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RESUMO 

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes patogênicos encontrados em queijos 

produzidos com leite cru no mundo, incluindo o queijo Minas artesanal produzido no Brasil. No 

entanto, informações sobre S. aureus isolados de queijos artesanais e de fontes de produção em 

queijarias de pequena escala são muito limitadas. Nós objetivamos caracterizar os aspectos de 

patogenicidade e a diversidade clonal de S. aureus isolados de queijo Minas artesanal, leite cru, 

soro-fermento e manipuladores da Região de Campo das Vertentes, MG, Brasil. As amostras 

foram identificadas usando MALDI-TOF MS e para a avaliação de produção de biofilme o Agar 

Vermelho Congo (AVC) e placas de poliestireno. PCR foi utilizada para detectar icaA, icaB, icaC, 

sea, seb, sec, sed, see, tsst-1, agr e mecA. A expressão dos genes das toxinas estafilocócicas em 

amostras positivas na PCR foi avaliada por qRT-PCR e a produção dessas toxinas bem como a 

atividade hemolítica foram avaliadas in vitro. Também avaliamos o perfil de resistência 

antimicrobiana das amostras. Para análises estatísticas foram utilizados cluster, teste qui-quadrado 

e correspondência. O estudo da diversidade clonal das amostras foi realizado pela aplicação das 

técnicas de spa typing, rep-PCR ((GTG)5) e MALDI-TOF MS, sendo realizada a avaliação do 

poder discriminatório, da tipabilidade e da concordância entre as técnicas de tipificação 

supramencionadas. Foram analisadas 76 amostras de Staphylococcus aureus. Na PCR, 18,42%, 

18,42%, 2,63% e 77,63% das amostras foram positivos para sea, tsst-1, sec e agr, 

respectivamente. Os genes das toxinas estafilocócicas foram de baixa expressão na qRT-PCR e 

apenas duas amostras foram produtoras de TSST. A maior parte das amostras (61,84%) 

apresentou atividade hemolítica e foram formadoras de biofilme em CRA (69,73%) e em placas 

de poliestireno (81,58%). Nenhuma das amostras possuia mecA nem apresentou padrão de 

multirresistência, sendo as maiores resistências observadas para Penicilina G (67,11%) e 

Tetraciclina (27,63%). O genótipo de maior frequência no estudo foi o t605 (27%), seguido pelos 

tipos t002 (10,8%) e t521 (9,5%). Spa typing e (GTG)5 apresentaram alto poder discriminatório, 

em contrapartida ao MALDI-TOF MS que apresentou baixo poder discriminatório e baixa 

concordância com as técnicas genômicas de tipificação. Em conclusão, as amostras apresentaram 
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potencial toxigênico, com maior prevalência de sea e tsst-1. Nós constatamos que a produção de 

biofilme foi o principal fator de patogenicidade das amostras. Foram formados seis clusters cujas 

frequências de distribuição diferiram para atividade hemolítica, formação de biofilme (análises 

qualitativa e quantitativa) e resistência à Penicilina, Tetracilina e Eritromicina (P<0,05). As 

amostras de Staphylococcus aureus apresentaram alta diversidade genética, e há indícios de que 

a presença desse micro-organismo no produto final seja fruto da contaminação cruzada do leite 

cru, do soro-fermento (pingo) e dos manipuladores assintomáticos desse agente bacteriano. 

Nossos achados enfatizam a necessidade de medidas efetivas que previnam a intoxicação 

alimentar estafilocócica, limitando o crescimento de S. aureus e a formação de enterotoxinas, bem 

como reforçam a importância da implementação das boas práticas de fabricação para reduzir o 

risco de transmissão de bactérias potencialmente patogênicas ao longo da cadeia de produção do 

queijo Minas artesanal.  

 

Palavras chave: Staphylococcus aureus, toxinas, biofilme, expressão gênica, quorum sensing, 

diversidade clonal  
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ABSTRACT 

 

Staphylococcus aureus is one of the main pathogens found in cheeses produced with raw milk, 

including Minas artisanal cheese from Brazil. However, information on S. aureus isolated from 

artisanal cheeses and its sources of production in small-scale dairies is very limited. We aimed to 

characterize the virulence aspects and clonal diversity of S. aureus isolated from Minas artisanal 

cheese, raw milk, endogenous starter culture and handlers from the region of Campo das 

Vertentes, Minas Gerais State, Brazil. The samples were identified by MALDI-TOF MS. Biofilm 

production was evaluated on Congo Red Agar (CRA) and polystyrene plates. PCR was used to 

detect icaA, icaB, icaC, sea, seb, sec, sed, see, tsst-1, agr and mecA. Expression of staphylococcal 

toxin genes in PCR positive samples was evaluated by qRT-PCR and the production of these 

toxins as well as hemolytic activity were in vitro evaluated. We also evaluated the antimicrobial 

resistance profile of the samples. For statistical analysis, cluster, chi-square test and 

correspondence were used. The study of the clonal diversity of the samples was performed by the 

spa typing, rep-PCR ((GTG)5) and MALDI-TOF MS techniques. The discriminatory power, the 

typability and the concordance between the typing techniques were evaluated. A total of 76 

Staphylococcus aureus samples were analyzed. In the PCR, 18.42%, 18.42%, 2.63% and 77.63% 

of the samples were positive for sea, tsst-1, sec and agr, respectively. Staphylococcal toxin genes 

were of low expression in qRT-PCR and only two samples were TSST-producing. Most of the 

samples (61.84%) had hemolytic activity and were biofilm forming in CRA (69.73%) and in 

polystyrene plates (81.58%). None of the samples presented mecA neither presented a 

multiresistance pattern, with the highest resistance observed for Penicillin G (67.11%) and 

Tetracycline (27.63%). The most frequent genotype in the study was t605 (27%), followed by 

t002 (10.8%) and t521 (9.5%). Spa typing and (GTG)5 presented high discriminatory power, in 

contrast to MALDI-TOF MS, which presented low discriminatory power and low concordance 

with typification genomic techniques. In conclusion, the samples presented toxigenic potential, 

with a higher prevalence of sea and tsst-1. We found that the biofilm production was the main 

virulence factor of the samples. Six clusters were formed whose distribution frequencies differed 
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for hemolytic activity, biofilm formation (qualitative and quantitative analyses) and resistance to 

Penicillin, Tetracillin and Erythromycin (P <0.05). Staphylococcus aureus samples showed high 

genetic diversity, and there are evidences that the presence of this microorganism in the final 

product is the result of cross-contamination of raw milk, serum-yeast (pingo) and asymptomatic 

manipulators of this bacterial agent. These findings emphasize the need for effective measures to 

prevent staphylococcal food poisoning by limiting S. aureus growth and enterotoxin formation, , 

as well as reinforcing the importance of implementing good manufacturing practices to reduce 

the risk of transmission of potentially pathogenic bacteria along the cheesemaking chain. 

 

Key words: Staphylococcus aureus, toxins, biofilm, genic expression, quorum sensing, clonal 

diversity 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 A ocorrência de doenças transmitidas por alimentos tem sido foco de discussões nos 

últimos anos, devido ao grande impacto sobre a saúde da população. Nesse contexto, as 

intoxicações alimentares se destacam como responsáveis por altas taxas de morbidade e 

mortalidade em países desenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que a cada ano, 76 

milhões de norte-americanos são acometidos por doenças veiculadas por alimentos, ocorrendo 

325 mil hospitalizações e 5.200 mortes.  Deste total, os micro-organismos foram responsáveis por 

cerca de 14 milhões de toxinfecções, 60 mil hospitalizações e 1.800 mortes (Center for Diseases 

Control and Prevention). Dados recentes da Organização Mundial de Saúde (OMS) ratificam o 

problema mundial e crescente da intoxicação alimentar.  Aproximadamente, 582 milhões de 

pessoas adoecem e, destas, 351 mil morrem por ingerirem alimentos contaminados (World Health 

Organization, 2015). 

 No Brasil, dados sobre a ocorrência de intoxicações alimentares ainda são escassos.  No 

estado de Minas Gerais, foram  registradas  1.476  internações  hospitalares  por intoxicações  

alimentares  no  ano  de  1996  (Brasil, 1996). Entre os anos de 2007 e 2016 foram notificados, 

no Brasil, 6.632 surtos de doenças veiculadas por alimentos com 118.104 pessoas doentes, 17.186 

hospitalizações e 109 óbitos (Brasil, 2016). Segundo dados do Hospital do Coração (HCOR), em 

São Paulo, o número de pacientes com intoxicação alimentar atendidos cresceu 122% entre os 

anos de 2009 e 2013, passando de 280 casos para 624 a cada ano. 

 Dentre os patógenos mais relacionados a quadros de intoxicação alimentar, destaca-se 

Staphylococcus aureus. A intoxicação alimentar estafilocócica representa a segunda ou a terceira 

maior causa de intoxicação alimentar no mundo (Le Loir et al., 2003), sendo o leite e os derivados 

lácteos, principalmente os queijos elaborados a partir de leite cru, os alimentos mais associados a 

esta ocorrência (Borges et al., 2008). 

 O Queijo Minas Artesanal (QMA) é um dos mais antigos e tradicionais queijos elaborados 

a partir de leite cru produzidos no Brasil, sendo responsável pela geração de renda de grande 
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número de pequenos produtores rurais. Sete regiões produtoras tradicionais deste queijo em 

Minas Gerais são reconhecidas pelo Estado e possuem produtores cadastrados no Instituto 

Mineiro de Agropecuária (IMA), sendo elas: Araxá, Campo das Vertentes, Cerrado, Serra da 

Canastra, Serro e, mais recentemente, o Triângulo Mineiro e a Serra do Salitre. 

 Campo das Vertentes é uma das doze mesorregiões de Minas Gerais e, embora tenha 

tradição secular na produção de queijos, foi reconhecida oficialmente como microrregião 

produtora do QMA somente em 2009 (Minas Gerais, 2009). A região é responsável pela produção 

de 313,512 mil litros de leite, cerca de 4 % do montante total do estado, e tem a melhor 

produtividade estadual por animal, correspondente a uma produção 2.049 litros por vaca por ano, 

dados que revelam o grande potencial desta mesorregião para a produção de queijos (IBGE, 

2010). Além de uma expressiva aptidão leiteira, a região de Campo das Vertentes é também um 

importante polo turístico, o que contribui para a manutenção local da tradição de elaboração do 

QMA.  

 Na região de Campo das Vertentes, Staphylococcus spp., além de ter sido um dos micro-

organismos predominantes no QMA, com contagens médias de 1,1x106 UFC/g no período da seca 

e de 3,5x107 UFC/g no período da chuva, também foi encontrado em contagens superiores a 104 

UFC/mL em amostras de leite cru e soro-fermento, em ambos os períodos do ano estudados, 

indicando uma baixa qualidade das matérias-primas empregadas na elaboração do produto final 

(Castro et al., 2016).  

 A presença de Staphylococcus aureus no QMA pode estar associada a condições precárias 

de higiene durante a elaboração do produto, utilização de temperaturas impróprias para a sua 

conservação, período de maturação inadequado do queijo, uso de soro-fermento (“pingo”) 

contaminado, bem como a presença de vacas com mastite no rebanho, determinando qualidade 

inadequada da matéria prima. Estima-se que cerca de 30 a 50% da população humana seja 

portadora assintomática de Staphylococcus aureus, sendo as fossas nasais, a cavidade oral, pele e 

pêlo, os locais de predileção do micro-organismo no homem (Stamford, 2006). Corroborando este 

fato, em trabalho recente realizado na região de Campo das Vertentes, 42,86% dos manipuladores 



 
 

16 

 

de QMA, das queijarias amostradas, foram portadores de Staphylococcus coagulase positivo nas 

mãos (Castro, 2015). Por esta razão, a manipulação inadequada do QMA se torna uma importante 

fonte de contaminação do produto final.  

 A intoxicação alimentar estafilocócica é resultante da ingestão de toxinas produzidas e 

liberadas por algumas amostras de Staphylococcus spp. durante o seu desenvolvimento e a 

multiplicação no alimento contaminado. Estas toxinas são resistentes a ação de enzimas gástricas 

e jejunais, mantendo sua atividade no trato digestivo após ingestão (Le Loir et al., 2003), além de 

serem estáveis ao aquecimento. São descritas na literatura vinte e quatro Enterotoxinas 

Estafilocócicas (EE): incluindo aquelas denominadas como clássicas - SEA, SEB, SEC (1, 2 e 3), 

SED e SEE -  os novos tipos -  SEG, SEH, SEI, SER, SES e SET - e as que não possuem atividade 

emética ou que ainda não foram testadas, as denominadas enterotoxinas-like - (SEls), SElJ, SElK, 

SElL, SElM, SElN, SElO, SElP, SElQ, SElU, SElV e SElX (Argudín et al., 2010; Podkowik et 

al., 2013). 

 O diagnóstico de intoxicação alimentar estafilocócica é geralmente confirmado pela 

associação de três fatores: a recuperação de mais de 105 UFC de Staphylococcus spp./g ou mL de 

alimento, o isolamento da mesma amostra de Staphylococcus spp. nos pacientes e no alimento e, 

por fim, a detecção de enterotoxinas no alimento, sendo esta última etapa fundamental para o 

diagnóstico conclusivo (kérouanton et al., 2007). A grande dificuldade na identificação da EE em 

alimentos é a pequena quantidade que ela é encontrada no alimento relacionado a surtos de 

intoxicação alimentar. 

 As EE, por serem proteínas simples, são incapazes de serem identificadas por métodos 

químicos. Sendo assim, podem ser rotineiramente detectadas por métodos biológicos, 

moleculares e imunológicos, que apresentam variações quanto à sensibilidade e especificidade 

(Santiliano et al., 2011).  

 Os métodos moleculares pelas suas características de fácil execução, rapidez, automoção 

e alta sensibilidade/especificidade se tornaram o método mais utilizado para diagnóstico de 

amostras bacterianas produtoras de EE em alimentos suspeitos em surtos de intoxicação 
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alimentar. Nesse sentido, a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) tem sido com frequência 

aplicada como um método eficiente para a detecção dos genes responsáveis pela produção das EE 

em amostras de Staphylococcus spp. isolados de alimento. A detecção de genes toxigênicos indica 

a possibilidade de determinada amostra produzir a toxina, mesmo que essa característica não 

esteja sendo expressa e, consequentemente, a toxina não esteja sendo produzida (Oliveira, 2012). 

O estudo da expressão destes genes, por sua vez, permite conclusões mais precisas quanto a real 

capacidade do micro-organismo de produzir a toxina no alimento. Nesse contexto, a PCR em 

tempo real (qPCR) tem se revelado uma técnica inovadora na avaliação das amostras bacterianas 

produtoras de EE, pela possibilidade de quantificar o DNA amplificado, em cada ciclo de 

amplificação, de maneira precisa e com maior reprodutibilidade (Bastos, 2013).  

 Na última década, os métodos moleculares também têm sido o método de predileção na 

tipificação de amostras de Staphylococcus aureus. Em alimentos, a tipificação deste micro-

organismo tem sido usada como ferramenta de monitoramento epidemiológico de amostras 

patogênicas, principalmente por fornecer dados que permitem conclusões mais precisas sobre o 

caráter clonal de uma certa população e a similaridade genética entre amostras obtidas de 

diferentes origens (Dabul, 2014). Nesse sentido, o sequenciamento da região polimórfica X do 

gene spa, que codifica a proteína A de Staphylococcus aureus, tem sido usado rotineiramente na 

tipificação de amostras de Staphylococcus aureus. Em relação aos demais métodos de tipificação 

como o PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) e o MLST (Multi Locus Sequence Typing), o 

spa typing, como é denominada a técnica, combina inúmeras vantagens como a rapidez, 

reprodutibilidade e a capacidade de importação/exportação de dados para bancos de dados virtuais 

(Viçosa, 2012). Assim, torna-se possível a comparação de dados locais com dados mundiais, 

permitindo uma melhor compreensão sobre o caráter genético das populações em estudo.  

 Como método molecular alternativo de tipificação de Staphylococcus aureus, destaca-se 

a reação em cadeia da polimerase baseada em sequências repetitivas de elementos (rep-PCR), que 

representa uma técnica de fácil execução em contraposição à métodos que exigem equipamento 

especializado inatingível para laboratórios clínicos de rotina (Švec et al., 2010).  A tipificação de 
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isolados bacterianos por uma abordagem proteômica, por outro lado, tem ganhado espaço no 

cenário de estudos de epidemiologia local e global, como uma técnica alternativa aos métodos de 

tipificação baseados em sequências genômicas (Singhal et al., 2015). A técnica denominada 

Matrix Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight (MALDI-TOF MS) associada à 

espectrometria de massa foi recentemente destacada como um método de tipificação poderoso 

apropriado, suficientemente reprodutível e sensível para examinar de forma rápida a evolução dos 

fenótipos bacterianos existentes ou emergentes (Berrazeg et al. 2013; Mencacci et al., 2013; Kim 

et al., 2017).  

 Além da produção das EE, outros fatores de patogenicidade são relevantes na 

determinação da patogenicidade de amostras de Staphylococcus aureus obtidas de alimento. Entre 

eles, os fatores associados à aderência às células do hospedeiro ou à matriz extracelular, 

determinantes na formação de biofilmes, como a produção de moléculas de fibrinogênio, 

fibronectina, colágeno e da enzima coagulase; os fatores relacionados com a evasão da defesa do 

hospedeiro, como as toxinas esfoliativas, a toxina da síndrome do choque tóxico (TSST) e os 

polissacarídeos capsulares, além das próprias EE e, por fim, os fatores relacionados com a invasão 

na célula do hospedeiro e a penetração nos tecidos, como a produção de hemolisinas.  

 A expressão gênica de alguns fatores de patogenicidade de Staphylococcus aureus, como 

as EE e a hemolisina alfa, é controlada pelo sistema regulatório global acessory gene regulator 

(agr) (Novick et al., 1993). Este é um sistema de transdução de sinal, característico do gênero 

Staphylococcus, e que permite a modulação da expressão de diversos genes de acordo com a 

densidade celular em um mecanismo de quorum sensing. O agr é também coadjuvante na 

modulação da resposta de Staphylococcus aureus no que diz respeito à formação de biofilmes 

(Beenken et al., 2010). Acredita-se que a expressão de agr limita a formação de biofilme, e este 

fato poderia atuar na dipersão de Staphylococcus aureus de um biofilme já estabelecido (Kong et 

al., 2006; Yarwood et al., 2007; Boles e Horswill, 2008). Mutações naturais no locus agr podem 

determinar aumento de capacidade de adesão do micro-organismo bem como redução da 
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produção de exotoxinas, sugerindo que agr é, por si só, um importante fator de patogenicidade de 

Staphylococcus spp. (Bassani, 2009).  

 Outro sério problema para a saúde pública associada à presença de Staphylococcus aureus 

nos alimentos é a resistência destes aos antimicrobianos, devido à possibilidade de transmissão 

desta resistência ao homem, por meio da ingestão do alimento contaminado (Luz, 2008). 

Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) aparece, hoje, como o principal exemplo de 

resistência bacteriana no mundo, pelo fato de desencadear infecções graves que limitam as opções 

terapêuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas (Ibed e Hamim, 2014). Por muitos 

anos, amostras MRSA foram reconhecidas como patógenos exclusivos de hospitais. Porém, 

estudos têm documentado a disseminação de MRSA em alimentos (Pesavento, et al., 2007, Kamal 

et al., 2013, Costa et al., 2015).  

 Nesse contexto, estudar a diversidade ecológica e caracterizar o potencial patogênico de 

Staphylococcus aureus isolados de QMA, leite cru, soro-fermento e manipuladores de Campo das 

Vertentes constituem importante ferramenta epidemiológica para a determinação do risco 

potencial de intoxicação alimentar estafilocócica associada ao consumo do QMA. Embora o 

QMA seja de grande importância histórica e cultural para a região de Campo das Vertentes, pouca 

informação se tem, na literatura, a respeito da segurança de consumo associada ao queijo 

elaborado nesta região. Nesse sentido, este estudo permitirá o conhecimento acerca da dispersão 

de amostras potencialmente patogênicas dentro dos núcleos produtores, alertando para a 

necessidade de cuidados tecnológicos e higiênico-sanitários na linha de produção do QMA, de 

forma a contribuir para a segurança de consumo deste produto e, consequentemente, para a sua 

preservação sociocultural.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Caracterizar, por métodos fenotípicos e genotípicos, o potencial patogênico de amostras de 

Staphylococcus aureus isoladas de leite cru, soro-fermento, manipuladores e queijo Minas 

artesanal da região de Campo das Vertentes, bem como estudar a diversidade clonal dessas 

amostras.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

- Caracterizar fenotipicamente as amostras de Staphylococcus aureus provenientes de QMA, leite 

cru, soro-fermento e manipuladores  

- Caracterizar genotipicamente as amostras de Staphylococcus aureus provenientes de QMA, leite 

cru, soro-fermento e manipuladores por meio da identificação genética de fatores determinantes 

da patogenicidade (enterotoxinas estafilocócicas, toxina da síndrome do choque toxico, locus de 

adesão intercelular (ica) e regulador de quorum sensing (agr)).  

- Estudar a diversidade clonal da população de Staphylococcus aureus  

-Comparar o poder discriminatório, a tipabilidade e a concordância entre as técnicas de tipificação 

aplicadas no estudo (spa typing, rep-PCR e MALDI-TOF MS). 

- Avaliar a expressão dos genes que codificam a expressão das enterotoxinas  

- Identificar a susceptibilidade de Staphylococcus aureus frente a antimicrobianos de diferentes 

classes. 

- Investigar genotipicamente a presença de Staphylococcus aureus meticilina resistente nas 

amostras. 
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Capítulo 1 

 

Caracterização microbiológica, fatores de patogenicidade e resistência 

a antimicrobianos de Staphylococcus aureus associados às intoxicações 

alimentares: Revisão de Literatura                                                                             
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1. Staphylococcus aureus 

 

A primeira descrição de Staphylococcus spp. (do grego “staphyle” = cacho de uvas, e 

“cocos” = grão), na literatura, foi realizada por Ogston, um médico escocês, em 1883. Ele relatou 

a presença de cocos arranjados em formato de cacho de uva que estavam associados à inflamação 

e às lesões supurativas em humanos. Em 1884, a bactéria recebeu identificação taxonômica por 

Rosenbauch e, em 1890, foi isolada de glândulas bovinas inflamadas (Divers e Peek, 2008). 

Staphylococcus aureus são micro-organismos pertencentes à família Staphylococcaceae, 

cocos Gram e catalase positivos, imóveis, anaeróbios facultativos, não-esporulados e, geralmente, 

não-encapsulados, que ocorrem microscopicamente em agrupamentos semelhantes a cachos de 

uvas. Porém, podem também ser encontrados isolados, aos pares ou em pequenas cadeias, 

dependendo da idade da colônia. Diferenciam-se das outras espécies de estafilococos por 

produzirem enzima coagulase, e utilizarem os açucares manitol e trealose, com produção de ácido 

após a fermentação (Jay et al., 2005).  

Staphylococcus aureus habitam a pele e a mucosa de animais de sangue quente, incluindo 

o homem, são micro-organismos mesófilos e apresentam ampla faixa de crescimento, entre 7°C 

e 48°C, sendo a temperatura ótima entre 20°C e 37°C. Sob uma ampla faixa de temperatura, entre 

10°C e 48°C, sendo a temperatura ótima de 40 a 45°C, são capazes de produzir enzimas e 

exotoxinas, como as enterotoxinas estafilocócicas (EE) (Jorda et al., 2012). Staphylococcus 

aureus possuem versatilidade nutricional e apresentam capacidade de sobreviver e multiplicar em 

diferentes condições ambientais por um longo período de tempo (Le Loir et al., 2003). Essas 

bactérias crescem em alimentos com atividade de água superior a 0,86 e pH entre 4,5 e 9,3 e ainda 

toleram ambientes com até 10% a 20% de NaCl (Jay et al., 2005). 

Staphylococcus aureus estão entre os patógenos mais relacionados a surtos de intoxicação 

alimentar, sendo o leite e os derivados lácteos, principalmente os queijos elaborados a partir de 

leite cru, como o queijo Minas artesanal, os alimentos mais associados à ocorrência de casos de 

intoxicação alimentar estafilocócica (Borges et al., 2008). A presença de Staphylococcus aureus 

http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcaceae&ei=uoQhVcbJDsHbgwTw4YCYBg&usg=AFQjCNF6fyp_4lbF_dTfs8s3UXHN2Tt-8Q&bvm=bv.89947451,d.b2w
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em queijos elaborados a partir de leite cru pode estar associada a condições precárias de higiene 

durante a elaboração do produto, utilização de temperaturas impróprias para a sua conservação, 

período de maturação inadequado do queijo, bem como a presença de vacas com mastite no 

rebanho, determinando uma qualidade inadequada da matéria prima. Estima-se que cerca de 30 a 

50% da população humana seja portadora assintomática de Staphylococcus aureus, sendo as 

fossas nasais, a cavidade oral, pele e pêlo, os locais de predileção do micro-organismo no homem. 

Por esta razão, a manipulação inadequada do produto final e de suas matérias-primas é uma 

importante fonte de contaminação do queijo (Stamford et al., 2006). 

 

2. Caracterização microbiológica de Staphylococcus aureus 

 

 A caracterização ou tipificação de isolados microbianos é importante no estudo 

epidemiológico e podem ser aplicadas na identificação do patógeno e da detecção da fonte de 

infecção ou de um surto de intoxicação alimentar, por exemplo. Adicionalmente, são também 

usadas como ferramentas na investigação dos genes de patogenicidade, da resistência aos 

antimicrobianos e da relação clonal de micro-organismos associados a um determinado evento a 

ser estudado (Levis et al.,1999). As técnicas de tipificação microbiológica são específicas e 

podem ser baseadas tanto em parâmetros fenotípicos quanto genotípicos das bactérias. A 

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

compreensão da epidemiologia da intoxicação alimentar estafilocócica (Shimizu et al., 2000). 

 

2.1. Fenotípica 

 

 Os procedimentos fundamentados no fenótipo são aqueles que possibilitam a 

diferenciação das amostras por meio da caracterização dos produtos da expressão gênica. Em 

Staphylococcus aureus essa caracterização se baseia, geralmente, no estudo da produção de 

determinadas proteínas, como a enzima coagulase e as toxinas estafilocócicas, produção de 
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catalase, fermentação do manitol, e estudo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos (Tenover 

et al., 1997).  Embora estes métodos sejam razoavelmente sensíveis, eles nem sempre permitem 

a discriminação precisa de espécies ou de amostras intimamente relacionadas (Randazzo et al., 

2009). Uma alternativa para melhorar o poder discriminatório das técnicas fenotípicas surgiu com 

a aplicação de métodos de diagnóstico rápidos automatizados de elevada sensibilidade, exatidão 

e precisão, como os que empregam a tecnologia de espectrometria de massa (Barreiro, 2010). 

Nesse sentido, a técnica Matrix Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight (MALDI-

TOF) tem ganhado espaço na caracterização de amostras de Staphylococcus aureus envolvidos 

em surtos alimentares e em quadros de infecção.  

 De forma simplificada, a técnica de MALFI-TOF consiste na caracterização de moléculas 

pela medida da relação massa/carga (m/z) de amostras ionizadas em fase gasosa. Assim, a amostra 

inicial é embebida em uma matriz ácida capaz de fornecer prótons para o processo de ionização 

dos componentes da amostra. As matrizes mais utilizadas são o ácido 2,5-dihidroxibenzóico 

(ácido gentisico), que permite o estudo de oligossacarídeos, glicopeptídeos e glicoproteínas; o 

ácido 3,5-dimetoxi -4 -hidroxicinâmico (ácido sinapínico) e α-ciano-4-hidroxicinâmico (α -

CHCA), estes dois últimos mais utilizados para o estudo de proteínas (Gonçalves, 2007; 

Carbonelle et al., 2011). Há a formação de uma co-cristalização da amostra com essa matriz, de 

forma que quando esta absorve a energia emitida por um laser, ocorre simultaneamente o 

fenômeno de ionização (transferência de prótons da matriz para os componentes da amostra), e o 

de dessorção (fenômeno de retirada de substâncias adsorvidas ou absorvidas por outras), o que 

possibilita a passagem da amostra do estado sólido para o gasoso (Goulart e Resende, 2013). Os 

componentes da amostra ionizados e dessorvidos são então acelerados por meio de um campo 

elétrico dentro de um tubo de vácuo, no qual são separados de acordo com suas m/z, direcionados 

para o analisador TOF, em diferentes tempos de voos, no qual serão individualmente analisados, 

e, posteriormente, detectados (Cunha et al., 2006; Ferreira, 2009; Croxatto et al, 2012). Na 

identificação de micro-organismos, uma grande quantidade de moléculas é detectada 

simultaneamente como proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucleicos, gerando um espectro 



 
 

25 

 

que é característico de cada espécie (Assis et al., 2011). Alguns picos (massas moleculares) são 

específicos para gênero, espécie e, por vezes, subespécies, sendo esta técnica comumente utilizada 

no agrupamento de amostras envolvidas em estudos de infecção e de surtos alimentares (Welkera 

e Moorec 2011). 

 

2.2. Genotípica 

 

 Os métodos genotípicos são baseados na análise da estrutura genética do micro-

organismo em que se utilizam, por exemplo, enzimas de restrição, amplificação e expressão de 

ácidos nucleicos e sequenciamento de nucleotídeos (Foley et al., 2009). Métodos de identificação 

baseados na extração do DNA ou RNA oferecem a possibilidade de detecção confiável, 

reprodutível, rápida, sensível e específica de micro-organismos, além de permitirem a detecção 

de genes codificadores de fatores de patogenicidade, a caracterização interespécies, estudos 

taxonômicos e de epidemiologia molecular destes. Nesse sentido, a reação em cadeia pela 

polimerase (PCR) se destaca na atualidade como a técnica de escolha para diagnóstico molecular 

dos micro-organismos envolvidos em surtos alimentares.  

  A PCR é caracterizada pela amplificação de sequências específicas de ácidos nucleicos 

utilizando oligonucletotídeos iniciadores, denominados de primers. Assim, em poucas horas, após 

a reação de polimerização, há a síntese, in vitro, de uma grande quantidade de determinado 

fragmento de DNA ou RNA de interesse (Mattos, 2005).  O ácido nucleico extraído é, então, 

submetido à eletroforese em gel de agarose para separação de seus fragmentos com base no seu 

tamanho (peso molecular) por meio de aplicação de corrente elétrica. Após a migração das 

partículas no gel, quando este é pigmentado com um corante próprio como o brometo de etídio, 

por exemplo, os fragmentos do ácido nucleico extraído podem ser vistos como bandas em 

aparelho próprio para este fim (fotodocumentador), cada uma representando um grupo de 

fragmentos de ácido nucleico de mesmo tamanho. Entretanto, embora a PCR seja um teste 

específico, ela não é capaz, pelo método convencional supramencionado, de assegurar que os 
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genes amplificados de fato estão sendo expressos pelo micro-organismo (Sasaki et al., 2005). 

Desta forma, a Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction quantitative Real Time (RTq-

PCR ou qRT-PCR), uma modalidade mais específica da PCR, tem sido amplamente utilizada para 

avaliar a expressão gênica de micro-organismos isolados de alimentos (Even et al., 2009; 

Duquenne et al., 2010; Nouaille et al., 2014).  

 A qRT-PCR usa como modelo para a reação o RNA mensageiro (RNAm) extraído do 

micro-organismo. Por ser uma molécula muito instável, o RNA é então transcrito reversamente 

em DNA complementar (cDNA), usando a enzima transcriptase reversa, e este cDNA que será 

amplificado e quantificado na reação de qPCR. Assim, por meio da adição de corante fluorescente 

(Sybr green ou Taqman Probe) às reações de PCR do cDNA, o resultado da qPCR pode ser 

visualizado imediatamente, dispensando a eletroforese, o que configura uma vantagem dessa 

técnica. A fluorescência, detectada a partir de um número de ciclos de amplificação da amostra, 

conhecido como CT ou cycle threshold, cresce proporcionalmente à medida que o cDNA é 

amplificado, de forma que o equipamento seja capaz de detectar a fluorescência produzida pela 

amostra e apresentar os resultados em tempo real (Morgante e Blawid, 2016). Adicionalmente, 

por meio do monitoramento da taxa de aumento da fluorescência na reação de PCR, é possível 

determinar com precisão a quantidade de cDNA-alvo presente na amostra original. Assim, o sinal 

de fluorescência gerado durante a reação é diretamente proporcional à quantidade de produto 

amplificado ao longo dos ciclos de amplificação (Oliveira, 2010; Morgante e Blawid, 2016). Por 

fim, após as amplificações do cDNA, são realizados os cálculos para determinação da expressão 

relativa ou absoluta de cDNA nas amostras. Tanto a expressão gênica relativa quanto a absoluta 

determinada pela PCR em tempo real utilizam o valor de Ct como referência para a quantificação 

da expressão de determinada sequência gênica-alvo. Na quantificação absoluta o valor Ct é 

comparado com uma curva padrão de amplificação do gene-alvo utilizando-se um padrão com 

concentração inicial conhecida (número de cópias de DNA/uL) em diferentes diluições. Já a 

expressão relativa é baseada na taxa de expressão de um gene alvo comparada com um gene 

referência (controle endógeno ou housekeeping). Os genes de referência são utilizados como 
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controles internos da expressão gênica, uma vez que apresentam expressão teoricamente 

constante, ou seja, sofrem pouca variação de sua expressão nos tecidos e células diante de fatores 

externos e sob os diferentes tratamentos em um experimento (Pfaffl e Hageleit 2001, 

Vandersompele et al., 2001).  

 Apesar de ser uma técnica com elevada sensibilidade e especificidade, a RT-qPCR é 

passível de variações que podem comprometer suas reprodutibilidade e eficiência, tais como: 

variações nas pipetagens, a qualidade e integridade das amostras (molde de RNA e cDNA), 

desenho dos primers, condições de termociclagem (temperatura de desnaturação, anelamento dos 

primers), qualidade e quantidade dos reagentes e também o tamanho do produto a ser amplificado. 

Apesar de todos os fatores supramencionados de variabilidade experimental, a RT-qPCR tem sido 

uma das principais ferramentas aplicadas no diagnóstico clínico-laboratorial. 

 Nos últimos anos, os métodos genotípicos de tipagem de Staphylococcus aureus tem 

ganhado força no cenário das investigações de surtos alimentares e de infecções, com o objetivo 

de compreender a diversidade genética, identificar possíveis novos perfis, conhecer a distribuição 

dos isolados, testar hipóteses sobre fontes e veículos de transmissão de patógenos e de monitorar 

reservatórios de micro-organismos epidêmicos. Nesse sentido, as técnicas de Multilocus Sequence 

Typing (MLST) e de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) foram as primeiras a serem 

utilizadas no estudo da diversidade genética de S. aureus. Enquanto a primeira era a de escolha 

nos estudos de longos prazos ou de epidemiologia global da população, a segunda era o método 

de eleição nos estudos de surto ou de epidemiologia local do patógeno (Mathema et al., 2008). 

 Após a compreensão de que Staphylococus aureus possui uma população essencialmente 

clonal, cujas variações se devem sobretudo a eventos mutacionais e raramente a eventos de 

recombinações, e que a velocidade de ocorrência de eventos genéticos determina alto 

desequilíbrio de ligação na espécie, tornou-se possível a utilização de um único locus para a 

tipagem de Staphylcoccus aureus, em contrapartida a técnica de MLST que envolve em sua 

metodologia o uso de sete genes conservados do micro-organismo (Koreen et al., 2004). Nesse 

sentido, a genotipagem baseada na análise de DNA repetitivo, em especial os VNTRS (variable 
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number tandem repeats) de um único locus tem sido utilizada no estudo da diversidade genética 

de Staphylococcus aureus. Dentre esses genes utilizados com esse propósito, destaca-se o spa, 

utilizado na técnica de spa typing. 

 O spa tpyping é uma metodologia específica para tipagem de S. aureus que consiste em 

analisar o polimorfismo do gene da região X da proteína A, componente da parede celular de S. 

aureus. Esta região é composta por um número variável de repetições de 24 pb que são 

flanqueadas por regiões bem conservadas. A diversidade dessa região é atribuída a deleções, 

duplicações e a mutações pontuais (Koreen et al., 2004). Um tipo de spa se diferencia do outro 

pela ordem de suas repetições, e uma repetição se diferencia da outra por pelo menos uma mutação 

pontual. A região X proteína A apresenta variabilidade o suficiente para diferenciar as amostras 

de um estudo e a estabilidade necessária para agrupar as amostras relacionadas, o que tem tornado 

essa região um método eficiente de escolha de genotipagem de Staphylococus aureus (Shopsin et 

al., 1999). Além disso, apresenta vantagens em relação ás técnicas tradicionais de MLST e PFGE, 

como: alto poder discriminatório para estudos de longo e curto prazo por indexar simultaneamente 

micro e macrovariações; maior facilidade de uso pela utilização de softwares que permitem a fácil 

análise de dados e comparação entre laboratórios de todo o mundo; rapidez e simplicidade, por 

envolver a utilização de um único locus, e menor custo operacional. 

 A variabilidade das sequências dos genes pode ser avaliada ainda por meio de técnicas de 

impressões genéticas digitais (fingerprints). Essas abordagens são amplamente utilizadas para 

avaliar diferenças entre os perfis de comunidades microbianas (Zhu et al., 2014; Heras et al., 

2015). Nesse sentido, a reação em cadeia da polimerase baseada em sequências repetitivas (rep-

PCR) tem se mostrado uma técnica eficiente no estudo da diversidade genética de Staphylococcus 

aureus. Esta técnica se baseia na utilização de primers de DNA complementares a sequências de 

DNA altamente conservadas e repetitivas presentes em múltiplas cópias do genoma do micro-

organismo. Ao final da reação de amplificação dessas sequencias, é realizada a análise dos 

fragmentos de DNA gerados de tamanhos variados que podem ser separados em géis de agarose. 

Por meio de programas específicos para tal fim, há o agrupamento das amostras de acordo o perfil 
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de bandas geradas pela eletroforese dos fragmentos de DNA gerados na reação de amplificação, 

de forma que tem se obtido com alta reprodutibilidade e confiabilidade a diferenciação de micro-

organismos, incluindo Staphylococcus aureus, ao nível de gênero, espécie, subespécies e 

linhagens (Švec et al., 2010). 

 

3. Intoxicação alimentar estafilocócica 

 

A ocorrência de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) vem aumentando de modo 

significativo em nível mundial. O crescente aumento das populações, o processo de urbanização 

desordenado, a produção de alimentos em grande escala somados a baixa eficiência de ação dos 

órgãos de vigilância e inspeção sanitária são fatores relacionados à emergência destas doenças. 

As intoxicações alimentares são de grande importância no cenário das DTA, tanto do ponto 

de vista de saúde pública quanto em relação às graves consequências econômicas para a 

sociedade. Entretanto, devido à falta de notificação dos surtos às autoridades públicas, os dados 

epidemiológicos a respeito desta doença são subestimados. Dentre os patógenos mais 

relacionados a surtos de intoxicação alimentar, destacam-se as bactérias do gênero 

Staphylococcus, sendo o leite e os derivados lácteos, principalmente os queijos, os alimentos mais 

associados à ocorrência de casos de intoxicação alimentar estafilocócica (Borges, 2008).   

A intoxicação alimentar estafilocócica é causada pela ingestão de alimentos contendo uma 

ou mais enterotoxinas estafilocócicas (EE) produzidas por Staphylococcus enterotoxigênicos, 

como S. aureus (com maior prevalência), Staphylococcus hyicus, Staphylococcus intermedius, 

entre outras espécies. Tal intoxicação constitui a segunda ou a terceira maior causa de intoxicação 

alimentar no mundo (Le Loir et al., 2003). 

Embora a legislação brasileira para inspeção de leite e seus derivados preconize apenas a 

contagem de Staphylococcus coagulase positivo, como parâmetro de segurança microbiológica 

do produto, relacionando a produção de coagulase ao risco direto de síntese de EE, sabe-se que a 

relação entre esses dois fatores não é absoluta. Muitos estudos têm demonstrado que algumas 
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amostras de SCN são, assim como amostras de SCP, potencialmente produtoras de enterotoxinas 

e, inclusive, agentes de surtos alimentares (Veras et al., 2008; Guimarães et al., 2013; Nunes et 

al., 2016). 

A intoxicação alimentar estafilocócica manifesta-se logo após a ingestão do alimento 

contaminado com enterotoxinas pré-formadas. Há relatos na literatura de que a quantidade de 

enterotoxina necessária para causar a doença varia de 0,01 a 0,4µg por grama do alimento (Orden 

et al., 1992), mas sabe-se que esta quantidade depende da susceptibilidade do indivíduo, do peso 

corporal e, especialmente, do estado de saúde e resposta imune da pessoa acometida (Jablonski e 

Bohach, 2001).  

A doença tem início repentino e com sinais agudos, sendo o período de incubação variável 

de 30 minutos a oito horas após a ingestão do alimento contaminado (Bannerman, 2003). Os 

sintomas normalmente são caracterizados por náusea, vômitos, cólicas, prostração, hipotensão e 

hipotermia (Le Loir et al., 2003). A doença tem caráter autolimitante, sendo que a recuperação 

ocorre em torno de dois dias. Em alguns casos, pode levar mais tempo ou exigir hospitalização 

(Nema et al., 2007).  

A intoxicação alimentar estafilocócica é raramente notificada aos serviços de vigilância 

epidemiológica por diversas causas: por ser uma doença, normalmente, autolimitante, de curta 

duração, muitas vezes, confundida com outros tipos de enfermidades que apresentem sintomas 

semelhantes, por coleta inadequada de amostras para testes laboratoriais, exames laboratoriais 

impróprios ou por investigações epidemiológicas inadequadas dos surtos. Desta forma, os dados 

de surtos e casos de intoxicação alimentar estafilocócica, bem como a prevalência de tipos de 

enterotoxinas estafilocócicas, incluindo o Brasil, são subestimados (Martin et al., 2004).  

Em pesquisa realizada no estado do Paraná, no período compreendido entre os anos de 1978 

e 2000, a intoxicação alimentar estafilocócica ocupou o primeiro lugar entre as ocorrências de 

DTA, com 492 surtos (41,2% no total) (Amson et al., 2006). Nos anos de 1993 a 2002, foram 

notificados 18 surtos de intoxicação estafilocócica envolvendo produtos lácteos no Brasil 

(Balaban e Rasooly, 2000). No estado de Minas Gerais foram registrados 12.820 casos de 
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intoxicação estafilocócica entre os anos de 1995 a 2001, causando 17 mortes após consumo de 

alimentos contaminados, segundo o Instituto Panamericano de Proteção dos Alimentos e 

Zoonoses (Chaves, 2012). No estado de São Paulo foram notificados 25 surtos por S. aureus, 

envolvendo quase 200 pessoas, nos anos de 2001 e 2002.  

Por outro lado, em países cujo sistema de vigilância epidemiológica atua de forma eficaz é 

possível obter dados mais precisos e condizentes com a realidade dos quadros de intoxicação 

alimentar estafilocócica. Entre 1993 e 1997 foram notificados 42 surtos de intoxicação 

estafilocócica nos EUA, envolvendo 1.413 pessoas e causando um óbito (Center for Diseases 

Control and Prevention, 2000). Na França, entre 2006 e 2009, 3.127 surtos de intoxicação 

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

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

nestes surtos (16%), ficando atrás somente de Salmonella spp.; porém, o agente mais 

frequentemente associado aos casos suspeitos e não confirmados (37,9%) (Delmas et al., 2010). 

Na Coréia do Sul, entre 2002 e 2006, S. aureus esteve relacionado com a ocorrência de 81,5% 

dos casos e surtos de intoxicação alimentar, nos quais o agente foi efetivamente confirmado (Lee 

et al., 2009). Na China, S. aureus é responsável pela ocorrência de 25% dos casos de intoxicação 

alimentar, atingindo 40% em algumas áreas do país (Tang et al., 2011).   

 

3.1. Fatores de patogenicidade de Staphylococcus aureus associados à intoxicação 

alimentar estafilocócica 

 

A patogênese da intoxicação alimentar causada por Staphylococcus aureus depende da 

capacidade da linhagem de sobreviver e colonizar uma superfície, de se multiplicar sob uma 

variedade de condições e, por fim, de produzir as EE no alimento (Carson et al., 2002). Para que 

isso aconteça, é necessário que Staphylococcus aureus seja capaz de produzir uma série de fatores 

de patogenicidade específicos, que podem ser definidos como estruturas, produtos ou estratégias 
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que contribuem para que o micro-organismo aumente sua capacidade de causar doenças 

(Velázquez-Meza, 2005).  

O principal fator de patogenicidade associado aos quadros de intoxicação alimentar 

estafilócocica é a enterotoxina estafilocócica, sendo este o único fator indispensável para o 

desenvolvimento do quadro clínico no homem (Le Loir et al., 2003). Outros fatores de 

patogenicidade de Staphylococcus aureus importantes à ocorrência da intoxicação alimentar são 

aqueles ligados à formação de biofilme, principal forma de apresentação do micro-organismo que 

o auxilia na colonização do alimento ou das plantas de processamento do alimento. Nesse sentido, 

podem ser citados os fatores associados à membrana celular do micro-organismo, como algumas 

adesinas e o ácido teicóico, e aqueles ligados à produção de fatores extracelulares, que irão 

auxiliar na estruturação da matriz do biofilme, como certas proteases e autolisinas (Gustafson et 

al., 2014). 

Para produzir os fatores de patogenicidade, é necessário que Staphylococcus aureus resistam 

às condições adversas do meio em que está. Além disso, é importante que estes fatores atuem de 

forma coordenada no micro-organismo, de forma que eles sejam expressos em momentos 

específicos do crescimento bacteriano (Morrison e Dunman, 2011). Desta forma, a coordenação 

da expressão dos fatores de patogenicidade de Staphylococcus aureus e os mecanismos pelos 

quais estes micro-organismos sobrevivem em ambientes hostis constituem, por si só, importantes 

fatores de patogenicidade associados ao desenvolvimento do quadro de intoxicação alimentar no 

homem. E, por isso, serão abordados nos tópicos adiante, em detalhes. 

3.1.1. Papel das enterotoxinas estafilocócicas nas intoxicações alimentares 

3.1.1.1. Características gerais das enterotoxinas estafilocócicas 

 

As enterotoxinas estafilocócicas constituem um grupo de proteínas extracelulares de cadeia 

simples, com baixo peso molecular (26.900 a 29.600 Daltons) e ponto isoelétrico entre 7,0 a 8,6. 

Elas são ricas em aminoácidos lisina, ácido aspártico, ácido glutâmico e resíduos de tirosina. As 

EE são pertencentes à família das toxinas pirogênicas (PT), juntamente com a toxina da síndrome 
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do choque tóxico (TSST), as toxinas esfoliativas tipos A e B e as exotoxinas pirogênicas 

estreptocócicas (SPE) (Luz, 2008). 

As enterotoxinas estafilocócicas (EE) são hidrossolúveis e resistentes à ação de enzimas 

proteolíticas do sistema digestivo, permanecendo ativas após a ingestão (Le Loir et al., 2003). A 

produção de EE ocorre durante toda fase do crescimento bacteriano, mas principalmente durante 

a fase exponencial (Soriano et al., 2002). Além disso, elas são estáveis ao aquecimento (Murray 

et al., 1992), não são totalmente inativadas por tratamentos térmicos como a pasteurização e a 

ultra pasteurização (Jay et al., 2005).  

As EE são nomeadas com as letras do alfabeto de acordo com a ordem cronológica de suas 

descobertas. Com base em diferenças antigênicas, são descritas na literatura vinte e quatro EE: 

As denominadas clássicas - EEA, EEB, EEC (1, 2 e 3), EED e EEE -  os novos tipos -  EEG, 

EEH, EEI, EER, EES e EET - e as EE que não possuem atividade emética ou que ainda não foram 

testadas, as denominadas enterotoxinas-like - (EEls), EElJ, EElK, EElL, EElM, EElN, EElO, 

EElP, EElQ, EElU, EElV e EElX (Argudín et al., 2010; Podkowik et al., 2013). Embora a maioria 

dos casos e surtos de intoxicação alimentar estafilocócica seja atribuída às EE clássicas, EEA, 

EEC, EEB, EED e EEE, em ordem decrescente de ocorrência (Cremonesi et al., 2005), sabe-se 

que EEG, EEH e EEI podem levar a quadros de intoxicação alimentar estafilocócica, indicando 

que a importância das “novas” EE pode estar sendo subestimada ( Cenci-Goga et al., 2003; Chen 

et al., 2004). 

As enterotoxinas apresentam estreita identidade genética entre si, sendo que algumas 

compartilham um alto grau de similaridade gênica em suas sequências nucleotídicas e, também 

em suas cadeias de aminoácidos. O grupo que consiste em genes codificadores de EEA, EEE e 

EED apresenta uma homologia de sequência na sua cadeia de aminoácidos variando entre 50 e 

83%. Outro grupo compreende EEC e EEB, com uma sequência homóloga de 42 a 68%. EEJ, 

bem como EEI e EEH, por sua vez, são caracterizadas com uma homologia com as outras 

enterotoxinas variando entre 27% e 64% (Balaban e Rasooly, 2000; Zocche, 2008). 
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A princípio, TSST-1 foi equivocadamente identificada como EEF e, por isso, não existe a 

enterotoxina F. No entanto, essa toxina foi renomeada com a sigla TSST-1 devido à ausência de 

atividade emética quando testada em macacos (Fueyo et al., 2005), que é uma evidência 

necessária para a caracterização da enterotoxina. Pequenas variações antigênicas de EEC1, 2, 3 

têm sido descritas, assim como duas SEH distintas. Além disso, algumas variantes também foram 

relatadas para SEG, SEI e SEU (Letertre et al., 2003). 

As EE são codificadas por genes (se) que apresentam particularidades quanto a sua 

localização e expressão. De forma geral, estão localizados em elementos genéticos móveis como 

bacteriófagos, plasmídios, ilhas de patogenicidade cromossomal, trasposons ou em regiões 

flanqueadoras de cassete cromossomal (quadro 1). A presença destes genes em elementos 

genéticos móveis em uma amostra de Staphylococcus aureus implica em possível mobilidade de 

uma molécula de DNA para outra, ou de uma bactéria para outra, em processo conhecido como 

transferência horizontal de genes, conferindo uma vantagem seletiva e evolutiva ao micro-

organismo receptor (Blaiotta et al., 2004; Omoe et al., 2005). 

Quadro 1: Características das enterotoxinas estafilocócicas 

Enterotoxina 

Estafilocócica 

(EE) 

Peso 

molecular 

(Da) 

Gene 

codificador 

Localização 

genética 

Ação 

superantigênica 

Ação 

emética 

EEA 27.100 sea Prófago + + 

EEB 28.336 seb SaPI + + 

EEC 27.531 sec SaPI + + 

EED 28.360 sed Plasmídeo + + 

EEE 26.425 see Prófago + + 

EEG 27.043 seg Egc + + 

EEH 25.210 seh Transposon + + 

EEI 24.298 sei Egc + + 

EElJ 28.565 selj Plasmídeo + NC 

EElK 25.539 selk SaPI + NC 

EElL 24.593 sell SaPI + - 
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EElM 24.842 selm Egc + NC 

EElN 26.067 seln Egc + NC 

EElO 26.777 selo Egc + NC 

EElP 27.000 selp Prófago + NC 

EElQ 25.207 selq SaPI + - 

EER 27.049 Ser Plasmídeo + + 

EES 26.217 Ses Plasmídeo + + 

EET 22.614 Set Plasmídeo + + 

EElU 27.100 Selu Egc + NC 

EElV 24.997 Selv Egc + NC 

Fonte: Adaptado de Hennekinne et al. (2010) e Schelin et al. (2011) 

Legenda: egc=enterotoxin gene cluster ; SaPI=Ilha de Patogenicidade; NC= Não 

conhecida 

 

 

3.1.1.2. Mecanismos de ação das enterotoxinas estafilocócicas 
 

Segundo Franco e Landgraf (2003), as enterotoxinas podem apresentar várias ações no 

hospedeiro, sendo elas: ação emética, ação diarréica e atividade de superantígeno. A ação emética 

é a mais frequentemente observada nos quadros de intoxicação alimentar estafilocócica e, 

segundo Dinges et al. (2000), os receptores das enterotoxinas estariam localizados, sobretudo, no 

intestino. Dessa forma, o estímulo seria transferido por meio do nervo vago até o centro do 

vômito, que compõe o Sistema Nervoso Central (SNC). Este centro levaria à retro peristalsia do 

estômago e do intestino delgado provando o vômito.  

A diarreia constitui o segundo sintoma mais observado na intoxicação alimentar 

estafilocócica. O seu mecanismo de ação não é completamente esclarecido. Acredita-se que, 

diferentemente das diarreias provocadas por toxinas de Clostridium perfringens e Bacillus cereus 

que dilatam a alça intestinal, as enterotoxinas estafilocócicas causariam uma inflamação e 

irritação da mucosa gastrintestinal, além de inibirem a reabsorção de eletrólitos e água no intestino 

delgado (Dinges et al., 2000).  

Por fim, a atividade de superantígeno das enterotoxinas estafilocócicas advém das 

características compartilhadas entre elas e as demais toxinas pertencentes ao grupo conhecido 
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como superantígenos de toxinas pirogênicas, no qual TSST-1 e as toxinas estreptocócicas também 

fazem parte. Estas enterotoxinas interagem diretamente com as células T receptoras de antígenos 

(TCR), na cadeia Vβ, e com o Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC), classe II, das 

células apresentadoras de antígenos (APC). Esta interação ocasiona a ativação e proliferação de 

células T não-específicas e na secreção exarcebada de interleucinas, que levam a mecanismos 

lesivos ao hospedeiro (Le Loir et al., 2003). Esta propriedade conferiu a essas moléculas a 

designação de “superantígenos” devido à proporção de a resposta imune ser muito maior do que 

aquela induzida por um antígeno convencional. 

As citocinas organizam interações intercelulares e regulam a resposta imune; porém, a 

produção excessiva pode ser muito danosa para o hospedeiro, ocasionando isquemia vascular, 

trombose, coagulação intravascular disseminada, falência de múltiplos órgãos o aumento da 

permeabilidade capilar e, finalmente, o quadro de choque tóxico. Dentre as citocinas inflamatórias 

liberadas pelos superantígenos estão o interferon gama (IFN-γ), a interleucina 1 (IL-1), a 

interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF) (Stevens et al., 1993). 

 

3.1.1.3. Ocorrência de Staphylococcus enterotoxigênico e de suas enterotoxinas 

em leite e derivados 

 

As presenças de Staphylococcus aureus enterotoxigênicos e suas enterotoxinas têm sido 

constatadas com frequência em leite e seus derivados, sobretudo em queijos elaborados a partir 

de leite cru como o queijo Minas artesanal. A presença de Staphylococcus aureus nesses produtos 

pode estar associada às condições precárias de higiene durante a elaboração do produto, à 

utilização de temperaturas impróprias para a sua conservação, ao período de maturação 

inadequado do queijo, bem como à presença de vacas com mastite no rebanho, tendo em vista 

que Staphylococcus aureus é o principal agente causador de mastite nos rebanhos. Estima-se que 

cerca de 30 a 50% da população humana seja portadora assintomática de Staphylococcus aureus. 
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Por esta razão, a manipulação inadequada do produto é também uma importante fonte de 

contaminação do produto final (Stamford et al., 2006). 

Vários são os estudos nacionais e internacionais que abordaram a ocorrência de 

Staphylococcus enterotoxigênicos e de suas enterotoxinas em leite e seus derivados. Em trabalho 

realizado por Oliveira et al. (2011), 574 amostras de Staphylococcus spp. isoladas de leite cru 

foram analisadas quando a produção de EE. Além disso, a relação entre a presença das 

enterotoxinas, da coagulase e da termonuclease (Tnase) também foi estudada. Os resultados 

mostraram que 19% dos Staphylococcus isolados eram enterotoxigênicos, sendo capazes de 

produzir no mínimo uma das EE (EEA, EEB, EEC e EED). A maioria das amostras foi capaz de 

produzir a enterotoxina D (68,8%), enquanto que 12,8% das amostras foram capazes de produzir 

a enterotoxina A. Ao oposto do que se acreditava, em uma associação direta da presença da 

coagulase com a produção de EE, nesse trabalho, a Tnase foi considerada como o melhor 

marcador de potencial enterotoxigênico das amostras, embora algumas delas fossem negativas 

para Tnase e coagulase e ainda assim produziram enterotoxinas. 

Em fazendas leiteiras no estado de São Paulo, Staphylococcus spp. foram isolados de 63 

(22,5%) amostras de leite de vacas saudáveis e de 80 amostras (27,4%) de vacas com mastite 

subclínica. A presença de Staphylococcus aureus foi significativamente diferente entre estes dois 

grupos e foi mais prevalente nas vacas com mastite. A presença de Staphylococcus saprophyticus 

também foi significativamente diferente entre estes dois grupos, mas este micro-organismo foi 

mais prevalente em vacas saudáveis. O gene sea foi mais prevalente em ambos os grupos. Oito 

de 15 amostras (53,3%) de  S. aureus possuiam este gene e todos foram capazes de produzir a 

toxina in vitro. Dentro do grupo de SCN, 61 amostras das 128 (47,5%) possuiam o mesmo gene. 

Entretanto, apenas uma amostra (0,8%) de Staphylococcus epidermidis produziu a enterotoxina 

in vitro (Rall et al., 2014). 

De 623 amostras de SCP isoladas de queijo suiço elaborado a partir de leite cru, 609 foram 

identificadas como Staphylococcus aureus. O genótipo B de S. aureus (GTB), conhecido por sua 

alta contagiosidade e patogenicidade nos rebanhos suíços com mastite, foi o subtipo mais 
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abundante. Um subconjunto de 107 amostras de S. aureus de diferentes genotipos foi analisado 

quanto à presença de genes codificadores de EE, sendo o gene sed o mais frequentemente 

detectado. Quase todas as amostras de GTB continham os genes sed, sej e ser, sendo que metade 

delas, adicionalmente, transportavam sea. A produção de EE in vitro foi consistente com os genes 

das EE detectados na maioria dos casos. Entretanto, algumas amostras de GTBs não produziram 

EEA (Hummerjohann et al. 2014).  

Em trabalho relizado por Martins et al. (2014), 104 produtos lácteos (24 sorvetes caseiros, 

20 cremes de leite, 20 patês de queijo, 20 queijos “Minas” semi-curado e 20 queijos “Minas” 

frescos) obtidos da cidade de Campinas, São Paulo, foram analisados quanto a presença de 

Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus coagulase positivo. Além disso, estudou-se 

a presença de genes codificadores das EE nas amostras isoladas de Staphylococcus spp., bem 

como avaliou-se a produção in vitro das EE clássicas por estas amostras. A contagem média de 

Staphylococcus spp. em diferentes grupos de alimentos variou de 3,7 a 6,15 log UFC/g. Entre as 

amostras estafilocócicas, 74,3% (110/148) foram identificadas como SCP e 25,7% (38/148) como 

SCN. De 111 amostras selecionadas, apenas uma (0,9%), identificada como Staphylococcus 

aureus, produziu enterotoxina, sendo que esta amostra foi isolada de queijo “Minas” semi-curado, 

na contagem de 6,28 log UFC/g.  

Em trabalho realizado com amostras de Staphylococcus aureus isoladas de queijos 

artesanais, elaborados a partir de leite cru de ovelha, na Itália, sec e sel foram os genes mais 

frequentemente isolados (Spanu et al., 2012). Em queijo venezuelano artesanal telita, branco, 

fresco, elaborado a partir de leite cru, enterotoxinas A e B foram detectadas somente nos queijos 

armazenados a 25°C com contagens médias de Staphylococcus aureus de 107 UFC/g (Lucci et al., 

2014). 

Em propriedades leiteiras localizadas em Minas Gerais, 51 amostras de Staphylococcus spp. 

isoladas de leite de cabra foram selecionadas e testadas por PCR para a presença de genes 

codificadores de enterotoxinas clássicas. Apenas três amostras foram negativas para todos os 



 
 

39 

 

genes pesquisados, sendo o genótipo sec/see o mais frequente (n = 16), seguido por sea/sec/see 

(n = 13) e sec (n = 13). O gene sed não foi detectado (Cavicchioli et al., 2015).  

 

3.1.2. Papel do biofilme de Staphylococcus aureus nas matrizes alimentares 

 

A produção de biofilme representa um importante fator de patogenicidade de Staphylococcus 

aureus associado à sua permanência no ambiente de processamento de alimentos (Gustafson et 

al., 2014). Entretanto, embora a formação de biofilmes seja amplamente estudada sob o aspecto 

clínico, como em implantes e materiais médicos, poucos estudos têm sido relatados, até agora, 

sobre a ocorrência deste evento associado aos alimentos (Santos et al., 2014; Vázquez-Sánchez 

et al., 2014; Di Ciccio et al., 2015). Na indústria alimentar, conhecer as condições em que 

Staphylococcus aureus crescem e se aderem às superfícies para formar biofilmes é de grande 

importância, tendo em vista a ocorrência da contaminação de produtos alimentares e a 

possibilidade de produção de enterotoxinas por amostras enterotoxigências. 

Em trabalho realizado por Oniciuc et al. (2016), 16 amostras de Staphylococcus aureus 

provenientes de alimentos (oito de produtos lácteos, cinco de peixe e três de carne) foram 

avaliadas em relação à capacidade de formação de biofilmes. Desse total, seis se destacaram por 

serem formadoras potentes de biofilme. Souza et al. (2014), em trabalho realizado com amostras 

de Staphylococcus spp. isoladas de superfícies de serviços alimentares, observaram que as 

amostras testadas apresentavam alta capacidade de aderência em superfícies de aço inoxidável e 

polipropileno, em ambas as temperaturas de incubação testadas (7°C e 28° C). Além disso, o uso 

dos desinfetantes ácido peracético e hipoclorito de sódio não foi eficiente na remoção completa 

das células de S. aureus aderidas às duas superfícies testadas. Na mesma linha de pesquisa, Di 

Ciccio et al. (2015), avaliando a capacidade de formação de biofilmes em superfície de 

poliestireno e aço inoxidável por amostras de S. aureus isoladas de alimentos, ambientes de 

processamento de alimentos e manipuladores de alimentos, observaram que, em um total de 67 

amostras analisadas, 25 delas (25/38=65,7%) foram produtoras de biofilme em poliestireno, 
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enquanto 24 (24/38 =63,1%) foram produtores de biofilme em aço inoxidável. A maioria das 

amostras de S. aureus que produziram biofilmes (17/38 = 44,7%) foram isoladas de ambientes 

alimentares. 

A formação de biofilme por Staphylococcus aureus representa uma vantagem evolutiva ao 

micro-organismo, tento em vista que na forma de células sésseis, aderidas em biofilmes, as 

bactérias resistem melhor às condições desfavoráveis do ambiente, como tratamentos com agentes 

antimicrobianos e sanitizantes, dessecação e radiação ultravioleta (Fux et al., 2004). De forma 

conceitual, um biofilme pode ser definido como uma estrutura comunitária de células bacterianas 

protegida por uma matriz polissacarídica ou protéica, produzida pelo próprio micro-organismo, e 

aderente tanto a superfícies bióticas quanto abióticas (Simões et al., 2010). 

A estruturação de um biofilme é um processo que envolve, basicamente, quatro fases 

principais, sendo denominadas de fase de adesão, agregação, maturação e dispersão.  Estas fases 

envolvem eventos que são fisiologicamente diferentes entre si e requerem fatores de 

patogenicidade específicos, que serão discutidos posteriormente (O’Toole et al., 2000; Otto, 

2013). 

A primeira etapa de formação do biofilme é caracterizada pela adesão das bactérias 

planctônicas, ou seja, de vida livre a uma superfície. Esta primeira adesão é considerada reversível 

e é mantida por interações físico-químicas não específicas, sobretudo eletrostáticas e 

hidrofóbicas, como as interações de Van der Waals, que constituem o alicerce para o crescimento 

do biofilme (Ziebuhr et al., 2000). Nessa fase, Staphylococcus spp. produzem algumas adesinas 

que auxiliam na sua ligação à superfície do ambiente alimentar ou do próprio alimento, como as 

fímbrias SSP-1 e SSP-2 e as autolisinas Atle (Staphylococcus epidermidis), Atl (S. aureus) e AAe 

(Fitzpatrick et al., 2005). A autolisina Atle, em Staphylococcus epidermidis, codificada pele gene 

atle, tem capacidade de se ligar diretamente às superfícies inertes poliméricas, por mecanismos 

ainda não elucidados. Mas, sabe-se que amostras mutantes deste gene apresentam reduzida 

aderência primária ao poliestireno e reduzida hidrofobicidade. Provavelmente, por este motivo, 
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estas amostras não formam biofilme no poliestireno, demonstrando redução na patogenicidade 

(Takahashi et al., 2002).  

Nos casos de biofilmes formados nas infecções animais e humanas, na fase primária de 

adesão, Staphylococcus aureus ainda expressa dezenas dos chamados MSCRAMM (componentes 

de superfície microbiana reconhecedoras de moléculas da matriz adesiva), que são proteínas de 

superfície usadas pelas bactérias para interagirem com moléculas da matriz extracelular dos 

tecidos do hospedeiro, como a fibronectina, elastina e colágeno (Otto, 2008). S. aureus pode 

expressar até 21 diferentes MSCRAMM, sendo as mais estudadas: proteína A (spa), proteínas 

ligadoras de fibronectina (fnbpa e fnbpb), proteínas ligadoras de fibrinogênio (fatores clumping 

A e B e a proteína ligadora de fibrinogênio fib), proteína ligadora de colágeno (cna), proteína 

ligadora de laminina (eno) e a proteína ligadora à elastina (gene ebpS) (Simojoki et al., 2012; 

Geoghegan et al., 2013; Scali et al., 2015). 

A segunda fase da adesão ao biofilme consiste na transição do estágio reversível para o 

irreversível, chamada fase de agregação. Nesse momento, as bactérias passam a secretar 

substâncias que serão responsáveis pela manutenção da adesão e da camada que envolve o 

biofilme. Em Staphylococcus aureus a principal molécula responsável na adesão intercelular é a 

adesina intercelular polissacarídica (PIA), que também é chamada de Poli-N-acetilglucosamina 

(PNAG), de acordo com a sua composição química (Mack et al. 1996). PIA é um polímero 

parcialmente desacetilado de N-acetilglicosamina que, junto com outros polímeros, tais como os 

ácidos teicóicos, as proteínas e o DNA extracelular (eDNA), constituem a maior parte da matriz 

extracelular de Staphylococcus aureus formadores de biofilme (Groos et al., 2001; Joo e Otto, 

2012). A biossíntese de PIA é realizada por genes contidos no locus ica, que compreendem uma 

transferase N-acetilglicosamina (icaA e icaD), uma desacetilase de PIA (icaB), um exportador de 

PIA (icaC) e um gene regulador (icaR) (Heilmann et al., 1996, Gerke et al., 1998, Vuong et al., 

2004).  

Embora PIA represente certamente um mecanismo principal de formação de biofilmes em 

Staphylococcus aureus, algumas amostras deste micro-organismo formam biofilmes utilizando 
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mecanismos independentes de PIA, por meio da expressão de proteínas adesivas (Rohde et al. 

2005). Uma das proteínas mais importantes envolvida na formação de biofilmes independentes 

de PIA é a proteína de 140 kDa associada à acumulação, Aap (accumulation-associated protein), 

codificada pelo gene aap, (Rohde et al., 2005). Em trabalho realizado com amostras de 

Staphylococcus epidermidis isoladas de cateter venoso central, a ausência dos genes icaA e icaD 

e a presença do gene aap, em três amostras produtores de biofilme, sugeriu a presença de um 

mecanismo alternativo de formação de biofilme, envolvendo a proteína Aap, que poderia 

substituir funcionalmente PIA como uma adesina intercelular (Lazzarotto, 2010). 

Outra proteína que desempenha um papel importante na formação de biofilme, em um 

mecanismo independente de ICA, é a proteína de superfície ligada à parede celular de 

Staphylococcus aureus., chamada de Bap (proteína associada a biofilme).  Bap foi inicialmente 

descrita em amostras de Staphylococcus aureus isoladas de casos de mastite, e há evidências do 

papel de Bap durante a infecção de glândulas mamárias bovinas (Valle et al., 2012; Speziale et 

al., 2014). Em infecções humanas, ela parece desempenhar um papel predominantemente em 

infecções causadas por espécies de SCN, sendo que o seu gene codificador, bap, foi identificado 

em Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus xylosus 

(Cucarella et al., 2004; Tormo et al., 2005).  

Na fase de maturação, os biofilmes apresentam uma estrutura tridimensional semelhante a 

“cogumelos” ou “torres”, que são envoltos por diversas substâncias, principalmente açúcares, e 

por poros e canais de água, que funcionam como um sistema de troca de nutrientes, oxigênio e 

metabólitos entre as camadas superficiais e profundas do biofilme (Costerton et al., 1999). 

Relacionado a esse fato, as modulinas solúveis em fenol (PSM) produzidas por Staphylococcus 

aureus, durante a fase de maturação do biofilme, têm sido associadas à formação dos poros 

supramencionados. De fato, as PSM parecem desempenhar um papel importante na estruturação 

dos biofilmes. Especificamente, a ausência de PSM , em mutantes de S. aureus com deleção do 

gene psm, levou a uma fraca formação de poros em um biofilme, à abolição das ondas 

características de desprendimento e rebrotação de biofilme e à perda de controle da expansão do 
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biofilme. Em contraste, a expressão induzida do locus psm em biofilmes pré-formados promoveu 

esses processos (Periasamy et al., 2012). 

Por fim, tem-se início a última fase da formação do biofilme, a fase de dispersão, que ocorre 

quando o ambiente não é mais favorável à sua manutenção. Nessa fase, há o desprendimento de 

agregados celulares ou células planctônicas por ruptura das forças adesivas intercelulares. 

Trabalhos anteriores têm atribuído às proteases, às nucleases e às PSM, os papéis de agentes de 

ruptura destas forças (Boles e Horswill, 2008; Mann et al., 2009; Wang et al., 2011; Periasamy 

et al., 2012). No entanto, destas moléculas efetoras propostas, até o presente momento, apenas as 

PSM foram efetivamente comprovadas como facilitadoras da maturação e dispersão de biofilmes 

estafilocócicos, por meio de modelos in vitro e in vivo (Otto, 2013). Uma vez desprendidas, as 

bactérias livres podem colonizar novos ambientes, disseminando-se no ambiente de 

processamento do alimento e reiniciando a formação de novos biofilmes (Otto, 2008; Otto, 2013). 

Em Staphylococcus aureus, a regulação destes mecanismos ocorre por um sistema de detecção 

de quorum sensing, discutido mais adiante. 

 

3.1.3.   Papel do mecanismo de adaptação de Staphylococcus aureus nas matrizes 

alimentares 

 

A sobrevivência de Staphylococcu aureus no alimento ou nas plantas de processamento de 

alimento se inicia, frequentemente, com a formação de biofilme, como já discutido anteriormente. 

Um microambiente sem biofilme pode ser heterogêneo, no qual as bactérias competem por 

espaço, com limitação nutricional, e ficam sujeitas à dessecação, à exposição aos agentes 

químicos tóxicos e à radiação UV, como os utilizados dentro da indústria alimentícia, e às 

mudanças de pH, temperatura e concentrações de oxigênio. No ambiente do biofilme, portanto, 

os micro-organismos encontram proteção e estabilidade (Otto, 2013). Assim, a formação de 

biofilme apresenta-se como uma estratégia importante para a sobrevivência do micro-organismo 

em ambiente hostil. 
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Entretanto, uma vez presente no alimento, Staphylococcus aureus devem se adaptar 

rapidamente às mudanças no seu ambiente, para que possam aumentar a sua taxa de sobrevivência 

e, assim, encontrarem condições favoráveis à produção de enterotoxinas. Assim como em outras 

bactérias, esta adaptação é mediada por meio de uma rede complexa de proteínas, de RNAs e de 

moléculas de detecção de quorum sensing (Morrison e Dunman, 2011). 

Em Staphylococcus aureus, o principal sistema regulador da interação de quórum sensing é 

o locus agr (Morrison e Dunman, 2011). Este é um sistema de transdução de sinal, característico 

do gênero Staphylococcus, que permite a modulação da expressão de diversos genes, de acordo 

com a densidade celular (Bai e Rai, 2011). Ele foi inicialmente descrito após a inserção de um 

transposon (Tn551), no locus agr, resultando em redução na produção de toxinas e enzimas e, em 

contrapartida, em aumento nas proteínas associadas à parede celular de Staphylococcus aureus 

(Recsei et al., 1986). 

Hoje, sabe-se que o sistema Agr apresenta duas ações principais na regulação dos fatores de 

patogenicidade neste micro-organismo. De forma geral, atua estimulando a produção de proteínas 

extracelulares, como a alfa-toxina, beta-hemolisina, TSST-1 e as leucotoxinas, e inibindo as 

proteínas associadas à parede celular, como a proteína A, a coagulase e a proteína de ligação a 

fibronectina (Queck et al., 2008). Dunman et al. (2001) identificaram 104 genes que são regulados 

positivamente e outros 34 que são regulados negativamente pelo sistema Agr. 

O locus agr é composto por duas unidades de transcrição, que apresentam dois promotores 

distintos, o P2 e o P3 (figura 1). A unidade P2 contém quatro genes: agrA, agrB, agrC e agrD, 

responsáveis pela transcrição do RNA II e pela ativação da unidade de transcrição P3. Os genes 

agrA e agrC compõem o sistema de regulação de dois componentes do locus agr, sendo que o 

gene agrA codifica a proteína AgrA (34kDa), que funciona como um regulador citoplasmático. 

O agrC codifica a proteína transmembrana AgrC (46kDa), que atua como um receptor de histidina 

quinase. Já os genes agrB e agrD codificam, respectivamente, uma proteína integral de membrana 

e um protopeptídeo, e são responsáveis pela síntese do peptídeo autoindutor (AIP), uma molécula 

composta por cinco a sete aminoácidos que sensibiliza o sistema Agr. A unidade P3, por sua vez, 
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contém apenas o gene hld, que codifica a delta-hemolisina e que não está envolvido no mecanismo 

de regulação dos fatores de patogenicidade do agr, e o RNA III, um transcrito parcialmente 

traduzido que é a molécula efetora do locus agr (Novick e Geisinger, 2008; Queck et al., 2008). 

 

Fonte: Painter et al., 2014 

Figura 1. Sistema de quorum sensing Agr. 

 

 Durante a fase de crescimento pós-exponencial de Staphylococcus aureus, o gene agrD 

codifica um protopeptídeo (agrD) que, maturado após digestões proteolíticas, é secretado para o 

meio extracelular na forma de um AIP. Este processo é realizado pela proteína agrB, ancorada a 

membrana celular, que contêm seis segmentos transmembrânicos. De acordo com a densidade 

celular, em um mecanismo de quorum sensing, as concentrações de AIP no meio extracelular, 

após atingirem um determinado limiar, ativam o locus agr. Em seguida, a proteína transmembrana 

AgrC se liga ao AIP, por meio de receptores, desencadeando uma cascata de acontecimentos que 

resultam na fosforilação do resíduo de histidina quinase presente na sua extremidade C-terminal. 

O grupo fosfato é, então, transferido da proteína AgrC para o resíduo de aspartato presente na 

proteína citoplasmática AgrA. Esta fosforilação da proteína AgrA ocasiona alterações em sua 

conformação que permitem tanto a sua ligação em uma região intergênica (Agr-IR), entre os 
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promotores P2 e P3 do locus agr, quanto a sua interação com outros fatores, que serão discutidos 

posteriormente (figura 1) (Novick e Geisinger, 2008; Queck et al., 2008). 

A ligação de AgrA à Agr-IR regula positivamente a expressão dos promotores P2 e P3 

levando, assim, ao estímulo da transcrição de RNA II e RNA III, respectivamente. O RNA II é 

um RNAm policistrônico que transcreve os genes agrA, agrB, agrC e agrD, enquanto que o 

RNAIII, além de transcrever o gene da delta-hemolisina, regula a transcrição de alguns genes de 

patogenicidade de importância em Staphylococcus aureus. Desta forma, embora a delta-

hemolisina não esteja envolvida na regulação de genes de patogenicidade, a sua expressão tem 

sido usada para a avaliação qualitativa da expressão de RNAIII e, consequentemente, da ativação 

do locus agr, pois a produção e a detecção de delta-hemolisina indicam que RNAIII foi traduzido 

(Sakoulas, 2006). 

De acordo com um polimorfismo na sequência do AIP e na de seu receptor AgrC, na região 

gênica hipervariável AgrB-AgrC-AgrD, tem-se quatro grupos alélicos de agr (I, II, III e IV), cada 

qual responsável por codificar uma molécula de AIP distinta. O AIP se liga de forma específica 

ao seu sensor correspondente de AgrC, de forma que heterólogos deste AIP (qualquer uma das 

outras três variantes alélicas de agr) não sejam capazes de se ligarem a um sensor AgrC não 

correspondente (figura 1). Desta forma, a ligação de um heterólogo de AIP leva a uma torção da 

estrutura helicoidal de AgrC que impede a atividade da histidina quinase e, consequentemente, a 

ativação do locus agr  (Wang et al., 2014a; Wang et al., 2014b). A ligação de AIP no seu receptor 

AgrC ainda é alvo de uma molécula anti-quorum sensing denominada Solonamide B (figura 1), 

que impede a ativação de AgrC em todas as variantes alélicas de agr, inibindo a expressão do 

gene de patogenicidade por meio da ativação do locus agr (Nielsen et al., 2014). Adicionalmente, 

a interação entre agrA e Agr-IR também parece possuir um inibidor em Staphylococcus spp.. 

Corroborando este fato, um estudo recente identificou uma molécula pequena, denominada 

Savirin (Inibidor da patogenicidade de Staphylococcus aureus) (figura 1), capaz de inibir a ligação 

entre AgrA e Agr-IR e, consequentemente, a expressão dos fatores de patogenicidade associados 

ao AgrA (Sully et al., 2014). 
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Em relação à participação do sistema Agr na formação e estabilização de um biofilme, sabe-

se que amostras que expressam baixos níveis de agr têm maior capacidade de formação de 

biofilmes, uma vez que agr regula negativamente os fatores associados à formação de biofilme, 

como as proteínas de ligação à fibronectina A e B e a proteína vitronectina (Arvidson e Tegmark, 

2001). Além disso, o sistema Agr regula positivamente os fatores relacionados à lise do biofilme, 

como as serinas proteases e as PSM polimerizadas (Queck et al., 2008). Desta forma, para que 

Staphylococcus spp. possam contaminar um alimento e nele sobreviverem sob a forma de 

biofilme, há redução da expressão de agr na fase inicial de seu crescimento celular, quando a 

densidade celular ainda é baixa, com baixa transcrição de RNA II e RNA III. Isto significa que o 

micro-organismo apresentará um fenótipo de alta adesão celular, devido à maior expressão de 

proteínas da superfície celular. É o que ocorre também nos processos infecciosos, como as 

bacteremias, em que a atividade de agr é reprimida em detrimento da permanência do micro-

organismo na corrente sanguínea (Butterfield et al., 2011; Schweizer et al., 2011; Viedma et al., 

2013). Por outro lado, o sistema Agr atua estimulando a produção de proteínas extracelulares, 

como a alfa-toxina, beta-hemolisina, TSST-1, as leucotoxinas e algumas enterotoxinas. Segundo 

Zhang et al. (1998) e Arvidson e Tegmark (2001), as expressões das enterotoxinas B, C e D são 

reguladas positivamente pelo locus agr. Por outro lado, a expressão da enterotoxina A é 

controlada de forma independente de agr. Quanto as demais enterotoxinas, ainda não há estudos 

que as correlacionam à modulação por este locus. Assim, uma vez já aderido alimento e diante de 

uma alta densidade celular, na fase de crescimento exponencial, tem-se um aumento da 

concentração de AIP, no meio extracelular, e consequente ativação do locus agr. Nesse caso, há 

maior transcrição de RNA II e RNA III que determina a maior produção de toxinas e enzimas 

extracelulares (Roux et al., 2014). Esta ativação limita a formação do biofilme, fato que atua na 

dipersão do micro-organismo de um biofilme estabelecido. Adicionalmente, a bactéria estimula 

a produção de enterotoxinas no alimento e, uma vez ingeridas, podem ser responsáveis pelo 

quadro de intoxicação alimentar no homem (Kong et al., 2006; Yarwood et al., 2007; Boles e 

Horswill, 2008).  
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O locus agr tem sido foco de estudos que buscam elucidar os mecanismos envolvidos na 

expressão das enterotoxinas de Staphylococcus spp. em alimentos. Nesse sentido, Even et al. 

(2009) propuseram que Lactococcus lactis, uma bactéria do ácido lático (BAL) amplamente 

utilizada na indústria de laticínios, é capaz de modular a expressão de enterotoxinas em amostras 

de Staphylococcus aureus, em um mecanismo envolvendo o locus agr. Eles observaram que 

quando estes dois micro-organismos foram cultivados em um mesmo meio de cultura, as amostras 

de Staphylococcus aureus, após realização de PCR em tempo real, expressaram uma menor 

quantidade de RNA III se comparadas a expressão dessas amostras cultivadas isoladamente. 

Ainda nesse trabalho, os autores não observaram a redução da expressão de RNA III quando as 

amostras de Staphylococcus aureus foram cultivadas apenas com o sobrenadante de Lactococcus 

lactis, sugerindo que a redução da expressão do locus agr, por esta BAL, não depende da liberação 

de uma molécula inibidora ou, alternativamente, que a molécula inibitória é lábil. Por fim, os 

autores concluíram que a inibição da expressão do locus agr pela amostra de Lactococcus lactis 

deve ter ocorrido por um mecanismo dependente de SarA, um outro fator regulatório da 

patogenicidade de Staphylococcus aureus. Eles chegaram a esta suposição após observarem que 

quando a amostra de Staphylococcus aureus foi crescida no mesmo meio que o Lactococcus 

lactis, houve, também, menor expressão do gene sarA se comparada à expressão deste gene em 

amostras crescidas isoladamente no meio. Sendo o SarA um regulador positivo do locus agr, sua 

menor expressão poderia explicar a indução mais fraca da expressão do locus agr pelas amostras 

de Staphylococcus aureus. Entretanto, mais estudos são necessários para a comprovação desta 

hipótese. 

Além do Agr, outros sistemas reguladores da expressão de genes de patogenicidade em 

Staphylococcus spp., como SarA, sigma β e LytSR, atuam em uma rede complexa de ativação e 

inibição dos fatores de patogenicidade associados, por exemplo, à formação e à ruptura do 

biofilme (figura 2). 
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 Fonte: Arciola et al., 2015 

Figura 2. Rede de interações que determinam a formação e a ruptura do biofilme formado 

por Staphylococcus. 

 

O lado direito da figura ilustra a fase anabólica do biofilme, com a produção de algumas 

substâncias poliméricas extracelulares fundamentais, tais como PIA, DNA extracelular (eDNA) 

e fibrilas amilóides. O operon lytSR, com seu alvo lrg/cid, afeta a atividade da hidrolase de 

mureína, que é também representada. O centro da figura relata os componentes da membrana 

protéica envolvidos na formação de biofilmes, incluindo as fibronectinas FnBPs, a proteína 

associada ao biofilme (Bap), SasG e Spa. Do lado esquerdo da figura, estão presentes as moléculas 

que desempenham um papel no catabolismo e ruptura da matriz do biofilme, tais como as 

modulinas solúveis em fenol (PSMs) e as proteínas extracelulares. Os sistemas Agr, fator sigma 

β e SarA parecem atuar como reguladores centrais, coordenando o comportamento bacteriano em 

resposta aos fatores de estresse, às densidades celulares e às fases do ciclo celular. 

 

 

3.2. Surtos de intoxicação estafilocócica atribuídos ao consumo de leite e derivados 

 

Em estudo realizado por Veras et al. (2008), de um total de 152 amostras de Staphylococcus 

spp. obtidas de produtos lácteos associados a 16 surtos de intoxicação alimentar, no estado de 

Minas Gerais, 15 amostras de Staphylococcus coagulase negativo e 15 amostras de 

Staphylococcus coagulase positivo foram selecionadas para a pesquisa de genes codificadores de 

EE e para a produção das mesmas em ensaio imunoenzimático. Do total de 30 amostras 
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analisadas, 20 continham genes codificadores de EE, e a maioria dessas produziu a EE in vitro. 

Os genes mais frequentemente encontrados nas amostras foram sea e seb. Entre as amostras de 

Staphylococcus coagula negativo, cinco continham genes codificadores de EE e produziram a 

enterotoxina em ensaio imunoenzimático. Nesse trabalho, os autores concluíram que as amostras 

Staphylococcus coagulase negativo e aquelas de Staphylococcus coagulase positivo isoladas dos 

produtos lácteos eram capazes de enterotoxigenicidade genotípica e fenotípica. Além disso, 

reforçaram a importância da PCR como um método sensível e específico para o rastreio de 

amostras de Staphylococcus spp. isolados de um surto, independentemente da expressão da 

coagulase. 

Em julho de 1987, na cidade de Ouro Preto (MG), houve um surto de intoxicação alimentar 

envolvendo quatro pessoas de uma mesma família. Tal evento foi atribuído à contaminação do 

queijo Minas frescal por S. aureus em contagem de 9,3x107 UFC/g, no qual foram detectadas 

bactérias produtoras de EEA, EEB, EED e EEE. Entre os sintomas apresentados pela família, 

incluíram-se náuseas, vômitos, diarréia e dores abdominais (Sabioni et al., 1988). Mais tarde, 

entre novembro de 1991 e outubro de 1992, em Minas Gerais, foram relatados mais cinco surtos 

de intoxicação estafilocócica associados, novamente, ao consumo de queijo frescal (Câmara, 

2002). 

Em 1999, os serviços sanitários do Conselho de Saúde de Manhuaçu foram notificados de 

um surto de intoxicação alimentar envolvendo 50 pessoas que adoeceram depois de comerem 

queijo Minas artesanal. Os sintomas de intoxicação alimentar (diarreia, vômitos, tonturas, 

calafrios e dores de cabeça) apareceram após 2 h dos indivíduos ingerirem o alimento 

contaminado. As amostras de queijo analisadas apresentaram altas contagens de S. aureus, 

superiores a 108 UFC/g e, ainda, a presença EEA, EEB e EEC (Carmo et al., 2002). A manipulação 

inadequada do queijo durante as suas etapas de elaboração foi apontada como a causa principal 

da contaminação estafilocócica. 

Um surto extensivo de intoxicação alimentar estafilocócica foi descrito no distrito de Kansai, 

no Japão. Aproximadamente 13.420 passaram mal (náusea, vômito, diarréia e dores abdominais), 
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após 24 h da ingestão de produtos lácteos, incluindo leite com baixo teor de gordura e uma bebida 

tipo iogurte, produzidos por uma fábrica na cidade de Osaka. O principal ingrediente destes 

produtos lácteos foi um leite em pó desnatado elaborado por uma fábrica em Hokkaido. A 

enterotoxina A foi detectada no leite com baixo teor de gordura, em concentrações menores ou 

iguais a 0,38 ng/ml, e no leite em pó desnatado, aproximadamente 3,7 ng/g. A ingestão total da 

EEA per capita foi estimada em aproximadamente 20 a 100 ng. Adicionalmente, os autores 

testaram a resistência térmica da EEA a submetendo, pelo menos duas vezes, à pasteurização a 

130°C durante 4 ou 2 segundos. Observou-se que a EEA manteve intacta tanto suas atividades 

imunológicas quanto as biológicas, embora tivesse sido parcialmente inativada. Este surto alertou 

para o risco de intoxicação alimentar associado ao consumo de produtos termicamente tratados, 

uma vez que sob altas temperaturas tem-se a morte do micro-organismo, mas não a inativação 

plena das EE por ele produzidas (Asao et al., 2003).  

No final de 2009, seis surtos de intoxicação alimentar causados por Staphylococcus spp. 

foram relatados na França. Queijo fresco elaborado com leite cru foi considerado a causa comum 

nos surtos. Staphylococcus produtor de EEE foi identificado e quantificado no queijo usando 

métodos oficiais e de confirmação do Laboratório de Referência da União Européia (EU-RL). 

Este foi o primeiro relato de surtos de intoxicação alimentar causada pela EEE na França (Ostyn 

et al., 2010). 

 Em 1º de outubro de 2014, crianças e funcionários de um internato suíço consumiram um 

queijo fresco produzido a partir de leite cru. Dentro de aproximandamente 7 h, todas as 14 pessoas 

que ingeriram o queijo ficaram doentes, incluindo dez crianças e quatro membros da equipe. Os 

sintomas incluiram dor abdominal e vômito intenso, seguido de diarreia grave e febre. Neste caso, 

foram isoladas três amostras diferentes de Staphylococcus aureus produtoras de EEA e EED, em 

contagens superiores a 106 UFC/g. Por meio de estudo epidemiológico, constatou-se que a fonte 

de contamição do queijo foi o leite cru (Sophia et al., 2015). 
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4. Resistencia a antimicrobianos 

 

 Um sério problema para a saúde pública associado à presença de Staphylococcus aureus 

no alimento é o desenvolvimento de micro-organismos multirresistentes na natureza (Luz, 2008). 

Uma vez que esta resistência antimicrobiana pode ser transmitida de uma bactéria a outra, por 

meio de elementos genéticos móveis, tem-se, em longo prazo, o aparecimento de bactérias cada 

vez mais multirresistentes.  

 A resistência aos antimicrobianos pelo gênero Staphylococcus está associada à existência 

de genes presentes no micro-organismo que codificam proteínas relacionadas a diferentes 

mecanismos bioquímicos que impedem a ação dos antibióticos. Os antimicrobianos beta-

lactâmicos, por exemplo, agem inibindo as Protein Binding Penicillins (PBP’s), proteínas de 

membrana que estão envolvidas na biossíntese da parede celular do micro-organismo. A 

resistência à beta lactâmicos está associada à alteração da proteína alvo de ação da droga, ou seja, 

das (PBP), de forma que há um impedimento à formação da camada de peptidoglicano da parede 

celular, o que parece desencadear a morte bacteriana (Mendonça 1997; Harbarth et al. 1998). 

Outro mecanismo associado à resistência á beta lactâmicos é a produção de enzimas inativadoras 

extracelulares, as betalactamases, que agem sobre o anel betalactâmico, provocando sua hidrólise 

e, consequente, inativação (Garino Júnior et al., 2011). 

 A meticilina é um antimicrobiano da classe dos betalactâmicos, lançada comercialmente 

no início da década de 1960 como tentativa de contornar a alta resistência de Staphyloccocus 

aureus à penicilina. Cerca de um ano após o inicio de sua comercialização foi identificado o 

primeiro isolado clínico de MRSA (Jevons, 1961). A partir de então, relatos da identificação de 

amostras de MRS tornaram-se frequentes, inclusive sua disseminação em alimentos. A resistência 

de Staphylococcus aureus à metilicina se associa à presença do gene mecA contido no 

Staphylococcus Cassete Cromossomo (SCCmec), que são elementos genéticos móveis que 

mediam a modificação no sitio de ação dos betalactâmicos. Esse gene determina a codificação de 

uma PBP semelhante a PBP2a/PBP2’ que possui reduzida afinidade aos betalactâmicos, 
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permitindo que Staphylococcus spp. mantenham sua biossíntese até em concentração 

consideradas inibitórias desses antimicrobianos (Livermore, 2000; Paterson et al., 2014). 

 Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) aparece, hoje, como o principal 

exemplo de resistência bacteriana no mundo, pelo fato de desencadear infecções graves que 

limitam as opções terapêuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas (Ibed e Hamim, 

2014). Por muitos anos, amostras de MRSA foram reconhecidas como patógenos exclusivos de 

hospitais. Porém, estudos têm documentado a disseminação de MRSA em alimentos (Pesavento, 

et al., 2007; Costa et al., 2015). 

Em estudo realizado nos mercados locais e nas aldeias da província de Dakahlia, no Egito, MRSA 

foi isolado de amostras de leite cru e de alguns produtos lácteos vendidos. A detecção do gene 

mecA ocorreu em cinco amostras de leite cru, queijo kariesh e sorvete. Mas, o gene não foi 

detectado em amostras da bactéria isolada de mãos coletadas dos manipuladores. Os autores 

concluíram, portanto, que o leite cru e seus derivados lácteos foram importantes fontes de 

transmissão de amostras MRSA dentro da comunidade estudada (Kamal et al., 2013).  

 Fenotipicamente, a resistência à meticilina pode ser identificada por meio dos testes de 

suscetibilidade aos antimicrobianos e concentração inibitória mínima (CIM). Em ambos, as 

drogas de eleição são a cefoxitina e/ou oxacilina (CLSI, 2008). Entretanto, a resistência fenotípica 

à oxacilina depende substancialmente da expressão do gene mecA, de forma que um micro-

organismo pode carrear o mecA e não necessariamente expressar fenotipicamente sua resistência. 

Adicionalmente, estudos recentes apontam um gene homólogo ao mecA que estaria envolvido na 

resistência à meticilina em S. aureus, o gene mecC (Ito et al., 2012). Desde a sua primeira 

descrição, têm aumentado a identificação de MRSA portadores do gene mecC, principalmente na 

Europa (Paterson et al., 2014; Porrero et al., 2014). 
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Fatores de patogenicidade e perfil de resistência a antimicrobianos em 

Staphylococcus aureus isolados de leite cru, soro-fermento, 

manipuladores e queijo Minas artesanal da região de Campo das 

Vertentes, Brasil 
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1- INTRODUÇÃO 

 

O queijo Minas artesanal (QMA) produzido na região de Campo das Vertentes é um dos 

queijos feitos com leite cru mais populares e consumidos no Brasil. Falhas no controle da sanidade 

do rebanho e na aplicação de práticas higiênico-sanitárias durante a elaboração do produto podem 

levar a altas contagens de Staphylococcus aureus no QMA (Martins et al., 2015). Staphylococcus 

aureus tem sido descrito como um dos agentes causadores mais comuns de intoxicação alimentar 

associada ao consumo de queijo de leite cru no mundo (Carmo et al., 2002; EFSA, 2010; Sophia 

et al., 2015). A presença deste patógeno no produto final é multifatorial, mas comumente 

relacionada ao uso de leite cru e de soro-fermento contaminados na elaboração do queijo e à 

ocorrência de manipuladores portadores assintomáticos de Staphylococcus aureus (Castro et al., 

2016; Baran et al., 2017; Johler et al., 2018) 

Staphylococcus aureus tem potencial de causar uma variedade de doenças no homem e 

no animal (Boucher et al., 2010; Fey, 2010).  Este potencial é determinado pela presença ou 

ausência de genes no micro-organismo que codificam uma série de fatores de patogenicidade, em 

especial as exotoxinas como as enterotoxinas estafilocócicas, a toxina da síndrome do choque 

tóxico (TSST) e as hemolisina (Brown et al., 2014). A ingestão de enterotoxinas estafilocócicas 

termoestáveis e pré-formadas no alimento desencadeia o quadro de intoxicação alimentar no 

homem, a qual representa a segunda ou a terceira maior causa de intoxicação alimentar no mundo. 

Com base em diferenças antigênicas, são descritas na literatura, até o presente momento, vinte e 

três EE. Entretanto, as denominadas clássicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) são as mais 

comumente relacionadas a casos de intoxicação alimentar descritos na literatura (Ono et al., 

2015). 

A produção de biofilme representa outro importante fator de patogenicidade de 

Staphylococcus aureus, por contribuir para a colonização do agente nos tecidos celulares e em 

superfícies abióticas, além de criar uma barreira protetora à bactéria à ação de componentes do 
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sistema imune do hospedeiro e à ação de agentes antimicrobianos (Gustafson et al., 2014). Em 

Staphylococcus aureus, a principal molécula responsável na adesão intercelular é a adesina 

intercelular polissacarídica (PIA), um polímero parcialmente desacetilado de N-acetilglicosamina 

(Joo e Otto, 2012). Sua biossíntese é realizada por genes contidos no Operon ica (cluster de genes 

ica ADBC) e estudos tem demonstrado a relação entre a presença do operon ica e a formação de 

biofilme em Staphylococcus aureus de origem alimentar (Crantom et al. 1999; Melo et al. 2016).  

Outro sério problema para a saúde pública associado à presença de Staphylococcus aureus 

nos alimentos é a resistência destes aos antimicrobianos, pelo fato de desencadear infecções 

graves que limitam as opções terapêuticas, prolongando, assim, o tempo de tratamento destas 

(Ibed e Hamim, 2014). Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) aparece, hoje, como 

o principal exemplo de resistência bacteriana no mundo (Ibed e Hamim, 2014). MRSA é 

caracterizado principalmente pela aquisição do gene mecA, que está localizado no cassete 

cromossomossômico mec (SCCmec) (Basset et al., 2013). Por muitos anos, amostras MRSA 

foram reconhecidas como patógenos exclusivos de hospitais. Porém, estudos têm documentado a 

disseminação de MRSA em alimentos (Kamal et al., 2013, Costa et al., 2015; Jamali et al., 2015).  

A expressão gênica de alguns fatores de patogenicidade de Staphylococcus aureus, como 

as EE, TSST, hemolisina alfa e biofilme é controlada pelo sistema regulatório global acessory 

gene regulator (agr) (Novick et al., 1993). Este é um sistema de transdução de sinal, característico 

do gênero Staphylococcus, e que permite a modulação da expressão de diversos genes em um 

mecanismo de quorum sensing (Morrison e Dunman, 2011). O Sistema agr é codificado pelo 

locus (agr) que controla a expressão da molécula de RNA (RNAIII). Uma vez que esta molécula 

atinge uma concentração crítica em determinado meio de acordo com a densidade celular, a 

expressão dos fatores de patogenicidade é inicializada (Nielsen et al., 2014). 

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a genética, a produção in vitro de fatores de 

patogenicidade e o perfil de resistência antimicrobiana de amostras de Staphylococcus aureus 

isoladas de leite cru, soro-fermento, manipuladores e queijo Minas artesanal de Campo das 

Vertentes, Brasil. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Amostragem  

 

Foram utilizadas 76 amostras de Staphylococcus aureus previamente isoladas de leite cru 

(n=14), soro-fermento (n=5), manipuladores (n=15) e QMA (n=42) provenientes de nove 

propriedades rurais localizadas na região de Campo das Vertentes, Minas Gerais, Brasil (Castro 

et al., 2016). As amostras foram armazenadas em meio contendo caldo Brain Heart Infusion 

(BHI) (Difco, Kansas, EUA) e glicerol e submetidas ao congelamento (- 20ºC), sendo conservadas 

desde então. O projeto foi aprovado pelo Cômite de Ética em Pesquisa da UFMG (CEP-UFMG), 

protocolo CAAE: 79522917.6.0000.5149. 

 

2.2. Caracterização fenotípica e identificação das amostras por MALDI- TOF MS 

 

As amostras de Staphylococcus aureus foram cultivadas em Ágar BHI (Difco) seguido 

de incubação das placas em aerobiose a 37º C por 18/24h. As colônias crescidas foram submetidas 

à técnica de coloração de Gram para determinação da morfologia dos agentes bacterianos e a 

prova de produção da catalase (Carter, 1998). A partir dos cultivos em caldo BHI (Difco), as 

amostras foram submetidas às provas de coagulase livre e DNAse, segundo Silva et al. (2010), e 

a fermentação do manitol segundo Bergey e Holt (1994). A confirmação da espécie das amostras 

foi realizada por análise proteômica pela técnica de matrix-assisted laser desorption ionization 

(MALDI) - time of flight (TOF) mass spectrometry (MS). Os espectros foram adquiridos usando 

o espectrômetro de massa FlexFlex MicroFlex LT (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) e 

registados no modo linear positivo dentro de uma faixa de massa de 2.000 a 20.000 Da. Os 

critérios de escore de identificação utilizados foram os recomendados pelo fabricante: escore ≥ 
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2.000 indica identificação ao nível de espécie, escore ≥1.700 e <2.000 indica identificação de 

gênero, e escore <1.700 indica identificação não confiável. 

 

2.3. Detecção de genes de patogenicidade por PCR convencional 

 

O DNA bacteriano foi extraído de acordo com a metodologia anteriormente descrita 

(Pitcher et al., 1989). DNA genômico foi então utilizado nas reações de amplificação por PCR 

para detectar os genes relacionados às enterotoxinas clássicas (sea, seb, sec, sed, see), à toxina da 

síndrome do choque tóxico (tsst-1), à formação de biofilme (icaA, icaB, icaC), ao sistema de 

quorum sensing Agr (agr) e à resistência a meticilina (mecA) de acordo com metodologias 

descritas na literatura (Becker et al., 1998; Reinoso et al., 2004; Dias-Souza et al., 2013; Breves 

et al., 2015). Todas as reações foram feitas com Master Mix (Phoneutria®, Belo Horizonte, 

Brasil) de acordo com a recomendação do fabricante.  

 

2.4. Avaliação da expressão dos genes codificadores da produção das EE e TSST por 

qRT- PCR 

 

O RNA total das amostras que possuiam gene toxigênico na PCR foi obtido de colônia 

bacteriana, recém-cultivada em caldo BHI (Difco), incubado a 37°C por 20h, sob agitação 

mecânica (180rpm), por meio do kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, California, USA). A qualidade e 

a quantidade de amostras de RNA foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose e também 

por meio de análise espectrofotométrica em NanoDrop 2000 espectrofotômetro (Thermo 

Scientific, Inc., Waltham, Estados Unidos). As amostras foram tratadas com Turbo DNAse 

(Ambion, Austin, Estados Unidos) para síntese de cDNA, a qual foi realizada utilizando 1 μg de 

RNA total e kit de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster 

City, Estados Unidos) de acordo com as orientações de seu manual. A PCR quantitativa da 

transcrição reversa (qRT-PCR) foi realizada em termociclador 7500 Real-Time PCR System 
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(Applied Biosystems, California, EUA) e as análises foram avaliadas com o Sequence Detection 

software Version 2.4 (Applied Biosystems). A qRT-PCR foi realizada utilizando-se SYBR green 

PCR master mix 2x (Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos) e primers específicos para 

os genes sea, sec e tsst-1. O gene conservado 16S rRNA foi utilizado como referência para 

normalizações. A eficiência de cada par de primers foi calculada utilizando-se a curva padrão de 

diluição seriada, como descrito no protocolo da Applied Biosystems TM. A abordagem 

experimental foi otimizada pelo ajuste das concentrações de primers para ótimas eficiência e 

especificidade (Tabela 1). Reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 20 

μl, utilizando 10 μl de master mix SYBR green e 50 ng de cDNA. O ciclo térmico consistiu de: 

etapa inicial a 50ºC/2min e a 95ºC/10min, seguida de 40 ciclos de 95ºC/15s e 60ºC/1min. Após a 

amplificação, foi realizada a análise de curva de dissociação (95ºC/15s, 60ºC/15s e 95ºC/15s) para 

verificação da especificidade dos amplicons gerados. As análises de qRT-PCR para todas as 

toxinas foram realizadas em triplicata. Níveis de expressão de amostras de Staphylococcus aureus 

produtores de enterotoxinas estaflocócicas (FRI361, N315 e Staphylococcus aureus 36/2014) 

foram utilizados como dados para calibração. Os resultados são apresentados em gráficos com o 

nível relativo de mRNA para cada toxina obtido pelo método de quantificação derivada relativa, 

descrito por Hellemans et al. (2007). 

 

Tabela 1. Marcadores e concentração de primers da qRT-PCR utilizados para as reações 

Marcador  Sequência de Primer (5´-3´) Primer 

(μmol 

l-1) 

Eficiência 

(%) 

Tamanho 

do 

amplicon 

(pb) 

Referência 

SEA 

 

F: CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 

R: TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAA C 

1,0 90,60 127 Becker et 

al., 1998 

TSST-1 F:TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 

R:TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT 

1,0 91,29 180 Jarraud et 

al., 2002 
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SEC  F:AATAAAACGGTTGATTCTAAAAGTGTGAA 

         R:ATCAAAATCGGATTAACATTATCCATTC 

0,3 90,60 80 Klotz et 

al., 2003 

16S F: CNACGCGAAGAACCTTANC 

R:CGACAGCCATGCANCACCT 

0,3 93,25 98 Huse et al., 

2008 

 

2.5. Produção in vitro de biofilme 

 

Para a avaliação qualitativa de produção de biofilme, foi realizado o ensaio em Ágar 

Vermelho Congo (AVC) de acordo com a metodologia descrita por Arciola et al., 2002. No CRA, 

amostras produtoras de biofilme formam colônias pretas, enquanto amostras não produtoras 

desenvolvem colônias vermelhas. A produção quantitativa de biofilme foi avaliada em 

microplacas estéreis de poliestireno inerte de fundo chato, contendo 96 poços (Dias-Souza et al., 

2013). Um meio sem inóculo foi utilizado como controle negativo e Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228 como amostra de referência. Após incubação das placas por 20 h a 37 ºC foi feita a 

quantificação da absorbância usando um leitor de ELISA em um comprimento de onda de 620 

nm. As amostras foram classificadas em quatro categorias, baseado na relação entre a densidade 

óptica (DO) dos poços inoculados com as amostras e os resultados obtidos para a densidade óptica 

do controle negativo (COD): não-formadoras, fracamente, moderadamente ou fortemente 

formadoras de biofilme (Amaral et al., 2005). Ambos os ensaios foram realizados em triplicata.  

 

2.6. Produção in vitro de toxinas 

 

A detecção da produção de enterotoxinas clássicas e da toxina do choque tóxico nas 

amostras foi realizada pela técnica de Optimum Sensitive Plate (OSP) (Robbins et al., 1994). 

Assim, as amostras foram crescidas em 5 mL de caldo BHI e incubadas a 37ºC durante 24h. Após 

a incubação, placas de Petri contendo 20 mL de ágar BHI acrescentado de 1% de extrato de 

levedura foram revestidas com discos de membrana de diálise. Inóculo de 0,5 mL da cultura foi 

vertido na superfície da membrana e as placas incubadas a 37ºC por 24h. Em seguida, as 
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membranas foram lavadas duas vezes com um total de 2,5mL de tampão fosfato (20 mM, pH 7,4), 

sendo que na primeira lavagem utilizou-se 1,5mL de tampão fosfato e na segunda, 1,0mL. As 

culturas, já lavadas, foram transferidas para um tubo e centrifugadas a 10000g/10 minutos a 4ºC. 

Os sobrenadantes foram coletados e 20µL de timerossol foram adicionados a eles. Tal 

sobrenadante, então, foi utilizado para a verificação da produção de TSST-1 e das demais 

enterotoxinas clássicas pela reação entre os anticorpos e as linhagens. Amostras controle foram 

utilizadas para checar a atividade dos anticorpos utilizados. Na reação positiva, o anticorpo reage 

com a toxina presente na amostra e se precipitam formando uma linha branca. A presença dessa 

linha, então, revela resultado positivo; enquanto que sua ausência revela resultado negativo. 

 

2.7. Produção in vitro de hemolisina 

 

A atividade hemolítica dos SCN isolados foi avaliada por meio da semeadura dos micro-

organismos em meio ágar base (Difco), suplementado com 5% de sangue de cavalo e posterior 

incubação a 37ºC por 18-24h. Após esse período, zonas de hemólise foram observadas e 

relacionadas à capacidade de hemólise pelos micro-organismos. Uma zona translúcida foi 

relacionada a uma β-hemólise, uma zona esverdeada foi relacionada a uma α-hemólise, enquanto 

ausência de zona de hemólise foi relacionada à γ-hemólise (Jundiás, 2014). 

 

2.8. Teste de resistência aos antimicrobianos 

 

Todas as amostras foram testadas quanto à resistência a antimicrobianos pelo ensaio de 

difusão de disco conforme as diretrizes do CLSI (2015). Os seguintes antimicrobianos e suas 

respectivas concentrações foram pesquisadas: Sulfametoxazol/Trimetropin (25μg), Oxacilina 

(1μg), Cefoxitina (30μg), Vancomicina (30μg), Eritromicina (15μg), Penicilina G (10U), 

Clorafenicol (30μg), Gentamicina(10μg) e Tetraciclina (30μg). As amostras foram classificadas 
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como sendo sensíveis, intermediárias ou resistentes aos antimicrobianos testados, de acordo com 

CLSI (2015). 

 

2.9. Análise hierárquica de clusters, teste qui-quadrado e análise de correspondência 

 

Uma análise hierárquica de clusters foi realizada no SPSS.15.0 para Windows (Statistical 

Package for the Social Sciences - SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) para identificar grupos de 

amostras com 14 características diferentes: fenotípicas (capacidade de fermentação de DNAse e 

manitol), detecção de genes de toxinas (Enterotoxinas A, C, TSST ) e de quorum sensing (agr), 

produção de toxinas (OSP), atividade hemolítica, formação de biofilme (qualitativa e 

quantitativa) e resistência microbiana (Oxacilina, Eritromicina, Penicilina e Tetraciclina). Outras 

características avaliadas no estudo não foram utilizadas por apresentarem apenas um tipo de 

resposta. A distância euclidiana entre cada par de observações foi usada como um instrumento 

para medir a similaridade entre os grupos e o método de agrupamento hierárquico de Ward foi 

usado para agrupar amostras semelhantes (Hair Jr. et al. 2003; Pedroso et al., 2016; 2018). 

Uma análise hierárquica de cluster envolve três fases separadas. A primeira fase divide a 

amostra total em subgrupos menores. A segunda fase verifica se os grupos são significativamente 

diferentes e teoricamente significativos. A terceira fase gera o perfil dos clusters, descrevendo as 

características de cada considerando as 14 características avaliadas ( Jain et al., 1999; Hair Jr. et 

al. 2003). A seleção do número de clusters foi realizada de acordo com Hair Jr. et al. (2003), em 

que o exame foi conduzido até o ponto em que as variâncias de erro foram reduzidas ao passar de 

um número menor para um número maior de agrupamentos. O teste do qui-quadrado (χ²) foi 

aplicado para avaliar as distribuições de frequência dessas 14 características e os clusters em um 

nível de significância de 5% (Hair Jr. et al. 2003; Pedroso et al., 2016; 2018). 

A análise de correspondência foi realizada no Sistema SAS para Windows 9.2 (Sistema 

de Análise Estatística - SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), com nível de significância de 5%, 

para visualizar a relação apenas entre as seis características significativas pelo teste do qui-
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quadrado, atividade hemolítica, formação de biofilme (qualitativa e quantitativa) e resistência 

microbiana (eritromicina, penicilina e tetraciclina) e os clusters; Nesta técnica exploratória e 

descritiva, essas características e os clusters são representados espacialmente, compondo o mapa 

perceptivo (Hair Jr. et al. 2003; Pedroso et al., 2016; 2018). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Caracterização fenotípica e identificação de espécie das amostras 

 

Todas as amostras bacterianas foram confirmadas como sendo cocos Gram positivo e 

catalase, coagulase e Dnase positivos, a exceção de duas amostras que apresentaram resultado 

negativo no teste da Dnase. Um total de 68 amostras (89,47%) foram capazes de fermentar o 

manitol no ágar sal manitol. A fermentação de manitol é uma importante característica de 

Staphylococcus aureus, embora algumas amostras possam ser negativas no teste devido à 

ocorrencia de fermentação tardia do manitol (Paiva, 1991). Resultados negativos nos testes de 

fermentação do manitol e de Dnase foram relatados também por Kateete et al. (2010) ao 

analisarem amostras clínicas de Staphylococcus aureus. As amostras presuntivas de 

Staphylococcus aureus tiveram a sua confirmação ao nível de espécie pela análise proteômica no 

MALDI- TOF MS, na qual as 76 amostras apresentaram um score ≥ 2.000 validando a 

identificação da espécie como sendo Staphylocococcus aureus. 

 

3.2. Produção de biofilme 

 

A produção in vitro de biofilme foi analisada em CRA e em placas de poliestireno. No 

primeiro teste, 53 amostras (69,73%) foram caracterizadas como formadoras de biofilme. Na 

placa de poliestireno, as amostras foram classificadas de acordo com a relação entre a DO do 

controle e o DO das amostras estudadas em: não aderente (14 amostras =18,42%), fracamente 
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aderente (56 amostras= 73,68%) e moderadamente aderente (6 amostras=7,9%). Não houve no 

estudo amostras fortemente aderentes.  

A produção de biofilme é um importante fator de patogenicidade de Staphylococcus 

aureus associado à sua permanência no ambiente de processamento de alimentos e na persistência 

desses microrganismos em biomateriais, como dispositivos médicos invasivos (Becker et al., 

2014; Gustafson et al., 2015). Embora a formação de biofilmes seja amplamente estudada sob o 

aspecto clínico, como em implantes e materiais médicos, poucos estudos têm sido relatados, até 

agora, sobre a ocorrência deste evento associado aos alimentos (Santos et al., 2014; Vázquez-

Sánchez et al., 2014; Di Ciccio et al., 2015).   Um biofilme pode ser definido como uma 

estrutura comunitária de células bacterianas protegida por uma matriz polissacarídica ou protéica, 

produzida pelo próprio micro-organismo, e aderente tanto a superfícies bióticas quanto abióticas 

(Simões et al., 2010). Assim, a formação de biofilme por Staphylococcus spp. representa uma 

vantagem evolutiva ao micro-organismo, tento em vista que na forma de células sésseis, aderidas 

em biofilmes, as bactérias resistem melhor às condições desfavoráveis do ambiente, como 

tratamentos com agentes antimicrobianos e sanitizantes, dessecação e radiação ultra-violeta (Cha 

et al., 2013). 

A estruturação de um biofilme é um processo que envolve, basicamente, quatro fases 

principais, sendo denominadas de fase de adesão, agregação, maturação e dispersão. Estas fases 

envolvem eventos que são fisiologicamente diferentes entre si e requerem fatores de 

patogenicidade específicos (Figueiredo et al., 2017). Na fase de agregação, as bactérias passam a 

secretar substâncias que são responsáveis pela manutenção da adesão e da camada que envolve o 

biofilme. Em Staphylococcus aureus, a principal molécula responsável na adesão intercelular é a 

adesina intercelular polissacarídica (PIA) (Mack et al., 1996). PIA é um polímero parcialmente 

desacetilado de N-acetilglicosamina, que junto com outros polímeros, tais como os ácidos 

teicóicos, as proteínas e o DNA extracelular (eDNA), constitui a maior parte da matriz 

extracelular de Staphylococcus aureus formadores de biofilme (Sugimoto et al., 2018). A 

biossíntese de PIA é realizada por genes contidos no locus ica, que compreendem uma transferase 
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N-acetilglicosamina (icaA e icaD), uma desacetilase de PIA (icaB), um exportador de PIA (icaC) 

e um gene regulador (icaR) (Heilmann et al., 1996, Gerke et al., 1998, Vuong et al., 2004). 

Segundo Grinholc et al. (2007), todas as amostras albergando o gene icaA, também abrigam icaD. 

Assim, a detecção de um desses genes pode ser usado para determinar se a amostra é um produtor 

potencial de biofilme.  

Em nosso estudo, não houve a detecção dos genes icaA, icaB e icaC em nenhuma das 

amostras. A ausência desses genes em amostras formadoras de biofilme nos testes in vitro sugere 

a participação de outros genes na formação de biofilme nas amostras de Staphylococcus aureus 

do nosso estudo. A literatura descreve a formação de biofilme em amostras de Staphylococcus 

spp. por mecanismos independentes de PIA (Foster et al., 2014). Um destes mecanismos envolve 

a ação uma proteína de superfície ligada à parede celular de Staphylococcus aureus chamada de 

Bap (proteína associada a biofilme). Bap foi inicialmente descrito em amostras de Staphylococcus 

aureus isoladas de casos de mastite, e há evidências do papel de Bap durante a infecção de 

glândulas mamárias bovinas (Valle et al., 2012; Speziale et al., 2014). Mutagênese por transposon 

seguida de identificação do gene inativado mostrou que a proteína Bap está envolvida na 

formação de biofilme amostra de S. aureus V329 de mastite bovina (Cucarella et al., 2001). A 

proteína de superfície C de Staphylococcus aureus (SasC) representa outro fator proteico 

envolvido na agregação celular e na formação de biofilme. A expressão de SasC media a formação 

de agregados bacterianos, a maior adesão ao poliestireno e o aumento de formação de biofilme 

em Staphylococcus aureus (Schroeder et al., 2009). 

 

3.3. Detecção dos genes codificadores de toxinas estafilocócicas 

 

Nós também avaliamos as amostras de S. aureus quanto à detecção da presença dos genes 

codificadores de toxinas por PCR e 26 amostras (34,21%) carrearam no mínimo um dos genes 

pesquisados. Nós observamos que os genes de maior ocorrência foram sea e tsst-1 (14 

amostras=18,42%), seguido por sec (duas amostras=2,63%) Uma amostra isolada de queijo 
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apresentou os genes sea, sec e tsst-1 concomitantemente e outras duas amostras, uma isolada de 

queijo e outra de leite cru, apresentaram tanto sea quanto tsst-1. Os genes seb, sed e see não foram 

detectados em nenhumas das amostras do estudo.  

SEA tem sido descrita na literatura como a principal enterotoxina envolvida em casos de 

intoxicação alimentar (Hennekinne et al., 2012; Clarisse et al., 2013), seguida por SED, SEB e 

SEC (Hu e Nakane, 2014). Por outro lado, SEE parece não ter uma grande importância nos casos 

de intoxicação alimentar descritos no mundo (Carmo et al., 2002; Asao et al., 2003; Sophia et al., 

2015). Na França, por exemplo, o primeiro relato de surto de intoxicação alimentar causada pela 

SEE foi descrito apenas no final de 2009 envolvendo um queijo fresco elaborado com leite cru 

(Ostyn et al., 2010).  

Do total de amostras portadoras do gene sea, sete amostras (50%) foram obtidas a partir 

do QMA, quatro amostras (28,57%) do leite cru e três amostras (21,43%) do soro-fermento. Em 

relação às amostras portadoras do gene sec, uma amostra foi isolada de QMA e outra de leite cru. 

Já em relação às amostras portadoras do gene tsst-1, seis amostras (42,86%) foram obtidas de 

QMA, duas amostras (14,29%) de leite cru, uma amostra (7,14%) de soro-fermento e cinco 

amostras (35,71%) de manipuladores. A alta ocorrência de tsst-1 em amostradas obtidas de 

manipuladores é preocupante, tendo em visto que S. aureus pode se abrigar na pele, trato 

gastrintestinal e narinas desses manipuladores e esses sítios se tornarem possíveis reservatórios 

de distribuição de S aureus patogênicos (Verhoeven et al., 2014). Estimativas da prevalência de 

amostras que codificam tsst-1 em portadores saudáveis variam de 13 a 25%, indicando um grande 

potencial de doença, embora a incidência de casos seja relativamente baixa (1-4 / 100.000) 

(Gaventa  et al, 1989; Parsonnet et al., 2005; Megevand et al., 2010; Lamy et al., 2012).  

 

3.4. Expressão dos genes codificadores de toxinas estafilocócicas 

 

A Figura 1 mostra que do total de 30 genes detectados pelo ensaio de PCR, 25 genes 

tiveram sua expressão relativa confirmada. Nós observamos a ausência de expressão em quatro 
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genes sea, presentes em S. aureus obtidos de três amostras de queijo e de uma amostra de leite 

cru, e em um gene tsst-1 presente em S. aureus isolado de leite cru.  

A expressão dos genes das toxinas de cada amostra de Staphylococcus aureus foi 

comparada com a expressão dos genes das toxinas de amostras controle positivo para o cálculo 

da quantificação relativa, considerando que a taxa de expressão relativa normalizada para cada 

gene de toxina é igual a 1.  Nós podemos observar na figura 1, que apenas um gene tsst-1 

pertencente à S. aureus isolado de manipulador (amostra 53) apresentou expressão superior à da 

amostra controle, indicando um alto potencial toxigênico dessa amostra. Os demais genes 

analisados no estudo foram de baixa expressão nas condições de crescimento analisadas, sendo 

que o menor nível de expressão no estudo (aproximadamente 105 vezes inferior ao nível de 

expressão do gene da amostra controle positivo) foi detectado no gene sea de S aureus isolado de 

queijo (amostra 41). 

 

Figura 1. Nível de expressão de sea, tsst-1 e sec por amostras de Staphylococcus aureus 
1 Amostra utilizada como controle positivo para sea gentilmente cedida pela Fundação Ezequiel 

Dias - Belo Horizonte, Minas Gerais 

 

A baixa expressão de genes toxigênicos em Staphylococcus aureus e a ausência de 

expressão foram descritas em demais estudos na literatura (Derzelle et al, 2009; Márta et al., 

2010; Martins et al., 2015). Sabe-se que a expressão dos genes das toxinas de Staphylococcus 

spp. está fortemente associada às condições de crescimento do micro-organismo no meio, como 

temperatura, pH, taxa de oxigênio, fase de crescimento microbiano e concentração de glicose 
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(Regassa et al., 1991; Derzelle et al, 2009; Tsutsuura et al., 2013). Além disso, foi demonstrado 

na literatura que a transcrição do sea está ligada ao estresse bacteriano, ao ciclo de vida dos 

Siphoviridae, família de bacteriófagos que abrigam a região de patogenicidade que codifica a 

SEA, e que a natureza polimórfica do prófago afeta a expressão de sea e a quantidade de SEA 

produzida pela amostra bacteriana portadora do prófago (Borst e Betley 1994, Sumby et al 2003, 

Cao et al., 2012, Zeaki et al., 2015). Assim, amostras portadoras do alelo sea1 apresentam alta 

expressão de sea, enquanto as portadoras do alelo sea2 apresentam baixa expressão de sea (Cao 

et al., 2012).  

Por outro lado, a expressão dos genes de outras toxinas estafilocócicas como SEB, SEC, 

SED e TSST está condicionada à ação de sistemas de transdução de sinal de dois componentes e 

à reguladores de transcrição que modulam a expressão de fatores de patogenicidade em S. aureus, 

como os sistemas Agr, saeRS, sigB, SarA e ROT  (Cretenet et al., 2011; Andrey et al., 2015). 

Assim, a baixa expressão desses reguladores, influenciada por uma série de fatores ambientais e 

por interações genéticas, é associada à perda substancial no nível de transcrição de seb, sec, sed 

e tsst-1 e, portanto, à baixa produção destas toxinas (Queck et al., 2008; Even et al., 2009; 

Thoendel et al., 2011; Rudkin et al., 2012). 

 Importante ressaltar que a ausência ou a baixa expressão dos genes das EE nas amostras 

do estudo não exclui a possibilidade de essas amostras produzirem uma grande quantidade de 

toxina no alimento. Estudos têm demonstrado que em sistemas planctônicos, como os meios de 

cultivo em caldos utilizados no nosso trabalho, os micro-organismos podem apresentar um perfil 

de expressão dos seus genes diferente do que apresentam em ambientes multicelulares, como o 

alimento, onde as bactérias parecem se associar de maneiras distintas e há uma prevalência de 

interação celular por meio de sinalização molecular (Even et al., 2009; Wallin-Carlquist et al., 

2010, Cretenet et al., 2011; Valihrach et al., 2014). A respeito disso, Cretenet et al. (2011), 

utilizando uma abordagem transcriptômica para estudar a expressão de patogenicidade de 

Staphylococcus aureus em uma matriz de queijo sob a influência de Lactococcus lactis, 

mostraram que a expressão do SEA foi levemente aumentada na matriz de queijo se comparada 



 
 

81 

 

a expressão observada no Chemically Defined Medium (CDM), devido a presença de ambiente 

ácido e de maior estresse oxidativo capaz de ativar o prófago codificador de sea. 

 

3.5. Produção in vitro de toxinas estafilocócicas 

 

Nós também investigamos a produção das toxinas pelas amostras do estudo por meio da 

técnica de OSP. Neste ensaio, apenas duas amostras de Staphylococcus aureus, uma de 

manipulador e outra de soro-fermento, foram produtores de TSST. A baixa frequência e até 

mesmo a ausência de ocorrência de amostras produtoras de toxina in vitro são relatadas em 

diversos estudos, inclusive de amostras isoladas de surtos e infecções clínicas (Cunha et al., 2007; 

Pedroso et al., 2016). Os autores atribuem à condição de crescimento experimental do agente 

microbiano e à baixa eficiência das técnicas de quantificação de toxinas estafilocócicas em 

detectar amostras bacterianas de baixa produção como justificativa para os resultados 

encontrados. De fato, esta presunção parece se consolidar no nosso trabalho, tendo em vista que 

as duas amostras produtoras de TSST in vitro (12 e 53) foram àquelas que apresentaram maiores 

níveis de expressão de tsst-1 na qRT-PCR.  

 

3.6. Produção in vitro de hemolisina  

 

Nós observamos 14 amostras (18,42%) de Staphylococcus aureus produtoras de α 

hemolisina, 29 (38,16%) de β hemolisina e 33 (43,42%) que não apresentaram padrão de hemólise 

(γ hemólise). Resultados semelhantes, com maior proporção de γ hemólise e menor proporção de 

α hemólise foram descritos por Ariyanti et al. (2011) ao analisarem a atividade hemolítica de 

Staphylococcus aureus isolados de diferentes produtos de origem animal.  

As hemolisinas são toxinas que auxiliam na invasão celular, na evasão à resposta imune 

do hospedeiro e estão associadas às alterações patológicas observadas durante o curso de 

infecções estafilocócicas (Otto, 2015).  No nosso estudo, a maioria (61,84%) das amostras de 
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Staphylococcus aureus foram produtoras de hemolisinas (alfa ou beta), o que revela o potencial 

patogênico das amostras. A alta taxa de amostras com γ hemólise condiz com o fato de que os 

glóbulos vermelhos de cavalo sejam intensamente afetados pela leucocidina, uma das proteínas 

integrantes do sistema de dois componentes da toxina gama (Dinges et al., 2000).  

 

3.7. Detecção do gene agr (Sistema de quorum sensing) 

 

Nós observamos a presença de agr em 59 (77,63%) amostras de Staphylococcus aureus. 

O sistema Agr é o principal sistema de regulação de dois componentes envolvido na modulação 

da expressão de fatores de patogenicidade em Staphylococcus spp. De forma geral, ele atua 

estimulando a produção de proteínas extracelulares, como a alfa-toxina, beta-hemolisina, TSST-

1 e algumas enterotoxinas estafilocócicas, e inibindo as proteínas associadas à parede celular, 

como as responsáveis pela formação de biofilme, em resposta a concentrações crescentes da 

molécula sinalizadora, o peptídeo auto-indutor (AIP), codificada pelo gene agr (Queck et al., 

2008).  

A ausência de agr em algumas amostras de Staphylococcus aureus (22,37%), em especial 

naquelas que expressaram o gene tsst e sea na qRT-PCR e que foram produtoras de TSST no 

ensaio in vitro, sugerem a atuação de outros sistemas de quorum sensing na modulação da 

expressão dos fatores de patogenicidade nesses micro-organismos, como SarA, sigma β e ROT. 

De fato, a expressão de sea tem sido descrita na literatura como independente de agr e mutações 

em alguns reguladores negativos de tsst, como sigB, sarA e, provavelmente, rot, para além de 

estímulos ambientais (taxa de crescimento, pH e oxigênio), podem aumentar profundamente a 

expressão de TSST-1 (Andrey et al 2015). Da mesma forma, estudos têm mostrado a participação 

de vias independentes de agr na modulação da formação de biofilmes. Corroborando este fato, 

em trabalho realizado por Benkeen et al. (2010), uma mutação de sarA, que codifica a proteína 

SarA, resultou em uma menor capacidade de formação de biofilme em todas as amostras clínicas 

analisadas, independentemente do estado funcional de agr nas amostras.  
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3.8. Perfil de resistência a antimicrobianos das amostras  

 

Nós não observamos a presença do gene mecA nas amostras de Staphylococcus aureus 

analisadas, assim como relatado por Martins et al. (2015), embora uma amostra isolada de queijo 

tenha apresentado resistência intermediária à oxacilina no teste de difusão de disco. Tal 

observação pode ser devida ao fato de que embora mecA seja o principal gene associado a 

amostras resistentes à meticilina, outros genes cromossômicos podem influenciam na expressão 

dessa resistência, como os fatores essenciais para a resistência à meticilina (fem), fatores 

auxiliares (aux) e alta resistência à meticilina (hmt) (Peacock e Paterson 2015). Além disso, alguns 

recentes trabalhos associam o gene mecC, um homólogo de mecA, ao fenótipo de resistência à 

meticilina em Staphylococcus aureus (Paterson et al., 2014; Porrero et al., 2014). Assim, não é 

incomum o relato de amostras resistentes à oxacilina; porém, sem apresentarem o gene mecA 

(Mendonça et al., 2012; Melo et al., 2014).  

Todas as amostras do estudo foram sensíveis aos antimicrobianos 

Sulfametoxazol/Trimetropin, Cefoxitina, Gentamicina, Vancomicina e Clorafenicol no teste de 

difusão de disco. Por outro lado, nós observamos resistência de quatro amostras (5,26%) à 

eritromicina, 21 amostras (27,63%) à tetraciclina e 51 (67,11%) amostras à penicilina. Entretanto, 

nenhuma amostra apresentou multirresistência (resistência a três ou mais classes de 

antimicrobianos diferentes) aos fármacos avaliados. A baixa ocorrência de amostras resistentes a 

eritromicina também foi relatada por Jamali et al. (2015) ao estudarem o perfil de resistência 

antimicrobiana de Staphylococcus aureus isolado de leite e derivados em uma província no Iran. 

As maiores porcentagens de amostras de S. aureus resistentes à tetraciclina e à penicilina no nosso 

estudo eram esperadas, devido ao fato de estes antimicrobianos serem usados de forma 

generalizada e indiscriminada no controle e tratamento das principais infecções em explorações 

leiteiras (Jamali et al, 2013). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4204949/#B13
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3.9. Análise hierárquica de cluster 

 

As 76 amostras foram agrupadas em seis grupos de acordo com características fenotípicas 

(DNAse e capacidade de fermentação de manitol), produção de toxinas (Enterotoxinas A, C, 

TSST e OSP), atividade hemolítica, formação de biofilme (qualitativa e quantitativa) e resistência 

microbiana (Oxacilina, Eritromicina, Penicilina e Tetraciclina) (Tabela 2). As distribuições de 

freqüência dos clusters diferiram quanto à atividade hemolítica (χ² = 22,57; P = 0,012), formação 

de biofilme qualitativa (χ² = 11,66; P = 0,040) e quantitativa (χ² = 65,72; P <0,001), e resistência 

à eritromicina (χ² = 86,29; P <0,001), à penicilina (χ² = 76,00; P <0,001) e à tetraciclina (χ² = 

72,00; P <0,001). No entanto, as distribuições de freqüência de clusters não diferiram para DNAse 

(χ² = 9,48; P = 0,09), capacidade de fermentação de manitol (χ² = 3,20; P = 0,67), produção de 

enterotoxinas A (χ² = 1,07; P = 0,96), C (χ² = 1,58; P = 0,90), TSST (χ² = 5,64; P = 0,34) e OSP 

(χ² = 5,38; P = 0,37), detecção de agr (χ² = 3,97; P = 0,55) e resistência à oxacilina (χ² = 2,65, P 

= 0,75). 

 

Tabela 2. Perfil de clusters baseado em características fenotípicas (capacidade de fermentação de 

DNAse e manitol), produção de toxinas (Enterotoxinas A, C, TSST e OSP), atividade hemolítica, 

formação de biofilme (qualitativa e quantitativa) e resistência microbiana (Oxacilina, 

Eritromicina, Penicilina e Tetraciclina) 

 



 
 

85 

 

Cluster N 
Níveis 

(%) a 

Fenótipo Enterotoxina Genótipo 
Atividade 

hemolítica 

Formação de biofilme Resistência Microbiana 

Dnase 
Fermentação 

do Manitol 
A C TSST OSP AGR Qualitativa Quantitativa Oxacilina Eritromicina Penicilina Tetraciclina 

1 5 

0 0 0 80 100 60 100 0 80 40 0 100 100 0 80 

1 100 100 20 0 40 0 100 20 60 60 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 20 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 

2 22 

0 5 9 82 95 73 100 18 27 14 9 100 82 100 100 

1 95 91 18 5 27 0 82 36 86 91 0 18 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 36 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 20 

0 0 10 80 100 80 100 30 15 35 25 100 100 0 0 

1 100 90 20 0 20 0 70 40 65 75 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 45 0 0 0 0 100 100 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 21 

0 0 19 81 95 90 90 29 0 52 33 95 100 0 100 

1 100 81 19 5 10 10 71 38 48 67 5 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 62 0 0 0 0 100 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 4 

0 25 0 100 100 100 100 0 0 0 0 100 75 100 100 

1 75 100 0 0 0 0 100 75 100 0 0 25 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 

6 4 

0 0 0 75 100 100 100 25 25 0 0 100 0 0 100 

1 100 100 25 0 0 0 75 25 100 100 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 100 100 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Teste X² 9,477 3,202 1,066 1,578 5,642 5,380 3,967 22,567 11,658 65,721 2,654 86,291 76,000 71,999 

Valor de p b 0,091 0,669 0,957 0,904 0,343 0,371 0,554 0,012 0,040 <0,001 0,753 <0,001 <0,001 <0,001 
 

a Nível 0 é negativo e 1 é positivo para DNAse, fermentação de manitol, produção de enterotoxinas, detecção de agr e formação qualitativa de biofilme; O nível 0 é α, 1 é β e 2 é γ para atividade 

hemolítica; O nível 0 é não aderente, 1 é fracamente aderente, 2 é moderadamente aderente e 3 é fortemente aderente para formação quantitativa de biofilme; O nível 0 é sensível, 1 é intermediário 

e 2 é resistente à resistência microbiana; b Números em negrito foram significativos pelo teste do qui-quadrado ao nível de 5% de probabilidade.
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A análise de correspondência foi utilizada para visualizar a relação entre estes clusters 

formados com a atividade hemolítica, a formação de biofilme (qualitativa e quantitativa) e a 

resistência microbiana (eritromicina, penicilina e tetraciclina) por meio do mapa perceptivo 

resultante (Figura 2). As duas primeiras dimensões deste mapa explicaram 64,7% da variabilidade 

dos dados experimentais. 

 

 

Figura 2. Mapa perceptivo da análise de correspondência entre atividade hemolítica, formação de 

biofilme (qualitativa e quantitativa) e resistência microbiana (eritromicina, penicilina e 

tetraciclina) e os clusters.  
Legenda: C1: Cluster 1; C2: Cluster 2; C3: Cluster 3; C4: Cluster 4; C5: Cluster 5; C6: Cluster 6; Hα: 

atividade hemolítica α; Hβ: Atividade hemolítica β; Hγ; Atividade hemolítica γ: CRA–: amostras não 

produtoras de biofilme; CRA +: amostras produtoras de biofilme; B–: biofilme não aderente; B +: biofilme 

fracamente aderente; B +++: biofilme fortemente aderente; ErytS: sensível à eritromicina; ErytI: 

intermediário à eritromicina; ErytR: resistente à eritromicina; PenS: sensível à penicilina; PenR: resistente 

à penicilina; TetraS: sensível à tetraciclina; TetraR: resistente a tetraciclina. 

 

 O perfil de cada cluster pode ser descrito e discriminado pelas suas principais 

características (Tabela 2 e Figura 2). O cluster 1 mostrou uma quantidade considerável (40%) de 

amostras não produtoras de biofilme com produção de enterotoxina TSST e de biofilme 

fortemente aderente, e a maioria das amostras com atividade hemolítica α. Este grupo era 

resistente apenas à penicilina. O cluster 2 foi formado por amostras sensíveis a todos os 

antimicrobianos avaliados nesta análise. O cluster 3 foi composto por amostras resistentes à 

penicilina e foi o único grupo de amostras resistentes à tetraciclina. Eles também mostraram uma 

quantidade considerável (40%) de amsotras não produtoras de biofilme como o cluster 1. O 
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cluster 4 foi o único a mostrar uma quantidade considerável de amostras não produtoras de 

biofilme (52%) com produção de biofilme não aderente (33 %) e atividade hemolítica γ (48%). 

Eles também eram resistentes apenas à penicilina como o cluster 1. O cluster 5 foi o único a 

mostrar uma produção de biofilme fortemente aderente e a maioria das amostras com atividade 

hemolítica β. Eles foram formados por amostras sensíveis a todos os antimicrobianos como o 

cluster 2. O cluster 6, por fim, foi resistente à penicilina e o único grupo de amostras resistentes 

à Eritromicina. 

 

4. CONCLUSÕES 

 

 As amostras de Staphylococcus aureus isoladas de QMA, leite cru, soro fermento e 

manipuladores de Campo das Vertentes- Brazil apresentaram potencial toxigênico, com maior 

prevalência de sea e tsst-1, embora tenham sido genes de baixa expressão. Entretanto, o biofilme 

foi o principal fator de patogenicidade encontrado, pois mais da metade das amostras foram 

formadoras de biofilme nos ensaios realizados. Por outro lado, nenhuma amostra portou o gene 

mecA nem apresentou padrão de multirresistência aos antimicrobianos de uso comum nas 

medicinas veterinária e humana testados.   
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Diversidade clonal de Staphylococcus aureus isolados de leite cru, soro-

fermento, manipuladores e queijo Minas artesanal da região de Campo 
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1. Introdução 

 Staphylococcus aureus é um dos agentes patogênicos mais encontrados em queijos 

elaborados com leite cru no mundo, incluindo o queijo Minas artesanal, um dos queijos mais 

populares e consumidos no Brasil (Carmo et al., 2002; EFSA, 2010; Sophia et al., 2015). A 

presença de Staphylococcus aureus no produto final é associada principalmente ao uso de leite 

cru obtido de animais com mastite no rebanho, mas também ao uso de soro-fermento, 

popularmente conhecido como “pingo”, contaminado com o micro-organismo e à presença de 

manipuladores portadores assintomáticos de Staphylococcus aureus (Martins et al., 2015; Castro 

et al., 2016; Johler et al., 2018). Estima-se que cerca de 30 a 50% da população abriga 

Staphylococcus aureus na pele, na orofaringe e nas narinas e esses sítios podem se tornar possíveis 

reservatórios de distribuição de S aureus patogênicos no ambiente (Verhoeven et al., 2014).  

 Há uma grande preocupação associada à presença de Staphylococcus aureus no alimento, 

tendo em vista que algumas linhagens em condições ideais de crescimento produzem 

enterotoxinas termoestáveis, responsáveis pelo quadro de intoxicação alimentar no homem (Ono 

et al., 2015). Além das enterotoxinas, Staphylococcus aureus é capaz de produzir uma série de 

fatores de patogenicidade que levam ao desenvolvimento de diferentes doenças no homem e no 

animal, como a endocardite, a pneumonia e a síndrome do choque tóxico (Brown et al., 2014, Liu 

et al., 2015). 

 A tipificação epidemiológica de isolados bacterianos é util na elucidação das fontes 

envolvidas na disseminação de surtos alimentares e de infecções, além de auxiliar na 

determinação da extensão destes eventos e na elaboração de medidas de controle (Maccannell, 

2013). Ao longo dos anos, muitos métodos de tipificação baseados em uma abordagem genômica 

foram desenvolvidos para Staphylococcus aureus. Embora a eletroforese em gel de campo 

pulsado (PFGE) seja reconhecida como o padrão ouro, sobretudo nos estudos de 

microepidemiologia, abordagens baseadas em sequências de DNA têm se tornando mais 

frequentes, por gerarem uma tipificação inequívoca cujas sequências obtidas podem ser 

comparadas entre laboratórios e ao longo do tempo (Ross et al., 2005; O’Hara et al., 2016). Nesse 
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sentido, destacam-se a tipagem de sequência multilocus (MLST), que é um método baseado no 

polimorfismo de sequência de fragmentos de sete genes conservados de Staphylococcus aureus, 

e a tipagem da proteína A, a qual avalia as repetições presentes apenas na região x do gene spa 

(Chambers e Deleo 2009).  

 O método de tipificação da proteína A, baseado no sequenciamento de DNA de um 

único locus, é de mais fácil execução e menos dispendioso que o MLST (O’Hara et al., 2016). A 

região X é constituída por um número variável de repetições de 24 pb flanqueadas por regiões 

bem conservadas e sua diversidade advém da ocorrência de duplicação, inserção, deleção das 

unidades repetitivas, como também de substituição e mutações pontuais destas, sendo 

demonstrado que estas excedem em muito os eventos de recombinação em S. aureus. Esse método 

de tipificação baseado em sequência de locus único combina várias vantagens técnicas, como 

rapidez, reprodutibilidade e portabilidade. Além disso, devido à sua estrutura repetitiva, o locus 

spa indexa simultaneamente micro e macrovariações, permitindo o uso de tipagem de spa em 

estudos epidemiológicos locais e globais, sendo comumente utilizado em investigações evolutivas 

clonais de Staphylococcus aureus (Koreen et al., 2004; Hallin et al., 2007; Strommenger et al., 

2008). Estudos têm demonstrado uma boa correlação entre os agrupamentos clonais determinados 

pelo MLST e os respectivos tipos de spa e em alguns casos até mesmo um maior poder 

discriminatório de spa em relação ao MLST (Rodriguez et al., 2015; O’Hara et al., 2016). Além 

disso, a subtipagem de amostras de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) provou ser quase 

tão discriminatória quanto a PFGE (Shopsin et al., 1999; Koreen et al., 2004; Deurenberg et al., 

2007). 

 A tipificação de Staphylococcus aureus pelo método de reação em cadeia da polimerase 

baseada em sequência repetitivas de elementos (rep-PCR) representa uma técnica de fácil 

execução em contraposição à métodos que exigem equipamento especializado inatingível para 

laboratórios clínicos de rotina. Esse método utiliza primers direcionados a sequências repetitivas 

intercaladas no genoma das bactérias (Švec et al., 2010). Nesse sentido, o método (GTG)5 tem 

sido descrito na investigação da diversidade de Staphylococcus aureus isolados de diferentes 
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fontes e é considerado comparável com os descritos acima para diferentes espécies bacterianas, 

incluindo Staphylococcus aureus (Manga e Vyletělová 2012; Rodriguez et al., 2015). 

 Uma alternativa aos métodos de tipificação baseados em sequências genômicas é a 

tipificação de isolados bacterianos por uma abordagem proteômica, a partir da análise do perfil 

de proteínas de uma célula bacteriana (Singhal et al., 2015). A técnica denominada Matrix 

Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight (MALDI-TOF MS) associada à 

espectrometria de massa foi recentemente destacada como um método de tipificação poderoso 

apropriado para estudos de epidemiologia local e global, suficientemente reprodutível e sensível 

para examinar de forma rápida a evolução dos fenótipos bacterianos existentes ou emergentes 

(Berrazeg et al. 2013; Mencacci et al., 2013; Kim et al., 2017). Além disso, embora o custo da 

instrumentação do MALDI-TOF MS seja comparável ao de uma máquina de sequenciamento, os 

custos de operação e de materiais de consumo são consideravelmente menores se comparados aos 

métodos genômicos de sequenciamento (Barbuddhe et al., 2008).  

 Assim, o objetivo do nosso trabalho foi investigar a diversidade de Staphylococcus aureus 

isolados de diferentes fontes de queijarias artesanais na região de Campo das Vertentes, Minas 

Gerais, Brasil, por meio de diferentes métodos de tipificação. A comparação do perfil entre S. 

aureus de diferentes origens (leite cru, manipuladores, soro-fermento (pingo), queijo Minas 

artesanal, propriedades) é útil na compreensão do papel destas fontes como reservatório de 

linhagens patogênicas e dos aspectos epidemiológicos envolvidos na disseminação desse 

patógeno. Além disso, objetivamos comparar a concordância, o poder discriminatório e a 

tipabilidade entre os métodos de tipificação aplicados no estudo.  

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Extração de DNA 
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 A extração de DNA foi realizada a partir de cultura recém-cultivada em caldo BHI por 

meio da metodologia adaptada descrita por Fan et al. (1995), com substituição do tampão fosfato-

salino (PBS pH 7,2) por tampão tris-EDTA (TE pH 8.0) e 1mL de cultura centrifugada a 14.000g 

por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento lavado com 200 µL de TE (pH 8.0), 

homogeneizado e centrifugado por 13000 g por 5 minutos. Esse procedimento foi repetido duas 

vezes. O pellet obtido foi ressuspendido em 50 µL de TE (pH 8.0). A suspensão de células foi 

então submetida à fervura direta a 95°C por 15 minutos e, em seguida, congelada totalmente por 

aproximadamente 30 minutos. Por fim, foi homogeneizada, centrifugada a 13.000 g por 5 minutos 

e o sobrenadante contendo o DNA liberado foi estocado a -20°C. Staphylococcus aureus ATCC 

25923 foi utilizado como controle positivo.  

 

2.2. Identificação molecular das amostras 

  

 A identificação de Staphylococcus aureus previamente realizada por testes fenotípicos 

foi confirmada por meio de PCR do gene nuc e 16S rRNA, seguindo os primers e as condições de 

amplificação descritos por Sasaki et al (2010) e Monday e Bohach (1999), respectivamente. 

 

2.3. Tipificação pelo método de amplificação e sequenciamento de spa 

 

 Para a amplificação e sequenciamento da região polimórfica X do gene spa, nós seguimos 

o protocolo de Harmsen et al. (2003). As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando 

o termociclador ABI 3500 (Applie Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o programa spa typing 

plugin da BioNumerics 7 software ((Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) por meio do banco de 

dados SeqNet/Ridom Spa Server (http://www.spaserver.ridom.de/) foi usado para a análise das 

sequências e atribuições dos tipos de spa. A construção do dendrograma e do minimum spanning 

trees (MST) também foi realizada pelo programa spa typing plugin da BioNumerics 7 software 

(Applie Maths).  
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2.4. Tipificação pela técnica de rep-PCR 

  

 A técnica de rep-PCR (Repetitive element sequence-based polymerase chain reaction) foi 

realizada por metodologia proposta por Svec et al. (2010), utilizando o oligonucleotídeo (GTG)5 

como primer - (5' GTG GTG GTG GTG GTG-3'). Os perfis de DNA obtidos pelo (GTG)5-PCR 

foram analisados pelo programa GelJ 2.0 conforme descrito por Heras et al. (2015). Os valores 

de similaridade genética foram calculados pelo coeficiente de Pearson e utilizados para gerar um 

dendrograma de similaridade pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean). Amostras com perfis semelhantes de GTG-fingerprinting (semelhança 

superior a 90%) foram consideradas geneticamente relacionadas.  

 

2.5. Tipificação proteômica 

 

 As amostras foram submetidas à técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 

(MALDI) - time of flight (TOF) Mass Spectrometry (MS) e os espectros gerados foram analisados 

usando o MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik, Billerica, MA, USA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Baseando-se nos valores obtidos da comparação de pares de 

diferentes espectros, um dendrograma MSP foi gerado usando o método padrão de criação 

BioTyper MSP, permitindo a visualização de semelhanças entre os perfis de espectros. Os clusters 

foram então detalhados e analisados de acordo com nível de distância arbitrário de 250. 

 

2.6. Concordância 

 

 A concordância mede a probabilidade de dois sistemas de tipificação diferentes 

concordarem se um par de amostras selecionadas aleatoriamente é do mesmo tipo ou de tipos 

diferentes. Assim, concordância, expressa em porcentagem, corresponde à proporção de pares 
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para os quais os dois métodos estão de acordo. Um valor de concordância de 1 indica que os dois 

sistemas de tipagem sempre concordam em como classificar um par de isolados; um valor de 

concordância de 0 significa que os dois sistemas de digitação sempre discordam. As estimativas 

de concordância entre os tipos de spa, (GTG)5 e MALDI-TOF foram avaliadas conforme 

Robinson et al (1998). 

 

2.7. Poder discriminatório 

 

 O índice discriminatório (ID) mede a probabilidade de um método de tipificação atribuir 

um tipo diferente a duas amostras aleatoriamente amostradas de uma população microbiana. Um 

ID de 1 indica uma comunidade completamente diversa, enquanto um ID de 0 indica uma 

comunidade composta inteiramente de um único clone. IDs foram calculados para spa, (GTG)5 e 

MALDI-TOF por meio do índice de diversidade de Simpson conforme Hunter e Gaston (1988) e 

os intervalos de confiança como descrito por Grundmann et al. (2001). 

 

2.8. Tipabilidade 

 

 A tipabilidade diz respeito à proporção de amostras que são atribuídas a um tipo por um 

sistema de tipificação e foi calculada conforme descrito por Struelens (1996). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Identificação genética das amostras 

 

 Todas as 76 amostras identificadas bioquimicamente como Staphylococcus aureus 

tiveram identificação confirmada pela PCR para amplificação do gene da termonuclease (nuc) e 

do gene 16S rRNA. O gel da figura 1 apresenta as bandas específicas compatíveis com S. aureus. 
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Figura 1- Gel com as bandas específicas compatíveis com Staphylococcus aureus (359 pb- gene 

nuc e 228 pb- gene 16S rRNA). Ladder de 100 bp 

 

 

3.2. Tipificação pelo método de amplificação e sequenciamento de spa 

  

 Do total de 76 amostras de Staphylococcus aureus analisadas, foi possível realizar a 

amplificação da região X do gene da proteína A de 74 amostras e o tamanho de bandas obtidos 

foi entre 200 e 450 bp (Figura 2).   As 74 amostras sequenciadas no estudo foram agrupadas em 

13 tipos de spa diferentes (Figura 3). Em sete amostras analisadas, o Bionumerics não foi capaz 

de determinar o tipo de spa, sendo essas sequências determinadas de Unknown.  

 

 

Figura 2. Resultado da amplificação da região X do gene da proteína A. Ladder de 100pb. 
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Figura 3. Dendrograma das amostras de Staphylococcus aureus pela técnica de sequenciamento 

do gene spa com os respectivos dados de genótipo, fazenda e fonte de coleta 
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 A alta diversidade genética encontrada no nosso estudo indica que a contaminação do 

produto final (queijo Minas artesanal) com S. aureus pode ter origem em diferentes fontes. De 

fato, no nosso estudo, um mesmo tipo de spa foi detectado em fontes diferentes dentro de uma 

mesma fazenda, como é o caso do t605, t267 e t521, o que corrobora essa afirmativa. Por outro 

lado, alguns tipos de spa foram detectados exclusivamente em um único tipo de fonte e de 

fazenda, como o genótipo t3992 detectado exclusivamente no queijo da fazenda E, o t15371 

identificado somente em queijo da fazenda B, o t010 identificado exclusivamente em queijo da 

fazenda D e o t2066 apenas em queijo da fazenda H, revelando uma adaptação destes genótipos 

à realidade local de produção do QMA nas fazendas supramencionadas. 

 O genótipo de maior frequência no estudo foi o t605 (27%), seguido pelos tipos t002 

(10,8%) e t521 (9,5%) (Gráfico 1). O tipo t605 foi predominante em amostras de queijo, 

encontrado nas fazendas A, I, G e H, sendo também detectado em amostras de leite (fazendas A 

e I) e de soro-fermento (fazendas E e H) (Figura 3). A maior prevalência de t605 no nosso estudo 

sugere que este genótipo possa ser endêmico na região estudada.  

 

Gráfico 1. Minimal spanning tree (MST) de 74 amostras de Staphylococcus aureus analisadas 

por spa typing de acordo com os genótipos identificados 
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 Em estudo realizado em três diferentes plantas processadoras de queijo Minas frescal no 

Estado de São Paulo, Brasil, o genótipo t605 foi detectado com alta frequência e em amostras de 

todos os laticínios, à semelhança do nosso estudo (Rodrigues et al., 2017). Rabello et al. (2007) 

ao estudar Staphylococcus aureus provenientes de mastite bovina no sudeste brasileiro relatou o 

tipo t605 como o mais frequente em seu estudo. Aires-de-Sousa et al. (2007), Silva et al. (2013) 

e Bonsaglia et al. (2018) também relataram a alta prevalência de t605 em amostras de leite no 

rebanho brasileiro, concluindo que este genótipo parece ser melhor adaptado ao hospedeiro das 

regiões avaliadas. 

  À semelhança do nosso estudo, em trabalho realizado por Luo et al. 2018, o genótipo 

t002 foi o segundo de maior ocorrência (10,55%) em Staphylococcus aureus isolados de amostras 

clínicas e de alimentos na China. No nosso estudo, este genótipo foi predominante em amostras 

de queijo (fazendas B, C e E), sendo também detectado em leite cru (fazendas B e E). 

 O terceiro genótipo mais frequente em nosso estudo, o t521, foi encontrado em leite cru, 

queijo e pingo da fazenda I, revelando a disseminação deste genótipo na cadeia produtiva do 

queijo Minas artesanal desta fazenda. À semelhança dos nossos resultados, em estudo realizado 

ao longo do processo de produção de queijo elaborado com leite cru em laticínios artesanais na 

Itália, Johler et al. (2018) identificaram o genótipo t521 em amostras de Staphylococcus aureus 

isolados de queijo artesanal e soro-fermento.  

 O genótipo t267 foi quase que exclusivamente detectado apenas na fazenda B, sendo 

isolado de queijo, manipulador e leite desta fazenda. A identificação deste genótipo em diferentes 

fontes dentro da cadeia de produção do queijo Minas artesanal sugere a ocorrência de 

contaminação cruzada. A identificação do mesmo tipo de spa em S. aureus de origem humana e 

animal ainda demonstra a possível disseminação entre estes dois reservatórios. Estes achados 

reforçam a importância da qualidade microbiológica do leite cru e da higiene pessoal do 

manipulador na qualidade microbiológica final do queijo Minas artesanal. 

  O tipo t267 também foi isolado ao longo do processo de produção de queijo elaborado 

com leite cru em laticínios artesanais na Itália, sendo detectado na massa coagulada, na salmoura, 
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na bancada de maturação e no queijo (Johler et al., 2018). Este genótipo foi descrito por Aires-

de-Sousa et al. (2007) como predominante no rebanho de vacas com mastite no Brasil. Além 

disso, tem sido considerado um possível clone ancestral de outros tipos de spa envolvidos na 

mastite clínica bovina na índia, além de se associar ao primeiro relato de resistência à vancomicina 

em Staphylococcus aureus isolado de leite bovino neste país (Mitra et al., 2013; Bhattacharyya et 

al., 2016). 

 O tipo t189 foi identificado apenas em manipuladores da fazenda H. Este genótipo tem 

sido associado à alta ocorrência de identificação em portadores persistentemente colonizados e 

tem sido comumente isolado de infecções humanas no Sudeste Asiático (Ho et al., 2015). Estudos 

demonstram que a maioria das contaminações das mãos é atribuível a contaminação cruzada de 

manipuladores persistentemente colonizados por Staphylococcus aureus, que presumivelmente 

contaminam o meio ambiente (Kishimoto et al., 2004; Wertheim et al., 2005). Isso enfatiza a 

importância do achado deste genótipo em manipuladores no nosso estudo e a necessidade de 

práticas adequadas de limpeza e de desinfecção do ambiente, além da necessidade de lavagem 

das mãos, ou de uso adicional de luvas e máscaras por manipuladores de alimentos para reduzir 

a transmissão deste micro-organismo a outros manipuladores de alimento.  

 Outros dois genótipos identificados no nosso estudo também foram exclusivamente 

obtidos de manipuladores do queijo Minas artesanal: o t242, identificado em manipuladores das 

fazendas E e D, e o t122, isolado de manipuladores das fazendas A e C.  

 O t242 é um clone epidêmico humano comum e é considerado o tipo de spa mais 

prevalente em amostras clínicas na América (Asadollahi et al., 2018). Este genótipo foi associado 

à causa mais comum de infecção hospitalar no Canadá (Christianson et al. 2007), além de ser a 

amostra mais comumente encontrada em humanos infectados nos Estados Unidos (Tenover et al. 

2008).  

 Em nosso estudo, o tipo t14032 foi identificado em apenas uma amostra de soro-fermento, 

e este parece ser o primeiro relato deste genótipo neste produto no mundo. Em consulta ao banco 

de dados SeqNet/Ridom Spa Server (http://www.spaserver.ridom.de/), há um único registro deste 
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genótipo no sistema, sendo este tipo descrito como uma amostra de Staphylococcus aureus 

susceptível à meticilina (MSSA). 

 

3.3. Spa x (GTG)5- Poder discriminatório, concordância e tipabilidade 

  

 Todas as amostras analisadas foram tipificáveis utilizando o iniciador (GTG)5 e os 

produtos de PCR variaram entre 250 e 5.000 pb. Assim, a tipabilidade pelo método GTG5 (100%) 

foi superior ao spa typing (97%), no qual duas amostras não foram atribuídas a um tipo específico 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Tipabilidade, nível de classificação, poder discriminatório e concordância dos métodos 

de tipificação (GTG5, SPA typing e MALDI TOF- MS) aplicados nas amostras de Staphylococcus 

aureus 

 

 
Técnica  Tipabilidade  

(%) 

Nível de 

classificação 

Poder  

discriminatóriob 

 
Concordânciac 

 

    N° Mais 

frequente  

(%) 

 (95% IC) (GTG)5 SPA typing MALDI 

TOF- MS 

(GTG)5 100 19 12 0,926 (0.907 - 

0.945) 

  0,735 (0,651-

0,819) 

0,310 (0,212-

0,408) 

SPA typing 97a 16 27 0,893 (0,849 – 

0,937) 

0,509 (0,422-

0,596) 

 
0,294 (0,210-

0,378) 

MALDI 

TOF-MS 

100 12 36 0,755 (0,703 – 

0,807) 

0,094 (0,051-

0,136) 

0,128 (0,071-

0,186) 

 

a Duas amostras não foram atribuídas a um tipo de spa;  b O Índice Discriminatório (Índice de Diversidade 

de Simpson) e seus intervalos de confiança foram calculados usando uma ferramenta on-line desenvolvida 

por Pinto et al. (2008); cA concordância (coeficiente de Wallace) e seus intervalos de confiança foram 

calculados com base nas 74 amostras tipificadas por todos os métodos, utilizando uma ferramenta on-line 

desenvolvida por Pinto et al. (2008) 
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 A maioria das amostras mostrou um perfil de impressões digitais próximo, revelando um 

alto grau de similaridade genética (Figura 4).  Contudo, a variabilidade na presença de algumas 

bandas influenciou a análise final de cluster e 19 agrupamentos se formaram, considerando um 

ponto de corte de 90% de similaridade genética, sendo os clusters 3 e 5 os mais frequentes (12%). 
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Figura 4. Dendrograma das amostras de Staphylococcus aureus pela técnica de rep-PCR. 

 Assim como no spa typing, um mesmo perfil foi encontrado em diferentes fontes e 

fazendas no nosso estudo, revelando a importância da microbiota das matérias-primas, leite e 
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pingo, e dos manipuladores na composição da microbiota final do queijo Minas artesanal. 

Entretanto, o método de agrupamento pelo (GTG)5 foi superior ao spa typing em atribuir um tipo 

diferente a duas amostras aleatoriamente amostradas em nosso estudo, o que resultou em um 

poder discriminatório do método (GTG)5 (0.926) superior ao do spa typing (0.893) (Tabela 1). 

Assim, as amostras 27 e 48 que pertenciam ao mesmo tipo de spa typing (t267) das amostras 51, 

74 e 75, por exemplo, pelo método do (GTG)5 foram agrupadas separadamente destas. O mesmo 

foi observado com as amostras 21 e 22 que pertenciam ao mesmo tipo de spa typing (t242) das 

amostras 23 e 45 e que pelo método do (GTG)5 foram agrupadas separadamente destas, 

apresentando aproximadamente 88% de similaridade genética entre os dois clusters formados 

(Figura 4). Entretanto, apesar de o resultado supramencionado, é importante salientar que ao 

comparar dois métodos de tipagem quanto ao poder discriminatório, é necessário comparar os 

intervalos de confiança encontrados para cada técnica analisada. Assim, se eles se sobrepõem, 

não se pode excluir a hipótese de que ambos os métodos têm poder discriminatório semelhante 

(com nível de confiança de 95%). 

 O método (GTG)5 apresentou concordância de 73,5% com o spa typing, enquanto este 

apresentou 50,9% de concordância com o método (GTG)5. Isto quer dizer que as amostras do 

nosso estudo agrupadas em um mesmo cluster do (GTG)5 possuem 73,5% de chance de ter o 

mesmo tipo de spa, enquanto inversamente, a possibilidade disto ocorrer é de 50,9%. Estes dados 

refletem o fato de que o (GTG)5 foi mais discriminatório que o spa typing e os grupos (GTG)5 

subdividirem os tipos T. 

 

3.4. Spa x MALDI TOF MS- Poder discriminatório, concordância e tipabilidade 

 

 Todas as amostras analisadas foram tipificáveis utilizando o MALDI-TOF. Assim, a 

tipabilidade por este método (100%) foi superior ao spa typing (97%), no qual duas amostras não 

foram atribuídas a um tipo específico (Tabela 1). O dendrograma MSP ainda revelou 12 clusters 
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distintos de acordo com um corte arbitrário ao nível de distância de 250, o que resultou em um 

poder discriminatório deste método (75,5%) inferior ao spa typing (0.893) (Figura 5).  
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Figura 5. Dendrograma (MSP) das amostras de Staphylococcus aureus pela técnica de MALDI-TOF MS considerando o nível de distância arbitrário de 250 
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 Comparando os clusters obtidos a partir do dendrograma MSP (Figura 5) com a 

distribuição das amostras do spa typing (Figura 3), notamos uma baixa correlação entre os dois 

métodos, que se reflete na baixa concordância obtida entre estes pelo coeficiente de Wallace 

(MALDI TOF → spa typing = 12,8% e spa typing → MALDI TOF= 29,4%). Resultado 

semelhante foi descrito por Rim et al. (2015) ao comparar a correlação da tipificação de amostras 

de Acinetobacter baumannii pelo método de MALDI TOF com a técnica de PFGE. Nesse estudo, 

os autores observaram que isolados muito próximos no dendrograma do MALDI- TOF 

apresentavam padrões de banda na PFGE completamente diferentes, concluindo que o poder 

discriminatório do MALDI-TOF encontrado (44,9% e 29,7%) é insuficiente para determinar a 

clonalidade de amostras de Acinetobacter baumannii isoladas amostras clínicas. 

 Além disso, a tipificação de Staphylococcus aureus pelo MALDI-TOF no nosso estudo 

não indicou uma relação esperada entre os clusters obtidos com os dados de fonte e de fazenda 

das amostras analisadas como o spa typing indicou, no qual foi agrupado em um mesmo cluster 

amostras pertencentes à mesma fonte e fazenda. Resultado semelhante foi descrito por Berrazeg 

et al. (2013) ao comparar a tipificação pelo MALDI-TOF com a técnica de MLST de amostras de 

Klebsiella pneumoniae resistente a múltiplos fármacos isolados da França e da Argélia.  

 As impressões digitais geradas pelo MALDI-TOF MS são claramente diferentes dos 

dados genômicos gerados pela amplificação e sequenciamento do gene spa. Enquanto o último 

tem uma natureza essencialmente digital, os picos originários da espectrometria de massa refletem 

dados em forma de onda que são mais análogos por natureza e fortemente influenciados por 

fatores analíticos. Assim, a presença x ausência de picos, a relação m/z e os níveis de intensidade 

(relativa) dos picos, parâmetros usados para a tipagem de micro-organismos pela técnica de 

MALDI-TOF MS, estão sujeitos a grande erro analítico e a variações biológicas e de técnica, 

muitas vezes complexas, como baixo nível/expressão proteica e ocorrência de modificações pós-

traducionais ou na regulação da expressão das proteínas (Spinali et al., 2015). 
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 A técnica de spa typing e a tipagem pelo MALDI TOF MS medem aspectos bacterianos 

completamente diferentes. Enquanto o primeiro registra as propriedades de um único gene 

conservado que determina à síntese de uma proteína de superfície celular de Staphylococcus 

aureus, o que reflete o genoma central do micro-organismo (menos de 10% do genoma total), a 

última registra todas as proteínas intracelulares e ligadas à parede celular do micro-organismo, 

incluindo as determinadas por mutações pontuais em reguladores como agr ou sar e pela 

aquisição de elementos genéticos móveis, que são compostos por genes acessórios. Estes, por sua 

vez, representam todo o restante do genoma (90%), sendo assim os principais responsáveis pelo 

fenótipo bacteriano e pela classificação bacteriana (Dieckmann et al., 2008; Diene et al., 2012). 

Assim, o genoma central refletido pela análise de spa typing não representa a maioria das 

proteínas expressas, em contraste com a análise do dendograma MSP, que é baseada nas proteínas 

funcionais e expressas de células inteiras, sendo mais representativas do fenótipo global, embora 

é sabido que os espectros de massa microbianos de MALDI TOF contêm grandes frações (~ 60-

70%) de sinais provenientes de proteínas de subunidades ribossômicas e que são fortemente 

influenciados pela expressão diferencial dessas proteínas em diferentes linhagens (Arnoldand 

Reilly, 1999; Berrazeg et al., 2013; Suarez et al., 2013). 

 

3.5. (GTG)5 x MALDI-TOF MS - Poder discriminatório, concordância e tipabilidade 

 

 Ambos os métodos foram capazes de atribuir um tipo específico a todas as amostras 

analisadas, apresentando tipabilidade de 100%. Entretanto, o método do (GTG)5 apresentou um 

poder discriminatório (92,6%) superior ao spa typing (75,5%), por atribuir mais tipos diferentes 

a duas amostras aleatoriamente amostradas em nosso estudo (Tabela 1). Resultado semelhante foi 

encontrado por Doan et al. (2012) em estudo realizado com produtos fermentados tradicionais do 

norte do Vietnã, no qual o método do (GTG)5 indicou maior poder discriminatório que o MALDI-

TOF na análise de cluster de bactérias do ácido láctico (Doan et al., 2012).  
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 À semelhança dos resultados encontrados na comparação da tipificação pelo MALDI-

TOF com spa typing, não encontramos em nosso estudo uma correlação entre os clusters obtidos 

a partir do dendrograma MSP (Figura 5) com a distribuição das amostras pelo agrupamento 

usando os primers (GTG)5 (Figura 4). Prova disto, que o método (GTG)5 apresentou concordância 

de 31% com o MALDI-TOF, enquanto este apresentou 9,4% de concordância com o método 

(GTG)5 , a menor encontrada no nosso estudo. 

 O poder discriminatório do MALDI-TOF parece ser táxon-dependente (Ghyselinck et al. 

2011). Assim, em estudo realizado por Ghyselinck et al. (2011) com amostras bacterianas soladas 

da rizosfera de batata no Peru e na Bolívia, o MALDI-TOF apresentou maior poder 

discriminatório que o (GTG)5  quando isolados pertencentes aos gêneros Stenotrophomonas, 

Bacillus, Rhodococcus, e Pseudomonas foram analisados, enquanto o contrário foi observado na 

análise de cluster de isolados pertencentes Rhizobium, Streptomyces, Paenibacillus e 

Arthrobacter, no qual o (GTG)5 apresentou maior poder discriminatório que o MALDI-TOF. Da 

mesma forma a capacidade que o MALDI-TOF apresenta de diferenciar os micro-organismos ao 

nível de gênero, espécie e linhagem é também táxon-dependente. Prova disto que a análise 

MALDI-TOF MS discriminou subespécies de Francisella tularensis (Seibold et al., 2010) e 

diferenciou com êxito linhagens de Legionella epidemiologicamente relacionadas (Fujinami et 

al., 2009). Contudo, o MALDI-TOF MS não conseguiu diferenciar a subespécies Lactococcus 

lactis subsp. cremoris e Lactococcus lactis subsp. lactis com base em seus espectros de massa 

(Tanigawa et al., 2010). 

 Embora o MALDI-TOF detecte um grande espectro de proteínas, a maioria das proteínas 

e fragmentos detectados pelo MALDI-TOF na faixa de 2000 a 20 000 Da tem origem ribossomal 

(Arnoldand Reilly, 1999; Suarez et al., 2013). Sabe-se que as proteínas ribossômicas são de 

natureza altamente conservadas, sendo pouco influenciadas pelas condições de cultura 

(temperatura de crescimento, meio, incluindo agar sólido e tipos de caldo) (Wieme et al., 2014). 

Assim, a análise do espectro gerado por essas proteínas é capaz de discriminar com alta eficiência 

espécies estreitamente relacionadas. Entretanto, para a discriminação de micro-organismos ao 
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nível de linhagem, é necessária a análise de diferenças espectrais muito menores em comparação 

à caracterização ao nível das espécies, ou mesmo do gênero, de forma que não se pode excluir o 

fato de que a divergência de diferenciação de linhagens pela técnica de rep-PCR e pela técnica de 

MALDI-TOF pode ter sido baseada em condições de cultura inadequadas (Sandrin et al., 2013). 

 

4. CONCLUSÕES 

 

 As amostras de Staphylococcus aureus isolados de queijo Minas artesanal da região de 

Campo das Vertentes apresentaram alta diversidade genética e há indícios de que a presença desse 

micro-organismo no produto final seja resultado da contaminação cruzada do leite cru, do soro-

fermento (pingo) e dos manipuladores assintomáticos desse agente bacteriano. A detecção de 

clones bacterianos previamente associados a doenças humanas reforça a necessidade de uma 

melhor caracterização do risco microbiológico relacionado a queijos elaborados com leite cru e 

destaca a importância da implementação das boas práticas de fabricação para reduzir o risco de 

transmissão de bactérias potencialmente patogênicas ao longo da cadeia alimentar. Os métodos 

de tipificação baseados em abordagem genômica no nosso estudo apresentaram alto poder 

discriminatório para as amostras de Staphylococcus aureus analisadas. Entretanto, nossos dados 

indicam que a análise proteômica dos picos de proteína pertencentes a uma faixa de 2kDa a 20kDa 

difere fortemente da análise genômica dos métodos de caracterização molecular (spa tpyng e Rep-

PCR), considerando a tipagem das amostras de Stpahylococcus aureus neste estudo, o que refletiu 

em um limitado poder discriminatório da técnica de MALDI-TOF MS.  
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ANEXO 1. Fatores de patogenicidade e perfil de clusters das amostras de Staphylococcus aureus isolados de leite cru, soro-fermento, manipuladores e 

queijo Minas artesanal da região de Campo das Vertentes, Brasil  

   Fenotípico PCR convencional     Cluster 

Amostra Origem Fazenda Dnase Ferm. do 

Manitol 

agr sea sec tsst-1 qRT-PCR AVC Hemolisina OSP Biofilme/ 

Placa 

GTG5 spa MALDI 

250 

1 Pingo G + + + - - - − + α - Moderadamente 12 14 2 

2 Queijo E + + + - - + + TSST + α - Fracamente 19 10 3 

3 Queijo D + + + + + + + TSST; + 
C; - A  

+ γ - Fracamente 14 12 4 

4 Queijo D + + + - - + + TSST + α - Fracamente 15 12 6 

5 Queijo G + + + + - - + A - α - Fracamente 3 8 4 

6 Queijo I + - + + - + + TSST; - 

A  

+ γ - Fracamente 6 2 2 

7 Leite I + + + + - + + TSST; + 

A 

+ γ - Não aderente 6 2 2 

8 Leite I + + + + - - - A + γ - Fracamente 6 2 2 

9 Queijo E + + + - - - − + β - Fracamente 9 16 2 

10 Queijo G + + + - - - − - β - Não aderente 2 8 1 

11 Leite I + + + - + - - C - γ - Fracamente 2 8 1 

12 Pingo E + + - - - + + TSST + γ + 

TSST 

Fracamente 2 8 1 

13 Queijo F + + + - - - − + γ - Fracamente 6 2 4 

14 Queijo H + - + - - + + TSST + γ - Fracamente 6 2 11 

15 Pingo H + - + + - - + A - β - Fracamente 3 8 2 

16 Pingo I + + + + - - + A + β - Fracamente 6 2 2 

17 Leite E + + + + - - + A - γ - Fracamente 19 10 2 

18 Queijo E + + + - - + + TSST + α - Fracamente 19 10 2 

19 Queijo I + + + - - - − + γ - Fracamente 3 8 4 

20 Leite I + + + - - - − - β - Fracamente 1 8 1 

21 Manipulador D - + + - - - − + β - Moderadamente 17 11 2 

22 Manipulador E - + + - - + + TSST + α - Fracamente 17 11 2 
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23 Manipulador D + + + - - - − + α - Fracamente 18 11 2 

24 Queijo E + + + - - - − + α - Fracamente 5 3 2 

25 Queijo B + - + + - - + A + γ - Fracamente 1 4 4 

26 Queijo E + + + - - - − + β - Fracamente 5 3 2 

27 Leite B + + + - - - − + γ - Fracamente 7 1 2 

28 Queijo B + - + - - - − + γ - Fracamente 16 
 

2 

29 Queijo E + + - + - - + A + γ - Fracamente 5 3 4 

30 Leite D + + + + - - + A + γ - Fracamente 1 6 1 

31 Queijo B + - + + - - - A + β - Fracamente 5 4 4 

32 Pingo E + - + + - - + A + γ - Fracamente 6 2 2 

33 Queijo E + + + - - - − + γ - Fracamente 5 3 6 

34 Queijo G + + - - - - − - β - Fracamente 3 8 2 

35 Queijo H + + + - - - − - γ - Fracamente 3 8 2 

36 Leite G + + + - - - − + β - Fracamente 9 16 1 

37 Queijo G + + + - - - − + β - Moderadamente 9 16 4 

38 Queijo F + + - - - - − + γ - Fracamente 1 6 4 

39 Queijo I + + + - - - − - α - Fracamente 3 8 2 

40 Queijo F + + - - - - − + β - Fracamente 16 
 

7 

41 Queijo I + + - + - - + A - γ - Não aderente 2 8 2 

42 Leite G + + + - - - − + β - Moderadamente 9 16 1 

43 Manipulador H + + - - - + + TSST + α - Fracamente 5 5 1 

44 Manipulador H + + + - - - − + β - Fracamente 5 5 2 

45 Manipulador D + + - - - - − + β - Fracamente 18 11 2 

46 Manipulador H + + + - - + + TSST + β - Moderadamente 5 5 4 

47 Manipulador H + + + - - - − + α - Fracamente 5 5 1 

48 Manipulador G + + - - - - − + γ - Fracamente 7 1 4 

49 Manipulador A + + - - - - − - β - Não aderente 13 13 4 

50 Manipulador A + - - - - - − + β - Fracamente 13 13 4 
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Legenda: +: reação positiva no teste; -: reação negativa no teste 

 

51 Manipulador B + + - - - - − + γ - Fracamente 8 1 4 

52 Manipulador C + + + - - - − + β - Fracamente 13 13 5 

53 Manipulador C + + - - - + + TSST + γ + 

TSST 

Fracamente 13 13 4 

54 Manipulador C + + + - - + + TSST + γ - Fracamente 4 7 4 

55 Queijo C + + + - - - − - γ - Não aderente 19 10 4 

56 Queijo B + + + - - - − - β - Não aderente 19 10 2 

57 Queijo C + + + - - - − + γ - Fracamente 19 10 1 

58 Queijo F + + + - - - − + γ - Fracamente 4 6 12 

59 Queijo D + + + - - - − + γ - Moderadamente 4 6 1 

60 Queijo E + + + - - - − - β - Não aderente 10 15 9 

61 Queijo E + + - - - - − - β - Não aderente 11 15 8 

62 Queijo H + + - - - - − + γ - Fracamente 19 9 2 

63 Queijo H + + + - - - − - γ - Não aderente 19 9 6 

64 Queijo A + + + - - - − + β - Fracamente 3 8 4 

65 Queijo A + + + - - - − - γ - Não aderente 2 8 1 

66 Queijo A + + + - - - − - β - Fracamente 2 8 1 

67 Leite B + + + - - - − + β - Fracamente 19 10 1 

68 Queijo A + + + - - - − - α - Não aderente 3 8 12 

69 Leite B + + + - - + + TSST + α - Fracamente 19 10 10 

70 Leite A + + + - - - − - α - Não aderente 2 8 1 

71 Queijo A + + - - - - − - β - Fracamente 4 8 2 

72 Queijo A + + - - - - − - β - Não aderente 3 8 4 

73 Leite A + + + - - - − - β - Não aderente 2 8 2 

74 Queijo B + + + - - - − + γ - Fracamente 8 1 1 

75 Queijo B + + + - - - − + γ - Fracamente 8 1 1 

76 Leite A + + + - - - − + β - Fracamente 4 8 2 
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ANEXO 2. Perfil de resistência a antimicrobianos e perfil de clusters das amostras de Staphylococcus aureus isolados de leite cru, soro-fermento, 

manipuladores e queijo Minas artesanal da região de Campo das Vertentes, Brasil  

 

  Antimicrobianos Cluster 

Amostra Origem Fazenda Oxacilina Eritromicina Penicilina  G Tetraciclina GTG5 spa MALDI TOF MS 250 

1 Pingo G S S R S 12 14 2 

2 Queijo E S S R S 19 10 3 

3 Queijo D S S S S 14 12 4 

4 Queijo D S S S S 15 12 6 

5 Queijo G S S R S 3 8 4 

6 Queijo I S S R R 6 2 2 

7 Leite I S S R R 6 2 2 

8 Leite I S S R R 6 2 2 

9 Queijo E S S S S 9 16 2 

10 Queijo G S S R S 2 8 1 

11 Leite I S S R S 2 8 1 

12 Pingo E S S R S 2 8 1 

13 Queijo F S S R R 6 2 4 

14 Queijo H S S R R 6 2 11 

15 Pingo H S S R S 3 8 2 

16 Pingo I S S R R 6 2 2 

17 Leite E S S S S 19 10 2 

18 Queijo E S S S S 19 10 2 

19 Queijo I S S R S 3 8 4 

20 Leite I S S R S 1 8 1 

21 Manipulador D S I S S 17 11 2 

22 Manipulador E S I S S 17 11 2 
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23 Manipulador D S I S S 18 11 2 

24 Queijo E S R R S 5 3 2 

25 Queijo B S S S S 1 4 4 

26 Queijo E S R R S 5 3 2 

27 Leite B S S R S 7 1 2 

28 Queijo B S S S S 16  2 

29 Queijo E S R R S 5 3 4 

30 Leite D S S S S 1 6 1 

31 Queijo B I S R S 5 4 4 

32 Pingo E S S R S 6 2 2 

33 Queijo E S R R S 5 3 6 

34 Queijo G S S R R 3 8 2 

35 Queijo H S S R S 3 8 2 

36 Leite G S S S S 9 16 1 

37 Queijo G S S S S 9 16 4 

38 Queijo F S S S S 1 6 4 

39 Queijo I S S R S 3 8 2 

40 Queijo F S S S S 16  7 

41 Queijo I S S R S 2 8 2 

42 Leite G S S S S 9 16 1 

43 Manipulador H S S R R 5 5 1 

44 Manipulador H S S S S 5 5 2 

45 Manipulador D S I S S 18 11 2 

46 Manipulador H S S R R 5 5 4 

47 Manipulador H S S S S 5 5 1 

48 Manipulador G S S R R 7 1 4 

49 Manipulador A S S R S 13 13 4 

50 Manipulador A S S R S 13 13 4 
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51 Manipulador B S S R R 8 1 4 

52 Manipulador C S S R S 13 13 5 

53 Manipulador C S S R S 13 13 4 

54 Manipulador C S S S S 4 7 4 

55 Queijo C S S R S 19 10 4 

56 Queijo B S S R S 19 10 2 

57 Queijo C S S R S 19 10 1 

58 Queijo F S S S S 4 6 12 

59 Queijo D S S S S 4 6 1 

60 Queijo E S S S S 10 15 9 

61 Queijo E S S S S 11 15 8 

62 Queijo H S S R S 19 9 2 

63 Queijo H S S R S 19 9 6 

64 Queijo A S S R R 3 8 4 

65 Queijo A S S R S 2 8 1 

66 Queijo A S S R R 2 8 1 

67 Leite B S I S S 19 10 1 

68 Queijo A S S R R 3 8 12 

69 Leite B S S S S 19 10 10 

70 Leite A S S R R 2 8 1 

71 Queijo A S S R R 4 8 2 

72 Queijo A S S R R 3 8 4 

73 Leite A S S R R 2 8 2 

74 Queijo B S S R R 8 1 1 

75 Queijo B S S R R 8 1 1 

76 Leite A S S R R 4 8 2 

Legenda: S=Sensível; I= Intermediário; R= Resistente 


