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Resumo 
 

 
SILVA, Julia Rosin da. Caracterização fenotípica de Staphylococcus aureus 
isolados de alimentos de origem animal e de outras fontes relacionadas. 2019. 
39f. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2019.  

 
As bactérias agrupadas em biofilmes geralmente são mais resistentes a diferentes 
condições ambientais. A permanência e o comportamento de um micro-organismo 
em um alimento são determinados por fatores intrínsecos e extrínsecos relacionados 
ao alimento, os quais podem influenciar também a formação de biofilme. Além disso, 
isolados de S. aureus podem apresentar resistência a antibióticos, dentre eles a 
meticilina. O objetivo do presente estudo foi caracterizar fenotipicamente isolados de 
S. aureus provenientes de leite cru bovino e de diferentes pontos do fluxograma de 
abate de suínos, de modo a avaliar a capacidade de formação de biofilme e fatores 
que podem influenciar essa capacidade, comportamento da bactéria no ambiente 
propiciado pelos alimentos e sua sensibilidade antimicrobiana à meticilina. Foram 
utilizados 28 isolados de S. aureus, sendo sete provenientes de leite cru bovino e 21 
relacionados a suínos. Os isolados foram avaliados quanto à capacidade de 
produção de biofilme em placas de microtitulação. Também foi verificada a 
capacidade de produção de biofilme por alguns isolados não formadores e fortes 
formadores de biofilme após serem submetidos a diferentes tipos de estresse 
subletal (42ºC, 4ºC, pH 5,0 e 5% de NaCl). O comportamento de S. aureus em 
alimentos foi testado através da contaminação experimental em lombo suíno e leite 
integral UHT. Ainda, foi avaliada a sensibilidade dos isolados à meticilina pelo teste 
de disco-difusão. Dos isolados testados, 57,1% (16/28) foram capazes de formar 
biofilme, sendo 85,7% (6/7) oriundos de leite e 47,6% (10/21) de suínos. Dos três 
isolados previamente classificados como fortes formadores de biofilme, a maioria 
manteve essa capacidade após submetidos aos diferentes tipos de estresse 
subletal. Já em relação aos três isolados não formadores de biofilme testados, 
apenas um manteve-se inalterado e os outros tornaram-se fracos formadores na 
maioria dos estresses, exceto um dos isolados, o qual passou a ser moderado 
formador de biofilme quando exposto ao estresse pelo calor e salinidade. A 
verificação da capacidade de sobrevivência e multiplicação de S. aureus em 
alimentos, demonstrou que tanto os isolados provenientes de leite cru bovino quanto 
os de carcaças de suínos foram capazes de sobreviver durante cinco dias em leite 
UHT e carne suína sob refrigeração, porém, não se multiplicaram. Em relação a 
sensibilidade à meticilina, 42,9% (12/28) dos isolados foram classificados como 
resistentes e, desses, 85,7% (6/7) eram isolados de leite e 28,6% (6/21) de suínos. 
Os resultados obtidos ampliam o conhecimento a respeito das características de S. 
aureus, assim, torna-se possível a adoção dos procedimentos apropriados para 
evitar a multiplicação de S. aureus em alimentos. 
 
Palavras-chave: biofilme; estresse subletal; contaminação experimental; meticilina 



 

Abstract 
 

 
SILVA, Julia Rosin da. Phenotypic characterization of Staphylococcus aureus 
isolated from food of animal origin and other related sources. 2019. 39f. 
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2019.  
 
Bacteria grouped in biofilms are generally more resistant to different environmental 
conditions. The permanence and behavior of a microorganism in a food are 
determined by intrinsic and extrinsic factors related to food, which can also influence 
biofilm formation. In addition, S. aureus isolates may be resistant to antibiotics, 
including methicillin. The objective of the present study was to characterize 
phenotypically isolates of S. aureus from bovine raw milk and from different points of 
the swine slaughterhouse flowchart in order to evaluate the capacity of biofilm 
formation and factors that may influence this ability, bacterial behavior in the food 
environment and its antimicrobial susceptibility to methicillin. Twenty-eight S. aureus 
isolates were used, seven of which were derived from bovine raw milk and 21 from 
swine. The isolates were evaluated for biofilm production capacity in microtiter plates. 
The biofilm production capacity was also verified by some non-forming isolates and 
strong biofilm builders after subjecting them to different types of sublethal stress 
(42ºC, 4ºC, pH 5,0 and 5% NaCl). The behavior of S. aureus in food was tested 
through experimental contamination in pork loin and UHT whole milk. Furthermore, 
the sensitivity of the isolates to methicillin was assessed by the disc-diffusion test. Of 
the isolates tested, 57,1% (16/28) were able to form biofilm, 85,7% (6/7) from milk 
and 47,6% (10/21) from pigs. Of the three isolates previously classified as strong 
biofilm builders, most maintained this ability after being submitted to different types of 
sublethal stress. Concerning the three non-biofilm-forming isolates tested, only one 
remained unchanged and the others became weak formers in most of the stresses, 
except one of the isolates, which became a moderate biofilm-forming agent when 
exposed to stress by heat and salinity. The verification of the survival and 
multiplication capacity of S. aureus in food showed that both isolates from bovine and 
porcine raw milk were able to survive for five days in UHT milk and pork under 
refrigeration. have multiplied. Regarding the sensitivity to methicillin, 42,9% (12/28) of 
the isolates were classified as resistant, and of these, 85,7% (6/7) were isolated from 
milk and 28,6% (6/21) from swine. The results obtained increase the knowledge 
about the characteristics of S. aureus, thus, it is possible to adopt the appropriate 
procedures to avoid the multiplication of S. aureus in foods. 
 
Keywords: biofilm; sublethal stress; experimental contamination; methicillina 
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1 Introdução  

 

O leite bovino apresenta na sua composição elevada quantidade de nutrientes 

essenciais à saúde humana e, além disso, é fonte de renda para os diferentes 

segmentos da sua cadeia produtiva (RIBEIRO, 2008). No primeiro trimestre do ano 

de 2018, a aquisição de leite cru por estabelecimentos que atuam sob inspeção 

sanitária foi de 6 bilhões de litros de leite, o que demonstra o primeiro aumento após 

três anos de quedas consecutivas entre os primeiros trimestres. O volume do 

produto foi 2,4% maior que o obtido no mesmo período em 2017. O Rio Grande do 

Sul ocupa o segundo lugar da aquisição nacional de leite, sendo o primeiro lugar 

ocupado por Minas Gerais (IBGE, 2018). 

 Paralelamente à sua importância, o leite bovino constitui um meio propício 

para o desenvolvimento de micro-organismos indesejáveis, como os patogênicos e 

os deteriorantes. Esse fato está relacionado a fatores intrínsecos desse alimento, 

como pH, concentração de sal e atividade da água (TEUBER, 1992; NECIDOVÁ et 

al., 2009).  

O leite bovino não submetido a pasteurização, ou inadequadamente 

submetido a esse tratamento térmico, pode tornar-se um veículo potencial para a 

transmissão de diferentes patógenos veiculados por alimentos, dentre eles, 

Staphylococcus aureus (KADARIYA et al., 2014). Esse micro-organismo pode 

contaminar o leite a partir de glândulas mamárias de vacas com mastite 

estafilocócica clínica ou subclínica, por contaminação durante o manuseio do leite 

cru, bem como pelo mau armazenamento do produto na propriedade rural 

(LEJEUNE e RAJALA-SCHULTZ, 2009).  

A proteína animal mais produzida e consumida no mundo é a carne suína, 

seguida da carne de frango e carne bovina. O consumo anual total de carne suína 

pelos diversos países do mundo é de aproximadamente 110,1 milhões de toneladas. 

O Brasil é o quinto maior consumidor de carne suína, bem como o quarto maior 

produtor e exportador dessa carne e, de acordo dados divulgados em outubro de 

2017, houve um crescimento da produção mundial em torno de 1% se comparado a 

2016 (USDA, 2017).  
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A carne suína é constituída em média de 75% de água, 22,8% de proteína, 

1,2% de gordura e 1,0% de minerais, além de ser uma excelente fonte de vitaminas 

hidrossolúveis do grupo B, como tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), 

piridoxina (B6) e cobalamina (B12), bem como zinco, potássio, ferro e magnésio 

(ROÇA, 2008). No entanto, devido ao seu alto teor de umidade e nutrientes, a carne 

suína e seus derivados são importantes veículos de transmissão de bactérias 

patogênicas, podendo causar Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) (PARDI et 

al., 2006). 

As DTA são causadas pela ingestão de alimentos contaminados, 

principalmente por micro-organismos patogênicos ou suas toxinas e constituem um 

grave problema de saúde pública. Essas doenças resultam em sintomas que cursam 

com náusea, vômito, dores abdominais, diarreia, e, em casos mais graves, 

septicemias e morte, principalmente em pacientes imunossuprimidos (BRASIL, 

2001). Segundo dados do Sistema Único de Saúde do Ministério da Saúde, de 2000 

a 2017 ocorreram 239.164 casos de doentes acometidos por DTA no Brasil (SUS, 

2018), dentre elas, intoxicações causadas por S. aureus. 

Staphylococcus spp. são micro-organismos que podem estar presentes na 

água, solo, trato respiratório, pele e transitoriamente no trato gastrointestinal do 

homem e de outros animais, incluindo os suínos (JAY, 2000). A espécie 

Staphylococcus aureus está comumente presente na pele e fossas nasais de 

humanos saudáveis, os quais estão entre seus principais reservatórios 

(BANNERMAN et al., 2003). Na indústria de alimentos, os manipuladores portadores 

de S. aureus podem se tornar importantes fontes de contaminação para os produtos 

(LANCETTE et al.,1992; ASPERGER, 1994; FRANCO e LANGRAF, 2005; 

GUTIÉRREZ et al., 2012).  

No fluxograma de abate de suínos, a contaminação por micro-organismos 

patogênicos, como S. aureus, pode ocorrer através do próprio animal (KHANNA et 

al., 2008), ou ainda, pode estar associada à contaminação cruzada pela 

manipulação das carcaças suínas por humanos portadores assintomáticos da 

bactéria (PODPECAN et al., 2007). 
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As bactérias do gênero Staphylococcus pertencem à família 

Staphylococcaceae, são cocos Gram-positivos com diâmetro entre 0,5 a 1,5 μm, que 

podem estar dispostos aos pares, em cadeias curtas ou agrupados de forma 

semelhante a cachos de uva e são, na sua maioria, anaeróbios facultativos (QUINN, 

2005; SCHLEIFER e BELL, 2010; GERMANO e GERMANO, 2015). Esses micro-

organismos são capazes de se multiplicar em temperaturas entre 7 e 48°C, com 

crescimento ótimo entre 30 e 37°C, e de produzir enterotoxinas termorresistentes 

entre 10 e 48°C, com temperatura ótima para produção entre 40 e 45°C (FRANCO e 

LANGRAF, 2005).  

O gênero Staphylococcus compreende 52 espécies e 28 subespécies (LPSN, 

2017), as quais podem ser caracterizadas como coagulase negativa ou positiva, de 

acordo com a capacidade de produzir a enzima coagulase e converter o fibrinogênio 

em fibrina, evitando a ação fagocitária no local de infecção (QUINN, 2011; 

HENNEKINNE et al., 2012). Dentre as espécies coagulase positiva, S. aureus é a 

mais frequentemente associada a surtos de intoxicação alimentar, devido a 

capacidade de várias cepas produzirem enterotoxinas (OMOE et al., 2005; 

GERMANO e GERMANO, 2015), seguida de S. intermedius e S. hyicus, também 

produtores de enterotoxinas, mas em menor proporção (BECKER et al., 2001).  

A ingestão de enterotoxinas estafilocócicas pré-formadas nos alimentos por 

cepas enterotoxigênicas de S. aureus resulta em intoxicação alimentar (FRANCO e 

LANGRAF, 2005). Essas enterotoxinas são proteínas de baixo peso molecular, 

hidrossolúveis e resistentes às ações proteolíticas de enzimas presentes no sistema 

digestivo, permanecendo ativas após a ingestão (FRANCO e LANGRAF, 2005). São 

produzidas e liberadas no alimento durante a multiplicação de Staphylococcus spp., 

e são termorresistentes devido à presença de proteínas compactadas e não 

hidratadas em sua estrutura molecular, portanto, uma vez formadas, não são 

eliminadas durante o processamento térmico dos alimentos (CARMO et al., 2002). A 

quantidade de 100 ng a 1 μg de toxina, quando ingerida, já é suficiente para causar 

a doença em indivíduos saudáveis (BERGDOLL, 1990).  

A intoxicação causada por S. aureus no ser humano é caracterizada pela 

presença de sinais clínicos que cursam com náuseas, vômito e dores abdominais, 

com ou sem diarreia, e pelo início súbito, que ocorre normalmente de duas a oito 

horas após a ingestão do alimento contaminado. A doença é geralmente 

autolimitante, com resolução dos sinais clínicos em 24 a 48 horas após o início dos 
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sintomas. Porém, essa enfermidade pode tornar-se grave quando acomete crianças, 

idosos e imunossuprimidos, sendo necessária hospitalização em alguns casos 

(TRANTER, 1990; BALABAN, 2000; MURRAY, 2005).  

 De acordo com dados do Sistema Único de Saúde do Ministério da Saúde, S. 

aureus é o 3º agente etiológico mais envolvido em surtos alimentares no Brasil 

(SUS, 2018). A maioria dos surtos possivelmente se deve ao manejo inadequado de 

alimentos na indústria ou nos domicílios (WU et al., 2016).  

S. aureus pode apresentar capacidade de formar biofilme em diferentes 

superfícies, tanto em superfícies orgânicas, como mucosas de vários tecidos, quanto 

inorgânicas (HONARY et al., 2014), como em superfícies de equipamentos utilizados 

nas indústrias de alimentos (SANTOS, 2009; LEE et al., 2014; COSTA et al., 2016). 

O biofilme bacteriano é uma comunidade de micro-organismos sésseis embebidos 

em uma matriz extracelular formada por exopolissacarídeos, que se aderem a uma 

determinada superfície formando uma camada espessa, na qual os micro-

organismos continuam a se multiplicar (PARIZZI, 1998; DONLAN e COSTERTON, 

2002). Na indústria de alimentos, como no processamento de carnes e produtos 

lácteos, a formação de biofilme é preocupante, tendo em vista que a lavagem e a 

sanitização podem não garantir a eliminação completa dos micro-organismos 

(VIANA, 2006). Uma vez formados, os biofilmes atuam como fontes de 

contaminação constante, liberando células das bactérias que o estão constituindo, 

podendo comprometer a qualidade microbiológica dos alimentos (FUSTER-VALLS 

et al., 2008). 

A estrutura do biofilme confere a permanência bacteriana sobre as diferentes 

superfícies, auxiliando a manutenção das células unidas. Com isso, há possibilidade 

de ocorrer comunicação entre elas, a qual é denominada quorum sensing (SHI et al., 

2014). No mecanismo de quorum sensing ocorre a produção e liberação de 

moléculas de sinalização para o meio, o que resulta na expressão de diversos genes 

bacterianos (ROMERO et al., 2012). Essa comunicação desempenha um importante 

papel na adesão celular, conferindo uma maior proteção ao biofilme (ANTUNES, 

2003). As células bacterianas no biofilme são envoltas por uma matriz extracelular 

autoproduzida, composta basicamente de material polissacarídico, o qual representa 

mais de 90% da massa do biofilme (BEZERRA et al., 2009).  

Os micro-organismos agrupados em biofilmes geralmente sofrem menos a 

ação de estresses ambientais (COSTERTON et al., 1987). Portanto, quando 
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submetidos a estresse térmico, alterações de pH, choques osmóticos, radiações 

ultra-violeta, força mecânica ou a processos de sanitização, podem manter-se 

viáveis em determinada superfície, tendo em vista que o biofilme pode oferecer 

proteção contra esses fatores (CHAVANT et al., 2007).   

Condições intrínsecas do alimento como pH, salinidade, atividade de água, 

bem como fatores ambientais, dentre eles umidade e temperatura de estocagem, 

podem influenciar na permanência e comportamento do micro-organismo no 

alimento. Além disso, essas condições podem resultar na formação de biofilme, 

devido a exposição da bactéria a fatores de estresse (JEFFERSON, 2004). Em 

relação a indústria de alimentos, mostra-se essencial identificar condições sob as 

quais S. aureus é capaz de sobreviver, se multiplicar e formar biofilme. Portanto, é 

de extrema importância o conhecimento a respeito da capacidade microbiana de 

formar biofilme, bem como da influência de codições intrínsecas e extríncecas nessa 

capacidade e no comportamento do micro-organismo no alimento. 

A resistência bacteriana a antimicrobianos constitui um sério problema clínico 

e de saúde pública. O tratamento indiscriminado de animais domésticos com 

antibióticos pode induzir resistência dos microrganismos aos antibióticos 

(GUTIERREZ et al., 1990). Isso contribui para a contaminação do ambiente, da 

cadeia alimentar e para o surgimento de cepas resistentes a drogas de importância 

para a saúde humana (RAIA, 2001; ROLLIN, 2001; TETZNER et al., 2005). Uma vez 

que a transmissão de linhagens resistentes através do consumo de alimentos de 

origem animal possa ocorrer, evidencia-se um grave risco para a saúde dos 

consumidores (GUIMARÃES, 2011).  

S. aureus, um dos micro-organismos mais frequentemente isolados de 

mastite bovina, pode apresentar resistência a diversos antibióticos utilizados 

rotineiramente no tratamento dessa doença (BRITO et al., 2001; FREITAS et al., 

2005; MEDEIROS et al., 2009; ZANETE et al., 2010; ALEKISH et al., 2013; WANG 

et al., 2014; COSTA et al., 2016; ARGUDÍN et al., 2017). Entre os antimicrobianos 

aos quais S. aureus mostra-se resistente, a meticilina é um dos mais preocupantes 

em termos de saúde pública, tendo em vista que cepas de S. aureus resistentes à 

meticilina são comumente identificadas como causadoras de infecções hospitalares 

(INTRAKAMHA et al., 2012; RABELO et al., 2014). Desta forma, é importante a 

verificação da sensibilidade à meticilina de isolados oriundos de produtos de origem 
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animal, a fim de contribuir para um melhor controle da transmissão de cepas 

resistentes. 

 O objetivo do presente estudo foi caracterizar fenotipicamente isolados de S. 

aureus provenientes de leite cru bovino e de diferentes pontos do fluxograma de 

abate de suínos, de modo a avaliar as características de cada isolado, incluindo a 

capacidade de formação de biofilme e fatores que podem influenciar essa 

capacidade, o comportamento da bactéria no ambiente propiciado pelos alimentos e 

a sensibilidade à meticilina.  
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Caracterização Fenotípica de Staphylococcus aureus Isolados 

de Alimentos de Origem Animal e de Outras Fontes 

Relacionadas 
 

 

RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar fenotipicamente isolados de S. aureus provenientes de leite 

cru bovino e de diferentes pontos do fluxograma de abate de suínos, de modo a avaliar a capacidade de 

formação de biofilme e fatores que podem influenciar essa capacidade, o comportamento da bactéria no 

ambiente alimentar e sua sensibilidade à meticilina. Foram utilizados 28 isolados de S. aureus, sendo 

sete provenientes de leite cru bovino e 21 relacionados a suínos. A capacidade de produção de biofilme 

foi verificada em 57,1% (16/28) dos isolados testados, sendo 85,7% (6/7) oriundos de leite e 47,6% 

(10/21) de suínos. Já em relação a capacidade de produção de biofilme após a exposição a diferentes 

tipos de estresse subletal, dos três isolados previamente classificados como fortes formadores de 

biofilme, a maioria manteve essa capacidade. E dos três isolados não formadores de biofilme testados, 

apenas um manteve-se inalterado, enquanto os outros tornaram-se fracos formadores na maioria dos 

estresses, exceto um dos isolados, o qual passou a ser moderado formador de biofilme quando exposto ao 

estresse pelo calor e salinidade. A verificação da capacidade de sobrevivência e multiplicação de S. 

aureus demonstrou que tanto os isolados de leite cru bovino quanto os de carcaças de suínos foram 

capazes de sobreviver durante cinco dias em leite UHT e carne suína sob refrigeração, porém, não houve 

multiplicação. Já em relação a sensibilidade dos isolados à meticilina, 42,9% (12/28) foram resistentes e, 

desses, 85,7% (6/7) eram isolados de leite e 28,6% (6/21) de suínos.  

 

Palavras-chave: biofilme; estresse subletal; contaminação experimental; meticilina 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

O gênero Staphylococcus spp. contém espécies que são patógenos oportunistas de humanos e animais 

domésticos, sendo comum sua presença na pele e fossas nasais 1. Esses micro-organismos estão 

envolvidos em diversos casos de intoxicações alimentares, tendo em vista que algumas cepas são 

produtoras de enterotoxinas 2,3. Essas enterotoxinas são termorresistentes, portanto, uma vez pré-formadas 

não são eliminadas durante o processamento térmico dos alimentos 4, como a pasteurização do leite. As 

enterotoxinas estafilocócicas são detectáveis nos alimentos em contagens de S. aureus acima de 105 

UFC/mL ou g de alimento 5, 6, 7, 8.  

Staphylococcus são bactérias caracterizadas como coagulase positiva ou negativa, de acordo com a 

capacidade de produzir a enzima coagulase e converter o fibrinogênio em fibrina 9,10. As principais 

espécies de Staphylococcus coagulase positiva são S. aureus, S. hyicus e S. intermedius, sendo S. aureus a 

mais frequentemente relacionada a surtos de intoxicação alimentar 11, 12, 13.   

S. aureus apresenta capacidade de formar biofilme em diferentes tipos de materiais comumente utilizados 

nas indústrias de alimentos 14, 15, 16, 17, o que evidencia o potencial de persistência do patógeno em 
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superfícies de equipamentos e utensílios que entram em contato com o produto alimentício. Biofilmes são 

complexos ecossistemas de micro-organismos sésseis que, ao se aderirem a superfícies, formam uma 

camada espessa, na qual os micro-organismos continuam a se multiplicar 18, 19. Uma vez formados, os 

biofilmes liberam células das bactérias que o estão constituindo e atuam como fontes de contaminação 

constante, podendo comprometer a qualidade microbiológica dos alimentos 20. 

Condições intrínsecas relacionadas aos alimentos como pH, salinidade, atividade de água, bem como 

fatores ambientais, dentre eles umidade e temperatura, podem influenciar a permanência e 

comportamento do micro-organismo no alimento. Além da influência na adaptação do micro-organismo 

ao alimento, essas condições podem propiciar a formação de biofilme, devido a exposição da bactéria a 

fatores de estresse 21. Os micro-organismos agrupados em biofilmes são geralmente mais resistentes ao 

estresse ambiental 22. Devido a isso, quando submetidos a estresse térmico, alterações de pH, choques 

osmóticos, radiações ultra-violeta, força mecânica ou a processos de sanitização, podem manter-se viáveis 

em determinada superfície, tendo em vista que o biofilme pode oferecer proteção contra esses fatores 23. 

Portanto, mostra-se importante identificar condições sob as quais S. aureus é capaz de sobreviver, se 

multiplicar e formar biofilme. 

S. aureus, micro-organismo frequentemente causador de mastite bovina, pode apresentar resistência a 

diversos antibióticos, dentre eles, a meticilina é um dos mais preocupantes, tendo em vista que cepas de S. 

aureus resistentes à meticilina são comumente relacionadas à infecções hospitalares 24, 25. Para a 

identificação de S. aureus resistentes à meticilina, o método mais utilizado é o teste de disco difusão, 

podendo ser utilizado os antibióticos oxacilina e cefoxitina, análogos à meticilina, uma vez que esta não é 

mais fabricada 26, 27.    

O objetivo do presente estudo foi caracterizar fenotipicamente isolados de S. aureus provenientes de leite 

cru bovino e de diferentes pontos do fluxograma de abate de suínos, de modo a avaliar as características 

de cada isolado, como capacidade de formação de biofilme e fatores que podem influenciar essa 

capacidade, bem como o comportamento da bactéria no ambiente propiciado pelos alimentos e sua 

sensibilidade à meticilina.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Origem dos isolados 

Foram utilizadas 28 cepas de S. aureus previamente isoladas de leite cru bovino por Moraes et al. 28 e de 

diferentes pontos do fluxograma de abate de suínos por Moreira et al. 29 (Tabela 1). 
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Tabela 1 - Origem das cepas de S. aureus utilizadas para a caracterização fenotípica. 

Origem Fonte Nº isolados 

Bovino Leite cru 7 

Suíno Fezes das pocilgas de espera 3 

 Material retal 

após a insensibilização 

4 

 Superfície da pele após a escaldagem  3 

 Superfície interna da carcaça 

após a evisceração 

1 

 Língua 2 

 Linfonodo 3 

 Papada 2 

 Superfície externa da carcaça 

no pré-resfriamento 

3 

 

 

Formação de biofilme em placas 

Os isolados foram avaliados quanto à sua capacidade de produção de biofilme em placas de 

microtitulação (Nunclon, Nune, Roskilde, Dinamarca), seguindo a técnica descrita por Janssens et al. 30, 

com modificações, de forma a adaptar o método para S. aureus. Foram colocados 200 µL de Caldo 

Triptona de Soja (TSB, Acumedia, EUA) em cada poço da placa de microtitulação, adicionados de 2 µL de 

culturas overnight em TSB de cada isolado padronizado em espectrofotômetro a 600 nm para 0,5 de 

densidade ótica (DO). Poços com 200 µL de TSB, sem cultura bacteriana, foram utilizados como 

controle. Então, a tampa, contendo vilosidades, foi colocada sobre a placa e incubada durante 48 h a 37ºC 

sem agitação. Durante a incubação, os biofilmes se formaram sobre as vilosidades das tampas. Para 

quantificação da formação de biofilmes, as tampas foram lavadas em 200 µL de solução salina tamponada 

com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0). O material que permaneceu ligado à tampa foi corado durante 30 min 

com 200 µL de cristal violeta 0,1% (m/v), lavado em água destilada estéril (200 µL) e a tampa foi secada 

em temperatura ambiente por 30 min. O biofilme com o corante ligado foi extraído com ácido acético 

glacial 30% (200 µL) e a DO570 de cada poço foi medida. Cada isolado foi classificado como não 

formador de biofilme, fracamente formador, moderadamente formador ou fortemente formador de 

biofilme, de acordo com a categorização sugerida por Stepanovic et al. 31. O ponto de corte (DOc) foi 

definido como três desvios padrões acima da média das DOs dos controles e a classificação foi 

determinada como não formador: DO ≤ DOc; fraco formador: DOc < DO ≤ 2 x DOc; moderado 

formador: 2 x DOc < DO ≤ 4 x DOc; forte formador: 4 x DOc < DO. 
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Formação de biofilme após estresse subletal 

Após a classificação quanto à capacidade de formar biofilme, seis isolados de S. aureus obtidos de suínos, 

sendo três considerados não formadores e três fortes formadores, foram utilizados para avaliar o efeito de 

estresses subletais sobre a formação de biofilme. 

Os isolados foram submetidos a diferentes tipos de estresse subletal. Para exposição das células ao 

choque de calor, culturas overnight em TSB foram mantidas em banho-maria a 42ºC por 45 min, segundo 

Chang et al. 32. Para exposição ao choque de frio, culturas overnight em TSB foram mantidas a 4ºC 

durante 4 h. Os procedimentos descritos por Wong et al. 33 foram utilizados para estressar as células 

bacterianas em ambiente ácido. Culturas overnight em TSB tiveram o pH ajustado para 5,0 com HCl 6N e 

foram incubadas a 37ºC durante 30 min. As células também foram estressadas em ambiente salino. 

Culturas overnight em TSB foram submetidas a concentração de 5% de NaCl. Após a indução ao estresse 

subletal, os isolados foram testados quanto à capacidade de formação de biofilme em placas de 

microtitulação (Nunclon, Nune, Roskilde, Denmark), seguindo a técnica já descrita anteriormente 30. 

 

Comportamento de S. aureus em alimentos refrigerados 

Seis isolados de S. aureus oriundos de amostras de superfície externa de carcaças de suíno e de leite cru, 

sendo três de cada uma destas fontes, foram testados quanto à sua capacidade de sobrevivência e 

multiplicação em alimentos. Foi realizada contaminação experimental em lombo suíno cru e leite integral 

UHT, respectivamente. Alíquotas de 25 g ou mL desses alimentos foram acondicionadas em embalagens 

plásticas estéreis e contaminadas com 0,25 mL de cada cultura, de forma a obter-se a concentração final 

entre 101 e 102 células bacterianas/g ou mL de alimento. As amostras foram homogeneizadas, mantidas a 

uma temperatura de 7ºC e analisadas após armazenagem durante 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias. Como controle 

negativo, foram utilizados 25 g ou mL dos alimentos não inoculados.  

Para contagem de S. aureus da carne, 25 g foram adicionadas a 225 mL de solução salina 0,85%. 

Posteriormente, após homogeneização em Stomacher (Logen Scientific), diluições seriadas das amostras 

foram semeadas em duplicata em ágar Baird-Parker (Himedia, Mumbai, Índia) suplementado com telurito 

de potássio e emulsão de gema de ovo e foram incubadas a 37ºC por 48 h. Após, foram realizadas as 

contagens das unidades formadoras de colônias, seguida pelo cálculo da média das duplicatas e correção 

da diluição utilizada para a contagem. Já para recuperação de S. aureus do leite, 25 mL foram 

homogeneizados e, depois de realizada a semeadura da amostra pura, foram adicionadas à amostra 225 

mL de solução salina 0,85%. Posteriormente, os procedimentos foram iguais aos realizados para a 

contagem de S. aureus na carne. 
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Sensibilidade à meticilina 

Para a avaliação da sensibilidade à meticilina, foi realizado o teste de disco-difusão 34 utilizando-se o 

antimicrobiano Cefoxitina 30 μg (CFO) 35. Após a incubação, os halos inibitórios formados foram 

medidos com régua graduada e os resultados expressos em milímetros. Foram considerados isolados 

resistentes aqueles com halos inibitórios menores que 21 mm, e susceptíveis os isolados com halos 

maiores que 22 mm 35.  

 

Análise estatística 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As médias das contagens de S. aureus no decorrer 

do período de estocagem foram comparadas pelo teste de Tukey. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Após a verificação da capacidade de formação de biofilme pelos isolados, pôde-se observar que 10,7% 

(3/28) foram classificados como fortes formadores. O mesmo valor foi obtido para isolados moderados 

formadores de biofilme. Dos demais isolados, 35,7% (10/28) foram considerados fracos formadores e 

42,9% (12/28) não formadores. Portanto, a maioria dos isolados, 57,1% (16/28), foi formadora de 

biofilme. Dos isolados oriundos de leite, 85,7% (6/7) apresentaram essa capacidade, sendo 66,6% (4/6) 

fracos, 33,3% (2/6) moderados e nenhum forte formador de biofilme. No que se refere aos isolados 

provenientes de fontes relacionadas ao fluxograma de abate de suínos, 47,6% (10/21) formaram biofilme, 

dos quais 60% (6/10) foram classificados como fracos formadores, 10% (1/10) como moderados e 30% 

(3/10) como fortes formadores.  

As origens dos isolados considerados fortes formadores de biofilme foram: pocilgas de espera dos suínos 

no frigorífico, papada e carcaça na entrada da câmara fria. Esses isolados, por apresentarem maior 

potencial de formar biofilme, podem permanecer aderidos às superfícies e viáveis por longos períodos, 

tornando difícil sua eliminação. A forte capacidade de formar biofilme ganha importância em relação ao 

isolado obtido da carcaça suína na entrada da câmara fria, por ser a última etapa do fluxograma antes do 

produto ser destinado ao consumidor. 

Outros trabalhos também têm identificado a capacidade de S. aureus isolados de suínos formarem 

biofilme. Um estudo realizado na China constatou a capacidade de formar biofilme por S. aureus 

provenientes de um frigorífico de suínos em 100% (62/62) dos isolados testados 36. Em outro estudo 

realizado no Brasil 37, 93% (27/29) dos isolados de S. aureus oriundos de suínos estudados foram 

produtores de biofilmes. 

A capacidade de formar biofilme por S. aureus isolados de leite também tem sido demonstrada. Fox et al. 

38 verificaram formação de biofilme por 41% (48/117) dos isolados testados. Segundo Lee et al. 16, 45% 
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(14/31) dos isolados de S. aureus provenientes de leite foram caracterizados como formadores de 

biofilme. Oliveira et al. 39 constataram que 82% (21/26) dos isolados oriundos de mastite bovina, os quais 

podem estar presentes no leite desses animais, apresentaram capacidade de formar biofilme. Ainda, Melo 

et al. 40 verificaram a formação de biofilme por 98,9% (93/94) dos isolados de S. aureus provenientes de 

casos de mastite bovina. 

Fatores relacionados a propriedades físico-químicas do material da superfície, à temperatura, ao pH 41 e à 

expressão de fatores de virulência 42 influenciam a fixação de macromoléculas e, consequentemente, a 

formação de biofilme.  

Operações de higienização executadas inadequadamente contribuem para o acúmulo de bactérias 43, 

favorecendo a formação de biofilme por micro-organismos que apresentam essa capacidade. Em 

laticínios, a presença de proteínas, gorduras, açúcares e minerais resulta na formação de resíduos que se 

aderem às superfícies de processamento, o que dificulta a sua eliminação 44 e favorece a formação de 

biofilmes. A produção de biofilme bacteriano na indústria de alimentos resulta em graves problemas, 

tendo em vista que pode facilitar a permanência do micro-organismo em diferentes superfícies de 

utensílios, equipamentos e instalações que entram em contato com o produto. Além disso, a bactéria 

estruturada no biofilme pode suportar por mais tempo a privação de nutrientes, bem como desinfetantes, 

devido a presença de concentrações mais elevadas do micro-organismo 21, 45. Portanto, a capacidade dos 

isolados testados de formar biofilme é uma informação importante a ser considerada na elaboração dos 

procedimentos de higiene a serem adotados na indústria de lácteos e, principalmente, nos frigoríficos de 

abate de suínos. 

Após serem submetidos ao estresse subletal, pôde-se observar que os isolados se comportaram de 

maneiras distintas. A maioria dos isolados classificados previamente como fortes formadores de biofilme 

mantiveram essa capacidade (Tabela 2). Já em relação aos isolados considerados não formadores de 

biofilme, após serem estressados, apenas um manteve-se inalterado. Os outros dois tornaram-se fracos 

formadores na maioria dos estresses aos quais foram submetidos, exceto um dos isolados, o qual passou a 

ser moderado formador de biofilme quando exposto aos estresses pelo calor e pela salinidade, indicando 

que o estresse subletal é capaz de modificar a capacidade de S. aureus formar biofilme geralmente no 

sentido de aumentar esta capacidade.  
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Tabela 2 - Capacidade de formação de biofilme por isolados de S. aureus após serem submetidos a 

diferentes tipos de estresse subletal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Isolados que alteraram sua capacidade de formar biofilme após exposição ao estresse subletal.  

 

A capacidade de formar biofilme frente aos diferentes tipos de estresse subletal também depende do 

isolado, já que dos três não formadores, o isolado 5 manteve-se inalterado após submetido a todos os 

tipos de estresse e o isolado 4 alterou sua capacidade de formar biofilme de maneira mais intensa, 

passando da categoria de não formador para moderado formador quando submetido a dois diferentes tipos 

de estresses. 

Segundo Rode et al. 46, a formação de biofilme por S. aureus é pequena a 42ºC quando exposta a 

diferentes tempos de incubação, porém, os resultados do nosso estudo indicam que, no geral, houve um 

aumento da formação de biofilme por isolados previamente considerados não formadores quando 

submetidos a 42ºC por 45 min. Moreto et al. 47 também verificaram que a presença de NaCl estimula a 

formação de biofilme, já que 57% (4/7) dos isolados por eles testados aumentaram sua capacidade de 

produzir biofilme quando submetidos a esse estresse. Zmantar et al. 48 relataram que, em pH 5,0, ocorreu 

uma diminuição da formação de biofilme na maioria das cepas que testaram, o que não foi observado no 

nosso estudo, já que os isolados caracterizados como fortes formadores de biofilme mantiveram-se com 

essa classificação após submetidos ao estresse em ambiente ácido (pH 5,0). 

O estresse subletal, ao induzir a formação de biofilme por isolados de S. aureus, pode levar à maior 

dificuldade de eliminação desse micro-organismo de superfícies, prejudicando a sanitização de 

equipamentos na indústria de alimentos, onde há exposição a esses estresses. Dessa maneira, S. aureus 

passaria a ser um potencial contaminante para os alimentos. 

A verificação dos isolados de S. aureus quanto à sua capacidade de sobrevivência e multiplicação em 

alimentos experimentalmente contaminados demonstrou que tanto os isolados provenientes de leite cru 

bovino quando os de carcaças de suínos, foram capazes de sobreviver durante cinco dias em leite UHT e 

carne suína, respectivamente (Tabela 3). Os isolados 2 e 3 apresentaram uma pequena diminuição na 

Isolados Calor Frio pH ácido Salinidade 

Fortes formadores     

1 Forte Forte Forte Moderado* 

2 Forte Forte Forte Moderado* 

3 Forte Forte Forte Forte 

Não formadores     

4 Moderado* Fraco* Fraco* Moderado* 

5 Não Não Não Não 

6 Fraco* Fraco* Não Fraco* 
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população, detectável estatisticamente, do primeiro para o segundo dia no isolado 2 e do dia zero para o 

dia quatro no isolado 3, entretanto, ambos permaneceram viáveis no alimento até o término do período 

acompanhado. Estes resultados indicam que os isolados testados não se multiplicaram no ambiente 

propiciado pelos alimentos sob a condição de refrigeração a qual estavam submetidos e que, por outro 

lado, os fatores presentes nestes alimentos e as condições ambientais por eles proporcionadas não 

afetaram a viabilidade dos micro-organismos. 

 

Tabela 3 - Resultados das contagens de S. aureus (UFC/g ou UFC/mL) em leite bovino e carne suína 

experimentalmente contaminados (médias de três repetições).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa no teste de Tukey (P < 0,05).  

 

Para S. aureus se multiplicar em um determinado alimento, as necessidades nutricionais, como fonte de 

nitrogênio (aminoácidos), fonte de energia (carboidrato ou outra), fontes de vitaminas (tiamina e niacina) 

e minerais, devem ser atendidas. Além disso, as condições ambientais também devem ser adequadas, 

como atividade de água, pH, temperatura, entre outros. Consequentemente, a interação desses fatores irá 

determinar a multiplicação ou não do micro-organismo 49. O aumento da população de S. aureus durante a 

estocagem do alimento que foi experimentalmente contaminado não era esperado, uma vez que a 

temperatura de 7ºC utilizada não é favorável à multiplicação desse micro-organismo. Segundo estudo 

realizado por Valero et al. 50, a multiplicação de S. aureus é inibida à temperatura de 7,5ºC. No nosso 

estudo, a temperatura de 7ºC foi utilizada a fim de similar as condições comumente adotadas nos 

domicílios para a manutenção da carne suína e do leite após ter a embalagem aberta, e também por ser 

esta a temperatura máxima permitida para o leite cru estocado em resfriadores nas propriedades rurais 51.  

Na cadeia produtiva do leite, a temperatura do mesmo no recebimento pela indústria deve ser de até 10ºC 

52. O principal objetivo dessa regulamentação é limitar o desenvolvimento da microbiota comumente 

Isolados Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 

Leite cru 

bovino 

      

1 28,3*a  20,8a  20,5a  29,5a  26,6a 33,0a  

2 31,7ab  55,3a  16,0b  28,3ab  38,0ab  26,3b  

3 323,3a 266,7ab 270,0ab  230,0ab  180,0b  183,3b  

Carne 

suína 

      

4 40,0a  200,0a  30,0a  56,7a  31,7a  43,3a 

5 310,0a  263,3a  106,7a  223,3a  236,7a  266,7a 

6  246,7a  263,3a  280,0a  300,0a  223,3a  160,0a  
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presente no leite cru, a qual pode ser constituída de micro-organismos patógenos 52, dentre eles, bactérias 

do gênero Staphylococcus, como S. aureus 53. No nosso estudo, não houve a multiplicação de S. aureus, 

porém, apenas a capacidade do micro-organismo se manter viável nos alimentos durante a estocagem por 

pelo menos cinco dias já é uma preocupação para segurança alimentar, tendo em vista que os alimentos 

no mercado varejista e especialmente nos domicílios nem sempre são mantidos na temperatura 

apropriada. Adicionalmente, a sua presença nos alimentos constitui uma potencial fonte de contaminação 

para os manipuladores e também para outros alimentos que poderiam oferecer condições intrínsecas e de 

armazenamento propícias a sua multiplicação.  

Após realizada a avaliação dos isolados quanto à sensibilidade à meticilina, verificou-se que 42,9% 

(12/28) foram classificados como resistentes, e desses, 85,7% (6/7) eram isolados de leite e 28,6% (6/21) 

dos seguintes pontos do fluxograma de abate de suínos: pocilga de espera, reto, língua e suíno após 

evisceração.  

Normanno et al. 54 isolaram cepas de S. aureus resistentes à meticilina em 3,75% (6/160) de amostras de 

leite cru bovino (4) e de queijo (2). Vanderhaeghen et al. 55 observaram que 9,3% (11/118) dos isolados 

de S. aureus que testaram, todos oriundos de vacas com mastite, apresentaram resistência à meticilina. 

Ainda, Teixeira 56 verificou que 3,95% (11/278) dos isolados de S. aureus de leite cru bovino eram 

resistentes à meticilina. Esses resultados diferem dos obtidos no presente estudo, no qual mais de 40% 

dos isolados de S. aureus foram resistentes à meticilina, e desses, mais de 80% relacionados a leite.  

Falhas relacionadas à higienização de equipamentos e utensílios utilizados na obtenção do leite, bem 

como do ambiente da sala de ordenha, podem ter influenciado a presença do alto percentual de isolados 

resistentes à meticilina. 

Animais acometidos por mastite estafilocócica são potenciais veiculadores de S. aureus para seres 

humanos através do leite e derivados 57. Uma vez ocorrida a transferência interespécie, esses micro-

organismos podem disseminar-se 58. A meticilina não é um antimicrobiano comumente utilizado no 

tratamento de mastite, porém a transmissão de cepas de S. aureus resistentes à meticilina entre bovinos 

leiteiros e trabalhadores das fazendas já foi relatada 59. Além da possibilidade de transmissão desse micro-

organismo entre seres humanos e animais, o ambiente também pode ser fonte de infecção para os animais, 

tendo em vista que S. aureus pode sobreviver por longos períodos de tempo em ambientes com condições 

de umidade e temperatura favoráveis 60, 61. Em um estudo realizado por Lim et al. 62 na Coréia, foram 

isoladas cepas de S. aureus resistentes à meticilina de teteiras, piso, cercas de proteção e do sistema de 

ventilação de propriedades leiteiras.  

Estudos também têm identificado isolados de S. aureus resistentes à meticilina provenientes de suínos.  

Segundo Khanna et al. 63, 26% (27/105) dos isolados de S. aureus obtidos de suabes nasais e retais de 

suínos foram resistentes à meticilina. Ainda, Gómez-Sanz et al. 64 testaram isolados de S. aureus obtidos 

de suabes nasais desses animais e verificaram que 21% (11/53) apresentaram resistência à meticilina. 
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Isolados resistentes à meticilina são resistentes a todos os antimicrobianos beta-lactâmicos 65, o que 

dificulta o tratamento em casos de infecções 66. A resistência de S. aureus isolados de alimentos à 

meticilina constitui um grave problema de saúde pública, tendo em vista que há risco de disseminação do 

micro-organismo na cadeia alimentar.  

 

CONCLUSÃO 

 

S. aureus isolados de suínos e leite cru bovino apresentam capacidade de formar biofilme, principalmente 

aqueles oriundos de leite cru bovino. Além disso, demonstram comportamentos distintos sob condições 

de estresse subletal. A exposição a diferentes tipos de estresse pode resultar no aumento da capacidade de 

formar biofilme por alguns isolados, mais expressivamente quando submetidos ao calor (42ºC) e 

ambiente salino (5% de NaCl).  

Os isolados oriundos de leite cru bovino e carcaças de suínos são capazes de sobreviver até pelo menos 

cinco dias em leite UHT e carne suína, respectivamente. Porém, não apresentam capacidade de 

multiplicação nesses alimentos sob refrigeração. 

A grande maioria dos S. aureus isolados de leite cru (85,7%) apresentam resistência à meticilina. Já nas 

cepas encontradas no fluxograma de abate de suínos, este percentual é bem menor (28,6%). 
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3 Considerações Finais 

 

Isolados de S. aureus apresentam capacidade de formar biofilme, 

principalmente aqueles oriundos de leite cru bovino. Além disso, os isolados 

testados demonstraram comportamentos distintos sob condições de estresse 

subletal. A exposição a diferentes tipos de estresse pode resultar na capacidade de 

formar biofilme por alguns isolados, mais expressivamente quando submetidos ao 

calor (42ºC) e ambiente salino (5% de NaCl). 

 Tanto os isolados provenientes de leite cru bovino quanto os de carne suína 

demonstraram capacidade de sobrevivência nos alimentos testados durante cinco 

dias e sob refrigeração. Em contrapartida, não foram capazes de multiplicar-se. 

 Os isolados de S. aureus testados apresentam resistência à meticilina, sendo 

verificado um elevado nível de resistência em isolados oriundos de leite cru bovino.  

Os resultados obtidos demonstram a importância da implantação de efetivas 

práticas de limpeza e sanitização de equipamentos e superfícies que entram em 

contato com o produto na indústria de alimentos, a fim de evitar condições sob as 

quais S. aureus seja capaz de sobreviver, se multiplicar e, por consequência, formar 

biofilme. Além disso, mostra-se importante a adoção de medidas preventivas quanto 

à transmissão de S. aureus que apresentam resistência à meticilina entre humanos, 

animais e ambiente. 

A partir do conhecimento a respeito das características de S. aureus, torna-se 

possível a adoção dos procedimentos apropriados para evitar a contaminação dos 

alimentos por esta bactéria, evitando, consequentemente, a ocorrência de DTA. 
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