aureus obtidos de queijo 

Minas Frescal, leite cru e manipuladores de um laticínio, utilizando o antibiograma e determinar a similaridade, 

se presente, entre os isolados do queijo e suas possíveis fontes de contaminação. 

2. Material e Métodos 

No período de Março de 2004 a Fevereiro de 2005 foram coletadas 140 amostras em um laticínio, no 

estado de Goiás: 24 amostras de leite cru, 24 de queijo (± 500g) e 46 amostras de mãos e 46 de nariz a partir de 

quatro manipuladores, funcionários da área de processamento de queijo. As análises foram realizadas no 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos e de Ambientes da Universidade Federal de Goiás. 

A contagem de S. aureus para as amostras de leite cru e queijo Minas frescal foi realizada no Ágar 

Baird-Parker22 e o isolamento de nasofaringe e mãos, após os suabes terem sido previamente inoculados em 

BHI, foi a partir do ágar Manitol Salgado32. Para a identificação utilizou-se: Coloração de Gram, produção de 

catalase, coagulase, termonuclease e acetoína (VP), fermentação anaeróbica da glicose e manitol22,19. A 

tipificação fenotípica foi realizada por antibiograma, através da técnica de difusão em placas27. Foram testados 

os seguintes discos de antimicrobianos: eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina, gentamicina, vancomicina, 

oxacilina e penicilina. Uma cepa padrão de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi usada como controle. 

3. Resultados e Discussão 

Das 140 amostras de leite cru, queijo Minas Frescal e manipuladores coletadas, 66 (47,1%) foram 

positivas para Staphylococcus aureus e destas foram obtidos 77 isolados (Tab. 1). 

Dos quatro manipuladores, três (75%) apresentaram-se contaminados pelo menos duas vezes nas mãos 

e/ou nariz durante todo o período da coleta. Das 92 amostras coletadas neste período, 31 (33,7%) foram positivas 

para S. aureus sendo 16 (34,8%) isolados obtidos a partir de 46 suabes de nasofaringe e 15 (32,6%) isolados a 

partir de suabes de mãos (Tab. 1). As amostras foram coletadas em dias diferentes e os isolados foram 

comparados através do antibiograma. Esses resultados mostram porcentagens de contaminação superiores aos 

obtidos em outros países. 

No Kuwait, 26,6% dos trabalhadores de um restaurante portavam S. aureus na nasofaringe5; no Chile, 

65,5% dos manipuladores de alimentos apresentaram a bactéria na nasofaringe, orofaringe, mãos e unhas31. Na 

Turquia, 70% dos manipuladores estavam com as mãos contaminadas9. No Brasil, estudos demonstram a 

presença da bactéria em manipuladores em Teresina, PI, com prevalência variando de 43,3% a 49,5%30; em 
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Porto Alegre, RS, de 30% a 35,2%2,33. O homem é considerado portador de S. aureus na nasofaringe em 37,2% 

da população em geral21. 

Das 24 amostras de leite cru coletadas, 18 (75,0%) apresentaram S. aureus, produzindo 26 isolados. 

Resultados elevados também foram encontrados em Trinidad3, onde 97,6% das amostras apresentavam S. 

aureus. A média de contagem no leite cru foi de 1,1 x 105 UFC/mL (Tab. 1). Isto assume grande importância em 

Saúde Pública, considerando que as enterotoxinas podem ser detectadas com inóculos de 103 UFC/g10. S. aureus 

é a bactéria mais freqüentemente isolada de mastite bovina em todo o mundo4,12 e aproximadamente em 20% das 

amostras de leite de vacas com mastite no Brasil23. Considerando que o leite foi coletado no tanque de recepção 

e demonstrou altas contagens, cepas patogênicas podem disseminar para o consumidor a partir da fabricação de 

derivados do leite, principalmente se este não sofrer processamento adequado. 

Tabela 1. Contaminação de S. aureus em manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal em um laticínio de 

Goiás, Brasil. 

Fontes (No. de amostras coletadas) 
Amostras positivas No. 

(%) 
No isolados

Média (contagens mínimas e 

máximas) UFC/ml ou g 

Nariz (46) 16 (34,8) 16 ND Manipuladores (92) 
Mãos (46) 

31 (33,7) 
15 (32,6) 

31 
15 ND 

Leite cru (24) 18 (75,0) 26 1,1x105 (<1,0 x 101 a 7,5 x 105) 

Queijo(24) 17 (70,8) 20 3,8x104  (<1,0 x 101 a 3,4 x 10
5
) 

Total (140) 66 (47,1) 77 - 

*ND: não determinado. 

Cepas de S. aureus foram encontradas em 17 (70,8%) das 24 amostras de queijo Minas Frescal 

coletadas, obtendo-se 20 isolados. A contagem da bactéria variou de <1,0 x 101 a 3,4 x 105, com média de 3,8 x 

104 UFC/g (Tab. 1). Treze amostras (54,2%) estavam acima do limite (103 UFC/g) estabelecido pela legislação 

vigente no Brasil11. Na França, um estudo durante o período de 1988 a 1997 demonstrou que o leite e derivados 

foram responsáveis por 59% dos surtos de toxinfecção alimentar e que o S. aureus foi o patógeno mais 

freqüentemente associado a surtos devidos ao consumo de queijos fabricados a partir de leite cru ou 

desconhecido14. No Brasil estudos demonstram uma porcentagem maior de contaminação do queijo. Em 

Blumenau, SC, 95% das amostras de queijo continham S. aureus28, em Poços de Caldas, MG, 50% das amostras, 

com contagens de 105 UFC/g em média6. Em Cuiabá, MT, 96,7% das amostras de queijo estavam fora dos 

padrões microbiológicos nacionais24e no Rio de Janeiro, RJ, 77% das amostras estavam contaminadas e 17,7% 

delas com contagens acima do limite estabelecido7. 
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Dos 77 isolados, 53 (68,8%) foram resistentes à penicilina, 19 (24,7%) à tetraciclina, cinco (6,5%) 

resistentes à eritromicina, quatro (5,2%) à oxacilina e um (1,3%) à vancomicina (Tab. 2). Onze (14,3%) isolados 

foram susceptíveis a todos os antibióticos testados. Todos os isolados foram sensíveis a ciprofloxacina e 

gentamicina. Resultado semelhante foi encontrado em manipuladores no Rio Grande do Sul onde todos os 

isolados foram sensíveis a gentamicina2. 

A resistência à penicilina foi a de maior frequência e foi de 74,2% entre os isolados obtidos dos 

manipuladores, 69,2% para os de leite cru e 68,8% entre os obtidos a partir do queijo Minas Frescal. Resultados 

semelhantes para manipuladores (70,0%) foram encontrados por Acco et al.2. No Chile, 100% das cepas isoladas 

de manipuladores foram resistentes à penicilina16. Em Porto Alegre, RS, 94,4% das amostras obtidas dos 

manipuladores, 47,3% do leite cru e 50% do produto final foram resistentes à penicilina33. Lange et al. (1999)23 

observaram 43,9% de S. aureus isolados de leite cru resistentes à penicilina no Brasil e Calvinho et al (2002)13, 

em 47.6% deste produto, na Argentina. 

A utilização do antibiograma permitiu a observação de 18 (23,4%) dos isolados, resistentes a mais de 

um antibiótico. Atualmente grande importância tem sido dada à multi-resistência antibiótica das bactérias, por 

sua correlação com virulência como os S. aureus meticilina-resistentes (MRSA)21. Neste estudo, quatro (5,2%) 

isolados (três dos manipuladores e um de queijo) apresentaram padrão de MRSA. A disseminação de 

microrganismos resistentes, entre eles MRSA por alimentos e/ou manipuladores de alimentos deve ser 

considerada preocupante e evitada na cadeia de produção. 

Tabela 2. Susceptibilidade antimicrobiana de S. aureus isolados de manipuladores, leite cru e queijo Minas 

Frescal em um laticínio de Goiás, Brasil. 

Resistência a No (%) 
Amostras Positivas 

No. de 

isolados ERI CIP TET GEN VAN OXA PEN 

Manipuladores (31) 31 2 (6,4) 0 (0) 5 (16.1) 0 (0) 1 (3,2) 3 (9.7) 23 (74.2) 

Leite cru (18) 26 2 (7,7) 0 (0) 9 (34,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 18 (69.2) 

Queijo (17) 20 1 (5,0) 0 (0) 5 (25,0) 0 (0) 0 (0) 1 (5,0) 12 (60.0) 

Total (66) 77 5 (6,5) 0 (0)  19 (24.7) 0 (0) 1 (1.3) 4 (5.2) 53 (68.8) 

ERI-eritromicina, CIP-ciprofloxacina, TET-tetraciclina, GEN-gentamicina, VAN-vancomicina, OXA-oxacilina, 

PEN-penicilina.  

De acordo com os padrões de susceptibilidade originados pelo antibiograma, foi possível classificar os 

77 isolados em doze perfis diferentes (A – L), como mostrado na Tab. 3. Os S. aureus isolados de manipuladores 

foram classificados em nove diferentes perfis (A, B, C, D, F, I, J, K e L), enquanto o leite cru em oito perfis (A, 

B, C, D, E, F, H e I) e os isolados de queijo em oito perfis diferentes (A, B, C, D, E, F, G, e J), sugerindo 
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diferentes origens de contaminação do produto final. De acordo com a Tab. 3, houve predominância de isolados 

com fenótipos A, B, C e D. Ainda na Tab. 3, verifica-se que das 20 cepas de S. aureus obtidas a partir do queijo, 

cinco (25%) possuem o fenótipo C. 

Nossos resultados mostraram cepas indistinguíveis pelo antibiograma, colonizando manipuladores, leite 

e queijo, não permitindo a identificação da fonte destas bactérias para o produto final. Somente as amostras 3Q 

(perfil E) e 2Q (perfil J) apresentaram perfis correspondentes a somente uma das fontes prováveis, leite (13L, 

14L’) e manipulador (16M1), respectivamente. 

Nos últimos anos, vários métodos de tipificação bacteriana têm sido usados para comparar cepas e 

identificar mecanismos de transmissão e fontes de contaminação para várias bactérias patogênicas37. Entre esses 

métodos, o antibiograma tem sido usado por ser de fácil execução, acessível, permitir controle de qualidade 

rigoroso e de baixo custo8. Além disso, permite o conhecimento acerca da resistência microbiana das bactérias 

testadas. Entretanto, o antibiograma apresenta limitações, como baixa sensibilidade, o que pode levar à 

determinação de pontos de controle inadequados ou identificação equivocada de fontes de contaminação33,1. 

Tabela 3. Perfis de susceptibilidade antimicrobiana originados de cepas de S. aureus isoladas de um laticínio de 

Goiás, Brasil. 

Número da amostra e origema Perfil de susceptibilidadeb Fenótipo 

2,4M4, 11M1, 12M2, 8L, 17L, 18L, 5Q, 5Q’, 19Q, 22Q SSSSSSS A 

6M2, 4N4, 10M4, 12M1, 5L, 14L, 16L, 15Q, 18Q, 21Q ISSSSSS B 

8,12,14,20N4, 8M4, 13,15M1, 9L’, 10L’, 12L, 12L’, 17L’, 19L’, 

20L, 20L’, 22L, 4Q’, 7Q, 8Q, 16Q’, 23Q 
SSSSSSR C 

1N2, 3,5,7,10,15,17N4, 15M4, 6,16N1, 13L’, 16L’, 6Q, 18Q’ ISSSSSR D 

13L, 14L’, 3Q ISRSSSS E 

5M4, 19N2, 6L, 6L’, 11L, 4Q, 10Q, 24Q SSRSSSR F 

13Q RSSSSSR G 

11L’, 24L ISRSSSR H 

10N2, 4L, 15L’ RSRSSSR I 

16M1, 2Q ISRSSRR J 

1M1 RSSSRRR K 

19M2 ISRISRR L 
a M – Mão; N – Nariz; L – Leite; Q – Queijo. 
b
 Resistência (R), Susceptibilidade intermediária (I) e Susceptibilidade (S). Os antibióticos estão organizados na 

sequência: eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina, gentamicina, vancomicina, oxacilina e penicilina. 

O elevado percentual de amostras de queijo Minas Frescal apresentando S. aureus, inclusive com 

contagens superiores à permitida pela legislação brasileira é bastante preocupante, pelo risco potencial de 
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produção de enterotoxinas e conseqüente intoxicação alimentar. Além disso, cepas de S. aureus resistentes a 

antimicrobianos estão presentes em todas as fontes testadas e portanto, comprometendo a segurança da cadeia de 

produção do queijo, representando risco ao consumidor, inclusive com detecção de MRSA. Apesar de não ter 

sido eficiente em proceder a tipificação das cepas isoladas, o antibiograma forneceu informações importantes 

quanto à susceptibilidade das cepas e quanto ao perigo potencial de disseminação de cepas resistentes. Mais uma 

vez evidenciam-se falhas na produção deste alimento que continua sendo ainda um produto de baixa qualidade 

microbiológica, prejudicando a indústria nacional. 

4. Referências Bibliográficas 

1. AARESTRUP, F.M.; WEGENER, H.C.; ROSDAHL, V.T. Evaluation of phenotypic and genotypic methods 

for epidemiological typing of Staphylococcus aureus isolates from bovine mastitis in Denmark. Veterinary 

Microbiology, v.45, p.139, 1995. 

2. ACCO, M.; FERREIRA, F.; HENRIQUES, J.; TONDO, E.C. Identification of multiple strains of 

Staphylococcus aureus colonizing nasal mucosa of food handlers. Food Microbiology, v.20, p.489-493, 

2003. 

3. ADESIYUN, A.A.; WEBB, L.A.; ROMAIN, H.T. Prevalence and characteristics of Staphylococcus aureus 

strains isolates from bulk and composite milk and cattle handlers. Journal of Food Protection, v.61, p.629-

632, 1998. 

4. AKINEDEN, Ö.; ANNEMÜLLER, C.; HASSAN, A.; LÄMMLER, C.; WOLTER, W.; ZSCHÖCK, M. 

Toxin genes and other characteristics of Staphylococcus aureus isolates from milk of cows with mastitis. 

Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v.8, p.959-964, 2001. 

5. AL BUSTAN, M.A.; UDO, E.E.; CHUGH, T.D. Nasal carriage of enterotoxin-producing Staphylococcus 

aureus among restaurant workers in Kuwait City. Epidemiology and Infection, v.116, n.3, p.319-22, 1996. 

6. ALMEIDA FILHO, E.S. & NADER FILHO, A. Ocorrência de Staphylococcus aureus em queijo tipo 

“frescal”. Revista de Saúde Pública, v.34, n.6, p.578-80, 2000. 

7. ARAÚJO, V.S.; PAGLIARES, V.A.; QUEIROZ, M.L.; FREITAS-ALMEIDA, A.C. Occurrence of 

Staphylococcus and enteropathogens in soft cheese commercialized in the city of Rio de Janeiro, Brazil. 

Journal of Applied Microbiology, v.92, n.6, p.1172-7, 2002. 

8. ARBEIT, R.D. Laboratory procedures for the epidemiologic analysis of microrganisms. In: MURRAY, 

P.R.; BARON, E.J.; PFALLER M.A.; TENOVER, F.C.; YOLKEN, R.H. Manual of Clinical 

Microbiology. 7ed. Washington, DC: American Society for Microbiology, 1999. p.116-137. 



 75

9. AYCIÇEK, H.; AYDOGAN, H.; KÜÇUKKARAASLAN, A.; BAYSALLAR, M.; BASUSTAOGLU, A. 

Assesment of the bacterial contamination on hands of hospital food handlers. Food Control, v.15, p.253-

259, 2004. 

10. BALABAN, N. & RASOOLY A. Staphylococcal enterotoxins. International Journal of Food 

Microbiology, v.61, n.1, p.1-10, 2000. 

11. BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Resolução-RDC nº12, de 2 de 

janeiro de 2001 – DOU de 10/01/2001. Regulamento técnico sobre padrões microbiológicos para 

alimentos, 2001. 

12. BUZZOLA, F.R.; QUELLE, L.; GOMEZ, M.I.; CATALANO, M.; STEELE-MOORE, L.; BERG, D.; 

GENTILINI, E.; DENAMIEL, G.; SORDELLI, D.O. Genotypic analysis of Staphylococcus aureus from 

milk of dairy cows with mastitis in Argentina. Epidemiology and Infection, v.126, p.445-452, 2001. 

13. CALVINHO, L.F.; TOSELLI, F.; WEIMANN, W.; CANAVESIO, V.R.; NEDER, V.E.; IGUZQUIZA, I.A. 

Antimicrobial sensitivity of coagulase-positive staphylococcal strains isolated from bovine mastitis in the 

central dairy cathment area of Argentina. Revista Argentina de Microbiologia, v.34, n.3, p.171-175, 2002. 

14. DE BUYSER, M.L.; DUFOUR, B.; MAIRE, M.; LAFARGE, V. Implication of milk and milk products in 

food-borne diseases in France and in different industrialised countries. International Journal of Food 

Microbiology, v.67, p.1-17, 2001. 

15. DE OLIVEIRA, A.P.; WATTS, J.L.; SALMON, S.A.; AARESTRUP, F.M. Antimicrobial susceptibility of 

Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in Europe and the United States. Journal of Dairy 

Science, v.83, p.855-862, 2000. 

16. FIGUEROA, G.G.; NAVARRETE, P.W.; CARO, M.C.; TRONCOSO, M.H.; FAÚNDEZ, G. Carriage of 

enterotoxigenic Staphylococcus aureus in food handlers. Revista Médica de Chile, v.130, n.8, p.859-864, 

2002. 

17. GOÑI, P.; VERGARA, Y.; RUIZ, J.; VILA, J.; GÓMEZ-LUS, R. Antibiotic resistance and epidemiological 

typing of Staphylococcus aureus strains from ovine and rabbit mastitis. International Journal of 

Antimicrobial Agents, v.23, n.3, p.268-272, 2004. 

18. HATAKKA, M.; BJÖRKROTH, K.J.; KORKEALA, H.J.; ASPLUND, K.; MÄKI-PETÄYS. Genotypes 

and enterotoxicity of Staphylococcus aureus isolated from the hands and nasal cavities of flight-catering 

employees. Journal of Food Protection, v.63, n.11, p.1487-1491, 2004. 



 76

19. KLOOS, W.E. & BANNERMAN, T.L. Staphylococcus and Micrococcus. In: MURRAY, P.R.; BARON, 

E.J.; PFALLER, M.A.; TENOVER, F.C; YOLKEN, R.H. Manual of Clinical Microbiology. 7ed. 

Washington: American Society for Microbiology. 1999. p.264-282. 

20. KLUYTMANS, J.; BELKUM, A.; VERBRUGH, H. Nasal carriage of Staphylococcus aureus: 

epidemiology, underlying mechanisms, and associated risks. Clinical Microbiology Reviews, v.10, p.505-

20, 1997. 

21. KUMARI, D.N.; KEER, V.; HAWKEY, P.M.; PARNELL, P.; JOSEPH, N.; RICHARDSON, J.F.; 

COOKSON, B. Comparison and application of ribosome spacer DNA amplicon polymorphisms and pulsed-

field gel electrophoresis for differentiation of methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains. Journal of 

Clinical Microbiology, v.35, n.4, p.881-885, 1997. 

22. LANCETTE, G.A. & TATINI, S.R. Staphylococcus aureus. In: VANDERZANT, C.; SPLITTSTOESSER, 

D.F. Compendium of methods for the microbiological examination of foods. 3.ed. Washington: 

American Public Health Association (APHA), 1992. p.533-559. 

23. LANGE, C.; CARDOSO, M.; SENCZEK, D.; SCHWARZ, S. Molecular subtyping of Staphylococcus 

aureus isolates from cases of bovine mastitis in Brazil. Veterinary Microbiology, v.67, p.127-141, 1999. 

24. LOGUERCIO, A.P. & ALEIXO, J.A.G. Microbiologia de queijo tipo Minas frescal produzido 

artesanalmente. Ciência Rural, v.31, n.6, p.1063-1067, 2001. 

25. MONTESINOS, I.; SALIDO, E.; DELGADO, T.; CUERVO, M.; SIERRA, A. Epidemiologic genotyping 

of methicillin-resistant Staphylococcus aureus by pulsed-field gel electrophoresis at a University Hospital 

and comparison with antibiotyping and protein A and coagulase gene polymorphisms. Journal of Clinical 

Microbiology, v.40, n.6, p.2119-2125, 2002. 

26. NAGASE, N.; SHIMIZU, A.; KAWANO, J.; YAMASHITA, K.; YOSHIMURA, H.; ISHIMARU, M.; 

KOJIMA, A. Characterisation of Staphylococcus aureus strains isolated from bovine mastitis in Japan. 

Journal of Veterinary Medicine Science, v.64, n.12, p.1169-1172, 2002. 

27. NCCLS. NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS. Performance 

Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests. Approved Standards. M2-A8. 8thed. Wayne, 

PA: NCCLS, 2003. 31p. 

28. REIBNITZ, M.G.; TAVARES, L.B.; GARCIA, J.A. Presence of fecal coliforms, Escherichia coli and 

DNAse- and coagulase-positive Staphylococcus aureus, in “colonial” cheese sold in the city of Blumenau, 

Estado de Santa Catarina, Brazil. Revista Argentina de Microbiologia, v.30, n.1, p.8-12, 1998. 



 77

29. SCHOCKEN-ITURRINO, R.P. & NADER FILHO, A.N. Ação de antibióticos e quimioterápicos sobre 

alguns agentes bacterianos sobre alguns agentes bacterianos de mastite bovina. Revista do Instituto de 

Laticínios Cândido Tostes, v.39, n.233, p.7-12, 1984. 

30. SOARES, M.J.S.; TOKUMARU-MIYAZAKI, N.H.; NOLETO, A.L.S.; FIGUEIREDO, A.M.S. 

Enterotoxin production by Staphylococcus aureus clones and detection of brazilian epidemic MRSA clone 

(III::B:A) among isolates from food handlers. Journal of Medical Microbiology, v.46, p.214-221, 1997. 

31. SOTO, A.; SALDIAS, M.E.; OVIEDO, P. FERNANDEZ, M. Prevalence of Staphylococcus aureus among 

food handlers from a metropolitan university in Chile. Revista Médica de Chile, v.124, n.9, p.1142-6, 

1996. 

32. SUZUKI, Y.; SAITO, M.; ISHIKAWA, N.  Restriction fragment length polymorphisms analysis by pulsed-

field gel electrophoresis for discrimination of Staphylococcus aureus isolates from foodborne outbreaks. 

International Journal of Food Microbiology, v.46, p.271-274, 1999. 

33. TONDO, E.C.; GUIMARÃES, M.C.; HENRIQUES, J.A.; AYUB, M.A. Assessing and analysing 

contamination of a dairy products processing plant by Staphylococcus aureus using antibiotic resistance and 

PFGE. Canadian Journal of Microbiology, v.46, p.1108-1114, 2000. 

34. VANDENBERGH, M.F.Q.; YZERMAN, E.P.F.; VAN BELKUM, A.; BOELENS, H.A.M.; SIJMONS, M.; 

VERBRUGH, H.A. Follow-up of Staphylococcus aureus nasal carriage after 8 years: redefining the 

persistent carrier state. Journal of Clinical Microbiology, v.37, n.10, p.3133-3140, 1999. 

35. VAUTOR, E.; ABADIE, J.; GUIBERT, M.; HUARD, C.; PÉPIN, M. Genotyping of Staphylococcus aureus 

isolated from various sites on farms with dairy sheep using pulsed-field gel electrophoresis. Veterinary 

Microbiology, v.96, n.1, p.69-79, 2003. 

36. VINTOV, J., AARESTRUP, F.M., ZINN, C.E. AND OLSEN, J.E. Phage types and antimicrobial resistance 

among Danish bovine Staphylococcus aureus isolates since the 1950s. Veterinary Microbiology, v.97, n.1-

2, p.63-72, 2003. 

37. ZADOKS, R.N.; VAN LEEUWEN, W.B.; KREFT, D.; FOX, L.K.; BARKEMA, H.W.; SCHUKKEN, 

Y.H.; VAN BELKUM, A. Comparison of Staphylococcus aureus isolates from bovine and human skin, 

milking, equipment, and bovine milk by phage typing, pulsed-field gel electrophoresis, and binary typing. 

Journal of Clinical Microbiology, v.40, n.11, p.3894-3902, 2002. 

 

 



 78

Resumo 

O trabalho teve por objetivo isolar, identificar e caracterizar fenotipicamente utilizando o antibiograma, 

Staphylococcus aureus isolados de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal, em um laticínio de Goiás. 

Durante doze meses (Março/2004 a Fevereiro/2005) 140 amostras foram analisadas. As cepas foram isoladas de 

75% dos manipuladores resultando em 31 (33,7%) isolados a partir de 92 amostras coletadas (46 de mãos e 46 

de nasofaringe). Das 24 amostras de leite cru, 18 (75,0%) foram positivas, resultando em 26 isolados, com média 

de contagem de 1,1 x 105 UFC/ml. Das 24 amostras de queijo 17 (70,8%) foram positivas originando 20 

isolados, com média de 3,8 x 10
4 

UFC/g, sendo 13 (54,2%) com população acima do limite estabelecido pela 

legislação brasileira (103 UFC/g). A tipificação das cepas foi feita pelo antibiograma, através do método de 

difusão em placas. Todos os isolados foram susceptíveis à ciprofloxacina e gentamicina. Foi observada 

resistência em cinco (6,5%) isolados para eritromicina, 19 (24,7%) para tetraciclina, um (1,3%) para 

vancomicina, quatro (5,2%) para oxacilina e 53 (68,8%) para penicilina. Onze (14,3%) isolados foram 

susceptíveis a todos os antibióticos testados e 18 (23,4%) foram resistentes a mais de um antibiótico. O 

antibiograma permitiu a classificação das cepas em doze perfis diferentes (A-L), porém não foi uma técnica 

eficiente em determinar a origem da contaminação final do queijo. 

Palavras-chave: Queijo, Manipuladores, Susceptibilidade antimicrobiana, Staphylococcus aureus. 

Summary 

During a year (March/2004 to February/2005) 140 samples of raw milk, dairy staff, and Minas Frescal cheese 

were analyzed for the presence of S. aureus in a dairy plant in Goiás, Brazil. Strains were isolated from 75% of 

the personnel investigated resulting in 31 (33.7%) isolates from 92 collected samples (46 from hands and 46 

from nasopharynx). The 24 raw milk samples resulted in 18 (75.0%) positive samples and 26 isolates, with mean 

number: 1.1 x 105 CFU/ml. Among 24 cheese samples 17 (70.8%) were positive resulting in 20 isolates, with 

mean number: 3.8 x 104 CFU/g. Thirteen samples (54.2%) were above the limit established by the brazilian 

legislation (103 CFU/g). The differentiation of strains was performed by antimicrobial susceptibility test. All 

isolates were susceptible to ciprofloxacin and gentamicin. Resistance was observed in five (6.5%) isolates for 

erythromycin, 19 (24.7%) for tetracycline, one (1.3%) for vancomycin, four (5.2%) for oxacillin and 53 (68.8%) 

isolates for penicillin. Eleven isolates (14.3%) were susceptible to all antibiotics tested and 18 (23.4%) were 

resistant to more than one antibiotic. The antibiotic susceptibility allowed the discrimination of isolates in 12 

different profiles (A-L), but the phenotypic typing failed to determine the source of bacteria for the cheese. 

Key-words: Cheese, Personnel, Antibiotic susceptibility, Staphylococcus aureus. 
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ABSTRACT 

 

Aims: To compare the PFGE banding patterns of Staphylococcus aureus isolated from food 

handlers, raw bovine milk and Minas Frescal cheese produced in a dairy plant of Goiás, 

Brazil. 

Methods and Results: Strains of Staphylococcus aureus isolated from personnel (n=29), 

raw milk (n=24), and Minas Frescal cheese (n=20) were typed by pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) with SmaI. Two of 73 isolates were not typed by this method. 

Strains were compared to access the role of personnel and raw milk in the cheeses 

contamination. The results showed high diversity among the strains, since the 71 isolates 

typed generated 47 different DNA banding profiles, demonstrating a lack of predominance 

of an endemic clone in the dairy plant.  

Conclusions: Four of 20 S. aureus isolated from cheeses were identical or closely related to 

10 strains isolated from raw milk, and also to two strains isolated from food handlers’ 

hands, suggesting the raw milk as the most probable source of S. aureus contamination in 

cheeses. No strain isolated from the nose was related to cheeses or milk strains. 

Significance and Impact of the Study: This paper highlights the usefulness of PFGE as an 

epidemiological tool for determining the source of staphylococcal contamination in the food 

industry. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus, pulsotypes, Minas Frescal cheese, raw milk, food 

handlers. 
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INTRODUCTION 

Staphylococcus aureus is recognized worldwide as the most important pathogen 

causing intramammary infections in dairy cows (Aarestrup et al. 1995; Nascimento et al. 

2002; Vintov et al. 2003). In humans, S. aureus is an important cause of community-

acquired as well as nosocomial morbidity and mortality. Recently, the increasing 

prevalence of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains has become an additional 

infection control problem in human and veterinary medicine (Kwon et al 2005; O’Mahony 

et al. 2005; Wylie et al 2005). 

The major habitats of S. aureus include the nasal membranes (anterior nares, 

nasopharynx), skin and to a somewhat lesser extent the perineum, gastrointestinal and 

genital tracts of warm blooded animals (Kloos and Schleifer 1986). Nasal carriage is a 

recognized risk factor for S. aureus spread including to the foodstuffs (Kluytmans et al. 

1997). The presence of S. aureus in food is often related to improper manipulation by 

personnel (Hatakka et al. 2000). 

S. aureus is one of the most frequent bacteria isolated from Brazilian raw milk 

and bovine mastitis (Lange et al. 1999). Human handlers, milking equipment, the 

environment, and the udder and teat skin of dairy animals are possible sources of bulk 

milk contamination. Several outbreaks have been linked to raw milk (Kluytmans et al. 

1997; De Buyser et al. 2001; Gündoğan et al. 2006). 

Milk and their products are widely consumed in Brazil and Minas Frescal cheese, 

a kind of soft white Brazilian cheese, has been associated with staphylococcal food 

poisoning (SFP) (Carmo et al. 2002). Several factors, such as pH, initial population of S. 

aureus, and storage temperature, play important roles in the production of enterotoxins 

during cheese manufacture and industrialized dairy products can be sources of food 

poisoning (De Buyser et al. 2001), since SE is not inactivated by pasteurization and can 
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remain active in food for long periods of time (Manie et al. 1999; Balaban and Rasooly 

2000). 

Staphylococcal strains may vary considerably in virulence and epidemiological 

potential. To control the spread of staphylococcal infections, sources of contamination and 

mechanisms of transmission must be identified (Zadoks et al. 2000). The genetic 

heterogeneity in natural populations of S. aureus should be explored to trace the S. aureus 

spread in human, animal and contaminated food (Tenover et al. 1994; Kapur et al. 1995; 

Lange et al. 1999). To investigate the DNA heterogeneity, pulsed-field gel electrophoresis 

(PFGE) is the recommended method for epidemiological typing of S. aureus isolated from 

human and bovine sources (Zadoks et al 2000, 2002; Jørgensen et al 2005). 

The aims of our study were to isolate S. aureus from raw milk, the human nose 

and hands, and cheese in a dairy processing plant; determine their genetic patterns; and 

investigate any relationship among the strains, by the means of PFGE, in order to 

investigate possible sources of cheese contamination. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Sampling 

A total of 140 samples, 24 from raw milk, 24 from Minas Frescal cheese, 46 

from food handlers’ anterior nares and 46 from their hands, were analyzed for the 

presence of S. aureus in a small dairy plant in Goiás State, Brazil, from March/2004 to 

February/2005. The industry was visited twice a month. The dairy plant had four workers 

handling milk and/or cheese and they were invited to participate. The study protocol was 

approved by the Ethical Committee from the Federal University of Goiás; and the 

participants gave informed consent. The hands and anterior nares samples were collected 

during each visit, from the handlers that were working on that day. Worker no 1 was 
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sampled 16 times; no 2, 17 times; no 3 just once and no 4 was sampled 12 times. The hands 

and anterior nares were sampled by rubbing a sterile cotton swab around the inside of 

nostrils and applying an even pressure and rotating the swab without interruption 

(VandenBergh et al. 1999). The swabs were immediately placed in Brain Heart Infusion 

(BHI) broth. The raw milk and cheese were sampled following methodology described by 

Bennett and Lancette (2001). All collected samples were transported in an isothermal box 

with ice to the Food Control Laboratory of the Goiás Federal University and immediately 

analyzed. 

Microbiological procedures 

The milk and cheese samples were cultured on Baird Parker agar according to 

Bennett and Lancette (2001). The hand and anterior nare swabs seeded in BHI broth were 

incubated at 37oC for 24 h, streaked on mannitol salt agar medium and incubated at 37oC 

for 24 to 48 h (Kloos and Bannerman 1999). Based on colony morphology, Gram staining, 

production of acetoin, coagulase, catalase, heat stable DNAse and anaerobic utilization of 

mannitol and glucose, the suspected colonies were identified as S. aureus (Bennett and 

Lancette 2001). When appropriate, more than one morphologically different colony was 

obtained from the same sample. The isolates were stored at -20oC in tripticase soy broth 

(TSB) with 20% glycerol awaiting further analyses. 

Pulsed-field gel electrophoresis 

The genetic pattern of S. aureus isolates was carried out by pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) of digested DNA, using a CHEF DRII (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) following the method of Mulvey et al. (2001) with modifications. 

Briefly, a single isolated colony was inoculated in 3 mL of BHI broth and incubated at 

37oC for 16-18 h. Five hundred microliters of the overnight culture were pelleted at 18000 

g in a microcentrifuge for 1 min. Each pellet was resuspended in 150 µL of cell 
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suspension buffer (10 mmol 1-1 Tris-HCl, pH 7.2, 20 mmol 1-1 NaCl, 50 mmol 1-1 EDTA) 

and mixed with 7 µL of lysostaphin (1 mg.mL-1) and with 150 µL of 2% low-melting-

point agarose. This mixture was dispensed into two plug molds and left to solidify. The 

plugs were transferred to 1 mL of lysis buffer (10 mmol 1-1 Tris-HCl, pH 7.2, 50 mmol 1-1 

NaCl, 50 mmol 1-1 EDTA, 0.2% deoxycholate, 0.5% Sarkosyl) for 1 h at 37oC, followed 

by incubation at 50oC for 0.5 h in 1 mL of proteinase K (PK) buffer (250 mmol 1-1 EDTA, 

pH 9.0, 1% sarkosyl) and PK (60U.mL-1). Plugs were rinsed once with 1.4 mL of wash 

buffer (10 mmol 1-1 Tris-HCl, pH 7.6, 0.1 mmol 1-1 EDTA) and then washed three 

additional times with the same buffer for 30 min each. Approximately 1/3 of each plug 

was used for DNA digestion. Plugs were stabilized in 300 µL of 1X restriction enzyme 

buffer (REB) for 10 min at room temperature. REB was removed and 150 µL of 1X REB 

with 20 U of SmaI restriction enzyme was added, and the solution incubated for 4 h at 

25oC. Digests of DNA were separated for 18 h by PFGE using 1% PFGE agarose in 120 

mL of 0.5X TBE buffer (10X TBE = 0.89 mol 1-1 Tris-HCl, pH 8.4, 0.89 mol 1-1 boric 

acid, 0.02 mol 1-1 EDTA) in the following conditions: 14oC, 6 V.cm-1, 5.3-34.9 pulse 

times, with a CHEF DR-II. A lambda ladder molecular weight marker (Bio-Rad) was 

included in each gel. Gels were stained with ethidium bromide (0.5 mg.L-1) and then 

photographed under UV light. 

Isolates of S. aureus were placed in groups of identical or related strains by 

comparing the banding patterns produced, using a combination of photographic visual 

inspection and computer analysis (BioNumerics, v. 4.0; Applied Maths, Kortrijk, Belgium). 

A pulsotype (PT) was defined as a unique electrophoretic banding pattern. Isolates with 

identical restriction profiles were assigned as the same type and identified with a capital 

letter. PTs with one to three differences were considered closely related and were assigned 

as subtypes (ST) indicated with a numeral suffix. Isolates with more than three differences 
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were considered to be different types (Tenover et al. 1995; Zadoks et al., 2002). 

Furthermore, the comparison between isolates from different gel runs was strengthened by 

including, in each gel, an isolate whose PFGE pattern had previously been determined. The 

coefficients of pairwise similarity were calculated using Dice formula, and dendrograms 

were created using unweighted-pair group method (UPGMA) using arithmetic averages. 

The cluster cutoff was set at 80% similarity and all clusters were identified by arabic 

numerals. 

 

RESULTS 

Seventy-three S. aureus isolates were obtained from workers, milk and cheese 

samples from the dairy plant (Table 1). The S. aureus were isolated from three (75%) of 

the food handlers investigated. The samples were collected, during each visit to the 

industry, from the handlers that were working on that day. A total of 92 samples, 46 from 

noses and 46 from hands, were collected from the three workers and S. aureus were 

recovered from 15 (32.6%) and 14 (30.4%) of those samples, respectively (Table 1). On 

seven occasions (5 times from worker no 4 and once from workers no 1 and no 2), S. 

aureus was recovered from both hand and nose samples at the same time and the isolates 

in the same individual turned out to contain different clones. 

Staphylococcus aureus was recovered from 16 (66.7%) and 17 (70.8%) of the 24 

raw milk and 24 cheeses samples investigated, resulting in 24 and 20 isolates respectively 

(Table 1). 

The 73 S. aureus strains were typed using PFGE. Two isolates (one from milk and 

one from cheese samples), after three repetitions, were not typeable by this method. The 

genetic analysis revealed 47 different DNA banding patterns varying from 7 to 14 distinct 

bands in the range from 679 kb to 48.5 kb, showing high genetic diversity among the 
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samples. A dendrogram that included all patterns was constructed on the basis of the 

similarity levels (Fig. 1). A cut-off point of 80% was considered to define 35 clusters, 

numbered from 1 to 35. The 71 S. aureus isolates typed were assigned to 34 different 

pulsotypes (PTs) and 13 subtypes. 

In general food handlers presented multiple strains of S. aureus in nares and hands 

as demonstrated by the 20 different profiles obtained among the 29 isolates typed, showing 

a lack of an endemic strain. Otherwise, the results revealed that the handler number 4 

harboured the same strain over a year in the nose and hands simultaneously. 

The dominant cluster (27) included PT Z, subtype Z1 comprehending 12 isolates 

from milk and cheese samples. The second largest cluster (8) included PT H and subtype 

H1 comprehending six isolates from one hand (ST H1) and from five noses (PT H) of the 

same person. Twenty-one clusters and PT were represented by one isolate. The 19 cheeses 

isolates were assigned to 12 PT and to six ST (Fig. 1). 

 

DISCUSSION 

The aim of this study was to compare S. aureus isolates from food handlers’ hands 

and noses, raw bovine milk and cheeses produced in a dairy plant, in order to establish a 

possible source of cheeses contamination, by means of PFGE typing. 

The comparisons of the PFGE patterns allowed us to establish relationship among 

strains isolated from milk with 21.0% (4/19) of S. aureus isolated from cheeses (Table 2). 

According to the criteria established by Tenover et al. (1995), these isolates were 

considered identical or closely related (PT L and Z and subtypes L1 and Z1). Only cluster 

number 12 included strains from hands, milk and cheese (PT L and subtype L1). Two PTs 

showed identical strains from hands and milk (PT I and PT L) and additionally, close 

relationship was observed among strains of these sources (PT AC and AH and subtypes AC 



 88

1 and AH 1) (Fig. 1). Since that in this industry all cheeses were produced with raw milk 

and were hand-manufactured, the possibility of a cross-contamination between food 

handlers’ hands and raw milk can not be ignored. 

PFGE genotyping also showed that S. aureus isolates from raw milk presented 

some similarity to each other, since 23 isolates were assigned to nine PTs and four subtypes 

(Fig. 1). Tondo et al. (2000), analysing 19 raw milk strains obtained in a dairy plant in the 

south of Brazil, found all strains unrelated. 

The cheeses presented more diversity of strains, since 19 strains typed were 

assigned to 12 PTs and six subtypes suggesting different origins of contaminations (Table 

2). This result is similar to that obtained by Tondo et al. (2000), which found a great 

diversity among strains obtained from ten products by milk analysed in a dairy plant in 

Brazil. 

The percentage of workers carrying S. aureus (75%) in this industry is higher than 

in the general population (37.2%) (Kluytmans et al. 1997), but the low number of workers 

in our study (4) did not allow us to come to a firm conclusion. The anterior nares are 

considered as the primary reservoir of S. aureus in humans (Kluytmans et al. 1997) and 

could represent a site for contamination of cheese. Nevertheless, our results do not suggest 

this as a possible cause based on our findings that the isolates obtained from noses, were all 

unrelated to those obtained from milk and bovine milk cheese, according to criteria 

designed by Tenover et al. (1995). 

Our results showed high incidence of S. aureus in the raw milk (66.7%) and 

cheese (70.8%) samples analysed. Similar and higher values were also reported by other 

researchers (Adesiyun et al. 1998, Almeida Filho and Nader Filho 2000, De Buyser et al. 

2001, Loguercio and Aleixo 2001, Araújo et al. 2002). Jørgensen et al. (2005) indicated that 

S. aureus from infected udders may contaminate bulk milk and subsequently, raw milk 
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products. Some factors could be associated with the contamination, as the unsatisfactory 

condition of utensils, inadequate handling of pasteurisation processes, and the use of raw 

milk by the home or small producer to make white soft cheese, constitute a health hazard to 

consumers, considering that the storage at high environmental temperature permitting 

growth of S. aureus can stimulate the production of staphylococcal enterotoxins (Araújo et 

al. 2002).  

It has been stated that PFGE of S. aureus is the most discriminating genotyping 

tool and a good method to define clonal relationships. Macrorestriction analysis of the S. 

aureus permitted to type the strains and to establish the potential contamination source. The 

present study shows that S. aureus isolates from workers were different from that isolated 

from cheese. Raw milk appears to be the most potential source of cheese contamination 

since a relationship among 21.0 % strains were established. However, the major strains 

analysed from raw milk and cheese showed a high genetic diversity showing that the 

bacterial contaminations of these products are multiple as several farms, the processing 

environment and personnel. 

Table 1 S. aureus isolated from dairy staff, raw milk, and Minas Frescal cheese in a dairy 

plant, Brazil. 

Source 
Samples 

collected 

Positive                         %  

Samples  
No Isolates 

Dairy staff, nasal 46     15                            32.6 15 

Dairy staff, hands 46     14                            30.4 14 

Milk 24     16                            66.7 24 

Cheese 24     17                            70.8 20 

Total 140     62                            45.0 73 
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Table 2 Cheeses contamination with S. aureus and their probable sources of contamination 

based on PFGE analysis. 

Sample number and origin PFGE profile 

Cheeses                            Milk                            Hands PT                       Subtype 

   2qt, 10qt                11lt, 11lat, 15lat                                Z1 

   4qt              19lat, 20lt, 20lat, 13lat, 6lt, 6lat    Z 

   24qt                                  L1 

                                           24lt                       16m1, 19m2    L 

   4qat    T 

   5qt    K 

   5qat                                U2 

   19qt    U 

   22qt                                U1 

   6qt    J 

   7qt    Y 

   8qt                                AA1 

   23qt    AA 

   13qt    P 

   15qt    AG 

   18qt    AE 

   21qt                                 AE1 

   16qat    X 

   18qat    C 

     3qt NT 

NT – Not Typeable by PFGE
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 Fig. 1 Clonal relationships of 71 S. aureus isolates established with SmaI PFGE analysis. 

Clusters (CL) were labelled with arabic numbers, pulsotypes (PT) and subtypes (ST) with 

capital letters and letters and numbers, respectively.     Similarity values; * Cophenetic 

correlations; ** Cut off (80%). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os objetivos deste trabalho foram tipificar fenotípica e genotipicamente S. 

aureus isolados de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal obtidos em um laticínio 

em Goiás, para estabelecer a provável fonte da bactéria para o queijo. Para isso, foram 

utilizadas as técnicas de tipificação fenotípica e genotípica, como a suscetibilidade a 

antimicrobianos e a macrorrestrição de DNA por endonuclease de restrição (SmaI) ou 

RFLP seguida de eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE), respectivamente. 

De acordo com os resultados obtidos e apresentados nos dois artigos anexados, o 

antibiograma permitiu a classificação das cepas em doze perfis diferentes e o PFGE em 47 

perfis eletroforéticos diferentes, demonstrando maior poder discriminatório, como já era 

esperado. 

Apesar da diversidade genética encontrada entre as cepas isoladas, observou-se 

que houve maior correlação entre as isoladas do queijo e do leite (Figura 2-Anexo 3), do 

que entre aquelas isoladas do queijo e dos manipuladores, sugerindo o leite cru como a 

provável fonte de S. aureus para o queijo Minas Frescal. Entre as cepas isoladas dos 

manipuladores, as provenientes das mãos apresentaram correlação tanto com o leite cru, 

quanto com as amostras de queijo, sugerindo contaminação cruzada entre as mãos e o leite 

cru durante o processo de fabricação. Como não foi observada correlação de cepas 

isoladas do nariz dos manipuladores, com o queijo, estes não parecem ser fontes 

importantes da bactéria para o produto final, nesta indústria. 

Analisando os perfis originados pelo antibiograma, observa-se que apesar de ter 

sido menos discriminatório, esta técnica foi capaz de agrupar cepas geneticamente 

semelhantes pelo PFGE (Tabela 1-Anexo 3), mostrando-se como um método indicado 
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para triagens, ou para laboratórios que não dispõem de técnicas moleculares para uso em 

rotina, como é o caso de vários laboratórios clínicos e de alimentos, inclusive oficiais, no 

Brasil. Além disso, possui outras vantagens como o baixo custo, a padronização, a 

disponibilidade de uso, a simplicidade da técnica e ainda permite o conhecimento acerca 

da susceptibilidade a antimicrobianos, o que pode ser interessante, dependendo do tipo de 

estudo em que for aplicado. 

A técnica de PFGE, amplamente utilizada em vários países, tem sido aplicada em 

alguns laboratórios brasileiros. É uma técnica que apresenta custo elevado com 

equipamentos e material de consumo, pelo menos para os padrões brasileiro e regional. 

Pela nossa experiência, foi uma técnica de difícil padronização, porém com resultados 

eficientes e conclusivos. 

Este foi o primeiro trabalho utilizando a técnica de PFGE em estudo 

epidemiológico associado a alimentos em nosso estado e acreditamos que a perspectiva de 

aplicação da técnica na microbiologia de alimentos seja muito importante e promissora. 

Apesar de não ter sido objetivo da pesquisa, observamos que os manipuladores 

de alimentos portaram mais de uma cepa diferente de S. aureus, tanto nas mãos como no 

nariz durante o período de estudo (um ano). Por outro lado, constatamos a presença de um 

portador assintomático que apresentou cepas idênticas, isoladas do mesmo sítio, durante 

todo o período da coleta (Figuras 1 e 3-Anexo 3). Este aspecto evidencia a importância da 

seleção de isolados desde o início da análise microbiológica, onde a identificação de mais 

de uma colônia por placa, baseada em aspectos morfológicos e bioquímicos, permitiu a 

constatação destas diferentes cepas coabitando os manipuladores e também a identificação 

de cepas com características diferentes, típicas e atípicas, em leite cru e queijo e que foram 

identificadas positivamente para a bactéria em questão. 
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Diante destas observações, concluímos que o uso concomitante de técnicas 

fenotípicas e genotípicas, nas nossas condições, é muito importante em estudos 

epidemiológicos e que a oportunidade de utilizar a técnica de PFGE no nosso trabalho 

pôde enriquecer nossos resultados e ainda contribuir para a adoção de uma nova ótica de 

atuação dos órgãos oficias de controle de alimentos no estado e no país. 

Apesar de nesse estudo o manipulador não ter sido considerado a principal fonte 

da bactéria para o queijo, evidenciou-se a sua importância como um potencial 

disseminador do microrganismo na indústria, tanto de cepas de origem animal, como as 

oriundas do leite cru, por contaminação cruzada, quanto pela disseminação de cepas 

provenientes do homem, por contato direto com os alimentos. 

A realidade observada nesta pequena indústria pode ser estendida a várias outras 

e também à manipulação de outros tipos de alimentos. Os funcionários da indústria 

trabalham muitas vezes, como foi observado nos momentos da coleta, sem condições que 

garantam a inocuidade dos alimentos. Freqüentemente apresentavam-se com lesões nas 

mãos, unhas, resfriados e pela estrutura social e estrutural, não dispunham de tempo ou 

condições para consultar um médico ou serem afastados do trabalho até a solução dos 

problemas. O queijo Minas Frescal, nesta indústria, é totalmente manufaturado, quase um 

procedimento artesanal, como acontece com a maioria dos queijos comercializados nas 

feiras, padarias, mercados e até supermercados da cidade de Goiânia e do interior do 

Estado de Goiás. 

Quanto à principal causa de contaminação do produto final identificada, ou seja, 

o leite cru, existem normas para utilização desta matéria-prima na produção do queijo 

Minas Frescal. O leite deve ser pasteurizado, conforme citado anteriormente, porém, não é 

isso o que se observa nas indústrias. A indústria avaliada dispunha do pasteurizador, mas o 

leite era somente aquecido para a melhor temperatura de atuação do coalho e não sofria o 
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processamento térmico recomendado. Observou-se contagens elevadas de S. aureus no 

queijo, acima dos padrões recomendados pela legislação brasileira, em 54,2% das 

amostras analisadas. Este fato caracteriza o produto como potencialmente capaz de 

originar casos ou surtos de intoxicação alimentar estafilocócica. 

É muito difícil, nas condições brasileiras, produzir o leite cru com melhor 

qualidade higiênico-sanitária, ou com uma carga microbiana inicial mais baixa, apesar de 

que esforços neste sentido estão sendo implementados no país. Portanto, faz-se necessário 

um maior controle do produto final que chegará à mesa do consumidor. 

Há muitos anos se conhece o problema da presença de S. aureus no queijo Minas 

Frescal, mas apesar da evolução dos serviços de fiscalização, a realidade pouco mudou. 

Sabe-se o que deve ser feito, mas existem falhas na concretização das medidas, tanto 

educativas, quanto fiscalizadoras. 

Fica um desafio para as autoridades responsáveis pelo controle sanitário dos 

alimentos no estado e municípios. Apesar das medidas higiênicas ambientais e pessoais 

exigidas das indústrias e dos produtores, o processo de fabricação do queijo Minas Frescal 

recomendado não está sendo devidamente aplicado e conseqüentemente está prejudicando 

todo o controle da produção deste alimento. Acreditamos na melhoria dos princípios e 

atitudes das pessoas envolvidas em toda a cadeia de produção dos alimentos, no sentido de 

garantir melhores produtos no mercado interno e conseqüentemente ampliando a 

possibilidade de comercialização do produto, agregando valor ao mesmo pela melhoria da 

qualidade sanitária. 
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Declaramos, para fins de direito, que o artigo intitulado "Utilização do 
Antibiograma como Ferramenta de Tipagem Fenotípica de Staphylococcus aureus 
Isolados de Manipuladores, Leite Cru e Queijo Minas Frescal em Laticínio de 
Goiás, Brasil / Antibiogram as Instrument of Phenotypic Typing of 
Staphylococcus aureus Isolated from Personnel, Raw Milk and Minas Frescal 
Cheese in a Dairy Plant of Goiás, Brazil" de autoria de Maria Cláudia Dantas 
Porfirio Borges André, Patrícia Pimentel Santos, Maria Raquel Hidalgo 
Campos, Liana Jayme Borges, Álvaro Bisol Serafini foi aprovado para 
publicação em versão impressa e eletrônica (http://www.scielo.br/bjvras) no 
periódico Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, 
encontrando-se no em vias de publicação. 
 
Atenciosamente, 
 
Gustavo Casari Monreal 
Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science 

http://www.scielo.br/bjvras
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Tabela 1 Classificação de cepas de S. aureus isoladas de manipuladores, leite cru e queijo 

Minas Frescal, de acordo com seus perfis fenotípicos e genotípicos. 

Número da amostra e origema Perfil de 

susceptibilidadeb Fenótipo Genótipo (PFGE)

2, 4M4, 12M2, 17L, 18L, 5Q, 5Q’, 

19Q, 22Q 
SSSSSSS A I, K, U, U1, U2, V

6M2, 4N4, 10M4, 12M1, 5L, 14L, 

16L, 15Q, 18Q, 21Q 
ISSSSSS B 

D, AC, AC1, AD, 

AE, AE1, AG, 

AH, AH1 

8, 12, 14N4, 8M4, 13, 15M1, 9L’, 

10L’, 12L, 12L’, 17L’, 19L’, 20L, 

20L’, 22L, 4Q’, 7Q, 8Q, 16Q’, 23Q 

SSSSSSR C 

F, F1, G, M, R, 

R1, R2, S, T, X, 

Y, Z, AA, AA1, 

AB 

1N2, 3, 5, 7, 10, 15, 17N4, 15M4, 

6, 16N1, 13L’, 16L’, 6Q, 18Q’ 
ISSSSSR D 

C, H, H1, J, O, 

O1, Q, W, Z 

13L ISRSSSS E AF 

5M4, 19N2, 6L, 6L’, 11L, 4Q, 10Q, 

24Q 
SSRSSSR F B, E, L1, Z, Z1 

13Q RSSSSSR G P 

11L’, 24L ISRSSSR H L, Z1 

10N2, 15L’ RSRSSSR I A, Z1 

16M1, 2Q ISRSSRR J L, Z1 

1M1 RSSSRRR K N 

19M2 ISRISRR L L 
a M – Mão; N – Nariz; L – Leite; Q – Queijo. 
b
Resistência (R), Susceptibilidade intermediária (I) e Susceptibilidade (S). Os antibióticos 

estão organizados na sequência: eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina, gentamicina, 

vancomicina, oxacilina e penicilina. 
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Dice (Opt:0.50%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Figura 1. Dendrograma mostrando correlação entre as cepas de S. aureus obtidas de mãos 

e nariz dos manipuladores. O número inicial se refere ao número da amostra e o final, à 

identificação do manipulador. * Relação cofenética; # Valores de similaridade. 
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                                            1    2   3   4    5   6    7  M   9  10  11 12  13 14  15 

 
Figura 2 Perfis eletroforéticos de PFGE de S. aureus isolados de leite (linhas 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 11, 12, e 13), queijo (linhas 1, 9, 10 e 15) e mão (linha14). Linha M, marcador (lambda 

ladder – Bio-Rad). 

 
 
 
                                           1   2    3   4    5   6   7   M   9  10  11 12 13  14 15 

 
 

Figura 3 Perfis eletroforéticos de PFGE de S. aureus isolados de manipuladores (linhas 1, 

2, 3, 4, 5, 6) e leite (linhas 9, 10, 11, 12, 13 e 14). Linha M, marcador (lambda ladder – 

Bio-Rad). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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