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RESUMO 

 

Os derivados lácteos são alimentos com excepcional valor nutritivo e amplamente consumido 

pela população de vários países. Entretanto, são também excelentes meios de cultura para 

muitos micro-organismos, sendo, portanto, passíveis de contaminação por diferentes agentes 

microbiológicos, podendo levar a doenças manifestadas por ação de patógenos ou por suas 

toxinas. A obtenção de alimentos seguros depende, dentre outros fatores, dos métodos de 

análises utilizados, os quais devem fornecer resultados rápidos e confiáveis que permitam o 

monitoramento da segurança microbiológica de alimentos, pela indústria e pelos órgãos de 

fiscalização e para isto, diversos métodos alternativos têm sido desenvolvidos para detecção e 

quantificação de patógenos. O primeiro objetivo do presente estudo foi caracterizar 

microbiologicamente, por metodologia clássica, amostras de doce de leite, leite condensado e 

queijo Minas Padrão, produzidos em vários estados do Brasil. Foram feitas análises de 

contagem padrão em placas de mesófilos, bolores e leveduras, coliformes a 30ºC e a 45ºC, 

Staphylococcus spp. coagulase positiva e negativa, além da pesquisa de Salmonella sp. e 

Listeria monocytogenes. Altas contagens padrão em placas de mesófilos, leveduras e 

Staphylococcus spp. coagulase negativa foram encontradas nos três produtos. O segundo 

objetivo foi desenvolver uma metodologia alternativa à clássica, que apresentasse resultados 

mais rápidos e de alta especificidade para a detecção dos principais patógenos contaminantes 

de produtos lácteos e transmissores de doenças de origem alimentar, utilizando a técnica de 

PCR em tempo real. Foi padronizada uma reação multiplex para detecção de Salmonella 

enterica var Thyphimurium e Staphylococcus aureus. O presente trabalho contribuirá com a 

rara literatura mundial sobre a microbiota contaminante do doce de leite, leite condensado e 

queijo Minas Padrão, fornecendo dados científicos à academia, às autoridades 

regulamentadoras e indústria, vislumbrando a possibilidade da utilização de métodos de 

diagnóstico microbiológico alternativos aos clássicos, que forneçam resultados cada vez mais 

rápidos e sensíveis. 

   

 

Palavras-chave: lácteos, alimento seguro, métodos moleculares. 
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ABSTRACT 

 

Dairy products are food with exceptional nutritional value and are widely consumed by the 

population of various countries. However, they are also excellent culture medium for many 

micro-organisms, and is therefore liable to contamination by different microbiological agents 

which may lead to diseases manifested by the action of pathogens or their toxins. The 

attainment of safe food depends, among other factors, of the analysis methods used, which 

should provide fast and reliable results that allow the monitoring of microbiological safety of 

food, by the industry and the supervisory bodies and for this, alternative methods have been 

developed for detection and quantification of pathogens. The first objective of this study was 

to characterize microbiologically, by conventional method, samples of doce de leite, 

condensed milk and standard Minas cheese, produced in several states in Brazil. Standard 

count analysis were made in standard plate for mesophyll, yeasts and molds, coliforms at 

30ºC and 45°C, Staphylococcus spp. coagulase positive and negative, as well as Salmonella 

sp. and Listeria monocytogenes. High standard counts on plates of mesophyll, yeasts and 

Staphylococcus spp. coagulase-negative were found in three products. The second objective 

was develop an alternative methodology to the classical, to produce faster  and of high 

specificity results for detection of main pathogen contaminants of dairy products and 

transmitting of food diseases, using real-time PCR technique. A multiplex reaction was 

standardized for detection of Salmonella enterica var Thyphimurium and Staphylococcus 

aureus. This work will contribute to the rare literature on microbial contaminants of doce de 

leite, condensed milk and standard Minas cheese, providing scientific data to the academy, 

regulatory authorities and industry, envisioning the possibility of using alternative 

microbiological diagnosis methods instead of classic that provides faster and more sensitive 

results. 

 

 

Keywords: dairy, food safe, molecular methods. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Doenças transmitidas por alimentos (DTA) têm sido um grande problema de saúde 

pública em todo mundo e são relacionadas, principalmente, ao consumo de produtos de 

origem animal. Os surtos de DTA são reconhecidamente subnotificados, tornando-se 

impossível avaliar seu real impacto na saúde das populações e na economia, mesmo em países 

onde há um controle maior por parte dos órgãos de vigilância sanitária. Os estudos mais 

completos sobre DTA foram efetuados pelo Centers for Diasease Control and Prevention 

(CDC) dos Estados Unidos (CDC, 2011). Segundo o CDC, as doenças transmitidas por 

alimentos são responsáveis atualmente pela maior parte dos surtos de diarréia em quase todos 

os países.  

Durante o processo de produção, elaboração, transporte, armazenamento e 

distribuição, qualquer alimento está sujeito à contaminação por bactérias patogênicas. 

Alimentos de alto valor nutritivo como o leite e seus derivados são muito propícios ao 

desenvolvimento de diversos micro-organismos, sendo alguns deles, veículos de transmissão 

de importantes zoonoses e de patógenos responsáveis por DTA para o homem (FRAZIER, 

1993). Grande parte dos surtos de DTA deve-se ao consumo do leite não pasteurizado e de 

seus derivados, especialmente queijos (ALTEKRUSE et al., 1998; DE BUYSER et al., 2001 

PITT et al., 1999). Historicamente, com o advento da pasteurização, diminuíram os relatos de 

várias doenças transmitidas pelo leite e seus derivados, como brucelose, tuberculose, difteria, 

febre Q e uma série de gastroenterites.  

Por outro lado, deve ser ressaltado que embora bastante efetivo no controle de doenças 

de origem alimentar, o tratamento térmico é insuficiente se não complementado com padrões 

elevados de higiene, desde a produção até o completo processamento (SHARP, 1981). Para se 

conhecer a existência de possíveis deficiências higiênicas, as quais implicariam em 

contaminações alimentares, voltam-se as atenções para grupos de micro-organismos, desde 

aqueles considerados indicadores, como também para os patogênicos que encontram no 

alimento um meio propício para o seu desenvolvimento e até mesmo a liberação de toxinas 

(FRANCO e ALMEIDA, 1992; PERESI et al., 2001).  

O doce de leite, o queijo Minas Padrão e o leite condensado são derivados lácteos de 

ampla aceitação comercial e bastante populares na alimentação da população na maioria das 

regiões do País, entretanto, estes dois últimos não possuem Regulamento Técnico de 

Identidade e Qualidade, o que contribui para a falta de padronização desses produtos. Apesar 

de amplamente consumidos no Brasil e inclusive no exterior, como é o caso do leite 
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condensado e mais recentemente do doce de leite, poucos são os trabalhos que avaliaram a 

microbiota contaminante destes produtos.  

A avaliação da qualidade dos derivados do leite é realizada para estimar a vida útil e 

também para verificar as condições higiênico-sanitárias dos produtos (SOUSA, 2005) sendo 

uma constante preocupação para técnicos e autoridades ligadas à área de saúde (LEITE JR et 

al., 2000; TIMM et al., 2003). Dentre os micro-organismos mais frequentemente encontrados 

em lácteos destaca-se os coliformes e os fungos, que dependendo da espécie podem ser 

deterioradores ou patogênicos como Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, causadoras de 

infecções alimentares e os micro-organismos do gênero Staphylococcus que são 

potencialmente toxigênicos (SALOTTI et al., 2006). Para a detecção destes patógenos, uma 

variedade de técnicas tem sido introduzida a fim de melhorar a sensibilidade e rapidez dos 

métodos rotineiros de análises, dentre elas, técnicas moleculares como Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) em tempo real. A PCR em tempo real é uma técnica de genética molecular 

que permite identificar e quantificar bactérias contaminantes em alimentos, fornecendo ao 

laboratório novas ferramentas de rotina com uma eficiência nunca antes atingida em termos 

de rapidez, sensibilidade e performance. 

O presente estudo torna-se relevante devido à importância dos patógenos no contexto 

contemporâneo, nos casos de DTA, em particular, aos associados ao consumo de lácteos, a 

escassez de dados disponíveis na literatura mundial sobre a microbiota contaminante do doce 

de leite, leite condensado e queijo Minas Padrão e a crescente demanda por métodos de 

diagnóstico alternativos, que forneçam resultados cada vez mais rápidos e mais sensíveis. 

 Espera-se com os resultados obtidos, fornecer subsídios técnico-científicos às 

autoridades competentes. Estas informações permitirão às autoridades regulamentadoras 

embasarem-se em dados científicos a fim de estruturar regulamentos técnicos de identidade e 

qualidade específicos para o leite condensado e para o queijo Minas Padrão, já que estes 

produtos ainda não os possuem. A indústria se beneficiará com informações que auxiliarão 

nos programas de Boas Práticas de Fabricação (BPF) e Análise de Perigos e Pontos Críticos 

de Controle (APPCC), que contribuirão para a prevenção e controle de contaminantes no 

processamento desses derivados lácteos, resultando em produtos mais seguros e de melhor 

qualidade para o consumidor. A incipiente literatura mundial se enriquecerá com os dados 

obtidos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

Este trabalho teve por objetivos gerais a caracterização microbiológica de leite 

condensado, doce de leite e queijo Minas Padrão, utilizando metodologia clássica e a 

padronização de reações multiplex para detecção simultânea de culturas puras de Salmonella 

enterica, S. aureus, L. monocytogenes e Escherichia coli O157:H7, utilizando a técnica PCR 

em Tempo Real. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos foram: 

• Caracterizar, microbiologicamente, utilizando a metodologia clássica, leite 

condensado, doce de leite e queijo Minas Padrão, produzidos em diferentes Estados do 

Brasil; 

• padronizar reações monoplex de PCR em tempo real para culturas puras de S. enterica, 

S. aureus,  L. monocytogenes e E. coli O157:H7; 

• Padronizar duas reações multiplex utilizando a técnica PCR em tempo real para 

culturas puras de S. enterica e S. aureus (multiplex 1),  L. monocytogenes e E. coli 

O157:H7 (multiplex 2). 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 O Leite  

 

Entende-se por leite natural, íntegro, não adulterado e sem colostro, o produto da 

glândula mamária de mamíferos, oriundo de ordenha completa e ininterrupta de fêmeas sadias 

e bem alimentadas (DAHMER, 2006; MORAES, 2005).  Pela ótica química, Walstra et al. 

(2006) definem leite como uma emulsão líquida em que a fase contínua é formada de água e 

substâncias hidrossolúveis ao passo que a fase interna ou descontínua é formada, 

principalmente, de micelas de caseína e de glóbulos de gordura. Na visão biológica, o leite é 

definido por BAUMAN et al. (2006) como uma vasta gama de nutrientes, incluindo proteínas, 

carboidratos, partículas de gordura, água e íons, secretados pela glândula mamária. 

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 2011), o leite 

está entre os produtos mais importantes da agropecuária nacional, ficando à frente de produtos 

tradicionais como o café beneficiado e o arroz. Sob o aspecto de volume de leite produzido, o 

Brasil ocupa atualmente o quinto lugar no ranking dos países produtores (perdendo para EUA, 

Índia, China e Rússia) com um volume de 29.112.000 mil toneladas, no entanto, ocupa o 

décimo sétimo lugar em produtividade, com uma média de 1.309 ton/vaca/ordenha/ano. Do 

total dos 29,1 bilhões de litros produzidos em 2009, apenas 19,6 bilhões foram recebidos sob 

inspeção (EMBRAPA, 2011). Este dado evidencia a informalidade e justifica, em parte, a 

baixa produtividade e qualidade do leite. 

A produção e a composição físico-química do leite variam segundo diversos fatores 

como individualidade, raça, alimentação, estágio de lactação, número de lactações, idade, 

temperatura ambiental, estação do ano, fatores fisiológicos, patológicos, persistência de 

lactação, tamanho do animal, porção da ordenha e intervalo de ordenhas (COSTA et al., 1992; 

WALDNER et al., 2005; WEISS et al., 2002). A composição química do leite determina o seu 

valor nutricional, seu sabor e aroma e apresenta em média 87% de água, 9% de sólidos não 

gordurosos (3,3% de proteína, 4,6% de lactose e 0,7% de cinzas) e 4,0% de gordura 

(WALSTRA et al., 2006).   

Devido ao seu elevado teor de nutrientes, à disponibilidade de água e ao pH próximo 

da neutralidade, o leite constitui um substrato favorável ao desenvolvimento de micro-

organismos oriundos de processos fermentativos, o que é desejável para a indústria de 

fermentados. Em contrapartida, também favorece o crescimento de micro-organismos 

patogênicos e deterioradores, caso não haja um conjunto de ações preventivas ao longo da 
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cadeia produtiva. Esse aspecto influencia o processamento e a qualidade dos derivados 

lácteos, com reflexos na sua vida-de-prateleira, na atividade econômica e na aceitação pelo 

consumidor (DAHMER, 2006). 

Antes do advento da pasteurização, o leite fluido e seus derivados encontravam-se 

entre os principais veículos de doenças, como febre tifóide, difteria, escarlatina, tuberculose e 

brucelose. A pasteurização foi introduzida com o objetivo de destruir os micro-organismos 

patogênicos e reduzir o número dos deteriorantes. A maioria do leite consumido no mundo é 

tratado termicamente, porém a ocorrência de DTA pelo consumo de leite e derivados é 

comum. Isto se deve às seguintes razões: consumo de leite in natura não pasteurizado, 

consumo de queijos produzidos a partir de leite cru, não eliminação de toxinas de micro-

organismos produzidas durante o armazenamento do leite cru pela pasteurização e 

contaminação do leite pós-pasteurização, pela presença de biofilmes em utensílios e 

equipamentos de laticínios (OLIVER et al, 2005). Apesar de a pasteurização ter contribuído 

para a redução da incidência das doenças transmissíveis pelo leite, as toxi-infecções 

alimentares continuam sendo preocupantes para os consumidores, para as indústrias e para a 

saúde pública (BOOR, 2001; DONNELLY, 1990).  

 

3.2 Alimento seguro 

 

A garantia da segurança microbiológica de produtos de origem animal baseia-se na 

prevenção de transferência de agentes patogênicos (ou de suas toxinas) e de resíduos de 

drogas químicas, empregadas no manejo dos rebanhos, para os alimentos (SANTOS, 2008).  

A importância da segurança microbiológica dos alimentos é reconhecida pelos 

legisladores da maioria dos países e por instituições como a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), Food Agriculture Organization (FAO), Food and Drug Administration (FDA), 

International Dairy Federation (IDF/FIL) e a Organização Mundial do Comércio (FAO, 

2011; HORTON, 2001; WHO/OMS, 1999). O desenvolvimento econômico e a globalização 

do mercado mundial, as alterações nos hábitos alimentares, com a crescente utilização de 

alimentos industrializados ou preparados fora de casa, alteraram o perfil epidemiológico 

dessas doenças, expondo a população a vários tipos de contaminantes. Essa situação é 

diferente da existente até as primeiras décadas do século passado, quando os micro-

organismos causadores de doenças em animais de produção, como a brucelose e a 

tuberculose, eram os principais riscos à saúde dos consumidores de produtos de origem 

animal (OPAS, 2001). Nos últimos anos, ocorreu um grande número de surtos de toxi-
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infecções alimentares, muitos deles envolvendo mais de um país e, alguns, mais de um 

continente. Estes surtos prejudicam os programas de saúde pública, que, em grande parte, já 

são deficitários e causam importante redução da atividade econômica (HORTON, 2001; 

WHO/OMS, 1999).  O Center for Diseases Control and Prevention (CDC) estima que a cada 

ano, um em cada seis americanos, ou seja, 48 milhões de pessoas, fiquem doentes, 128 mil 

sejam hospitalizados e 3 mil morram de DTA (CDC, 2011). As estimativas apontam que os 

custos com DTA chegam a 152 bilhões de dólares ao ano (PRODUCE SAFETY PROJECT, 

2010). Dentre os agentes etiológicos mais onerosos aos cofres públicos, encontram-se a S. 

enterocolitica, L. monocytogenes, E. coli e S. aureus. Dados mostram que a grande maioria 

das doenças transmitidas por alimentos são causadas por patógenos conhecidos (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Cinco principais patógenos que causam doenças transmitidas por alimentos nos 

Estados Unidos. 

Patógeno Estimativa anual (N) Intervalo de Confiança 
de 90% 

% 

Norovirus 5.461,73 3.227,08-8.309,48 58 
Salmonella 1.027,56 644.786-1.679,67 11 
Clostridium perfringens 965.958 192.316-2.483,31 10 
Campylobacter spp. 845.024 337.031-1.611,08 9 
Staphylococcus aureus 241.148 72.341-529.417 3 
Subtotal   91 
Legenda: N = número de doenças. Fonte: Center for Diseases Control and Prevention (CDC, 
2011). 
 

No entanto, o sistema de vigilância do CDC FoodNet mostrou uma redução de 20% na 

última década em doenças causadas por patógenos. O CDC acredita que esta tendência de 

queda se deve em parte aos esforços de regulamentação, fiscalização e da indústria para 

melhorar a segurança alimentar. 

No Brasil, no período de 1999-2010, foram notificados 6.971 surtos por DTA, nos 

quais 1,8 milhão de pessoas foram expostas, com o acometimento de 133.954 pessoas e 88 

óbitos registrados. Dos agentes etiológicos identificados, Salmonella sp. e Staphylococcus 

spp. foram os mais comuns (BRASIL, 2011). Uma vez que no país há um sério problema de 

subnotificação de DTA, esses números são, certamente, bastante superiores.  

 Em virtude da importância de E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella sp. e S. 

aureus como causadores de DTA e da relevância destas no contexto contemporâneo, a seguir 

serão relatados dados da literatura científica relacionados à importância destes patógenos 

como causadores de toxi-infecções alimentares. 
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3.2.1 Staphylococcus aureus 

 

Um dos tipos mais comuns de doenças de origem alimentar em todo o mundo é a toxi-

infecção causada por alimentos contendo enterotoxinas de S. aureus, doença de curso rápido, 

em que indivíduos afetados geralmente não necessitam de atendimento médico e a maioria 

dos casos não é notificada (RODRIGUES et al., 2004). O início dos sintomas da enfermidade 

ocorre, em média, de duas a quatro horas após a ingestão do alimento contaminado, sendo a 

doença normalmente autolimitante e, geralmente, os sintomas desaparecem de dois a três dias 

após o seu início (FORSYTHE, 2002; FRANCO e LANDGRAF, 2004; LE LOIR et al., 2003; 

SU e WONG, 1997). Os principais sintomas desta toxi-infecção são vômitos e diarréia, 

podendo ocorrer também náuseas, cólicas abdominais e sudorese. Estes sintomas, que têm 

curta duração, variam com o grau de susceptibilidade do indivíduo, com a concentração da 

enterotoxina no alimento e a quantidade ingerida (BANNERMAN, 2003; FORSYTHE, 2002; 

RODRIGUES et al., 2004). 

O gênero Staphylococcus apresenta 35 espécies e 17 subespécies, sendo S. aureus a 

espécie típica e o principal patógeno do gênero (BANNERMAN, 2003). É considerada uma 

das mais resistentes bactérias patogênicas não formadoras de esporos, inclusive no que diz 

respeito à resistência a antimicrobianos (BARROW e FELTHAM, 1993; JABLONSKI e 

BOHACH, 1997; GERMANO e GERMANO, 2003; RAPINI et al., 2004). As bactérias 

pertencentes ao gênero Staphylococcus são tolerantes a concentrações de 10% a 20% de NaCl 

e também a nitratos, permitindo assim seu desenvolvimento em alimentos curados (CORBIA 

et al., 2000; MURRAY et al., 1998). S. aureus é uma bactéria mesófila, multiplica-se entre 

7°C e 48°C, sendo 37°C a temperatura ótima de crescimento. As faixas de pH e atividade de 

água (Aw) suportadas pela bactéria e sua toxina são amplas, sendo o pH ótimo de 7 a 7,5 e é o 

agente patogênico bacteriano mais resistente com relação a Aw diminuída (ADAMS e 

MOTARJEMI, 2002).  

A toxi-infecção alimentar é causada pela ingestão da toxina previamente formada no 

alimento contendo S. aureus (CARMO et al., 1995; CARMO et al., 1996; CARMO, 1997; 

FORSYTHE, 2002; JABLONSKI e BOHACH, 1997; SANT'ANA e AZEREDO, 2005; 

TRABULSI et al., 2002). Em condições favoráveis, o micro-organismo multiplica-se no 

alimento, produzindo as enterotoxinas sem que seja alterada significativamente a cor, o aroma 

e o sabor (SANTOS, 1997). Suas enterotoxinas são produzidas entre 10°C e 48°C; contudo, a 

faixa de 40°C a 45°C é considerada ótima para sua síntese (BERGDOLL, 1989). Em geral, os 
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casos de toxi-infecção alimentar são provocados por alimentos que permaneceram nesse 

intervalo de temperatura por tempo variável. Em condições ótimas, as enterotoxinas são 

detectadas em quatro a seis horas de incubação (FRANCO e LANDGRAF, 2004). São 

conhecidos 19 tipos de enterotoxinas estafilocócicas (SE). Existem cinco tipos clássicos 

principais, SEA, SEB, SEC, SED, SEE, e novas SE ou superantígenos semelhantes a SE, 

como SEG a SEU (CHIANG et al., 2008). Essas toxinas são proteínas de baixa massa 

molecular, altamente termoestáveis e resistentes à cocção ou a enzimas proteolíticas, 

permanecem ativas nos alimentos tornando-se um risco em potencial para a saúde do 

consumidor e um problema para a saúde pública (CARMO, 1997; CARMO et al., 2002; 

FORSYTHE, 2002; RAPINI et al., 2005). 

Lamaita et al. (2005) analisaram 80 amostras de leite cru refrigerado a 4ºC e estocado 

por 48 horas em tanques resfriadores de propriedades rurais do Estado de Minas Gerais 

quanto à contagem e identificação de Staphylococcus spp. e detecção de enterotoxinas 

estafilocócicas (SE) e da toxina do choque tóxico (TSST-1). Identificaram-se S. aureus e a 

produção de SEA, SEB, SEC, SED e de TSST-1, sendo que dos Staphylococcus spp. 

enterotoxigênicos, 24,6% eram coagulase positiva e 41,3%, coagulase negativa. Em um 

estudo realizado por Arcuri et al. (2010), de 291 isolados de S. aureus provenientes de vaca 

com mastite, leite de tanque a granel e queijo Minas Frescal no Brasil, os genes para produção 

de SE foram observados em 37,5% de todas as cepas testadas, mas, estes genes, assim como a 

maior diversidade de toxinas, foram mais prevalentes em cepas isoladas de queijo Minas 

Frescal (51 dos 70 isolados) e leite do tanque (41 dos 96 isolados) do que em cepas 

provenientes do leite de vacas com mastite (17 dos 125 isolados). 

Pereira e colaboradores (1991) demonstraram que em creme de confeitaria e presunto 

cozido, 10³ células de Staphylococcus aureus.g-1 foram suficientes para produção da 

enterotoxina D, após 24 h de incubação à 37°C e, a produção da toxina, estava correlacionada 

à produção da enzima coagulase. Apesar de muitos autores afirmarem que somente as 

espécies de Staphylococcus produtoras da enzima coagulase sejam capazes de produzir 

enterotoxinas, atualmente, acredita-se que outras espécies de Staphylococcus também sejam 

capazes de produzir enterotoxinas, tanto as espécies coagulase positivas quanto as espécies 

coagulase negativas (ANUNCIAÇÃO et al., 1994; CARMO et al., 2002; LAMAITA et al., 

2005; ORDEN et al., 1992; RAPINI et al., 2005). Veras et al. (2008) desenvolveram um 

importante trabalho analisando S. aureus coagulase negativos isolados de produtos lácteos. 

Estes autores observaram que, entre oito isolados de S. aureus coagulase negativos analisados, 

cinco apresentaram genes que codificam enterotoxinas. Pereira e outros (2001) cita dados de 
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literatura que relatam, de maneira exígua, mas consistente, três episódios de intoxicação 

alimentar nos quais Staphylococcus não produtores de coagulase foram evidenciados. O 

primeiro teve lugar no Japão com a participação de 40 estudantes, onde o agente causal foi 

igualmente detectado nas fezes e em superfícies de pratos utilizados em lanche do hotel 

(OMORI e KATO, 1959). O segundo, nos Estados Unidos, no qual 145 comensais 

manifestaram a doença, sendo que S. epidermidis produtor de enterotoxinas estafilocócicas foi 

detectado na carne consumida e também em lesões nas mãos de um manipulador, 

caracterizando detecção de enterotoxina sintetizada a partir de espécie não produtora de 

coagulase (BRECKINRINDGE e BERGDOLL, 1971). Já o terceiro surto ocorreu no Brasil 

em 1999 e foi associado ao consumo de leite cru (CARMO et al., 2002) do qual não se 

conseguiu isolar nenhuma espécie coagulase positiva, apenas Staphylococcus coagulase 

negativa, produtores de enterotoxinas foram isolados e em contagens superiores a 108 

UFC/mL. Estudos posteriores concluíram contaminação com Staphylococcus epidermidis 

(VERAS et al., 2003). Além destes três surtos, há relato de um caso de intoxicação 

estafilocócica associada ao consumo de frango assado, do qual fora isolada uma espécie 

coagulase negativa produtora de enterotoxina nos EUA (CRASS e BERGDOLL, 1986).  

Carmo et al. (2002) descreveram dois surtos de toxi-infecção alimentar por 

Staphylococcus ocorridos em duas cidades do interior de Minas Gerais: Manhuaçu e Passa 

Quatro, em 1999. Nos dois surtos, 378 indivíduos adoeceram por consumirem queijo Minas 

Frescal e leite cru, respectivamente. As análises dos queijos consumidos no primeiro surto 

demonstraram que S. aureus esteve presente em quantidades de 2,4 x 103 a 2,0 x 108 UFC/g e 

produziu as enterotoxinas SEA, SEB e SEC. Já a análise do leite cru indicou a presença de 

Staphylococcus coagulase negativa em quantidades que excederam 2,0 x 108 UFC/mL e a 

produção de enterotoxinas SEC e SED. Vários estudos demonstraram que o queijo Minas 

Frescal e outros produtos lácteos estiveram envolvidos em muitos casos esporádicos e surtos 

de toxi-infecção alimentar por S. aureus no Brasil e em outros países (ADESIYUM et al., 

1998; ALMEIDA FILHO e NADER FILHO, 2000; ANUNCIAÇÃO et al., 1994; ASATO et 

al., 2003; CARMO e BERGDOLL, 1990; CARMO et al., 2002; SILVA e CASTRO, 1995; 

VERAS et al., 2003). Outros autores também relataram a presença de S. aureus em leite e 

derivados, inclusive em produtos pasteurizados, e contestam sobre a qualidade desses 

produtos no Brasil (CÂMARA et al., 2002; CARDOSO e ARAÚJO, 2004; LAMAITA et al., 

2005; MACEDO e PFLANZER JÚNIOR, 2005; SANTANA et al., 2006).  

Foram investigados oito surtos, na região de São José do Rio Preto, São Paulo, no 

período de dezembro de 2001 a abril de 2003. Desses, quatro (50%) foram confirmados 
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laboratorialmente e S. aureus foi o agente envolvido. Os produtos de confeitaria, como doces 

e salgados, foram os alimentos implicados. Segundo inquéritos epidemiológicos, o número 

total de indivíduos afetados foi 52, sendo 13 a média de pessoas por surto e de hospitalizados 

sete (13,5%). Sabe-se que nos serviços de saúde do Brasil existem poucos registros 

epidemiológicos a respeito de doenças veiculadas por alimentos. No entanto, supõe-se que as 

intoxicações estafilocócicas sejam muito comuns no país, visto a precariedade de saneamento 

básico, bem como a falta de noções básicas de higiene no ciclo produtivo dos alimentos, além 

da deficiência nas notificações de doenças (FERNANDEZ, 2003; SANTANA et al., 2006). 

Considerando o número de casos dos surtos notificados de doenças transmitidas por alimentos 

no Estado de São Paulo em 2000, S. aureus também teve destaque por tipo específico de 

bactéria, tendo sido responsável por 1.133 casos de toxi-infecções notificados (SILVA 

JÚNIOR, 2005). 

Cordeiro et al. (2002) avaliaram amostras de leite pasteurizado comercializadas no 

Estado do Rio de Janeiro e encontraram 83,4% de amostras positivas para S. aureus. Este 

patógeno também foi isolado em 10% das amostras de leite pasteurizado comercializado na 

região metropolitana de Curitiba, Paraná (MACEDO e PFLANZER JÚNIOR, 2005). 

O estudo dessas enfermidades é de extrema importância, gerando subsídios aos órgãos 

de saúde pública para tomada de medidas de prevenção e controle dos riscos relacionados às 

práticas de fabricação e conservação dos alimentos, visando à redução de ocorrência de DTA 

(PERESI et al., 2004). A ausência de S. aureus e nem mesmo a sua presença em pequeno 

número são garantia de que o alimento seja seguro, pois, condições desfavoráveis para a 

sobrevivência desse micro-organismo podem resultar em uma diminuição de sua população 

ou morte da célula microbiana, mas, se quantidades suficientes de enterotoxinas já tiverem 

sido formadas, elas permanecem para induzir um quadro de intoxicação alimentar 

estafilocócica (MICHELIN, 2006). 

 

3.2.2 Salmonella sp. 

 

Salmonella sp. é ubíqua no ambiente e presente também em indústrias processadoras 

de carne, sobretudo de suíno e aves, uma vez que essas espécies consistem nos principais 

reservatórios desta bactéria, pois são portadores assintomáticos. Esta bactéria habita o trato 

gastrointestinal de todos os mamíferos de sangue quente, inclusive a espécie humana. 

Produtos crus de origem animal, assim como outros alimentos, como frutas e vegetais, 

particularmente aqueles susceptíveis à contaminação fecal, também são importantes 
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veiculadores de Salmonella. Esta bactéria é incapaz de sobreviver à pasteurização; assim, os 

produtos lácteos se contaminam como resultado de contaminação pós-pasteurização 

(BRADSHAW et al., 1987). Dessa forma, evitar o consumo de produtos de origem animal 

crus é importante para prevenir a contaminação por Salmonella (WEDDESKOPP et al., 

2001).  

Segundo estimativas, Salmonella é a principal causa de hospitalização por DTA de 

origem bacteriana nos EUA, sendo responsável por 19.000 hospitalizações e 378 óbitos, a 

cada ano (CDC, 2011). Jayarao e Henning (2001) pesquisaram a presença de Salmonella em 

131 amostras de leite cru nos Estados Unidos. Seus resultados demonstraram que oito 

amostras foram positivas para este patógeno.  

Vários surtos pelo consumo de produtos lácteos pasteurizados contaminados com 

Salmonella sp. já foram relatados (JOHNSON et al., 1990). Um surto importante envolvendo 

leite pasteurizado ocorreu em Chicago, EUA, em 1985. Neste surto, mais de 23.000 casos 

foram confirmados laboratorialmente e 10% dos pacientes desenvolveram artrite como 

sequela da salmonelose (DONNELLY, 1990).  

De Buyser et al. (2001) realizaram um levantamento sobre as implicações do leite e 

derivados em surtos de toxi-infecções alimentares na França e em mais sete países (Canadá, 

Dinamarca, Escócia, EUA, Holanda, Suécia, Inglaterra e País de Gales). Neste estudo, os 

autores consideraram quatro patógenos: Salmonella sp., S. aureus, L. monocytogenes e E. 

coli. Eles observaram que o leite e derivados são responsáveis por um a cinco por cento do 

total de surtos causados por bactérias. De um total de 60 surtos estudados, Salmonella sp. foi 

responsável por 29 surtos, sendo o principal patógeno associado a DTA.  

Nos EUA, de 1960 a 2000, 12 surtos de DTA foram associados ao consumo de leite 

pasteurizado (OLSEN et al., 2004). Estes autores também relataram surto de toxi-infecção 

alimentar pelo consumo de leite pasteurizado, no estado da Pensilvânia, EUA, tendo como 

causa Salmonella enterica ssp. enterica sorotipo Typhimurium, um dos sorotipos mais 

comuns de Salmonella. Neste surto, 93 pessoas apresentaram sintomas de salmonelose e 

foram constatadas como portadores da bactéria. O leite consumido pelos acometidos foi 

proveniente de um laticínio que beneficiava leite cru de 59 fazendas do estado da Pensilvânia 

e foi contaminado após a pasteurização.  

A emergência de Salmonella enterica var. Typhimurium DT 104 tem preocupado os 

órgãos responsáveis pela saúde humana e animal, devido a sua resistência cromossomal para, 

pelo menos, cinco antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas e 

tetraciclina. Dois surtos envolvendo Salmonella enterica var. Typhimurium DT 104 e 
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associados ao consumo de queijo produzido a partir de leite cru, na Califórnia, EUA, foram 

relatados por Cody et al. (1999). Estes autores observaram que em um dos surtos, veiculados 

pelo consumo de queijo tipo Mexicano, o sorotipo Typhimurium DT 104 foi isolado dos 

pacientes. Durante o outro surto, a mesma bactéria foi isolada de 79 pessoas que consumiram 

queijo Mexicano adquirido de vendedores ambulantes ou que consumiram leite cru. Villar et 

al. (1999) também estudaram um surto de DTA envolvendo S. enterica var. Typhimurium DT 

104 pelo consumo de queijo produzido a partir de leite cru, no estado de Washington, EUA. O 

surto ocorreu em 1997, havendo a confirmação de 54 casos de infecção por este patógeno. 

Apesar de Salmonella ser um importante patógeno causador de toxi-infecções 

alimentares no Brasil e no mundo, vários pesquisadores brasileiros investigaram esta bactéria 

em leite e derivados não a encontraram (ALMEIDA e FRANCO, 2003; BARROS et al., 

2004; BRICIO et al., 2005; BRIGIDO et al., 2004; GUSMÃO et al., 2005; MACEDO e 

PFLANZER JÚNIOR, 2005; PEREIRA et al., 1999; TINOCO et al., 2002). Entretanto, em 

outro estudo, a presença de Salmonella sp. foi identicada. Peresi et al. (2001) analisaram 

amostras de queijos Minas Frescal comercializados em feiras livres e supermercados da 

cidade de São José do Rio Preto, São Paulo e identificaram Salmonella sp. em duas amostras 

produzidas artesanalmente. 

É bastante claro que a ocorrência de salmonelose na cadeia de alimentos em todo o 

mundo é corrente e sua repercussão em saúde pública consiste em uma causa importante. Ao 

menos que mudanças estruturais e higiênico-sanitárias significativas nas práticas 

agropecuárias sejam implementadas, a ocorrência de toxi-infecções alimentares tendo como 

causa Salmonella deve continuar. 

 

3.2.3 Escherichia coli 

  

E. coli, assim como outras enterobactérias, apresenta numerosos sorotipos, os quais 

estão associados a infecções no homem e em outros animais (BARROW e FELTHAM, 

1993). Sua membrana externa é constituída por lipopolissacarídeos, os quais são capazes de 

causar choques septicêmicos, coagulação intravascular disseminada e morte (KUNTZ e 

KUNTZ, 1999). 

 A classificação dentro dos grupos específicos baseia-se nos mecanismos de 

patogenicidade e virulência da cepa, nas síndromes clínicas e nos distintos sorogrupos O:H. 

Estes grupos incluem; cepas enteropatogênicas (EPEC), enterotoxigênicas (ETEC), 

enteroinvasivas (EIEC), difuso-aderentes (DAEC), enteroagregativas (EAggEC) e 
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enterohemorrágicas (EHEC) (DOYLE, et al., 1997). Os sorogrupos mais importantes dentre 

os causadores de diarréia sempre foram EPEC e ETEC, porém, nos últimos anos, EHEC têm 

ganhado maior interesse devido à ocorrência de numerosos casos de síndromes clínicas 

associadas principalmente ao consumo de carne, leite e derivados (BOTTERO et al., 2004). 

Os sorogrupos mais importantes de EHEC são O26, O111 e O157, sendo o O157:H7 o mais 

relevante sorotipo em surtos de toxi-infecções alimentares (BLANCO et al., 1996; BOPP et 

al., 2003). Além da transmissão por meio dos alimentos, E. coli O157:H7 também pode ser 

transmitida por contato direto com pessoas infectadas, sobretudo quando há condições 

inadequadas de higiene (LIOR, 1993). A dose mínima infectante, 2,0 UFC de E. coli 

O157:H7 em 25 gramas de alimento, é muito baixa quando comparada a outros patógenos 

(BLANCO et al., 1996). 

A patogenicidade de E. coli O157:H7 está relacionada a três fatores de virulência: 

produção de enterotoxinas semelhantes à de Shigella (SLT I e II), produção de hemolisina e 

expressão de adesinas específicas com as quais a bactéria coloniza o epitélio intestinal. Esta 

bactéria pode produzir uma ou as duas enterotoxinas. A produção de SLT II parece estar 

associada ao desenvolvimento da síndrome hemolítica urêmica. Estas toxinas são citotóxicas 

para as células do cólon e íleo (ARMSTRONG et al., 1996).  

 A E. coli O157:H7 foi reconhecida na década de 1990 como um importante patógeno 

alimentar e como um dos principais problemas de saúde pública na América do Norte e na 

Europa (COIA, 1998). Os fatores determinantes para o surgimento desta bactéria como 

importante patógeno incluem mudanças nos hábitos de vida da população, aumento do 

consumo de produtos industrializados e mudanças na indústria de alimentos (ARMSTRONG 

et al., 1996). Além destes, mudanças no manejo dos animais, tal como a irrigação de 

pastagem com esterco, propicia a criação de ambientes nos quais E. coli O157:H7 consegue 

persistir (HANCOCK et al., 1994). Estudos revelam que este sorotipo apresenta uma 

tolerância incomum a alguns estresses ambientais, como pH e umidade baixos (ARNOLD e 

KASPAR, 1995; GLASS et al., 1992). 

Produtos de origem animal, tais como carne mal passada, leite cru, leite pasteurizado e 

iogurte têm sido associados a surtos de toxi-infecções alimentares causadas por E. coli 

O157:H7 (BETTS, 2000; BOYCE et al., 1995; DOYLE, 1991; GOVARIS et al., 2002; 

GRIFFIN e TAUXE, 1991; MECHIE et al., 1997; MORGAN et al., 1993; UPTON e COIA, 

1994). O iogurte tem sido considerado um alimento seguro, porém, já foi envolvido em 

infecção fatal por E. coli O157:H7 no Noroeste da Inglaterra (MORGAN et al., 1993). Massa 

et al. (1997) avaliaram a sobrevivência de E. coli O157:H7 em iogurtes durante o seu 
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processamento e armazenamento. Esses pesquisadores observaram que a contagem bacteriana 

diminuiu de 7,08 para 5,32 log UFC mL-1, após sete dias de estocagem a 4ºC. Outros estudos 

também têm demonstrado a capacidade de E. coli O157:H7 sobreviver por longos períodos 

sob baixas temperaturas em pH neutro e ácido (CAMPBELL et al., 2004). Govaris et al. 

(2002) reportaram a sobrevivência deste patógeno durante 30 dias a 2ºC em soro de queijo.  

Wang et al. (1997), avaliando o crescimento e a sobrevivência de E. coli O157:H7 em 

leite cru e pasteurizado, observaram que nas temperaturas de 8 e 15oC houve maior taxa de 

crescimento desta bactéria, chegando a contagens de 108 unidades formadoras de colônias 

(UFC) por mL. De acordo com esses autores, armazenar o leite a temperaturas inferiores a 

5oC é recomendado para prevenir o crescimento deste patógeno.  

Oksüz et al. (2004), investigando amostras de leite cru e de queijos produzidos com 

leite cru, na Turquia, encontraram 1% de amostras de leite cru e 4% de amostras de queijos 

positivas para E. coli O157. Estes resultados demonstram que queijos produzidos a partir de 

leite cru têm potencial para causar infecções por E. coli O157. Esta bactéria, bem como outros 

sorogrupos de E. coli (STEC), também já foram isolados de rebanhos leiteiros no Brasil, nos 

Estados do Paraná, Rio Grande do Sul e São Paulo, havendo, dessa forma, a possibilidade de 

sua presença no leite cru (FARAH et al., 2003; GONZALEZ, et al., 2001; MOREIRA et al., 

2003; PRADO et al., 2001).  

Para proteger a imagem dos produtos lácteos como alimentos saudáveis, a indústria de 

laticínios considera, desde o final do século XX, E. coli O157:H7 tão importante quanto 

outros patógenos, como Salmonella e S. aureus (DUNCAN e HACKNEY, 1994). A adoção 

de boas práticas agropecuárias e de fabricação durante a manufatura de produtos de origem 

animal e o cozimento adequado dos alimentos antes do consumo são importantes medidas de 

controle para prevenir infecções por E. coli O157:H7 (DOYLE, 1991). O controle e a 

prevenção da presença de E. coli O157:H7 e de outros patógenos em alimentos deve basear-se 

em um profundo entendimento da epidemiologia do patógeno e no consumo 

preferencialmente de alimentos tratados termicamente (MEAD e GRIFFIN, 1998). 

 

 

3.2.4 Listeria monocytogenes 

  

No gênero Listeria, atualmente, seis espécies são reconhecidas: L. monocytogenes, L. 

ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi e L. murrayi. As espécies L. 

monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri são as únicas associadas com patogenicidade, mas 
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somente L. monocytogenes é consistentemente patogênica para humanos e animais. L. 

ivanovii causa doenças predominantemente em ovinos e raramente no homem (JAY et al., 

2005); L. seeligeri somente foi diagnosticada uma vez como causa de meningite em um adulto 

não imunocomprometido (IFT, 2004).  O meio científico foi despertado para o perigo da 

listeriose durante a década de 80 quando uma série de surtos ocorreu na América do Norte e 

Europa (FRANCO e LANDGRAF, 1996; SCHLECH, 1983). 

Apesar de 13 sorotipos de L. monocytogenes já terem sido descritos, apenas três (1/2a, 

1/2b e 4b) causam a maioria dos casos clínicos no homem e nos animais (JAY et al., 2005; 

TAPPERO et al., 1995). L. monocytogenes pode tolerar várias condições ambientais adversas, 

tais como valores de pH entre 4,1 e 9,6 e concentrações de até 30% de cloreto de sódio. É 

ubíqua na natureza, sendo encontrada em alimentos in natura e processados e no ambiente de 

processamento dos alimentos, como um biofilme, além ser amplamente reconhecida como 

agente de toxi-infecção alimentar (DOYLE, 1988; MURIAMA, 1996). Devido à resistência 

às condições ambientais desfavoráveis e à gravidade das infecções causadas, L. 

monocytogenes é considerada um dos patógenos de infecção de origem alimentar mais 

importantes na atualidade (ALMEIDA e ALMEIDA, 2003).  

Na espécie humana, a listeriose apresenta-se sob as formas clínicas graves, como 

septicemia e meningite. Mulheres grávidas são particularmente susceptíveis à infecção, 

podendo ocorrer aborto espontâneo ou originar natimortos. A listeriose é mais comum em 

neonatos, idosos e pacientes imunocomprometidos. A infecção é rara, mas a taxa de 

mortalidade varia de 20 a 30% e pode chegar a 75% nos grupos de risco (GELLIN e 

BROOME, 1989; LINNAN et al., 1984; SCHUCHAT et al., 1991). Após a replicação no trato 

gastrointestinal do hospedeiro, L. monocytogenes difunde-se diretamente nas células 

adjacentes por meio de um mecanismo de motilidade baseado na polimerização da actina da 

célula do hospedeiro. Os fatores de virulência envolvidos na aderência, entrada, sobrevivência 

intracelular, multiplicação e difusão de célula a célula têm sido caracterizados. Embora 

considerável progresso tenha sido alcançado nos estudos sobre os genes e seus produtos 

responsáveis pela virulência de L. monocytogenes, diversos questionamentos em relação a 

estes mecanismos ainda permanecem não elucidados (ALMEIDA e ALMEIDA, 2003). 

Trabalhos sugerem que a quantidade de L. monocytogenes em alimento contaminado capaz de 

causar surtos e casos esporádicos de listeriose é superior a 102 UFC/g; contudo doses 

infectantes inferiores a este valor não podem ser descartadas (ROCOURT e COSSART, 

1997).  
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Estudos realizados no Canadá e EUA demonstraram que L. monocytogenes pode ser 

encontrada no leite cru em taxas que variam de 1,3 a 5,4% (FARBER et al., 1988a; HASSAN 

et al., 2001; LIEWEN e PLANTZ, 1988; LOVETT et al., 1987; SLADE e COLLINS-

THOMPSON, 1988). A sobrevivência e a proliferação de Listeria spp. em alimentos, 

sobretudo em produtos lácteos, crus e pasteurizados, são consideradas bastante elevadas. Há 

relatos da sobrevivência, em produtos lácteos, de L. innocua (não patogênica) e L. 

monocytogenes (patogênica) por mais de 178 e 140 dias, respectivamente (ERKMEN, 1995; 

ÖZTÜRKOGTU et al., 2006).  

A Listeria é um importante patógeno no contexto dos produtos lácteos por sua 

habilidade de crescer e se multiplicar em temperaturas de refrigeração, sendo caracterizada 

como psicrotrófica (DONNELLY, 1990). Rosenow e Marth (1987) analisaram o crescimento 

de L. monocytogenes em leite integral, leite desnatado, leite achocolatado e creme de leite 

armazenados em várias temperaturas e observaram que este patógeno é capaz de se proliferar 

em temperaturas que variam de 4 a 35ºC. O menor tempo de geração foi observado na 

temperatura de 35ºC; porém, em todas as temperaturas avaliadas (4, 8, 13, 21 e 35ºC) houve 

crescimento da população de L. monocytogenes alcançando 107 UFC/mL, valor este superior 

ao mínimo considerado capaz de causar toxi-infecção alimentar, que é de 103 UFC/mL. 

Jayarao e Henning (2001), ao avaliarem 131 amostras de leite cru nos EUA, 

pesquisaram a presença de vários patógenos no leite, entre eles L. monocytogenes. Seus 

resultados demonstraram que seis amostras apresentaram-se positivas para este patógeno. 

Sendo que contaminação fecal pode ser a fonte da presença de L. monocytogenes no leite.  

Alguns surtos envolvendo L. monocytogenes foram relatados e vários alimentos foram 

incriminados, como leite cru e pasteurizado, queijos, manteiga, carne crua e cozida, patês, 

vegetais, peixes e pratos prontos (BOGGS et al., 2001; BULA et al., 1995; DALTON et al., 

1997; FLEMING et al., 1985; GOULET et al., 1995; HURD et al., 2000; JAMES et al., 1985; 

JENSEN et al., 1994; LINNAN et al., 1988; LYYTIKÄINEN et al., 2000; MCLAUCHLIN et 

al., 1991; MCLAUCHLIN, 1996; SCHLECH et al., 1983).  

Dois surtos importantes ocorreram nos EUA na década de 1980. Um deles ocorreu no 

Estado de Massachusetts, em 1983, no qual leite pasteurizado foi considerado como veículo 

(FLEMING et al., 1985), e o outro, na Califórnia, em 1985, no qual queijo estilo Mexicano 

foi o veículo. Este surto envolveu 148 casos e 48 mortes e, provavelmente, foi o alerta 

principal para o papel do alimento como disseminador de listeriose (JAMES et al., 1985). No 

surto de Massachusetts, 49 pacientes adquiriram listeriose e 14 morreram. No caso específico 

do surto de Massachusetts, não foi encontrada nenhuma evidência de falha na pasteurização 
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do leite na indústria. Levantou-se a hipótese de sobrevivência do micro-organismo à 

pasteurização (BRADSHAW et al., 1985). Entretanto, vários estudos já comprovaram que a 

pasteurização rápida do leite, 72 a 75ºC por 15 a 20 segundos é adequada para destruir este 

patógeno no leite integral (BRADSAHW et al., 1985; FARBER et al., 1988b; MACKEY E 

BRATCHELL, 1989). O importante trabalho de Bradshaw et al. (1985), que estudou a 

termorresistência desta bactéria durante dois anos, demonstrou que 71,7ºC por 15 segundos 

foi o binômio tempo/temperatura suficiente para inativar L. monocytogenes em leite cru 

contaminado com 15 log deste micro-organismo.  

A presença de L. monocytogenes em leite pasteurizado foi também observada por 

Ahmed e Hussein (2005). Estes pesquisadores analisaram leite e creme de leite pasteurizados 

comercializados no Egito e detectaram este patógeno em 4% das amostras de leite 

pasteurizado. Nenhuma amostra de creme de leite apresentou L. monocytogenes. 

Allmann et al. (1995), aplicando a técnica de PCR, investigaram a presença de L. 

monocytogenes em leite cru, manteiga, queijo e iogurte produzidos a partir de leite cru. Esses 

autores observaram que a taxa de contaminação dos produtos lácteos por este micro-

organismo foi de 13%.  

De acordo com Nichols et al. (1997), 16 (1%) de um total de 1.437 amostras de 

queijos frescos comercializados na Inglaterra e País de Gales foram positivas para L. 

monocytogenes. Listeria spp. também foi isolada de 51 (4%) amostras.  

Kells e Gilmour (2004) monitoraram, durante um ano, dois laticínios, na Irlanda. A 

incidência de Listeria nos equipamentos foi de 18,8% (6,3% L. monocytogenes), no ambiente 

foi de 54,7% (40,6% L. monocytogenes) e no leite cru de 44,4% (22,2% L. monocytogenes).  

Vários estudos demonstram resultado positivo para Listeria monocytogenes em 

queijos Minas Frescal no Brasil (BRIGIDO et al., 2004; CARVALHO, 2003; SILVA et al., 

2003 e 2004). No estudo de Silva et al. (1998), os quais avaliaram amostras de vários tipos de 

queijos comercializados no mercado varejista do Rio de Janeiro, quanto à presença de Listeria 

spp, observou-se que, das 103 amostras analisadas, 11 (10,68%) estavam contaminadas por L. 

monocytogenes. A ocorrência de Listeria spp. em pontos críticos de controle e no ambiente de 

processamento de queijo tipo Minas Frescal em dois laticínios na Bahia foi determinada por 

Silva et al. (2003). Neste estudo os autores observaram que, na fabricação deste tipo de 

queijo, os pontos críticos de controle incluem a recepção do leite cru, a pasteurização, a 

coagulação e a estocagem do produto acabado. Em uma das fábricas, L. monocytogenes foi 

isolada de amostras de leite cru (16,7%) e de amostras do chão da sala de refrigeração dos 

queijos (14,3%). Em Fortaleza, L. monocytogenes foi detectada em leite cru, fresco e 
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refrigerado, leite pasteurizado (após 60 horas de estocagem a 4°C), tanque de recepção do 

leite cru, caixas plásticas de transporte de leite e em drenos e pisos de uma indústria 

beneficiadora de leite tipo C (FIGUEIREDO, 2000). De acordo com os resultados, verificou-

se que, das 260 amostras analisadas, espécies do gênero Listeria foram isoladas em 39 

amostras (15%), sendo 19 (7,3%) amostras positivas para L. monocytogenes. Em Juiz de Fora, 

Brito et al. (2008) avaliaram uma indústria processadora de queijo Minas Frescal e isolaram 

L. monocytogenes sorotipo 1/2a, de mesmo perfil genético, em queijos, equipamentos e 

utensílios. Os autores concluíram que o refrigerador de estocagem era a fonte de 

contaminação dos queijos. 

Na indústria de laticínios, as principais vias de introdução desse patógeno são o leite 

cru, os utensílios e os equipamentos contaminados, o solo carreado pelas botas e roupas dos 

trabalhadores, o ar, o sistema de ventilação, a água empoçada e/ou condensada e os carros de 

transporte, além da possibilidade dessa ser carreada por operários ou visitantes doentes 

(SWAMINATHAN, 2001). 

Vale ressaltar que algumas cepas de L. monocytogenes podem permanecer no 

ambiente de processamento durante meses ou anos. Diante do exposto percebe-se que é 

necessário estabelecer procedimentos de controle em diferentes pontos na cadeia de produção 

de alimentos, aumentar a amostragem durante o processamento e adotar metodologias que 

proporcionem resultados cada vez mais rápidos e sensíveis. Em adição, em virtude da livre 

circulação de alimentos entre diferentes países e regiões, parece lógico adotar uma política 

similar nas agências reguladoras de cada país, principalmente no que diz respeito às 

metodologias de pesquisa, níveis de tolerância de micro-organismos em alimentos e à 

padronização dos alimentos. 

 

3.3 Produtos lácteos 

 

3.3.1 O Doce de Leite 

 

O doce de leite é um dos principais produtos concentrados por ação do calor 

produzidos pelas indústrias de laticínios no Brasil. A produção nacional de doce de leite, 

embora tenha se mantido estável nos últimos dez anos, atingiu seu ápice em 1995 com 52,3 

toneladas produzidas (MACHADO, 2005). Nos últimos cinco anos, a produção se encontra ao 

redor de 34 toneladas/ano (MADRONA et al., 2009). De acordo com o Instituto de 

Desenvolvimento Industrial de Minas Gerais (INDI), 50% da produção brasileira de doce de 
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leite está concentrada em Minas Gerais. O doce de leite é consumido em grande parte na 

América do Sul, especialmente no Brasil, Uruguai e Argentina (PAVLOVIC et al., 1992). 

Segundo o Regulamento Técnico para Fixação de Identidade e Qualidade de Doce de Leite, 

aprovado pela Portaria N° 354 de 4 de setembro de 1997 do Ministério da Agricultura 

Pecuária e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 1997), entende-se por doce de leite, o produto 

com ou sem adição de outras substâncias alimentícias, obtido por concentração e ação do 

calor a pressão normal ou reduzida do leite ou leite reconstituído, com ou sem adição de 

sólidos de origem láctea e/ou creme e adicionado de sacarose (parcialmente substituída ou não 

por monossacarídeos e/ou outros dissacarídeos). Na Figura 1 é apresentado um fluxograma da 

fabricação do doce de leite. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Fluxograma de fabricação do doce de leite proposto por Perrone et al. (2011). 

 

A produção de doces de leite de qualidade está diretamente relacionada à qualidade da 

matéria-prima empregada na fabricação e esta, por sua vez, depende: 
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• acidez - o leite apresenta acidez titulável elevada para a produção do doce podendo 

resultar na precipitação da caseína, diante disto, a redução da acidez pela adição de 

bicarbonato de sódio é indicada, até uma faixa de 0,12 % a 0,13 % de ácido lático; 

• matéria gorda -  importante para o rendimento, brilho e textura do produto (MARTINS e 

LOPES, 1981). 

Durante a concentração, algumas substâncias entram em estado de supersaturação, 

podendo cristalizar e precipitar (WALSTRA et al., 2001). Silva et al. (1984) enfatizam que 

entre as dificuldades técnicas que se têm apresentado na fabricação de doce de leite, em escala 

industrial, talvez a mais difícil de vencer tem sido os procedimentos seguidos para minimizar 

os efeitos da cristalização. Os cristais formados conferem ao doce uma textura arenosa, 

constituindo assim um importante problema tecnológico (TERÁN-ORTIZ, 1998). Vários 

processos têm sido empregados no controle da cristalização (COELHO et al.,1982; HOSKEN, 

1969; SABIONI et al., 1984; SANTOS, 1976; SILVA et al., 1984; TERÁN-ORTIZ, 1998. 

Tecnologicamente, o doce de leite se enquadra entre os produtos de leite conservados 

por evaporação e adição de açúcar, de modo que, em função da alta pressão osmótica criada, 

pode ser conservado em temperatura ambiente (MADRONA et al., 2009). O desenvolvimento 

microbiano depende de vários fatores isolados e em conjunto, dos quais podemos destacar a 

disponibilidade de água. Ao analisarmos o teor de sólidos solúveis de produtos lácteos 

concentrados, temos uma idéia da quantidade total de água presente no produto final, desta 

forma, uma interpretação inicial é que quanto maior o teor de sólidos solúveis, menor é a 

quantidade de água no produto e consequentemente mais difícil é o desenvolvimento dos 

micro-organismos. Entretanto, esta análise da situação é superficial, pois há de se conhecer 

não somente a quantidade de água, mas também a magnitude das interações químicas e o 

número de configurações espaciais das moléculas dentro da matriz do produto. A análise de 

determinação da atividade de água é um indicativo das propriedades que as moléculas de água 

apresentam na matriz do produto quando comparada às propriedades que apresentam em água 

pura. Desta forma, quanto mais o valor numérico da Aw diminuir em relação ao número 1, 

menor será a disponibilidade de água para o desenvolvimento microbiano (TAN, 2009). 

Segundo o mesmo autor, a sacarose é indiscutivelmente o primeiro soluto responsável pela 

diminuição da Aw. A concentração de sacarose em água, nos produtos lácteos concentrados, 

deve estar entre 0,625 e 0,645, sendo esta a faixa ideal para inibir o desenvolvimento de 

micro-organismos e não propiciar a cristalização da sacarose no produto, pois, abaixo do valor 

0,625 a atividade de água será maior que 0,85, tornando o produto microbiologicamente 
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instável. Acima de 0,645 ocorre a cristalização da sacarose na solução, o que seria um defeito 

em produtos como doce de leite, leite condensado e sorvete (HALL e HEDRICK, 1971). 

De acordo com Timm et al. (2007), a possibilidade de bactérias patogênicas em doce 

de leite não pode ser excluída, apesar deste produto apresentar baixa atividade de água devido 

à alta concentração de carboidratos. O doce de leite propicia além do desenvolvimento de 

fungos filamentosos e leveduras osmofílicas, o crescimento de Staphylococcus spp. resistentes 

a alta pressão osmótica do meio, sendo estes, potenciais produtores de enterotoxinas 

causadoras de intoxicação alimentar (ALAIS, 1985). Pereira e colaboradores (1991), em um 

estudo com creme de confeitaria e presunto cozido, demonstrou que 10³ células de 

Staphylococcus aureus.g-1 foram suficientes para produção de enterotoxina D, após 24 h de 

incubação à 37°C e a produção da toxina era correlacionada à produção da enzima coagulase. 

Em função desta correlação, no ano de 2001, a Legislação Brasileira de Padrões 

Microbiológicos para Alimentos sofreu alteração. A determinação de S. aureus foi substituída 

por enumeração de “Estafilococos coagulase positiva” (BRASIL, 2001). O Quadro 1 

apresenta os critérios microbiológicos e de tolerância para o doce de leite segundo o MAPA 

(BRASIL, 1997). 

 

Quadro 1 - Critérios microbiológicos e tolerância para doce de leite de acordo com a Portaria 

N° 354 de 1997 do MAPA. 

Micro-organismo Critério de Aceitação (UFC/g) 
Estafilococos Coag. Pos./g n=5 c=2 m=10 M=100 
Bolores e leveduras/g n=5 c=2 m=50 M=100 
Legenda: n = número de amostras do lote; c = número de aceitação; m = limite inferior; M = 
limite superior. 
 

 Os órgãos de regulamentação em países como Canadá, Estados Unidos e aqueles 

pertencentes à União Européia ainda preconizam a determinação de S. aureus em alimentos. 

No entanto, a enumeração de Estafilococos coagulase positiva em alimentos subestima a 

quantidade de Staphylococcus spp. potencialmente enterotoxigênicos. Para a garantia da 

segurança alimentar, o leite a ser utilizado na fabricação do doce de leite deve ter a sua 

qualidade microbiológica assegurada, o que muitas vezes não é levado em consideração pelos 

fabricantes. 
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3.3.2 O Leite Condensado 

 

Leite condensado ou “leite condensado com açúcar” é o produto resultante da 

desidratação parcial do leite fluido ao qual é adicionado xarope (glicose ou sacarose) seguindo 

de condensação, refrigeração, cristalização e envasamento (BRASIL, 1952). Gail Borden é 

considerado o inventor do leite condensado no ano de 1856. Entretanto, somente em 1885, 

nos Estados Unidos, começou-se a produção e comercialização industrial deste produto 

(PERRONE et al., 2011).  

Em 2009, o leite condensado foi o principal produto lácteo da pauta de exportação do 

Brasil e em 2010, os valores exportados cresceram 11,3% em relação a 2009, sendo 

atualmente o principal produto lácteo na pauta de exportação brasileira com 2.146.622 kg em 

volume e US$ 4.618.956 em valores em setembro de 2011 (MDIC, 2011). 

O doce de leite e o leite condensado açucarado são produtos semelhantes, provenientes 

da concentração do leite adicionado de açúcar, sendo a principal diferença entre eles, 

resultante da tecnologia de processamento. O leite condensado exige equipamento mais 

sofisticado, devido a sua evaporação se processar a vácuo, enquanto na fabricação de doce de 

leite utilizam-se, na maioria das vezes, tachos abertos providos de aquecimento a vapor. Na 

Figura 2 é apresentado o fluxograma da tecnologia de produção de leite condensado proposto 

por Perrone et al. (2011). Segundo o mesmo autor, para a obtenção do leite condensado os 

atributos importantes de qualidade a estabilidade térmica do leite são os teores de gordura, de 

proteínas, de proteínas no extrato seco total e o de sólidos lácteos totais. Outro ponto 

importante é a qualidade do açúcar, principalmente em produto que será homogeneizado, uma 

vez que muitas impurezas podem ser encontradas em açúcar de baixa qualidade, sendo 

comum nas fábricas um setor para diluição, filtração e centrifugação do açúcar denominado 

xaroparia. 
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Figura 2 - Fluxograma da fabricação do leite condensado. 

 

A etapa de evaporação a vácuo do leite, causa o aumento no teor de sólidos até a 

magnitude desejada no produto final, diminui a atividade de água, contribuindo para a 

conservação do leite condensado e promove a saturação da lactose, tornando o meio propício 
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25°C, o que mostra a importância desta etapa de formação e crescimento dos cristais de 

lactose. Na produção de leite condensado, o defeito da cristalização é prevenido pela 

semeadura de microcristais de lactose, mas, podem ocorrer problemas de contaminação 

oriundos da temperatura (30ºC) em que é realizada essa semeadura, o que pode favorecer o 

desenvolvimento dos micro-organismos mesófilos (MARTINEZ et al., 1990). 

O processamento de leite condensado resulta em um produto com alta concentração de 

solutos, fator este que inibe o crescimento da maioria dos micro-organismos pela redução na 

atividade de água (WALSTRA, 2001). De acordo com Varnam e Sutherland (1995), apesar da 

baixa atividade de água do leite condensado inibir o crescimento de uma grande gama de 

bactérias, os bolores e as leveduras são capazes de se desenvolver. Dessa forma, são 

necessários controles higiênicos severos e específicos durante as etapas de fabricação bem 

como o uso de embalagens herméticas, o que contribui consideravelmente para a manutenção 

da qualidade do produto enlatado, pois a ausência de oxigênio inibe o crescimento de micro-

organismos aeróbios, até mesmo daqueles que são capazes de tolerar uma pressão osmótica 

alta (ROBINSON, 1981). Bactérias osmotolerantes como as do gênero Staphylococcus, 

possuem uma resistência bastante alta ao calor, podendo tolerar temperaturas de 60ºC por 

meia hora e sua resistência a pressões osmóticas elevadas os auxilia a crescer em alimentos 

açucarados, em que uma alta pressão osmótica inibe o crescimento de competidores 

(TORTORA et al., 2003). O desenvolvimento de leveduras capazes de fermentar o açúcar 

produzindo gás, e de Staphylococcus spp. resistentes à alta pressão osmótica do meio, pode 

causar desde um estufamento da embalagem, causado pela grande quantidade de CO2 

produzido pelas leveduras, até intoxicações alimentares, pois, as bactérias do gênero 

Staphylococcus spp. são potenciais produtoras de enterotoxinas (ALAIS, 1995).  

 

3.3.3 O Queijo Minas Padrão 

 

Mais de 1.000 variedades de queijos são produzidas atualmente no mundo, com uma 

produção que excede a 14 milhões de toneladas. O queijo destaca-se entre os derivados 

lácteos pelo alto teor de proteína e outros nutrientes. Com o desenvolvimento tecnológico de 

sua produção surgiram, no Brasil, muitas variedades, sendo algumas de expressão regional 

(BORGES et al., 2003). O Brasil, com uma produção anual de 640 mil toneladas de queijos, 

ocupa o terceiro lugar no cenário mundial, sendo superado apenas pela União Européia e 

pelos Estados Unidos (ESTATÍSTICAS..., 2008). Em 2009, a produção de queijos produzidos 

sob inspeção (formal) foi de 721 mil toneladas. Contudo, considerando que o mercado de 
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queijos formais equivale a 60% do mercado total, pode-se concluir que o mercado de queijos 

no Brasil ultrapassou um milhão de toneladas em 2009 (ABIQ, 2010). Minas Gerais, por sua 

tradição, clima e topografia, é o maior estado produtor de leite e queijos do Brasil, sendo 

responsável por mais da metade da produção nacional (ESTATÍSTICAS..., 2008). Entre os 

queijos de massa crua, o Minas Frescal e o Minas Padrão são os mais populares e representam 

juntos cerca de 8% do mercado brasileiro, ocupando a terceira posição no consumo. Em 2009, 

o queijo Minas Padrão foi fabricado em um volume total de 8 mil toneladas, o que representa 

um crescimento de 10% no volume produzido em relação ao ano de 2008 (ABIQ, 2010). 

Por definição oficial, o queijo Minas Padrão, Minas Curado, Minas Padronizado ou 

Minas Prensado é o produto obtido de leite integral ou padronizado, pasteurizado, de massa 

crua, prensado mecanicamente e devidamente maturado durante 20 dias. Deve apresentar 

formato cilíndrico, de faces planas e bordos retos, formando ângulo vivo; peso entre 1 kg a 

1,2 kg, crosta fina; consistência semidura, macia, de untura manteigosa; textura, buracos 

mecânicos e em cabeça de alfinete, pouco numerosos; cor branco-creme, homogênea; odor e 

sabor próprios, ácidos, agradáveis e não picantes segundo RIISPOA (BRASIL, 1997). 

O queijo Minas Padrão é um queijo de origem brasileira, produzido em vários estados. 

É um queijo que utiliza fermento lático mesofílico, adicionado ao leite durante sua fabricação 

e possui um período de maturação curto que varia de 20 a 30 dias em câmara fria a 10ºC -

12ºC. Os problemas com a produção de queijo no Brasil estão relacionados às condições 

higiênico-sanitárias do leite produzido, às de fabricação e à ineficiência do sistema de 

refrigeração ao longo da cadeia produtiva, que agravam a situação e criam condições de 

contaminação e desenvolvimento de micro-organismos (LISITA, 2005).  

Dentre os produtos derivados do leite, o queijo é considerado um veículo frequente de 

patógenos de origem alimentar e, na maioria das vezes, não sofrem processo de maturação. A 

contaminação microbiana desse produto assume destacada relevância tanto para a indústria, 

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

transmitidas por alimentos (FEITOSA, 2003). A qualidade e durabilidade de um produto 

dependem, em grande parte, da matéria-prima utilizada na sua fabricação. É difícil melhorar a 

qualidade de um produto, se o número de micro-organismos inicialmente presentes no leite in 

natura é elevado. Além da matéria-prima destaca-se como pontos críticos no processamento 

desses queijos, o tanque de coagulação e a salmoura. Durante a coagulação, o número de 

bactérias presentes no leite, sejam lácteas ou contaminantes, aumenta cerca de dez vezes. 

Ainda que o queijo não seja recontaminado durante o processamento, pode haver 

recontaminação durante sua permanência na salmoura, pois, esta é capaz de albergar micro-
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organismos osmotolerantes (NERO, 2005). Este fato é atestado pela sobrevivência, por várias 

semanas, de E. coli O157:H7 em salmouras típicas (INGHAM et al., 2000).  

Bactérias do grupo coliformes são indicativas de condições higiênico-sanitárias 

inadequadas durante o processamento de queijos, podendo degradar toda a lactose dentro de 

24h a 48h e provocar o defeito conhecido como estufamento precoce (SANGALETTI, 2007). 

Além das bactérias deterioradoras, diversos surtos de doenças têm sido associados à ingestão 

de queijos, em razão, principalmente, da presença de bactérias patogênicas como S. aureus, E. 

coli, Bacillus cereus, L. monocytogenes e Salmonella sp. (SALOTTI et al., 2006). Falhas 

ocorridas durante todo o processamento, aliadas a temperaturas inadequadas de conservação 

durante a comercialização, são fatores que têm contribuído para venda de queijos fora dos 

padrões regulamentares (SANGALETTI, 2007). A dificuldade de exportação e os principais 

problemas com a produção de queijos no Brasil estão relacionados principalmente com a 

baixa qualidade do leite produzido, as péssimas condições de fabricação e a falta ou 

ineficiência da cadeia de frio. Além disso, há no País o predomínio da utilização de 

metodologias clássicas para análises microbiológicas de patógenos inviabiliza a liberação 

rápida do produto para o mercado devido à  morosidade na obtenção dos resultados, problema 

que poderia ser facilmente resolvido caso fossem utilizadas metodologias alternativas, mais 

rápidas e muitas vezes mais sensíveis que a clássica (LISITA, 2005). 

 

3.4 Métodos para caracterização microbiológica 

 

A busca por uma metodologia adequada e eficiente para detectar micro-organismos 

em alimentos tem sido constante pelos pesquisadores da área (GIOMBELLI, 2000). Muitos 

métodos podem ser utilizados para uma mesma determinação, consequentemente, a escolha 

do melhor método dependerá do critério microbiológico adotado e da estrutura do laboratório 

(FRANCO e LANDGRAF, 2004). Inúmeros métodos laboratoriais de análises (convencionais 

e rápidos) podem ser utilizados para um mesmo fim, por isso, é importante considerar quais 

os objetivos da análise, uma vez que estes determinam o seu tipo (um indicador ou um 

patógeno), o método (rapidez, precisão, repetibilidade, reprodutibilidade, etc.), a alíquota 

analisada (produto final ou da linha de produção), a interpretação do resultado, as ações a 

adaptar e os reajustes do processo (FRANCO, 1999; FRANCO e LANDGRAF, 2004; 

ICMSF, 2002).  

Recentemente, a necessidade de acreditação e o conceito de gerenciamento da 

qualidade total tem resultado em um aumento da demanda para validação de métodos de 
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controle de qualidade laboratorial. Entretanto, problemas associados com a diversidade da 

microbiota não desejada, a injúria e estresse do micro-organismo, a influência dos 

constituintes dos alimentos na produtividade e seletividade dos meios de cultura ainda 

existem. A influência destes fatores pode ser minimizada se métodos validados para o efetivo 

controle de qualidade para meios de cultura forem desenvolvidos e experimentados. Cada 

laboratório pode ser responsável pelo desenvolvimento de seus próprios protocolos desde que 

considere esses fatores (CURTIS e BEUCHAT, 1998). 

 

3.4.1 Metodologia tradicional 

 

Os métodos de detecção de patógenos veiculados por alimentos, geralmente são 

complicados e consomem tempo. Em certos casos, são necessários vários dias para 

estabelecer identificação de uma bactéria em particular (ASLAM et al., 2003). Os protocolos 

recomendados nas metodologias tradicionais envolvem vários caldos de pré-enriquecimento e 

enriquecimento seletivo, assim como plaqueamento em meios de isolamento seletivo, alguns 

deles muito inibitórios, de execução laboriosa e lenta, além de não apresentarem sensibilidade 

para detectar pequenos números do micro-organismo em alimentos contaminados 

(ALMEIDA e ALMEIDA, 2003; RODRIGUES et al., 2003). Além disso, propriedades 

fenotíticas pelas quais as bactérias são identificadas podem não ser expressas e, quando 

expressas, ainda existe a dificuldade de interpretação dos resultados e classificação 

(MALORNY et al., 2003). 

No caso de E. coli O157:H7, duas características deste sorotipo são exploradas para 

diferenciá-lo dos outros: a incapacidade de fermentar o sorbitol (sob condições normais) e a 

ausência de β-glicuronidase (BOTTELDOORN et al., 2003). As outras E. coli são sorbitol 

positivas (80,3%) e aproximadamente 97% apresentam  β-glicuronidase (OKREND et al., 

1990). Assim, testes tradicionais para detectar E. coli podem não detectar a E. coli O157:H7 

porque este patógeno responde diferentemente em certos testes. 

Sanderson et al. (1995) concluíram que o enriquecimento da amostra e posterior 

plaqueamento da mesma em ágar TC-SMAC (agar MacConkey sorbitol suplementado com 

cefixime e telurito de potássio) é o método mais sensível para a detecção de E. coli. Como E. 

coli não é o único micro-organismo que cresce  e não fermenta o sorbitol neste meio, colônias 

suspeitas podem ser analisadas para a presença dos antígenos O157 e H7 através de anti-soro 

ou kits de aglutinação em látex (MEAD e GRIFFIN, 1998). Os testes microbiológicos 

padrões para E. coli O157:H7 podem confirmar uma amostra negativa em 24 horas, mas, 
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requerem seis dias para confirmação de uma amostra positiva (DUNCAN e HACKNEY, 

1994). 

Dentre os métodos convencionais para detecção e isolamento de L. monocytogenes, 

destacam-se os recomendados pelo U. S. Department of Agriculture (USDA), pelo Food and 

Drug Administration (FDA), pelo Health Protection Branch do Canadá (LOVETT, 1988) e 

pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC)/International Dairy Federation 

(IDF), sendo este último o de escolha mais frequente para detectar este micro-organismo em 

produtos lácteos. Independentemente do método usado, a identificação microbiológica 

positiva de L. monocytogenes pode demorar de sete a 12 dias, quando a confirmação 

presuntiva é realizada bioquimicamente (RIJPENS e HERMAN, 2004). 

As técnicas convencionais para detecção de Salmonella sp. em alimentos, embora 

apresentem algumas variações na seleção dos meios de cultura e na forma de preparação das 

amostras envolvem basicamente quatro etapas que podem ser aplicadas a qualquer tipo de 

alimento: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento em meios seletivos sólidos 

e identificação completa das colônias por meio de teste bioquímicos e sorológicos (BOER e 

BEUMER; 1999; GIOMBELLI e SILVA, 2002; REIS et al., 2002; SILVA et al., 1997). 

Muitos estudos têm revelado diferenças significativas entre os resultados obtidos com 

métodos tradicionais, principalmente no que se refere aos meios de cultura e às temperaturas 

de incubação utilizada nas etapas de seu procedimento (HUANG et al., 1999; GIOMBELLI, 

2000; GIOMBELLI e SILVA, 2002; NASCIMENTO et al., 2000). 

O método microbiológico utilizado para enumeração de S. aureus em alimentos é o de 

contagem em placas utilizando o ágar Baird - Parker. Este é o meio de cultura recomendado 

pela American Public Health Association (APHA) e pelo Food and Drug Adiministration 

(FDA). As colônias suspeitas são confirmadas em testes bioquímicos: coagulase, catalase, 

fermentação anaeróbica de glicose e manitol, produção de termonuclease e sensibilidade a 

lisostafina que podem levar até seis dias para fornecer um resultado (SILVA et al., 1997). 

Segundo Fung apud Boer e Beumer (1999), os métodos bacterianos convencionais são 

sensíveis, econômicos e podem dar informações ao mesmo tempo do número e da natureza 

dos micro-organismos presentes na amostra de alimento, porém requerem até 12 dias para a 

confirmação dos resultados, uma vez que dependem da habilidade dos micro-organismos em 

multiplicar-se em colônias visíveis. Além disso, a preparação de meio de cultura, a inoculação 

em placas, a contagem de colônias e a caracterização bioquímica fazem desses métodos 

trabalhosos. Portanto, o emprego de métodos rápidos, simples e confiáveis, é importante tanto 
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no diagnóstico de toxi-infecção, como também, e principalmente, no controle de qualidade de 

alimentos (ALCOCER e OLIVEIRA, 2003).  

Especialmente na indústria de alimentos são necessários métodos mais rápidos para 

fornecer informações adequadas da possível presença de patógenos em matérias-primas e 

produtos finais possibilitando a intervenção no controle do processo de fabricação e para o 

monitoramento das práticas de limpeza e higiene. Esses métodos rápidos detectam e 

enumeram os micro-organismos com prematuridade, e possibilitam a sua caracterização e 

isolamento para uso microbiológico, químico, imunológico, sorológico e molecular.  

 

3.4.2 Metodologias alternativas para detecção de patógenos  

 

Nos últimos anos, vários métodos para detecção rápida de patógenos foram propostos 

e dentre eles destacam-se as técnicas imunológicas e moleculares, pela necessidade de 

abreviar o tempo para a obtenção de resultados analíticos e melhorar a produtividade 

laboratorial (BEUMER et al., 1991; FRANCO, 1999). Rapidez nos resultados, alta 

sensibilidade e especificidade são pontos cruciais para monitorização em sistemas de gestão 

de qualidade e segurança alimentar, como a Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle 

(APPCC). 

 

3.4.2.1 Técnicas imunológicas 

 

Os imunoensaios enzimáticos (EIA) baseados em técnicas de triagem podem 

contribuir para acelerar e simplificar a detecção de diversos tipos de patógenos em alimentos 

(AOAC, 2002) e são muito empregados por apresentarem diversas vantagens como 

simplicidade, rapidez, sensibilidade, especificidade e conveniência como método de triagem 

(FRANCO, 1999). As técnicas imunológicas, baseadas nas reações antígeno-anticorpo 

empregam anticorpos marcados com uma enzima cromogênica facilitados por leitores 

automatizados sendo utilizado como método de triagem. Inúmeros Enzyme-Linked 

Imunosorbent Assays (ELISA) foram desenvolvidos, usando anticorpos policlonais e 

monoclanais que são capazes de detectar muitos sorotipos de patógenos associados às toxi-

infecções humanas (ALCOCER e OLIVEIRA, 2003; BEUMER et al., 1991; FRANCO, 1999; 

REIS, et al., 2001). Os métodos imunológicos contam com a especificidade de ligação do 

anticorpo com o antígeno. Para detecção de um micro-organismo ou toxina microbiana 

específica, uma variedade de anticorpos é aplicada em diferentes tipos de amostras. A 
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adequação desses anticorpos depende geralmente de sua especificidade. Antissoros 

policlonais contêm uma variedade de anticorpos originários de diferentes células e, portanto, 

de diferentes especificidades. Muitos anticorpos usados em imunoensaios são derivados do 

soro de coelho ou carneiro. A desvantagem no uso de antissoro policlonal em imonoensaios é 

a inconstância da resposta imune do animal. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais 

aumentou muito o campo dos imunoensaios devido à comprovação consistente e pesquisas 

confiáveis de caracterização de anticorpos (BOER e BEUMER, 1999).  

Entre os vários tipos de testes imunoenzimáticos existentes, o tipo não competitivo 

(tipo sanduíche) é o mais empregado nos sistemas de triagem de micro-organismos 

patogênicos em alimentos. O produto em teste é capturado por aglutinação por meio de 

anticorpos específicos adsorvidos à superfície de uma matriz sólida. Na etapa seguinte, o 

complexo antígeno-anticorpo reage com o conjugado preparado, por meio da ligação do 

anticorpo específico para o micro-organismo a ser detectado e com uma enzima cromogênica. 

As enzimas mais utilizadas nesses testes são a fosfatase alcalina, peroxidase e a β-

galactosidase. Após um período, o conjugado não ligado presente é lavado e uma substância é 

adicionada. Em seguida, o sanduíche formado reage com o substrato da enzima cromogênica, 

resultando no desenvolvimento de cor (BOER e BEUMER, 1999; FRANCO, 1999; SILVA et 

al., 1997). 

Os microbiologistas de alimentos podem ainda utilizar o sistema Vitek Immuno 

Diagnostic Assay System (VIDAS
TM

, BioMérieux). Trata-se de um sistema de análise 

qualitativa imunoenzimática automatizada que utiliza pela técnica ELFA (Enzyme Linked 

Fluorescent Assay) uma mistura de anticorpos monoclonais de captura com grande 

especificidade para detecção de antígenos (cepas móveis e imóveis) de patógenos nos 

produtos alimentares e nas amostras ambientais. Todas as etapas do teste são executadas 

automaticamente utilizando galerias plásticas descartáveis, constituídas de compartimentos 

contendo os reagentes necessários para o teste. A leitura e interpretação dos resultados 

também são automáticas (AOAC, 2002; BOER e BEUMER, 1999; FRANCO, 1999; REIS et 

al., 2001). 

Em várias pesquisas conduzidas para investigar a possibilidade do emprego da técnica 

imunoenzimática para detecção de patógenos em alimentos verificou-se que quando utilizada 

com culturas puras ou aplicadas em alimentos experimentalmente ou naturalmente 

contaminados, apresentou alta especificidade e/ou sensibilidade nos vários tipos de alimentos 

testados (DICKER et al., 2005; REIS et al., 2001). 
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3.4.2.2 Técnicas moleculares 

 

Técnicas moleculares consistem em importantes métodos de detecção de patógenos 

em alimentos (HSU e TSEN, 2001; MCKILLIP et al., 2000). Em 1983, o desenvolvimento da 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) por Kary B. Mullis (MULLIS e FALOONA, 1987; 

MULLIS, 1990) foi considerado como o grande avanço da biologia molecular. Devido ao 

alcance da popularidade da técnica, Kary B. Mullis recebeu o prêmio Nobel de Química em 

1993. Esta técnica estendeu o alcance da análise de DNA e fez com que a biologia molecular 

encontrasse novas aplicações, inclusive em áreas fora do seu campo tradicional, tais como, 

medicina, agricultura e biotecnologia (BROWN, 2003). A PCR reproduz in vitro a habilidade 

natural de replicação do DNA, podendo ser repetida em larga escala. A metodologia requer, 

primeiramente, o conhecimento, pelo menos parcial, do DNA alvo de um determinado 

organismo, para o desenvolvimento de oligonucleotídeos iniciadores (primers) que irão 

hibridizar-se especificamente à sequência alvo (YANG e ROTHMAN, 2004). 

A técnica PCR é apontada como um método muito eficiente na detecção de vários 

patógenos em alimentos. A introdução do método de PCR no diagnóstico microbiano é uma 

valiosa alternativa à metodologia tradicional. Rápido, com bom limite de detecção, seletivo, 

específico, sensível e com potencial para automatização estão entre suas grandes vantagens 

(MALORNY et al., 2003). Com o aumento do número de genomas de patógenos sendo 

sequenciados, catálogos de genes podem ser explorados para o desenvolvimento de testes 

diagnósticos baseados em PCR; como resultado, desde a década passada, encontram-se 

disponíveis comercialmente muitos ensaios baseados nesta técnica, os quais continuam a se 

expandir. No caso de células mortas, os enriquecimentos seletivos permitem que só as células 

vivas sejam alvo de detecção, evitando resultados falso-positivos. No caso de células viáveis, 

mas não cultiváveis, podem causar infecção e apesar de não serem detectadas nos 

enriquecimentos seletivos, podem sê-lo por PCR, apresentando assim mais uma vantagem de 

utilização desta técnica (ARCURI et al., 2004). Nas duas últimas décadas, a técnica da PCR 

tem sido modificada para expansão do seu uso e versatilidade (YANG e ROTHMAN, 2004). 

A possibilidade de utilização, na mesma reação, de mais de um par de primers com 

amplificação simultânea de múltiplas sequências do DNA-alvo é chamada de multiplex-PCR. 

Assim, mais de uma sequência de DNA, em uma mesma amostra, pode ser amplificada ao 

mesmo tempo (BAHK et al., 2004; CHAMBERLAIN et al., 1988; GEHA et al., 1994; REA 

et al., 2001). Apesar da PCR e suas variações serem altamente sensíveis e específicas, 

apresentam algumas limitações, tais como, a necessidade de se realizar a eletroforese em gel 
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de agarose ou poliacrilamida, o uso de reagentes nocivos à saúde do operador, como, por 

exemplo, o brometo de etídeo, riscos de contaminação e a ausência da capacidade 

quantitativa. Estas desvantagens passaram a ser mais evidenciadas no final do século XX e 

início do século XXI devido ao surgimento de uma nova tecnologia, a quantitativa PCR em 

tempo real (qPCR). 

No início da década de 1990 estudos passaram a explorar a atividade exonucleásica da 

enzima Taq polimerase para o desenvolvimento de sondas TaqMan (HOLLAND et al., 1991). 

Em 1992, Higuchi e colaboradores passaram a explorar a capacidade quantitativa da PCR 

utilizando o brometo de etídio (HIGUCHI et al., 1992). Tais estudos promoveram um 

refinamento da original PCR de Kary Mullis e surgimento da PCR em tempo real, 

representando um significante avanço biotecnológico para o diagnóstico das doenças 

infecciosas e parasitárias. PCR em tempo real quantitativa (qPCR) entrou recentemente no 

campo da ciência e tecnologia de alimentos. Métodos moleculares têm se tornado 

reconhecidos como ferramentas poderosas e confiáveis para uso na garantia qualidade e 

segurança alimentar. Novas aplicações incluem a detecção de ingredientes alimentares, 

bacteriófagos, deterioradores, acompanhamento da contaminação indesejada de alimentos 

especiais (por exemplo, alimentos sem glúten), estudo de genes codificadores de toxinas, 

detecção de organismos geneticamente modificados, alergenos e fraude (FISCHER et al., 

2007; KÖPPEL et al., 2010;  MAFRA et al., 2008; RODRÍGUEZ-LÁZARO et al., 2007; 

SANDBERG et al., 2003; TANABE et al., 2007). Uma das melhores aplicações 

desenvolvidas e bem sucedidos de qPCR é a detecção e quantificação de patógenos (LEVIN, 

2004).  

Os métodos de detecção usados em qPCR podem ser classificados em dois sistemas 

principais: (i) não específico, sistema que detecta qualquer DNA dupla fita produzido na 

reação, e (ii) sequência-específica, sistema que distingue sequências-alvo de sequências não-

específicas. O primeiro sistema é baseado no uso de corantes ou sondas fluorescentes que 

permitem o monitoramento em tempo real do produto amplificado. Um corante bastante 

utilizado é a SYBR Green I (Figura 3), que se liga inespecificamente a fitas duplas de DNA 

geradas durante a amplificação. Trata-se de uma assimétrica cianina que, livre em solução não 

emite fluorescência, mas, ligada a moléculas de DNA emite um forte sinal luminoso 

(NYGREN et al., 1998). 
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Figura 3 - Corante SYBR Green I intercalando uma fita dupla de DNA formada durante a 

reação de PCR em tempo real. Fonte: Applied Biosystems ™ - by Life Technologies™. 

 

O segundo sistema que usa outra forma de gerar a fluorescência é o uso de uma sonda 

fluorescente, dirigida especificamente a uma região interna da sequência que se deseja 

amplificar e, seu uso acrescenta um nível adicional de especificidade para a reação de 

amplificação. Um exemplo deste sistema, usado neste estudo, é a sonda TaqMan (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4 - Sonda TaqMan sendo degradada após a adição dos nucleotídeos por ação da taq-

polimerase durante a reação de PCR em tempo real. Legenda- R: reporter; Q: quencher. 

Fonte: Applied Biosystems ™ – by Life Technologies™. 

 

À medida que vai ocorrendo a amplificação, a Taq DNA polimerase, pela sua 

atividade exonucleásica, desloca-se para a extremidade 5’ da sonda TaqMan (contendo o 
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fluorocromo, reporter) e cliva a sonda. Pelo fato do reporter ser liberado e não permanecer 

próximo ao quencher, há liberação de fluorescência (MORTARINO et al., 2004; YANG e 

ROTHMAN, 2004). A análise da emissão de luz é feita por um detector de sinal luminoso e 

um amplificador de sinal que traçam um gráfico com a absorção obtida após cada ciclo da 

PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do produto formado (KUBISTA et al., 

2006). O ciclo onde o sinal de amplificação exponencial atinge uma intensidade de 

fluorescência superior ao limiar de detecção (Threshold) é denominado Ct e o momento em 

que o Ct ultrapassa o Threshold é proporcional ao número de cópias iniciais de DNA 

(LOGAN et al., 2009) (Figura 5). 

Na Figura 5, as linhas coloridas representam quantidades decrescentes de DNA alvo 

(100 pg a 0,1 fg); quanto maior a quantidade de DNA (primeira linha verde), menor o valor de 

Ct (menos ciclos de amplificação são necessários para atingir o limite de detecção). 

A análise dos resultados de um ensaio de PCR em tempo real é feita por meio dos 

gráficos gerados no computador interligado ao termociclador. Basicamente, são efetuadas 

quatro análises: 1) Curva de amplificação, 2) Curva de dissociação (somente para Syber 

Green), 3) Espectro e 4) Componente (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005). Os quatro 

parâmetros devem ser analisados em conjunto. Padrões com concentrações pré-determinadas 

 

 

Figura 5 - Curva de amplificação. Legenda- NTC: controle negativo (sem amplificação). 

 

de DNA alvo e controles negativos (NTC: non template control) devem ser incluídos em 

todas as reações e avaliados em primeiro lugar. 

Uma modificação dessa técnica que vem sendo utilizada de maneira crescente nos 

últimos anos para identificação bacteriana é o multiplex PCR (mPCR), utilizada neste estudo. 
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Nessa técnica utilizam-se mais de um par de primers na mesma reação, possibilitando a 

amplificação simultânea de sequências de DNA, portanto, mais de uma espécie bacteriana 

podem ser identificadas na mesma reação PCR, promovendo uma análise mais ampla, mais 

rápida e mais barata da presença de bactérias patogênicas em alimentos (GANDRA, 2006). 

Entretanto, entre os inconvenientes dessa técnica, destaca-se a probabilidade da ocorrência de 

inibidores de reação, portanto, há necessidade da inclusão de um IAC (Internal Amplification 

Control) para evitar resultados falso-negativos (KLERKS et al., 2004). O IAC permite a 

detecção da presença de inibidores e é muito útil na identificação de resultados falso-

negativos (SCHNEIDER et al., 2009). O IAC é uma sequência não alvo, colocada junto com a 

amostra na reação, e que é amplificada simultaneamente. Em uma PCR sem um IAC, uma 

resposta negativa (ausência de banda ou sinal) pode significar a ausência do alvo na reação, 

mas pode significar, também, que a reação foi inibida devido ao mau funcionamento do 

termociclador, mistura incorreta dos reagentes da PCR, atividade inadequada da DNA 

polimerase, ou presença de substâncias inibidoras na matriz da amostra (HOORFAR et al., 

2004 apud RADSTRÖM et al., 2003). Ao contrário, em uma PCR com a inclusão de um IAC, 

havendo DNA, o sinal de controle será produzido mesmo que a sequência alvo não esteja 

presente. 

A precisão da PCR em tempo real é influenciada pelo desenho do primer, pela 

qualidade do DNA, presença de inibidores da reação (EDWARDS e LOGAN, 2009), 

manuseio e armazenamento de amostras, primers, sondas e enzimas (DIONISI et al., 2003). 

Com amostras de alimentos, a atenção especial deve ser dada à possível presença de 

inibidores, e à eficiência de extração de DNA. Um conhecimento microbiológico profundo do 

alimento em questão, incluindo a sua microbiota habitual e potenciais contaminantes, são 

também pré-requisitos. Uma vez decidido qual micro-organismo será detectado, os genes-alvo 

e um par de primer específico para reconhecê-lo deve ser selecionado e desenhado. A seleção 

do gene-alvo é de grande importância. Um gene altamente conservado entre espécies 

diferentes podem ser usado como estratégia para uma ampla base de detecção, entretanto, se a 

sequência de DNA usada for única para uma determinada espécie, fornecerá um teste 

altamente específico (HANNA et al., 2005). Sondas, primers e as condições de PCR deve ser 

otimizados, não apenas para um baixo limite de detecção (sensibilidade), mas também para 

uma alta eficiência da reação. A concentração ideal de cada um dos oligonucleotídeos usados 

no ensaio também deve ser otimizada. A quantidade de DNA polimerase acrescentada 

também é importante; pouca quantidade da enzima pode levar a amplificação ineficiente e 

uma perda de sensibilidade (EDWARDS e LOGAN, 2009). Idealmente, cada amostra deve 
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ser diluída serialmente e testada em duplicata e a qPCR deve ser executada para determinar se 

algum inibidor está presente. No entanto, a melhor alternativa para isso é a incorporação de 

um IAC (LEVIN, 2004).  

As características da PCR em tempo real possibilitam a eliminação da etapa laboriosa 

pós-amplificação (preparo do gel para eletroforese), convencionalmente necessária para 

visualização do produto amplificado. Desta forma, pode-se observar que as vantagens da PCR 

em tempo real em relação à PCR convencional e aos métodos tradicionais de análises de 

patógenos são inúmeras e incluem, rapidez na obtenção dos resultados, reprodutibilidade e 

capacidade quantitativa. Além disso, é economicamente viável e o número de micro-

organismos e o nível em que eles podem ser identificados (gênero, espécie ou sorotipo) estão 

se expandindo (GAMMON et al., 2007; YANG e ROTHMAN, 2004). Os métodos baseados 

em qPCR servem não só para detectar micro-organismos contaminantes e patogênicos, mas 

também para evitar perdas econômicas devido a falsos positivos. Além disso, testes com base 

em meios de cultura seletivos, muitas vezes não conseguem detectar certas cepas dentro da 

população-alvo, resultando na subestimação dos números (JUSTÉ et al., 2008). 

Apesar da alta sensibilidade dos métodos qPCR e mPCR, a concentração de micro-

organismos em amostras de alimentos pode estar abaixo do limite de detecção. Um 

enriquecimento anterior é, portanto, comumente necessário, especialmente se o micro-

organismo tem que estar ausente (HANNA et al., 2005). No entanto, os tempos de 

enriquecimento para qPCR são mais curtos do que com outros métodos, devido à maior 

sensibilidade da técnica (MARTÍN et al., 2010). Apesar destas vantagens, ainda existem 

reservas quanto a seu uso rotineiro na análise de alimentos. Certamente, a sua introdução 

plena na indústria de alimentos vai exigir a disponibilidade de forma adequada de pessoal 

treinado, a adaptação dos protocolos descritos na literatura científica para a prática cotidiana 

de análises laboratoriais, e da disponibilidade de reagentes na forma de kits a um preço 

razoável (principalmente se qPCR for usado por laboratórios de processamento de um 

pequeno número de amostras). Até a data, vários kits comerciais foram desenvolvidos para a 

detecção dos principais agentes patogênicos de origem alimentar. A maioria dos desafios 

técnicos encontrados na utilização qPCR com matrizes alimentares foram superados 

(HANNA et al, 2005; LEVIN, 2004). No entanto, comparado com seu uso em testes clínicos 

qPCR e a mPCR, para a detecção de micro-organismos ainda está nos primórdios. O principal 

desafio é testar os diversos tipos de alimentos e o fato de que muitos contêm inibidores de 

PCR. A presença de inibidores deve ser cuidadosamente verificada para garantir a 

quantificação precisa dos micro-organismos alvo. Um dos principais inconvenientes que a 
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indústria de alimentos encontra ao tentar utilizar tecnologias qPCR é que a maioria dos 

métodos disponíveis não foi adaptado às normas International Organization for 

Standardization (ISO) ou American Public Health Association (APHA). É de importância 

vital para a expansão do uso de qPCR e mPCR na indústria de alimentos que ambos os 

métodos, de extração de ácidos nucléicos, de quantificação e de multiplexação, sejam 

validados e padronizados. Entretanto, não podemos considerar a técnica de PCR em tempo 

real, ou outra técnica molecular qualquer que seja uma substituta das técnicas convencionais 

de microbiologia. Porém, as razões pelas quais esta técnica deve ser aplicada, tal qual como 

qualquer outra técnica molecular são a simplicidade, processamento, custo e rapidez. O 

processo de quantificação qPCR poderia servir para ajudar a construir modelos de previsão de 

crescimento microbiano. Estes poderiam ser muito útil na elaboração de protocolos de 

detecção quantitativa, Sistemas HACCP, e ajudar previsão de vida útil (GRAM e 

DALGAWRD, 2002). A metodologia clássica necessita de menos técnica que um PCR, mas 

esta última, além de fácil aprendizagem requer menos tempo para adquirir as competências 

necessárias. Na microbiologia clássica, para se atingir as devidas competências e corretas 

interpretações são necessários muito treino, experiência e conhecimentos prévios em 

microbiologia (ALTEKRUSE et al., 1998). 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia do Leite e Derivados da 

Epamig/Instituto de Laticínios Cândido Tostes e no Laboratório de Genética Molecular Dr. 

Mario Luiz Martinez da Embrapa Gado de Leite, ambos em Juiz de Fora, MG. O experimento 

compreendeu duas fases distintas: 

• 1ª fase: Foi realizada a caracterização microbiológica de derivados lácteos (leite 

condensado, doce de leite e queijo Minas Padrão) utilizando a metodologia 

tradicional; 

• 2ª fase: Foi feita a padronização de reações multiplex utilizando a técnica PCR em 

tempo real para detecção dos patógenos S. enterica var Thyphimurium, S. aureus e L. 

monocytogenes e E. coli O157:H7. 
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4.1 Caracterização microbiológica dos derivados lácteos por metodologia clássica  

 

4.1.1 Amostragem 

 

As amostras foram coletados em supermercados de Juiz de Fora (MG) e também 

diretamente nas indústrias processadoras. Foram  analisados três lotes distintos de dez marcas 

nacionais de leite condensado, oito marcas nacionais de doce de leite e sete marcas nacionais 

de queijo Minas Padrão, produzidos em diferentes Estados do Brasil, perfazendo um total de 

30, 24 e 21 amostras, respectivamente. As amostras de doce de leite e leite condensado foram 

analisadas com no máximo 3 meses de fabricação e as amostras de queijo Minas Padrão com 

20+2 dias de fabricação. Os deterioradores e patógenos pesquisados nos produtos foram: 

mesófilos aeróbios, bolores e leveduras, coliformes a 30ºC e a 45ºC, Staphylococcus spp. 

coagulase positiva e negativa, Salmonella sp. e Listeria  monocytogenes.  

 

4.1.2 Preparo das amostras  

 

As amostras de queijo Minas Padrão, leite condensado e doce de leite foram codificadas 

por letras de acordo com a marca e os lotes. Após a identificação de todas as amostras, 

preparou-se a capela de segurança microbiológica classe II (ESCO Micro Pte Ltda., 

Singapura) para a realização de todas as etapas das análises. A capela foi sanitizada com 

algodão embebido em álcool 70% (v/v) e exposta a 15 minutos de luz ultra violeta de 260 nm 

de comprimento de onda. Sanitizou-se as embalagens com algodão embebido em álcool 70º 

GL e após abertura das mesmas, homogeneizou-se com o auxílio de espátulas estéreis. Todos 

os meios de cultura utilizados foram fabricados pela Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). 

Pesou-se 25 g de amostra em sacos estéreis e adicionou-se 225 mL do diluente estéril 

(água peptonada: 0,1g/100 mL)  e homogeneizou-se vigorosamente em Stomacher Modelo LS 

190 IN (Logen Scientific®, Brasil). Esta foi a diluição 1/10 ou 10-1, a partir da qual, retirou-se 

uma alíquota de 1 mL e passou-se para um novo tubo contendo 9 mL de diluente, fazendo-se 

assim a diluição 10-2 e assim sucessivamente até a diluição 10-5. Feitas as diluições, partiu-se 

para a execução das seguintes análises: contagem padrão em placas de mesófilos aeróbios, 

bolores e leveduras, coliformes a 30ºC e a 45ºC, Staphylococcus spp. coagulase positiva e 

negativa, e pesquisa de Salmonella sp. e L. monocytogenes. Todas as análises foram feitas em 

duplicatas. 
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4.1.3 Contagem padrão em placas de mesófilos aeróbios 

 

Utilizou-se metodologia segundo Standard Methods for the Examination of Dairy 

Products (LAIRD et al., 2004). Transferiu-se 0,1 mL de cada diluição para a superfície de 

placas de Petri estéreis contendo aproximadamente 15 mL de Plate Count Agar. Espalhou-se 

o inóculo por toda a superfície do meio, com uma alça de Drigalski e, após, incubou-se as 

placas invertidas a 32ºC por 48 h. Selecionou-se as placas com 25 a 250 colônias e efetuou-se 

a contagem direta das mesmas. Calculou-se o número de unidades formadoras de colônias 

(UFC) por mililitro da amostra, multiplicando-se o número de colônias em cada placa pelo 

fator de diluição. 

 

4.1.4 Contagem padrão em placas de bolores e leveduras 

 

A metodologia utilizada foi a descrita em Standard Methods for the Examination of 

Dairy Products (FRANK e YOUSEF, 2004). Transferiu-se 0,1 mL de cada diluição para a 

superfície de placas de Petri estéreis contendo aproximadamente 15 mL de Potato Dextrose 

Agar, acidificado até pH em torno de 3,5 com uma solução aquosa de ácido tartárico a 10% 

(m/v). Espalhou-se o inóculo por toda a superfície do meio, com uma alça de Drigalski e, 

após, incubou-se as placas invertidas a 25ºC por 3 a 5 dias. Acompanhou-se o crescimento das 

colônias durante este período e efetuou-se a contagem antes que as mesmas unissem umas as 

outras. Selecionou-se as placas com 10 a 100 colônias e efetuou-se a contagem. Calculou-se o 

número de UFC por mililitro da amostra, multiplicando-se o número de colônias em cada 

placa pelo fator de diluição. 

 

4.1.5 Coliformes a 30ºC 

 

4.1.5.1 Por tubos múltiplos 

 

Seguiu-se a metodologia proposta pela American Public Health Association (APHA) 

incluídas as recomendações do Standard Methods for the Dairy Products (DAVIDSON et al., 

2004) para as análises de leite condensado e doce de leite. Selecionou-se três diluições (10-1, 

10-2 e 10-3) e foi inoculado 1 mL de cada diluição em uma série de três tubos contendo 10 mL 

de Caldo Lauril de Sulfato estéril e após, os tubos foram incubados a 35ºC por 24 h. Em caso 
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negativo (ausência de crescimento e/ou produção de gás), os tubos foram reincubados até 

completar 48 h e foi feita uma nova  leitura. Em caso positivo (crescimento e produção de 

gás), foi transferida uma alçada de cada cultura para tubos contendo Brilliant-green Bile 

Lactose Broth e esses tubos foram incubados a 35ºC por 24 h. Após este período foi 

observado se havia produção de gás. Em caso negativo (ausência de crescimento e/ou 

produção de gás), os tubos foram reincubados até completar 48 h e a leitura foi feita. Anotou-

se o número de tubos com produção de gás e determinou-se o Número Mais Provável 

(NMP)/g  usando uma tabela de NMP (Anexo 1). 

 

4.1.5.2 Por placas  

 

Para as análises das amostras de queijo Minas Padrão utilizou-se a metodologia 

preconizada pela APHA incluídas as recomendações do Standard Methods for the Dairy 

Products (DAVIDSON et al., 2004). Inoculou-se 1 mL de cada diluição da amostra em placas 

de Petri estéreis. Verteu-se o Agar Violeta de Cristal-Vermelho Neutro-Bile. Após a 

homogeneização e solidificação do mesmo, cobriu-se com uma sobre-camada do mesmo 

meio. Incubou-se a 32ºC por 24 h. Contou-se apenas as colônias vermelho púrpuras, com 0,5 

mm ou mais em diâmetro, rodeadas por um halo avermelhado de precipitação de sais biliares. 

Determinou-se o número de UFC/g multiplicando-se o número de colônias típicas pelo 

inverso do fator de diluição. Em caso de colônias duvidosas, estas são confirmadas 

transferindo-se uma alçada de cada colônia suspeita para tubos de caldo Brilliant-green Bile 

Lactose e estes são incubados a 32ºC por 48 h. Os tubos que apresentaram produção de gás e 

ausência de película superficial foram considerados positivos. Nos casos em que houve 

produção de gás e película superficial, submeteu-se a cultura à coloração de Gram e teste de 

oxidase, considerando como coliformes totais todas as culturas de bastonetes Gram negativos 

e oxidase negativos. 

 

4.1.6 Coliformes a 45ºC 

 

4.1.6.1 A partir de coliformes a 30ºC feito por tubos múltiplos  

 

Foi utilizada a metodologia indicada pela APHA para as amostras de leite condensado 

e doce de leite. A partir dos tubos contendo Caldo Lauril Sulfato com presença de gás, 

transferiu-se uma alçada de cada cultura para o Caldo Escherichia coli (EC) e estes foram 
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incubados em banho-maria de circulação NT-248 (Novatécnica, Piracicaba, Brasil) a 45,5ºC 

por 24 h. Após a incubação, examinou-se os tubos para a formação de gás e foi determinado o 

Número Mais Provável (NMP)/g usando uma tabela de NMP (Anexo 1). 

 

4.1.6.2 A partir de coliformes a 30ºC feito por placas  

 

Foi utilizada a metodologia descrita na Norma 73A:1985 da International Dairy 

Federation (FIL-IDF) para as amostras de queijo Minas Padrão. Testou-se a raiz quadrada do 

número de colônias típicas de coliformes crescidas no Ágar Violeta de Cristal-Vermelho 

Neutro-Bile, transferindo-se as colônias para o caldo EC. Os tubos contendo caldo EC foram 

incubados em banho-maria de circulação a 45,5ºC por 24 h. Após a incubação, os tubos foram 

examinados para a formação de gás (confirmação). O número de UFC/g foi determinado 

utilizando a expressão 1. 

 

UFC/g = colônias típicas x fator de diluição x colônias confirmadas           (1) 

colônias isoladas para teste 

 

4.1.7 Staphylococcus spp. coagulase positiva e negativa  

 

Seguiu-se a metodologia proposta pela APHA, incluídas as recomendações do 

Standard Methods for the Dairy Products (HENNING et al., 2004) com adaptações. 

Inoculou-se 0,1 mL de diluições selecionadas da amostra (leite condensado, doce de leite e 

queijo Minas Padrão) em placas contendo Ágar Baird Parker, adicionado de 5% (m/v) de 

emulsão de telurito-gema de ovo a 20% (m/v). Foram inoculados 0,1 mL de cada diluição na 

superfície do meio de cultura. O inóculo foi espalhado com alça de Drigalski e as placas 

foram incubadas a 36ºC por 48 h. Após a incubação, as colônias típicas (pretas ou cinza 

escuras, com 2 mm a 3 mm de diâmetro, lisas, convexas, com bordas perfeitas, rodeadas por 

uma zona opaca  e/ou halo transparente) foram contadas e quando as placas apresentaram 

colônias suspeitas (cinzentas, sem um ou ambos os halos), estas foram contadas 

separadamente. As colônias foram transferidas para o teste de confirmação: cinco colônias 

típicas e/ou atípicas foram transferidas para o Brain Hert Infusion Broth (BHI)  e incubadas a 

36ºC por 24 horas. Fez-se então o teste da coagulase. Transferiu-se 0,2 mL de cada cultura em 

Caldo BHI para tubos de ensaio esterilizados e acrescentou-se 0,5 mL de plasma com EDTA 

Bactident® coagulase. Os tubos foram incubados a 36ºC por 6 h. Examinou-se após 6 horas, a 
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formação de coágulo. Foi feita também a coloração de Gram para confirmação da morfologia 

das colônias. Foram consideradas coagulase positivas, as colônias classificadas como cocos 

em cachos na coloração de Gram e com formação de coágulo firme e organizado no teste da 

coagulase. As colônias que apresentavam cocos em cachos e ausência de coágulo no teste da 

coagulase foram classificadas como coagulase negativas. O número de UFC/g foi 

determinado utilizando a expressão 2. 

 

UFC/g = colônias típicas x fator de diluição x colônias confirmadas           (2) 

colônias isoladas para teste 

 

4.1.8 Salmonella sp.  

 

Para pesquisa de Salmonella sp. seguiu-se a metodologia proposta no Food and Drug 

Administration  (FDA), descrito no Bacteriological Analitycal Manual (BAM) (ANDREWS e 

HAMMACK, 2007). Vinte e cinco gramas da amostra (leite condensado, doce de leite e 

queijo Minas Padrão) foram transferidas para 225 mL de Caldo Lactosado (CL). Após 

homogeneização esta solução ficou na temperatura ambiente por 60 min. Retirou-se 1 mL e o 

pH foi ajustado o mesmo para 6,8 com NaOH 1mol/L ou HCl 1mol/L. Após este 

procedimento, o CL foi reincubado a 37ºC por 24 h. Transferiu-se 0,1 mL do CL para 10 mL 

de Caldo Rappaport-Vassiliadis e 1 mL para 10 mL de Caldo Tetrationato incubando-se o 

primeiro a 42ºC por 24h (em banho com circulação forçada) e o segundo a 37ºC por 24 h. 

Agitou-se os tubos e foram feitas estrias em placas de Ágar Entérico de Hektoen (HE), Ágar 

Bismuto Sulfito (BS) e Ágar Xilose Lisina Desoxilato (XLD). As placas foram incubadas a 

37ºC por 24 h. No Ágar HE as colônias típicas de Salmonella sp. apresentam coloração azul 

esverdeadas com ou sem centro negro. No Ágar BS apresentam coloração cinza, com brilho 

metálico e no Ágar XLD são rosa escuro, com centro preto e uma zona avermelhada 

levemente transparente ao redor. Selecionou-se pelo menos duas colônias típicas de cada 

placa para confirmação preliminar. Inoculou-se colônias suspeitas em tubos contendo Ágar 

Tríplice Açúcar Ferro (TSI) inclinado, por estrias em profundidade e com o mesmo inóculo, 

foi feita estria em Ágar Lisina Ferro (LIA) inclinado. Os tubos foram incubados a 37ºC por 24 

h. Após este período, observou-se a ocorrência de reação típica de Salmonella sp. Em TSI, é 

observado uma rampa alcalina (vermelha e fundo ácido (amarelo), com ou sem produção de 

H2S (escurecimento). Em LIA, é visualizado um fundo e rampa alcalinos (roxo e sem 
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alteração da cor do meio), com ou sem produção de H2S (escurecimento). As culturas foram 

submetidas à confirmação definitiva obedecendo aos seguintes critérios (Quadro 2): 

 

Quadro 2 - Critérios a serem adotados para a confirmação definitiva de Salmonella sp.. 

Reação em LIA Reação em TSI Continuação 
Rampa e fundo alcalinos com ou sem 
H2S (típica) 

Rampa alcalina e fundo ácido com 
ou sem H2S (típica) 

continuar 

Rampa e fundo alcalinos com ou sem 
H2S (típica) 

Rampa e fundo ácidos com ou sem 
H2S (atípica) 

continuar 

Rampa alcalina e fundo ácido, com ou 
sem H2S (atípica) 

Rampa alcalina e fundo ácido com 
ou sem H2S (típica) 

continuar 

Rampa alcalina e fundo ácido, com ou 
sem H2S (atípica) 

Rampa e fundo ácidos (atípica) descartar 

Fonte: SILVA et al., 2010. 
 

Utilizou-se as culturas que apresentaram reação típica no Ágar TSI na realização das provas 

sorológicas e bioquímicas de confirmação. Para os testes bioquímicos utilizou-se o kit API 

20E (BioMeriéux, North Carolina, EUA). Considera-se Salmonella sp., culturas identificadas 

pelo kit e positivas nos testes confirmativos sorológicos flagelar e somático polivalentes. O 

resultado é dado como presença ou ausência em 25 g. 

 

4.1.9 Listeria monocytogenes  

 

Utilizou-se a metodologia recomendada pelo Food and Drug Administration (FDA), 

descrito no BAM (HITCHINS, 2003). Homogeneizou-se 25 g de amostra com 225 mL de 

Caldo de Enriquecimento para Listeria Tamponado (BLEB), contendo piruvato de sódio, mas 

sem os agentes seletivos. O BLEB foi incubado a 30ºC por 4 h, adicionou-se os agentes 

seletivos conforme indicação do fabricante. Após reincubação a 30ºC até completar 48 h, o 

caldo incubado foi estriado na superfície do Ágar Oxford (OXA) e  este foi incubado a 35ºC 

por 24 h a 48 h. Observou-se se houve desenvolvimento de colônias típicas (esféricas, pretas, 

rodeadas por um halo preto de hidrólise de esculina). Em caso de colônias típicas, seleciona-

se pelo menos cinco colônias de cada placa para confirmação. Estria-se cada colônia em uma 

placa contendo o Ágar Tripticase de Soja com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE) para 

purificação. Incuba-se a 30ºC por 24 h a 48 h. As colônias são observadas usando-se uma 

fonte forte de luz branca na parte inferior das placas, posicionadas em um ângulo de 45º em 

relação à fonte de luz. Seleciona -se as colônias azuladas típicas para realização das provas de 

confirmação. Transfere-se a colônia típica para um tubo com Ágar TSA-YE inclinado e um 
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tubo contendo Caldo Tripticase de Soja Extrato de Levedura (TSB-YE), incubando-os a 30ºC 

por 24 h. A partir das culturas em tubos de TSA-YE, realiza-se as provas bioquímicas 

conforme Quadro 3 abaixo.  

 

Quadro 3 - Resultado típico de L. monocytogenes nas provas bioquímicas. 

Provas bioquímicas L. monocytogenes 
Catalase + 
Gram + 
Motilidade + 
Hemólise + 
Fermentação da dextrose + 
Fermentação da xilose - 
Fermentação da rhamnose + 
Fermentação do manitol - 
Fermentação da maltose + 
Hidrólise da esculina + 
 

O resultado é dado como presença ou ausência de L. monocytogenes em 25 g. 

 

4.2 Padronização de reações multiplex utilizando a técnica PCR em tempo real  

 

Esta parte experimental do trabalho compreendeu três etapas: 

• 1ª etapa: Extração e quantificação de DNA de cepas padrões de S. enterica var 

Thyphimurium, S. aureus, E. coli O157:H7 e L. monocytogenes; 

• 2ª etapa: Padronização das reações monoplex; 

• 3ª etapa: Padronização das reações multiplex para a detecção de S. enterica var 

Thyphimurium e S. aureus (Multiplex 1) e de E. coli O157:H7 com L. monocytogenes 

(Multiplex 2). 

 

4.2.1 Cepas  

  

Foram utilizadas seguintes cepas padrão: 

• Salmonella enterica var Thyphimurium IAL 1472, 

• Staphylococcus aureus ATCC 51651, 

• Escherichia coli O157:H7 IAL 1848, 

• Listeria monocytogenes ATCC 19117. 
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As cepas foram gentilmente cedidas pelo Laboratório de Microbiologia do Leite da 

Embrapa Gado de Leite. Estas culturas congeladas foram primeiramente ativadas, semeadas 

em placas de Petri contendo BHI, sendo em seguida incubadas a 35ºC por 24 h, exceto L. 

monocytogenes que foi incubada a 30ºC por 24 h.  

 

4.2.2 Extração de DNA 

 

Uma colônia de cada bactéria isolada em Ágar BHI foi cultivada em 5 mL de Caldo 

BHI e incubada a 30ºC (L. monocytogenes) e 35ºC (demais bactérias) por 18 h. Após a 

incubação, o DNA de cada bactéria foi extraído, utilizando-se o kit Dneasy Blood & Tissue da 

Qiagen, Hilden, Germany (o kit contém coluna DNeasy Mini Spin, Tampões AL, ATL, AW1, 

AW2 e AE, proteinase K) conforme recomendação do fabricante. Abaixo segue a descrição 

da metodologia. 

Para a extração de DNA das cepas padrão, 2 mL do cultivo em Caldo BHI foi 

centrifugado a 5000 x g durante 10 min e o sobrenadante foi descartado. Para extrair o DNA 

das bactérias Gram positivas (S. aureus e L. monocytogenes), ressuspendeu-se o pelete 

bacteriano em 180 µL de tampão de lise enzimática (Tris-HCl pH 8,0 1,0 M, EDTA pH 8,0 

0,5 M, Triton X-100) e 20 µL de lisozima (20 mg/mL). Incubou-se a 37ºC por 30 min e após, 

adicionou-se 25 µL de proteinase K (10 mg/mL) e 200 µL de tampão AL. Após homogeneizar 

em vórtex, incubou-se a 56ºC por 30 min. Para extrair o DNA das bactérias Gram negativas, 

ressuspendeu-se o pelete bacteriano em 180 µL de tampão ATL. Adicionou-se 20 µL de 

proteinase K, homogeneizou-se em vórtex e o microtubo foi incubado a 56ºC por 1 h. 

Adicionou-se 200 µL de tampão AL e a mistura foi homogeneizada. Os procedimentos a 

seguir foram os mesmos tanto para as bactérias Gram positivas quanto para as Gram 

negativas.  

Adicionou-se 200 µL de etanol absoluto. Após homogeneizar em vórtex, transferiu-se 

a mistura para a coluna DNesasy Mini spin e esta foi centrifugada a 8000 x g por 1 min. 

Descartou-se o efluxo e colocou-se a coluna em novo tubo coletor, adicionando-se sobre a 

mesma 500 µL do tampão AW1. Após nova centrifugação a 8000 x g por 1 min, descartou-se 

o efluxo e a coluna foi colocada em novo tubo coletor, adicionando-se sobre a mesma 500 µL 

do tampão AW2. Centrifugou-se a 20000 x g por 3 min, o efluxo foi descartado e a coluna foi 

encaixada em um novo tubo coletor, momento em que foi adicionado 110 µL de tampão AE. 

O microtubo contendo a mistura foi incubado a temperatura ambiente por 1 min e após 

centrifugado a 8000 x g por 1 min, o eluído foi transferido para a coluna novamente repetindo 
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a centrifugação. Após, descartou-se a coluna. Em seguida, o DNA foi imediatamente 

quantificado em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, 

Wilmington, DE, EUA) a 260 nm e logo após, as amostras foram estocadas a -20ºC até o 

momento do uso, quando se ajustou as concentrações de DNA. 

 

4.2.3 PCR em Tempo Real 

 

Os primers e sondas utilizados neste trabalho foram desenhados segundo indicações 

de literatura (Tabela 2). Todos os primers foram sintetizados pela IDT Integrate DNA 

Technologies (Coralville, Iowa, EUA), e as sondas pela Applied Biosystems ™ - by Life 

Technologies™ (Foster City, CA, USA). 

Primeiramente foram realizadas reações monoplex, onde se avaliou a eficiência de 

amplificação de cada bactéria e do Controle Interno de Amplificação (IAC) em separado e, 

posteriormente, foram feitas as reações multiplex, nas quais se avaliou a amplificação de duas 

bactérias simultaneamente. 

 

4.2.4 Padronização da PCR monoplex em tempo real para Salmonella enterica var 

Thyphimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes e IAC 

 

Para uma mistura final de reação de 25 µL, utilizou-se TaqMan Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems ™ – by Life Technologies™) na concentração de 1X (a TaqMan é 

fornecida em uma concentração 2X e contém DNA polimerase AmpliTaq Gold, AmpErase® 

uracil-N-glycosylase - UNG, dNTPs com dUTP, referência passiva - ROX e tampão), 300 nM 

de sonda, diferentes concentrações de primer e quantidades de DNA (Tabela 3). No controle 

negativo foi adicionado todos os componentes da reação exceto o DNA. 
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Tabela 2 - Sequencia dos primers e sondas utilizados no experimento. 

Espécie-alvo Seqüência do primer (5’ - 3’) e da sonda Referência 

F: ATAWATCCGGCGGCCTGATG 

R: TGGTATCGACGCCTTTATCTGAGA 
S. enterica 
 
 VIC-TTACACCGGAGTGGATTAWACGGCTGGG-MGB 

PIKNOVÁ et al. 
(2005) 

F: TGTAGTTTCAWGTCTAWGTAGCTCAGCAW 

R: TGCACTATATACTGTTGGATCTTCAGAW 
S. aureus 
 
 FAM-TGCATCACAWACAGATAWCGGCGTAWATAGAWG-MGB 

SHORTLE, 1983 

F: TTGACCCACACTTTGCCGTAW                         

R: GCGAWAWCTGTGGAWTTGGG 

E.coli O157:H7 

FAM-TGACCGCATCGAWACGCAGCT-MGB 

WANG et al. 
(2007) 

F: CAWAGCGAGAWTGTGGCTATAWATGA 

R: TAWTTTCCGCTGCGCTATCCG 

L. monocytogenes 

VIC-ACCCTGGATGACGACGCTCCACT-MGB 

ORAVCOVÁ et al. 
(2006) 

F: GCAGCCACTGGTAWCAGGAT 

R: GCAGAGCGCAGATACCAWAT 

IAC  

NED-AGAGCGAGGTATGTATGTAGGCGG-MGB 

FRICKER et al. 
(2007) 

 

Tabela 3 - Concentrações de primers e DNA testadas nas reações monoplex. 

Monoplex  Concentração de primer (nM) Quantidade de DNA por reação Concentração 
de sonda (nM) 

S. enterica  50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng  300 

S. aureus 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng   300 

E. coli O157:H7 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng   300 

L. monocytogenes 50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, 200, 250 ng   300 

IAC 50, 100, 200, 300, 400, 500 1, 5, 10, 20, 25, 40, 50 pg, 2, 10 ng  300 
 

As condições de termociclagem da PCR em tempo real foram as mesmas para todo o 

experimento (Quadro 4). 

 

Quadro 4 - Condições da PCR em tempo real 

Termociclagem 
  40 ciclos 

50ºC - 2 min 95ºC - 10 min 95ºC – 0,5 min 
  60ºC - 1 min 
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Cada amostra foi feita em duplicata em placas ópticas de reação de 96 poços, seladas 

com filme adesivo óptico e amplificadas no equipamento ABI Prism 7300 Sequence 

Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os dados obtidos durante a 

reação foram computados como valores de Ct e exportados em planilhas do tipo Excel. 

Após avaliadas as eficiências das reações monoplex  pela expressão 3 e estabelecidas 

as concentrações ótimas de primers, sondas e DNA, prosseguiu-se para padronização de 

reações multiplex PCR em tempo real. 

 

E = (10-1/slope de uma curva padrão - 1) x 100                                     (3) 

 

4.2.5 Padronização da PCR multiplex em tempo real  

 

Definidas as concentrações ótimas de primers e a quantidade de DNA nas reações 

monoplex, prosseguiu-se com as reações multiplex (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Concentrações de primers e DNA utilizadas nas reações multiplex. 

Multiplex Micro-organismo 
Alvo 

Concentração de 
primer (nM) 

Quantidade de 
DNA 

(ng/reação) 

Concentração de 
sonda (nM) 

S. enterica  50  200  300 
1 

S. aureus 100  50  300 

E. coli O157:H7 200  50  300 
2 

L. monocytogenes 100  100  300 

1 e 2 IAC 200  2  300 
 

As condições de termociclagem e volume das reações foram as mesmas das reações 

monoplex. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Perfil microbiológico dos derivados lácteos 

 

5.1.1 Doce de leite 

 

 Das oito marcas analisadas no presente trabalho, perfazendo um total de 24 amostras 

(três lotes distintos), 2 entre as 8 marcas (25%) apresentaram contaminação por micro-

organismos mesófilos aeróbios e 1 entre 8 marcas (12,5%) apresentou além de micro-

organismos mesófilos aeróbios, leveduras e Staphylococcus spp. coagulase negativa. Os 

resultados da contagem média de micro-organismos encontrados nas amostras de doce de leite 

analisados são mostrados na Tabela 5. 

A média da contagem de micro-organismos mesófilos encontrados nas marcas D e E 

foram de 2,8 x 102 UFC/g e 6,8 x 105 UFC/g, respectivamente. As bactérias mesófilas 

multiplicam-se rapidamente em temperatura ambiente (temperatura em que o doce de leite é 

estocado) e nessas condições fermentam a lactose produzindo ácido láctico e outros ácidos 

orgânicos. A marca E apresentou além de alta contagem de mesófilos aeróbios, alta contagem 

de leveduras (2,9 x 105 UFC/g) e de Staphylococcus spp.  coagulase negativa (1,4 x 106 

UFC/g). Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Sousa e 

colaboradores (2002) que analisaram 18 amostras de doces de leite produzidos a partir de leite 

de búfala na Ilha de Marajó no Brasil e isolaram bolores e leveduras em 22,2% das amostras, 

com contagens de até 3,9 Log UFC/g, mas, não encontraram Salmonella sp. e nem S. aureus. 

Timm et al. (2007) analisaram 28 amostras de doce de leite fracionados em porções, para 

serem vendidos a granel, em supermercados na cidade de Pelotas-RS e apenas uma amostra 

apresentou contagem de bolores e leveduras com valores aceitáveis pelas normas brasileiras. 
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Tabela 5 - Perfil microbiológico de amostras de doce de leite (N de amostras = 3; N de lotes distintos = 3). 

Marca Mesófilos  

aeróbios 

(UFC/g) 

Coliformes 

a 30ºC 

(NMP/g) 

Coliformes 

a 45ºC 

(NMP/g) 

Bolores 

 e  

Leveduras  

(UFC/g) 

Staphylococcus 

spp.  coagulase 

negativa 

(UFC/g) 

Staphylococcus 

spp.  coagulase 

positiva 

(UFC/g) 

Salmonella 

sp. em 25g 

Listeria 

monocytogenes 

em 25g 

A < 1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

B < 1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

C < 1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

D  2,8 x 102 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

E 6,8 x 105 < 3,0 < 3,0 2,9 x 105 1,4 x 106 < 1,0 x 101 ausência ausência 

F < 1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

G < 1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

H < 1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

Nota: Os valores da tabela representam a média da contagem nos 3 lotes analisados. 
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Todas as demais apresentaram contagens acima dos limites estabelecidos pela 

legislação (Quadro 1). Bolores e leveduras são importantes indicadores da eficiência de 

práticas de sanitização de ambientes, equipamentos e utensílios durante a produção e 

beneficiamento de alimentos. Além disso, podem estar associados à produção de metabólitos 

tóxicos e deterioração de alimentos (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Segundo Evangelista 

(1994), as leveduras podem alterar muitos produtos lácteos, como queijo, manteiga, doces e 

leites condensados, por sua ação sobre a lactose, resultando na produção de CO2, originando 

um mau odor pelo processo fermentativo além de estufamento da embalagem. Várias espécies 

de leveduras aparecem deteriorando produtos concentrados açucarados, mas, a ocorrência de 

espécies patogênicas de leveduras em alimentos é praticamente desconhecida. 

Nas amostras de doce de leite analisadas neste estudo, não foram encontrados 

coliformes a 30ºC e a 45ºC, Salmonella sp., L. monocytogenes e Staphylococcus spp. 

coagulase positiva. Entretanto, a possibilidade da presença de patógenos em doce de leite não 

pode ser descartada. No estudo citado anteriormente, Timm e colaboradores (2007) isolaram 

além de bolores e leveduras, Salmonella enterica var Thiphymurium de uma das 28 amostras 

de doce de leite de búfala e concluiu que o doce de leite pastoso fracionado nos 

estabelecimentos comerciais, pode ser fonte de micro-organismos patogênicos para humanos, 

o que justifica a adoção de rigoroso controle na inspeção e fiscalização do comércio deste 

alimento. Em um estudo com doce de leite artificialmente inoculados, Hentges et al. (2010) 

recuperaram L. monocytogenes, S. enterica var Thyphimurium, E. coli O157:H7 e S. aureus 

após 30, 30, 5 e 10 dias de inoculação, respectivamente. Considerando-se que no 

processamento do doce de leite, há um aquecimento prolongado do produto, os resultados das 

marcas D e E neste estudo podem revelar falhas na higienização de equipamentos de envase, 

manipulação excessiva no envase e temperatura inadequada de envase. 

A presença de Staphylococcus spp. coagulase negativa em alta contagem (1,4 x 106 

UFC/g) em uma das marcas (E), serve de alerta às autoridades regulamentadoras, pois, no 

Brasil, de acordo com os padrões vigentes, pelo MAPA (Quadro 1), a marca E, mesmo 

apresentando alta contagem de Staphylococcus spp. coagulase negativa, estaria reprovada 

apenas por apresentar bolores e leveduras acima dos limites permitidos. O grupo de 

Staphylococcus spp. coagulase positiva é considerado o maior causador de intoxicação de 

origem alimentar. Entretanto, apesar de muitos autores afirmarem que somente as espécies de 

estafilococos produtoras da enzima coagulase sejam capazes de produzir enterotoxinas 

(PEREIRA et al., 2001), atualmente, sabe-se que espécies de Staphylococcus spp. coagulase 
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negativa também são capazes de produzir enterotoxinas (ANUNCIAÇÃO et al., 1994; 

CARMO et al., 2002; LAMAITA et al., 2005; ORDEN et al., 1992; RAPINI et al., 2005). 

 

5.1.2 Leite condensado 

 

Das 30 amostras analisadas (três lotes distintos de dez marcas) nenhuma apresentou 

coliformes a 30ºC e a 45ºC, Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Staphylococcus spp. 

coagulase positiva. Na Tabela 6 são apresentados os valores para bactérias mesófilas, 

leveduras e Staphylococcus spp. coagulase negativa encontrados nas marcas de leite 

condensado analisadas. Pelos dados encontrados, observou-se uma elevada contagem global 

de bactérias mesófilas (até 5,0 x 105 UFC/g) e Staphylococcus spp. coagulase negativa (até 4,5 

x 105 UFC/g) nas marcas analisadas e 1,3 x 102 UFC/g de leveduras em uma das marcas. 

A contagem padrão em placas logo após sua fabricação é utilizada como indicador da 

qualidade higiênica das instalações, fornecendo também uma noção sobre seu tempo útil de 

conservação. Segundo Landgraf (2008), mesmo que não haja patógenos, um número elevado 

de micro-organismos mesófilos indica que o alimento é insalubre (com exceção dos alimentos 

fermentados) e que houve condição para patógenos se multiplicarem, já que todas as bactérias 

patogênicas de origem alimentar são mesófilas. Na presente pesquisa quantitativa de bactérias 

mesófilas pode-se notar um grande índice de contaminação em 5 de 10 das marcas analisadas 

(50%). Considerando-se que os micro-organismos pesquisados podem ser inativados pelo 

processo de pasteurização, os resultados podem revelar que a higienização dos equipamentos 

foi deficiente. Os altos índices de contaminação por bactérias mesófilas pode ser explicado 

pelo fato do produto ser muito viscoso, o que torna difícil sua remoção dos equipamentos de 

produção e envase, podendo favorecer a formação de biofilmes bacterianos na superfície dos 

equipamentos, recontaminando assim o produto acabado. MARQUES (2005) relata que a 

adesão microbiana ocorre devido à deposição de micro-organismos em uma superfície de 

contato onde se fixam e iniciam o seu desenvolvimento. A formação do biofilme é, conforme 

citação de CABEÇA (2006), uma estratégia de sobrevivência de micro-organismos em um 

ambiente com condições adversas o que provoca uma alteração fenotípica de células 

planctônicas (vida livre) para a forma séssil (aderidas). Quando células existem em um 

biofilme, elas podem vir a ser 10 - 1.000 vezes mais resistentes aos efeitos de agentes 

antimicrobianos químicos, como os desinfetantes utilizados por indústrias processadoras de 

alimentos (BERESFORD et al., 2001). Os biofilmes diminuem a transferência de calor em 

trocadores de calor, o fluxo em tubulações e principalmente tornam-se fontes de 
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contaminação microbiana (GERMANO e GERMANO, 2001). Um procedimento efetivo de 

higienização, em casos de biofilmes precisa solubilizar ou dissolver a matriz de 

exopolissacarídeo do biofilme, para que o agente sanitizante possa ter acesso às células 

viáveis (CHMIELEWSKI e FRANK, 2003).  

Em relação ao leite e seus derivados, SILVA (2006) enfatiza a dificuldade de remoção 

dos resíduos destes produtos, pois são resíduos bastante complexos, compostos de substâncias 

orgânicas (gorduras, proteínas e açúcares) e minerais e que aderem às superfícies dos 

equipamentos e utensílios de forma bastante resistente. A remoção desses resíduos deve ser 

realizada imediatamente após o término do uso de equipamentos e realização de operações, 

para evitar a formação de depósitos persistentes e de difícil remoção. A etapa de 

microcristalização da lactose, na qual se adiciona lactose microcristalina ao leite condensado, 

permanecendo a 30ºC por tempo prolongado (aproximadamente 4h) é um ponto crítico de 

controle devido à temperatura que favorece a multiplicação de bactérias mesofílicas. A lactose 

microcristalina adicionada deve ter excelente qualidade microbiológica para que não 

recontamine o produto acabado. Os tanques de cristalização possuem grandes dimensões o 

que dificulta a inspeção visual, sendo indicado testes rápidos de avaliação da limpeza. O 

envase do leite condensado é outro ponto crítico de controle devido a probabilidade de falhas 

na higienização do equipamento e a não utilização de envase asséptico por algumas indústrias 

processadoras. As embalagens devem ser esterilizadas por flambagem, radiação ou banho de 

peróxido à quente, dependendo do tipo de embalagem utilizada, para garantir a manutenção 

da qualidade microbiológica do produto acabado. 

Staphylococcus spp. coagulase negativa foram encontrados em 4 das 10 marcas 

analisadas (40%), com contagens de até 4,5 x 105 UFC/g. Estes resultados corroboram com 

estudos anteriores do grupo (SÁ et al., 2008; SILVA et al., 2011), em que a contagem de 

Staphylococcus spp. coagulase negativa isolado de 9 entre 27  amostras de leite condensado 

(33,3%), foi de até 6,1 Log UFC/g e de 6 entre 9  marcas de leite condensado (70%), foi de 

até 5,67 Log UFC/g, respectivamente. 
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Tabela 6 - Perfil microbiológico de amostras de leite condensado (N de amostras = 3; N de lotes distintos = 3). 

Marca Mesófilos  

aeróbios 

(UFC/g) 

Coliformes 

a 30ºC 

Coliformes 

a 45ºC 

Bolores 

 e  

Leveduras  

(UFC/g) 

Staphylococcus 

spp.  coagulase 

negativa 

(UFC/g) 

Staphylococcus 

spp.  coagulase 

positiva 

(UFC/g) 

Salmonella 

sp. em 25g 

Listeria 

monocytogenes 

em 25g 

A 2,1 x 105 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 1,8 x 105 < 1,0 x 101 ausência ausência 

B 6,8 x 104 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 5,0 x 104 < 1,0 x 101 ausência ausência 

C <1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 <1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

D <1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 <1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

E 1,4 x 105 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 1,0 x 105 < 1,0 x 101 ausência ausência 

F 5,0 x 105 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 4,5 x 105 < 1,0 x 101 ausência ausência 

G <1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 <1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

H 2,0 x 102 < 3,0 < 3,0 1,3 x 102 <1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

I <1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 <1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

J <1,0 x 101 < 3,0 < 3,0 <1,0 x 101 <1,0 x 101 < 1,0 x 101 ausência ausência 

Nota: Os valores da tabela representam a média da contagem nos 3 lotes analisados. 
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Considerando que enterotoxinas estafilocócicas podem ser produzidas no alimento em 

contagens mínimas de 103 UFC/g (CARMO et al., 2002), torna-se preocupante os resultados 

encontrados neste trabalho. A presença de Staphylococcus em um alimento se interpreta, em 

geral, como um indicativo de contaminação a partir da pele, da boca e das fossas nasais dos 

manipuladores dos alimentos, no entanto equipamentos sujos e as matérias-primas de origem 

animal podem ser fonte de contaminação. 

Quando se encontra um grande número de Staphylococcus em um alimento, significa, 

em geral, que as práticas de limpeza e desinfecção e o controle de temperatura não foram, em 

algum ponto, adequados. Algumas cepas de Staphylococcus spp. são potencialmente 

formadoras de biofilme antes e após a higienização dos equipamentos, podendo representar 

um fator de risco de intoxicação para o consumidor. Uma vez constituídos, os biofilmes agem 

como pontos de contaminação constante, liberando células de micro-organismos patogênicos 

e/ou deterioradores, podendo comprometer, assim, a qualidade microbiológica de matérias-

primas, produtos pré-acabados e acabados (FUSTER-VALLS et al., 2008). 

O biofilme estafilocócico pode comprometer a segurança alimentar do alimento, 

portanto, a contagem desse micro-organismo não deve ser ignorada nas investigações de 

surtos de toxi-infecções alimentares. A legislação brasileira de lácteos precisa ser revista e 

atualizada, pois, continua estabelecendo limites apenas para Staphylococcus spp. coagulase 

positiva, negligenciando o potencial enterotoxigênico de cepas coagulase negativas, assim 

como a possível presença da toxina termoestável (100ºC/30 min)em produtos pasteurizados. 

 

5.1.3 Queijo Minas Padrão 

 

O Queijo Minas Padrão é um produto de grande consumo no Brasil, especialmente no 

estado de MG, entretanto, não existem na legislação brasileira atual, padrões para sua 

inspeção microbiológica. Na Tabela 7 são mostradas as contagens médias de micro-

organismos dos três lotes das sete marcas de queijos Minas Padrão analisadas neste estudo. 

 Todas as amostras de queijo Minas Padrão apresentaram mesófilos aeróbios, bolores e 

leveduras e Staphylococcus spp. coagulase negativa com contagens que chegaram a 2,2 x 107 

UFC/g, 1,3 x 107 UFC/g e 1,0 x 105 Log UFC/g, respectivamente. As altas contagens de 

micro-organismos mesófilos pode ser explicada, em parte, pela adição de fermento lático no 

leite para a fabricação do queijo Minas Padrão. O elevado número de bolores e leveduras e 

Staphylococcus spp. coagulase negativa em 100% das marcas analisadas sugere que os 

queijos foram processados sob condições higiênicas insatisfatórias, comprometendo a vida-
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de-prateleira do produto (uma vez que bolores e leveduras são potenciais deterioradores de 

produtos láticos) e a segurança alimentar dos consumidores, pois, algumas espécies de 

Staphylococcus spp. coagulase negativa são produtoras de toxina podendo causar intoxicações 

alimentares.  

 Staphylococcus spp. coagulase positiva foram encontrados em 57,1% das marcas 

pesquisadas com contagens de até 8,0 x 103 UFC/g. Estes resultados corroboram com os 

resultados encontrados por Melo et al. (2009) em um estudo com 30 amostras de queijo Minas 

Padrão comercializadas em São Luís (MA), em que as contagens médias de bactérias aeróbias 

mesófilas encontradas foram de 5,0 x 106 UFC/g e para os valores obtidos na contagem de 

Staphylococcus coagulase positiva, 6,6% das amostras apresentaram contagens de até >5,0 x 

104 UFC/g. Arruda et al. (2007), ao pesquisarem a ocorrência de Staphylococcus spp. 

coagulase positiva em queijos Minas tipos Frescal e Padrão comercializados nas feiras livres 

de Goiânia (GO), observaram que, para o queijo Minas Padrão, os valores encontrados foram 

de até 2,0 x 105  UFC/g e que essa elevada contagem de Staphylococcus  spp. coagulase 

positiva pode representar perigo para o consumidor. 

O limite permitido pela legislação para queijos similares ao Minas Padrão é de 1,0 x 

103 UFC/g (BRASIL, 1996). Nestas condições, 28,6% das marcas de queijos Minas Padrão 

analisadas neste estudo estariam classificadas como produtos em condições higiênico-

sanitárias insatisfatórias. Além disso, concentrações superiores a 1,0 x 103 UFC/g podem 

propiciar a produção de enterotoxina (PEREIRA et al., 1991), tornando um alimento nestas 

condições, um risco potencial à saúde do consumidor.  

Coliformes totais (30ºC) e termotolerantes (45ºC) foram encontrados em 28,6% das 

marcas analisadas, porém, em baixas contagens, máximo de 1,2 x 103 UFC/g e 6,0 x 102 

UFC/g, respectivamente, considerando que o queijo é um produto muito manipulado. A 

reduzida população desses micro-organismos indica baixo nível de contaminação, 

principalmente de origem fecal ou provável inibição destes devido a produção de ácido lático 

pelas bactérias do fermento. 
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Tabela 7 - Perfil microbiológico de amostras de queijo Minas Padrão (N de amostras = 3; N de lotes distintos = 3). 

Marca Mesófilos  

aeróbios 

(UFC/g) 

Coliformes 

a 30ºC 

(UFC/g) 

Coliformes 

a 45ºC 

 (UFC/g) 

Bolores 

 e  

Leveduras  

(UFC/g) 

Staphylococcus 

spp.  coagulase 

negativa 

(UFC/g) 

Staphylococcus 

spp.  coagulase 

positiva 

(UFC/g) 

Salmonella 

sp. em 25g 

Listeria 

monocytogenes 

em 25g 

A 2,2 x 107 <1,0 x 101 <1,0 x 101 2,2 x 104 7,0 x 102 1,0 x 101 ausência ausência 

B 2,1 x 106 <1,0 x 101 <1,0 x 101 3,3 x 102 1,0 x 105 7,5 x 103 ausência ausência 

C 1,0 x 106 <1,0 x 101 <1,0 x 101 6,0 x 103 1,0 x 102 <1,0 x 101 ausência ausência 

D 6,0 x 106 7,0 x 101 <1,0 x 101 2,5 x 102 8,0 x 104 7,5 x 103 ausência ausência 

E 2,3 x 104 <1,0 x 101 <1,0 x 101 1,3 x 107 1,0 x 102 <1,0 x 101 ausência ausência 

F 1,1 x 105 1,0 x 103 5,9 x 102 2,3 x 102 2,3 x 102 1,0 x 102 ausência ausência 

G 2,0 x 103 1,1 x 103 6,0 x 102 3,0 x 102 1,0 x 101 <1,0 x 101 ausência ausência 

Nota: Os valores da tabela representam a média da contagem nos 3 lotes analisados. 
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Salmonella sp. e L. monocytogenes não foram detectadas em nenhuma das amostras. A 

presença de bactérias láticas em queijos Minas Padrão pode ter contribuído para a baixa 

contagem de coliformes e ausência de Salmonella spp. e L. monocytogenes por exclusão 

competitiva, além da condição estressante advinda do processamento e estocagem a que o 

alimento é submetido (FLOWERS et al., 1992 apud ALMEIDA et al., 2003; SHARP, 1981). 

 

5.2 Padronização de reações multiplex PCR em tempo real 

 

Os procedimentos que consomem tempo para identificação de sorotipos de patógenos 

nos métodos tradicionais podem ser substituídos por uma PCR, que tem sido cada vez mais 

usada. Essa técnica usada para multiplicar milhões de vezes um único fragmento de DNA em 

poucas horas, aumenta a sensibilidade e especificidade dos exames, a repetibilidade dos 

diagnósticos, permitindo um resultado mais rápido que os métodos tradicionais de 

identificação de micro-organismos. A combinação de dois ou mais pares de primers numa 

mesma reação melhora a eficiência e especificidade de detecção. A concentração de primers é 

um parâmetro crítico para o sucesso da PCR em tempo real. Se todos os primers da reação se 

anelam com igual eficiência, eles podem ser usados na mesma concentração, caso contrário, 

há que se estabelecer previamente a melhor concentração para cada par de primer a ser 

utilizado.   

Neste experimento, variou-se a concentração de primers e de DNA bacteriano de 

cepas padrão e, assim foram padronizadas as reações monoplex (Figura 9). Sob as mesmas 

condições de PCR, vários ensaios foram feitos utilizando-se as cepas padrão de Salmonella 

enterica var Thyphimurium IAL 1472, Staphylococcus aureus ATCC 51651, Escherichia coli 

O157:H7 IAL 1848,  Listeria monocytogenes ATCC 19117.  
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Figura 9 - Perfil de amplificação da reações monoplex de PCR em tempo real. a) Listeria 

monocytogenes ATCC 19117, b) Staphylococcus aureus ATCC 51651, c) Escherichia coli 

O157:H7 IAL 1848,  d) Salmonella enterica var Thyphimurium IAL 1472. 

 

Como mostra a Figura 9, as reações monoplex contendo DNA, sonda e o par de primer 

desenhados para cada uma das bactérias, funcionaram bem. A curva de amplificação 

ultrapassou o limiar de detecção do equipamento (threshold - linha verde) indicando a 

amplificação dos produtos esperados. Deste modo, após o cálculo da eficiência da reação 

estabeleceu-se as melhores concentrações de primer e DNA para cada bactéria (Tabela 4).  

Posteriormente, foram testadas duas reações multiplex (multiplex 1, misturando os 

primers de IAC, Salmonella enterica var Thyphimurium e S. aureus e multiplex 2, misturando 

os primers de IAC, E. coli O157:H7 e L. monocytogenes), porém, apenas o multiplex 1 foi 

eficiente (Figura 10). Para multiplex 2 não foi obtido nenhum produto de amplificação. 
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Figura 10 - Perfil de amplificação do Multiplex 1 - Salmonella enterica/Staphylococcus 

aureus/IAC.  

 

Ao se misturar os pares de primers, sondas e DNA de S. enterica, S. aureus e IAC 

(multiplex 1) com o DNA de outras bactérias (L. monocytogenes e E. coli O157:H7) para 

testar a especificidade da reação multiplex, obteve-se o resultado esperado, pois, somente as 

espécies-alvo apresentaram produto de amplificação (Tabela 8).  

O multiplex 1 apresentou positividade na amplificação e especificidade na detecção 

dos patógenos alvo, pois, não houve inibição de amplificação (falso-negativo) e nem 

amplificação inespecífica (falso-positivo). A repetibilidade dos resultados foi observada uma 

vez que foram realizadas quatro repetições do multiplex 1 em duplicata, sob as mesmas 

condições laboratoriais.  

 A possibilidade de se amplificar pequenos fragmentos de DNA pela técnica molecular 

é especialmente importante quando se pesquisa patógenos como Salmonella sp. e L. 

monocytogenes, que podem estar viáveis mas não cultiváveis por terem sofrido algum tipo de 

injúria celular (pH baixo do meio, baixa atividade de água, tratamento térmico sub-letal). Na 

metodologia clássica há necessidade de uma etapa de pré-enriquecimento e enriquecimento 

seletivo da amostra com o objetivo de recuperar as células injuriadas do micro-organismo e 

inibir a microbiota acompanhante. 
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Tabela 8 - Amplificação de DNA das bactérias no multiplex 1. 

Multiplex 1 Alvo (par de primer + sonda presentes na reação) 

DNA S. enterica S. aureus IAC 

SAL+PUC 18 + - + 

AUR+ PUC 18 - + + 

LIS+ PUC 18 - - + 

ECO+ PUC 18 - - + 

SAL+AUR+ PUC 18 + + + 

SAL+ECO+ PUC 18 + - + 

SAL+LIS+ PUC 18 + - + 

AUR+ECO+ PUC 18 - + + 

AUR+LIS+ PUC 18 - + + 

LIS+ECO+ PUC 18 - - + 

SAL+AUR+LIS+ PUC 18 + + + 

SAL+AUR+ECO+ PUC 18 + + + 

AUR+LIS+ECO + PUC 18 - + + 

ECO+ SAL+LIS+ PUC 18 + - + 

SAL+AUR+ECO+LIS+PUC 18 + + + 

PUC 18 - - + 

CN - - - 

Nota: (+) amplificou; (-) não amplificou; SAL = S. enterica; AUR = S.aureus; ECO = E. coli 
O157:H7; LIS = L. monocytogenes.  
 
Uma das vantagens da metodologia molecular em relação à clássica é a eliminação destas 

etapas preliminares de enriquecimento e a alta especificidade das reações, pois, os primers e 

as sondas são desenhados para anelarem em segmentos específicos de DNA dentro de cada 

espécie. No multiplex 1, cepas padrão de S. aureus  e Salmonella enterica var Thyphimurium 

foram detectados simultaneamente em menos de 24 h (considerando a extração de DNA, 

diluição e realização da PCR em tempo real. Pela metodologia clássica, para se obter a 

confirmação da presença destes patógenos levaria 4 e 7 dias, respectivamente. 

No multiplex 2, contendo os primers, sondas e DNA de IAC, L. monocytogenes e E. 

coli O157:H7, não foi verificada a amplificação dos produtos esperados, mesmo após diversos 

ensaios de otimização da reação, variando-se as concentrações dos primers.  
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Figura 11 - Perfil de amplificação do Multiplex 2 - L. monocytogenes/E. coli O157:H7/IAC.  

 

Assim, um protocolo de PCR monoplex para E. coli O157:H7 e L. monocytogenes foi 

estabelecido, entretanto, quando em multiplex, os primers parecem interagir uns com os 

outros, inibindo a amplificação. Em um dos ensaios, onde se retirou os primers do IAC para 

verificar sua interferência na amplificação de L. monocytogenes e E. coli O157:H7, não foram 

observados produtos de amplificação levando a suposição de que os primers de L. 

monocytogenes inibem a amplificação da E. coli O157:H7 e vice-versa.  

Em outro ensaio, foram testados os primers de L. monocytogenes e do IAC em uma 

reação para verificar a influência dos primers do IAC sobre os primers de L. monocytogenes. 

Verificou-se que os primers do IAC e de  L. monocytogenes interagem entre si inibindo um ao 

outro. 

 Realizou-se então uma reação para testar a influência dos primers do IAC sobre os 

primers de E. coli O157:H7, misturando-se primers de ambos e observou-se inibição da 

amplificação. Em reações multiplex pode haver a formação de dímeros de primers (estruturas 

diméricas indesejáveis de anelamento entre os primers), com maior força de interação, 

reduzindo a eficiência da interação dos mesmos com o DNA-alvo. Esta é a maior dificuldade 

em se trabalhar com reações multiplex. Elizaquível e Aznar (2008) apresentaram um PCR 

multiplex em tempo real para a detecção de E. coli O157: H7, Salmonella spp. e S. aureus, 

usando SYBR Green e posteriormente, TaqMan. Ambos foram igualmente sensíveis (103 

UFC/g) em detectar estes patógenos nas amostras de vegetais minimamente processados 
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inoculados artificialmente, porém, estes micro-organismos devem estar ausentes em alimentos 

processados, necessitando portanto, de se otimizar a sensibilidade deste multiplex. Suo et al. 

(2010) em um estudo com carne moída contaminada artificialmente foi capaz de detectar 

simultaneamente Salmonella sp., Escherichia coli O157 e L. monocytogenes utilizando um 

multiplex PCR em tempo real com uma sensibilidade de detecção <18 UFC/10 g carne moída. 

Kawasaki et al. (2010) desenvolveram um multiplex PCR em tempo real usando sondas 

fluorescentes para detectar e quantificar Salmonella sp, L. monocytogenes e E. coli O157:H7 

em amostras de carne de porco moída, porém, a sensibilidade de detecção para este método 

foi de 2,0 x 102 UFC/mL para cada patógeno. Omiccioli et al. (2009) desenvolveram um 

multiplex PCR em tempo real para a detecção simultânea Salmonella spp, Listeria 

monocytogenes e Escherichia coli O157 no leite cru com inclusividade e exclusividade de 

100% cada, com um limite de detecção de 1 UFC/25 mL para cada patógeno. Segundo os 

autores, o ensaio representa uma abordagem alternativa para a detecção qualitativa das 

espécies citadas, ajudando na rastreabilidade de várias amostras de leite, reduzindo o tempo 

de resposta e a carga de trabalho.  
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6 CONCLUSÕES 

 

• Concluiu-se que os principais micro-organismos contaminantes do doce de leite e do 

leite condensado são os mesófilos aeróbios, leveduras e Staphylococcus spp. coagulase 

negativa, comprovando que a baixa atividade de água dos produtos e as intensidades 

dos tratamentos térmicos não são suficientes para inibir o crescimento destes micro-

organismos; 

• No queijo Minas Padrão, além de altas contagens de mesófilos aeróbios, também 

foram encontradas altas contagens de bolores e leveduras e Staphylococcus spp. 

coagulase positiva e negativa, o que reforça a necessidade da criação de um 

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade específico para este produto para que 

auxilie nos programas de qualidade e na formação de profissionais capacitados; 

• A elevada contagem de micro-organismos mesófilos, bolores e leveduras e bactérias 

do gênero Staphylococcus detectada nos produtos indica deficiência nos 

procedimentos de higienização de equipamentos de envase e tanques de 

microcristalização (no caso de leite condensado) e sugere a necessidade de melhorias 

higiênico-sanitárias em todo o fluxograma de fabricação destes derivados lácteos; 

• Foi padronizada uma reação multiplex PCR em tempo real com culturas puras de 

Salmonella enterica var Thyphimurium e Staphylococcus aureus. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Na pesquisa bibliográfica não foram encontrados trabalhos que testaram a técnica 

multiplex PCR em tempo real para produtos com as características do leite condensado e do 

doce de leite. A continuação deste trabalho irá contribuir com a busca por validação da 

metodologia PCR em tempo real aplicada para derivados lácteos. O próximo passo do nosso 

grupo de pesquisa será a aplicação do multiplex padronizado neste estudo às amostras dos 

derivados lácteos (leites condensados, doce de leite e queijo Minas Padrão e de Coalho), 

avaliando sua especificidade e sensibilidade e incluir o uso de EMA (brometo de etídeo 

monoazida), para impedir a amplificação de DNA de bactérias não viáveis. Novos primers 

para o multiplex 2 serão desenhados para a padronização deste. 
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ANEXO 

Tabela NMP. Número Mais Provável (NMP) e intervalo de confiança a nível de 95% de 

probabilidade, para diversas combinações de tubos positivos em série de três tubos. 

Quantidade inoculada da amostra: 0,1 - 0,01 e 0,001g ou mL 

(continua) 
Intervalo de 

confiança 

(95%) 

Intervalo de 

confiança 

(95%) 

Combinação 

de tubos + 

NMP/g ou 

mL 

Mínimo       Máximo 

Combinação 

de tubos + 

NMP/g ou 

mL 

Mínimo       Máximo 

0-0-0 <3,0 -                             9,5    2-2-0 21 4,5                          42    

0-0-1 3,0 0,15                       9,6 2-2-1 28 8,7                          94 

0-1-0 3,0 0,15                        11 2-2-2 35 8,7                          94 

0-1-1 6,1 1,2                          18  2-3-0 29 8,7                          94  

0-2-0 6,2 1,2                          18 2-3-1 36 8,7                          94 

0-3-0 9,4 3,6                          38 3-0-0 23 4,6                          94 

1-0-0 3,6 0,17                        18 3-0-1 38 8,7                        110 

1-0-1 7,2 1,3                          18 3-0-2 64 17                         180 

1-0-2 11 3,6                          38 3-1-0 43 9                           180 

1-1-0 7,4 1,3                          20 3-1-1 75 17                         200 

1-1-1 11 3,6                          38 3-1-2 120 37                         420 

1-2-0 11 3,6                          42 3-1-3 160 40                         420 

1-2-1 15 4,5                          42 3-2-0 93 18                         420 

1-3-0 16 4,5                          42 3-2-1 150 37                         420 

2-0-0 9,2 1,4                          38 3-2-2 210 40                         430 

2-0-1 14 3,6                          42 3-2-3 290 90                      1.000 

2-0-2 20 4,5                          42 3-3-0 240 42                      2.000 

2-1-0 15 3,7                          42 3-3-1 460 90                      4.100 

2-1-1 20 4,5                          42 3-3-2 1.100 180                    4.100 

2-1-2 27 8,7                          94 3-3-3 >1.100 420                          - 

Fonte: Bacteriological Analytical Manual (Blodgett, 2006).  

 


