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Resumo 
 
 
 
 

KAEFER, Kauana. Caracterização fenotípica e genotípica de Staphylococcus 
aureus isolados de linguiça suína. 2020. 46f. Dissertação (Mestrado em Ciências) 
- Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.  
 

 
A linguiça suína é um alimento amplamente consumido, porém pode veicular 
microrganismos patogênicos como Staphylococcus aureus. Esse microrganismo 
pode causar intoxicação alimentar devido à sua capacidade de produzir 
enterotoxinas estafilocócicas. Além disso, isolados de S. aureus podem apresentar 
resistência a alguns antibióticos, como a meticilina, e também formar biofilme em 
diferentes superfícies utilizadas dentro da indústria de alimentos podendo essa 
capacidade ser afetada por condições ambientais. O objetivo do presente estudo foi 
verificar a presença de genes que codificam para a produção de enterotoxinas 
estafilocócicas em isolados de S. aureus provenientes de linguiças suínas e avaliar a 
resistência à meticilina, a capacidade de formação de biofilme em diferentes 
superfícies encontradas no processamento de alimentos e também avaliar a 
habilidade de formação de biofilme após estresses subletais. Foram coletadas 50 
amostras de linguiça suína de açougues e supermercados da cidade de Pelotas - 
RS, realizadas contagens de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e obtidos 
isolados para identificação da espécie S. aureus. Nos isolados identificados como S. 
aureus, foi pesquisada a presença dos genes sea, seb, sec e sed, feita a avaliação 
da resistência à meticilina e testada a produção de biofilme em Ágar Vermelho 
Congo (CRA). Também foi verificada a capacidade dos isolados de S. aureus 
formarem biofilme após a exposição a estresses subletais (42 ºC, 4 ºC e pH 5,0). Os 
isolados de S. aureus classificados como produtores de biofilme considerados 
resistentes à meticilina e/ou que possuíam algum dos genes codificadores para a 
produção de enterotoxina estafilocócica pesquisados, foram avaliados quanto a 
formação de biofilme em aço inoxidável, polietileno, vidro e tripa suína. Das 
amostras testadas, 12% (6/50) apresentaram contagens de SCP acima do permitido 
pela legislação. S. aureus foi isolado de 44% (22/50) das amostras. Desses, 54% 
(12/22) possuíam apenas o gene sed e 32% (7/22) possuíam os genes sec e sed, 
73% (16/22) foram resistentes à cefoxitina, sendo classificados como S. aureus 
resistentes à meticilina (MRSA), 62% (10/16) dos MRSA possuíam o gene sed e 
25% (4/16) possuíam ambos os genes encontrados nesse estudo. Além disso, 68% 
(15/22) dos isolados de S. aureus foram considerados formadores de biofilme. Após 
serem submetidos aos estresses subletais, a maioria dos isolados formadores de 
biofilme continuou formando biofilme e os isolados não formadores de biofilme 
responderam de maneira distinta sendo observado que 57% (4/7) dos isolados 
passaram a formar biofilme após os estresses, dois isolados mantiveram-se 
inalterados e um isolado passou a formar biofilme apenas depois de ser exposto à 
temperatura de 4 ºC. A condição de estresse subletal que mais induziu a formação 
de biofilme foi o frio. Sete isolados foram selecionados para avaliação da formação 
de biofilme nas superfícies. A produção de biofilme foi observada no aço inoxidável e 
na tripa suína em 71% (5/7) e 57% (4/7) dos isolados, respectivamente. Não houve 



 

produção de biofilme em vidro e polietileno. Os resultados obtidos ressaltam a 
importância da implementação de boas práticas dentro da indústria e do comércio 
para controlar a contaminação microbiana e a formação de biofilme. 
 
 
Palavras-chave: biofilme; meticilina; intoxicação; enterotoxina 
  



 

Abstract 
 
 
 
 

KAEFER, Kauana. Genotypic and phenotypic characterization of 
Staphylococcus aureus isolated from pork sausage. 2020. 46f. Dissertation 
(Master degree in Sciences) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, 
Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.  
 

 
Pork sausage is a widely consumed food, but it can carry pathogenic microorganisms 
such as Staphylococcus aureus. This microorganism can cause food poisoning due 
to its ability to produce staphylococcal enterotoxins. In addition, isolates of S. aureus 
may show resistance to some antibiotics, such as methicillin, and also form biofilm on 
different surfaces used in the food industry and this capacity may be affected by 
environmental conditions. The aim of the present study was to verify the presence of 
genes that code for the production of staphylococcal enterotoxins in S. aureus 
isolates from pork sausages and to evaluate methicillin resistance, the ability to form 
biofilms on different surfaces found in food processing and also to evaluate the ability 
of biofilm formation after sublethal stresses. Fifty samples of pork sausage were 
collected from butchers and supermarkets in the city of Pelotas - RS, counting of 
positive coagulase Staphylococcus (PCS) and obtained isolates to identify the 
species S. aureus. In the isolates identified as S. aureus, the presence of the sea, 
seb, sec and sed genes was investigated, methicillin resistance was evaluated and 
biofilm production was tested on Congo Red Agar (CRA). The ability of S. aureus 
isolates to form biofilm after exposure to sublethal stresses (42 ºC, 4 ºC and pH 5.0) 
was also verified. The isolates of S. aureus classified as biofilm producers 
considered to be resistant to methicillin and/or which had any of the genes coding for 
the production of staphylococcal enterotoxin investigated, were evaluated for the 
formation of biofilm in stainless steel, polyethylene, glass and swine casings. Of the 
samples tested, 12% (6/50) had SCP counts above that allowed by brazilian law. S. 
aureus was isolated from 44% (22/50) of the samples. Of these, 54% (12/22) had 
only the sed gene and 32% (7/22) had the sec and sed genes, 73% (16/22) were 
resistant to cefoxitin, being classified as methicillin-resistant S. aureus (MRSA), 62% 
(10/16) of the MRSA had the sed gene and 25% (4/16) had both genes found in the 
study and 68% (15/22) of S. aureus isolates were considered biofilm-forming. After 
being subjected to sublethal stresses, most of the biofilm-forming isolates continued 
to form biofilm and the non-biofilm isolates responded differently: it was observed 
that 57% (4/7) of the isolates started to form biofilm after the stresses, two isolates 
maintained unchanged and one isolate started to form biofilm only after being 
exposed to a temperature of 4 ºC. The condition of sublethal stress that most induced 
the formation of biofilm was cold. Seven isolates were selected to evaluate the 
biofilm formation on the surfaces. Biofilm production was observed in stainless steel 
and swine casing in 71% (5/7) and 57% (4/7) of the isolates, respectively. There was 
no production of biofilm in glass and polyethylene. The results obtained underscore 
the importance of implementing good practices within industry and commerce to 
control microbial contamination and biofilm formation. 

 
Keywords: biofilm; methicillin; intoxication; enterotoxin  
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1 Introdução  

 

A carne suína é a proteína animal mais consumida mundialmente, seguida 

pela carne de aves e a carne bovina. Entretanto, esse padrão de consumo não é 

observado no Brasil, onde a maior demanda é pela carne de aves. A carne bovina e 

a carne suína apresentam, respectivamente, a segunda e a terceira opção proteica 

para os brasileiros (USDA, 2019).  

No entanto, ainda que a carne suína não seja a mais consumida no Brasil, o 

mercado desse produto vem apresentando um crescimento contínuo, passando a ter 

uma maior participação na dieta dos brasileiros. Em 2018, o país produziu o 

equivalente a 3.974 milhões de toneladas de carne suína, sendo o quarto maior 

produtor, atrás apenas da China, da União Europeia e dos Estados Unidos (ABPA, 

2019). 

A riqueza nutritiva da carne suína está principalmente no conteúdo de 

proteínas de alto valor biológico, ácidos graxos monoinsaturados, vitaminas do 

complexo B (especialmente tiamina e riboflavina), ferro, selênio e potássio 

(MAGNONI e PIMENTEL, 2007). Porém, sua composição rica em nutrientes e sua 

elevada atividade de água, torna-a suscetível à deterioração microbiana, sendo 

frequentemente envolvida na disseminação de microrganismos patogênicos 

(BRASIL, 1997). Segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (Centers 

for Disease Control and Prevention, CDC), entre 1998 e 2015, houve 288 surtos 

atribuídos ao consumo de carne suína, resultando em 6.372 pessoas doentes, 443 

hospitalizações e quatro mortes nos Estados Unidos. 

Nas últimas décadas, houve uma alteração na forma de consumo de carne, 

com a substituição do produto in natura por outros mais elaborados e de maior 

praticidade, como é o caso dos embutidos (BRUSTOLIN, 2014). Embutidos são os 

produtos cárneos elaborados com carne ou com órgãos comestíveis, curados ou 

não, condimentados, cozidos ou não, defumados e dessecados ou não, tendo como 

envoltório a tripa, a bexiga ou outra membrana animal, sendo permitido o emprego 

de envoltórios artificiais, desde que previamente aprovados pelo órgão regulador da 

  



 
 

 saúde (BRASIL, 2017). Dentre esses produtos destaca-se a linguiça frescal, devido 

à grande aceitação pelo mercado consumidor. 

A produção de linguiça suína envolve várias etapas de manipulação, elevando 

o risco de contaminação por microrganismos patogênicos, como os do gênero 

Staphylococcus, devido a falhas e não conformidades em seu 

processamento, podendo comprometer a qualidade higiênico-sanitária do alimento 

(MARQUES, 2006). Outras fontes prováveis de contaminação compreendem os 

envoltórios, temperos, condimentos e a água utilizada em todas as etapas de 

obtenção desse produto (CORTEZ et al., 2004). 

Staphylococcus é um gênero de bactérias que pertencem a família 

Staphylococcaceae, são cocos Gram-positivos e podem se apresentar em pares, 

tétrades, agrupados irregularmente ou em forma de “cachos de uva” quando vistos 

ao microscópio. São bactérias mesófilas, apresentando temperatura de crescimento 

na faixa de 7 ºC até 47,8 ºC, com temperatura ótima de multiplicação aos 37 ºC 

(FRANCO e LANDGRAF, 2008). Embora esse gênero possua 52 espécies, S. 

aureus é considerada a espécie mais relevante e a que está mais frequentemente 

associada a doenças estafilocócicas (LEE et al., 2018; FRANCO e LANDGRAF, 

2008). O homem é um importante reservatório, podendo esse microrganismo ser 

encontrado nas fossas nasais e na pele de humanos e, a partir desses locais, 

alcançar outras regiões da pele e das mucosas (ROBERT e CHAMBERS, 2005). 

Assim, os manipuladores podem ser considerados uma importante fonte de 

contaminação de S. aureus aos alimentos. 

A intoxicação alimentar por Staphylococcus é uma das doenças transmitidas 

por alimentos (DTA) mais comuns e é resultado da ingestão de enterotoxinas 

estafilocócicas (Staphylococcal enterotoxins, SE) pré-formadas nos alimentos, sendo 

S. aureus a espécie mais frequentemente implicada nesses casos (HENNEKINNE et 

al., 2012). 

Atualmente, 23 enterotoxinas estafilocócicas já foram identificadas (WU et al., 

2016). Essas enterotoxinas são proteínas básicas compostas de aproximadamente 

220 a 240 aminoácidos e possuem baixo peso molecular. São resistentes ao 

aquecimento a 100 ºC por 30 minutos, ou seja, um processo térmico como o 

cozimento não eliminaria essas toxinas do alimento, que continuaria a apresentar 

riscos aos consumidores (JAY, 2005). 
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Os fatores necessários para produção de enterotoxina dependem da atividade 

de água e da natureza do alimento, pH próximo a neutralidade, população 

bacteriana (105 – 106 UFC/g ou mL) e temperatura entre 10 ºC e 45 ºC (FONTE, 

2012). Os sintomas de intoxicação alimentar normalmente se desenvolvem dentro 

de duas a quatro horas após a ingestão do alimento contaminado, sendo os 

principais sintomas: náusea, cólicas abdominais, vômito e diarreia (FRANCO e 

LANDGRAF, 2008). De acordo com Silva et al. (2017), doses inferiores a 1µg/kg já 

podem causar intoxicação, sendo esse valor atingido quando a população dessa 

bactéria alcança valores superiores a 106 UFC/g ou mL do alimento. As cinco 

primeiras SE descobertas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE) são referidas como as 

enterotoxinas estafilocócicas clássicas e, geralmente, são as mais implicadas em 

surtos de intoxicação alimentar (LINA et al., 2004). 

A SEA é a enterotoxina mais comumente associada a casos de surtos de 

intoxicação estafilocócica. A SEB é a toxina mais resistente ao calor e a ação de 

enzimas proteolíticas gastrointestinais, tais como a quimotripsina e tripsina. A SEC 

possui três subtipos: SEC1, SEC2 e SEC3, sendo os dois primeiros mais associados 

a casos de intoxicação envolvendo a SEC. A SED é o segundo sorotipo mais 

comum nas intoxicações alimentares, enquanto que a SEE é raramente relatada em 

alimentos e seu envolvimento em surtos também é pouco frequente (BHUNIA, 2008; 

ARGUDÍN et al., 2010).  

Surtos de intoxicação alimentar devido à ingestão de produtos suínos 

contendo enterotoxinas produzidas por S. aureus já foram relatados (CDC, 1997; 

CDC, 1982; MICHELIN et al., 2006). De 2007 a 2017, a carne suína e os seus 

derivados contaminados com enterotoxina estafilocócica foram implicados em 30 

surtos nos Estados Unidos, deixando 852 pessoas doentes (CDC, 2018). No Brasil, 

no período entre 2009 e 2018, S. aureus foi o terceiro agente etiológico mais 

identificado em surtos de doenças transmitidas por alimentos, atrás de Escherichia 

coli e Salmonella spp. (BRASIL, 2019). 

Para a identificação da produção de toxinas nos alimentos, podem ser 

utilizados métodos como testes em animais, testes sorológicos, cromatografia, 

imunoensaios e técnicas de biologia molecular (WU et al., 2016). O potencial para a 

produção de toxinas por uma determinada cepa pode ser determinado pela 

presença dos genes que codificam para a produção das toxinas, o que pode ser  
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conseguido com o uso da Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain 

Reaction, PCR). Esta técnica consiste na detecção e amplificação in vitro de regiões 

específicas de ácidos nucléicos (DNA ou cDNA) (TYRRELL, 1997). A PCR é 

extremamente sensível e possibilita a amplificação de DNA a partir de uma mínima 

quantidade de amostra, tornando-se uma excelente ferramenta para pesquisa de 

genes que codificam para a produção de enterotoxinas (ZAHA, 2014; KONEMAN, 

2001). 

Outro problema que tem se tornado cada vez mais sério nas últimas décadas 

é a emergência e a disseminação de cepas de Staphylococcus resistentes a 

antimicrobianos. Inicialmente, a terapia antimicrobiana para infecções por S. aureus 

era simples. As penicilinas funcionaram bem até a década de 1960, época na qual 

começaram a aparecer isolados resistentes a esse antimicrobiano pela aquisição de 

um plasmídeo que codifica uma penicilinase (β-lactamase), enzima que inativa o 

antibiótico por hidrólise do anel β-lactâmico. Para contornar o problema, foi criado o 

beta-lactâmico sintético meticilina, que não era suscetível à ação das beta-

lactamases produzidas pelo S. aureus. Entretanto, surgiram cepas resistentes 

também a esse antimicrobiano, devido a síntese da proteína ligadora de penicilina 

2a (penicillin-binding protein 2a, PBP2a), codificada pelo gene mecA, que possui 

baixa afinidade aos antibióticos beta-lactâmicos. Essas cepas foram denominadas 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (Methicillin-resistent Staphylococcus 

aureus, MRSA) e são resistentes a todos os antimicrobianos beta-lactâmicos 

(LOWY, 1998).  

Animais domésticos podem abrigar a espécie S. aureus, sendo essa uma 

relevante causa de infecções na produção animal. Assim, é comum o uso de 

antibióticos com fins terapêuticos ou profiláticos (CERQUEIRA e ALMEIDA, 2013). 

Porém seu uso indiscriminado pode estimular o aparecimento de resistência a 

alguns antimicrobianos, dentre eles a meticilina. Como consequência da colonização 

e infecção por MRSA em animais de produção, destaca-se a possibilidade de 

contaminação dos produtos cárneos destinados ao consumo por esses 

microrganismos. 

A contaminação dos alimentos por MRSA confere um risco de transmissão 

desse microrganismo às pessoas que manipularem estes alimentos, as quais podem 

infectadas em decorrência dessa contaminação. Além disso, pode ocorrer a  
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transferência de resistência dos MRSA às cepas de S. aureus suscetíveis à 

meticilina (MSSA).  

Diversos métodos laboratoriais podem ser empregados para avaliar a 

sensibilidade in vitro de S. aureus frente à meticilina. Dentre eles, o teste de disco-

difusão é um dos mais utilizados por ser um método prático, de fácil execução e 

idealizado para bactérias de crescimento rápido. Esse teste consiste na aplicação de 

um disco contendo o agente antimicrobiano na superfície da placa de ágar inoculada 

com suspensão bacteriana e, após o período de incubação, na avaliação do halo de 

inibição formado ou não em torno das colônias (ZURITA et al., 2010). Atualmente, 

para o teste de sensibilidade à meticilina, a cefoxitina passou a ser o antibiótico de 

escolha, uma vez que a meticilina não é mais fabricada. A oxacilina permanece 

como segunda opção de antibiótico para realização do teste, mas, de acordo com o 

Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, CLSI) (2015), o disco com cefoxitina deve ser preferido ao de oxacilina 

devido sua maior acurácia. 

Além de estar envolvido constantemente em casos de intoxicação alimentar e 

da sua notória capacidade de criar resistência a antimicrobianos, S. aureus também 

é capaz de formar biofilme em diversas superfícies. Os biofilmes são estruturas 

comunitárias de bactérias envolvidas em uma matriz polimérica produzida pelas 

próprias bactérias e constituída de polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos, 

denominados em conjunto de exopolissacarídeos (EPS), com capacidade de adesão 

a superfícies bióticas (como células e tecidos) ou abióticas (HAABER et al., 2012).  

O processo de formação do biofilme se inicia com a adesão de bactérias 

planctônicas à uma superfície e, em seguida, ocorre a proliferação e o acúmulo de 

células em multicamadas e as bactérias passam a secretar as substâncias que 

formam a matriz. Após, ocorre o desenvolvimento precoce da arquitetura do biofilme 

e sua maturação. A última etapa consiste no descolamento de células ou de 

agregados celulares, deixando as bactérias livres e aptas a colonizar novas 

superfícies, reiniciando o processo (STOODLEY et al., 2002; CUE et al., 2012; JOO 

e OTTO, 2012). Desse modo, os biofilmes são uma importante fonte de 

contaminação que pode causar danos à qualidade e à segurança dos alimentos 

(JOSEPH et al., 2001). Aço inoxidável, polietileno e vidro são superfícies abióticas 

comumente presentes nas indústrias de alimentos e são passíveis de formação de 
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 biofilme. Se formados em materiais da linha de produção dessas indústrias podem 

acarretar, além do risco à saúde do consumidor já citado, prejuízo financeiro à 

indústria (FLACH et al., 2005). 

A produção de biofilme por espécies de Staphylococcus é dependente de 

algumas adesinas. Na fase proliferativa, a principal delas é o polissacarídeo de 

adesão intercelular (Polyssacharide Intercellular Adhesin, PIA), responsável pela 

adesão celular, codificado por genes do operon icaADBC, composto de quatro 

genes, icaA, icaD, icaC e icaB. Outra proteína presente na membrana celular de 

algumas espécies de Staphylococcus que também possui importante papel na 

formação de biofilme é a proteína associada à formação de biofilme (Biofilm-

associated protein, BAP) e está envolvida na fixação primária, bem como na adesão 

intercelular pelos microrganismos, e é codificada pelo gene bap (PLANCHON et al., 

2006). 

As bactérias aderidas em biofilmes resistem melhor às condições 

desfavoráveis do ambiente, incluindo estresses causados por estímulos externos 

como dessecação, radiação ultravioleta, tratamentos com antibióticos e sanitizantes 

(HERRERA et al., 2007; PARSEK e FUQUA, 2004). Estudos in vitro relatam que 

células bacterianas organizadas em biofilmes podem tornar os antimicrobianos 10 a 

1.000 vezes menos eficazes se comparadas com as células planctônicas dos 

mesmos isolados (HOIBY et al., 2010; SHAFAHI e VAFAI, 2010; ANTUNES et al., 

2011). 

Em decorrência da maior resistência oferecida pelo biofilme, as células 

geralmente não são removidas pelo procedimento de lavagem normal. Assim, deve-

se preconizar a prevenção da formação de biofilme efetuando a correta higienização 

de utensílios, superfícies e equipamentos antes e após o processamento dos 

alimentos na indústria (GERMANO e GERMANO, 2015). 

Podem ser utilizados diferentes métodos para detecção da formação de 

biofilme (KIRMUSAOGLU, 2019). Um método presuntivo bastante utilizado para a 

detecção da produção de biofilme por Staphylococcus spp. é a inoculação em Ágar 

Vermelho Congo (Congo Red Agar, CRA). Essa técnica foi descrita por Freeman et 

al. (1989), sendo de fácil execução, rápida, sensível e reprodutível. Baseia-se no 

cultivo de isolados de Staphylococcus em ágar BHI (Brain Heart Infusion, Infusão de  
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 Cérebro e Coração) adicionado de 5% de sacarose e de 0,08% do corante 

vermelho congo. A leitura das placas é feita após a incubação. São considerados 

formadores de biofilme os isolados que apresentarem colônias rugosas da coloração 

preta e não formadores de biofilme os isolados que apresentarem colônias lisas e 

rosas. As alterações na coloração do meio de cultivo são resultantes da ligação do 

corante ao exopolissacarídeo bacteriano, cuja produção é intensificada pelo 

suplemento nutricional do meio (FREEMAN et al., 1989). 

O objetivo do presente estudo foi verificar a presença de genes que codificam 

para a produção de enterotoxinas estafilocócicas em isolados de Staphylococcus 

aureus provenientes de linguiças suínas e avaliar algumas características 

fenotípicas dos isolados, como resistência à meticilina e capacidade de formação de 

biofilme em diferentes superfícies e sob distintas condições ambientais. 

  

14 



 

2 Artigo 

 

 

 

 

 

 

Caracterização fenotípica e genotípica de Staphylococcus aureus isolados de 

linguiça suína  

 

 

Kauana Kaefer, Débora Silveira Rodrigues, Juliana Rosa Fernandes, Thaís 

Gonçalves Gonçalves, Thamíris Pereira de Moraes, Cláudio Dias Timm 

 

 

Submetido à revista Ciência & Saúde Coletiva 

 



16 
 

Caracterização fenotípica e genotípica de Staphylococcus aureus isolados de linguiça 

suína  

 

[Phenotypic and genotypic characterization of Staphylococcus aureus isolated from pork 

sausage] 

 

RESUMO 

 

O objetivo do estudo foi caracterizar genotípica e fenotipicamente isolados de S. aureus 

provenientes de linguiças suínas. Foram coletadas 50 amostras de linguiça suína, realizadas 

contagens de Staphylococcus coagulase positiva e obtidos isolados para identificação da 

espécie S. aureus. Nos isolados, foi pesquisada a presença dos genes sea, seb, sec e sed, feita 

a avaliação da resistência a meticilina e testada a produção de biofilme em Ágar Vermelho 

Congo, aço inoxidável, polietileno, vidro e tripa suína. Também foi verificada a capacidade de 

alguns isolados formarem biofilme após a exposição a estresses subletais. Das amostras 

testadas, 12% apresentaram contagens acima do permitido pela legislação. S. aureus foi 

isolado de 44% das amostras. Destes, 54% possuíam apenas o gene sed e 32% possuíam os 

genes sec e sed, 73% foram resistentes à cefoxitina, sendo classificados como S. aureus 

resistentes à meticilina (MRSA). Dos MRSA 62% possuíam apenas o gene sed e 35% 

possuíam ambos os genes encontrados no estudo. Quanto a formação de biofilme em ágar 

vermelho congo, 68% dos isolados de S. aureus foram considerados formadores de biofilme. 

Após serem submetidos aos estresses subletais, a maioria dos isolados formadores de biofilme 

continuou formando biofilme e os isolados não formadores de biofilme responderam de 

maneira distinta. A condição de estresse subletal que mais induziu a formação de biofilme foi 

o frio. A produção de biofilme foi observada apenas no aço inoxidável e na tripa suína em 

71% e 57% dos isolados testados, respectivamente. Assim, ressalta-se a importância da 

implementação de boas práticas dentro da indústria para controlar a contaminação microbiana 

e a formação de biofilme. 

 

Palavras-chave: enterotoxinas, biofilme, estresse subletal, meticilina 
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ABSTRACT 

 

The aim of the study was to characterize genotypic and phenotypically isolates of S. aureus 

from pork sausages. Fifty pork sausage samples were collected, positive-coagulase  

Staphylococcus counts were performed and isolates were obtained to identify the specie S. 

aureus. In the isolates, the presence of the sea, seb, sec and sed genes was investigated, 

methicillin resistance was evaluated and the biofilm production was tested on Congo red agar, 

stainless steel, polyethylene, glass and pork casing. The ability of some isolates to form 

biofilm after exposure to sublethal stresses was also verified. Of the samples tested, 12% had 

counts above the maximum level allowed by the Brazilian legislation. S. aureus was isolated 

from 44% of the samples. Of these, 54% had only the sed gene and 32% had the sec and sed 

genes, 73% were resistant to cefoxitin, being classified as S. aureus methicillin-resistant 

(MRSA), 62% of the MRSA had the sed gene and 25% had both genes found in the study and 

68% (15/22) of S. aureus isolates were considered biofilm-forming. After being subjected to 

sublethal stresses, most of the biofilm-forming isolates continued to form biofilm and the no 

biofilm-forming isolates responded differently. The condition of sublethal stress that most 

induced the formation of biofilm was cold. Biofilm production was observed only in stainless 

steel and swine casing in 71% and 57% of the tested isolates, respectively. Thus, the 

importance of implementing good practices in the industry to control microbial contamination 

and biofilm formation is emphasized. 

 

Keywords: enterotoxin, biofilm, sublethal stresses, methicillin 

 

 

INTRODUÇÃO 

  

 A carne suína é a proteína animal mais consumida mundialmente (USDA, 2019). 

Dentre os produtos industrializados fabricados a partir da carne suína destaca-se a linguiça por 

ser produzida através de um processamento simples e ter preço acessível. A linguiça é o 

produto cárneo obtido de carnes de diferentes espécies animais, condimentado, com adição ou 

não de ingredientes, embutido em envoltório natural ou artificial e submetido a processo 

tecnológico específico (Brasil, 2017). 

  



 

 

 Na produção da linguiça frescal, a carne é moída aumentando a superfície de 

exposição para a contaminação e o crescimento de microrganismos e, por ser um produto 

frescal, não sofre nenhum tratamento térmico que elimine ou reduza essa contaminação. Além 

disso, sua obtenção requer uma série de etapas de manipulação, o que eleva as possibilidades 

de contaminação, podendo comprometer a qualidade higiênico-sanitária do produto final caso 

ocorram falhas e não conformidades em seu processamento (Tutenel et al., 2003). Dentre as 

bactérias que podem estar presentes no produto final, destaca-se o Staphylococcus aureus,      

comumente encontrado nas fossas nasais e na pele de humanos saudáveis e também de suínos 

(Robert e Chambers, 2005; Linhares et al., 2015; Strube et al. 2018). 

 S. aureus é considerada a espécie mais relevante dentro do gênero Staphylococcus e a 

mais frequentemente associada a surtos de intoxicação alimentar devido a grande capacidade 

de produzir enterotoxinas que, quando ingeridas em quantidades suficientes, provocam 

náusea, vômitos, cólicas e diarreia (Lee et al., 2018; Germano e Germano, 2015). As 

enterotoxinas estafilocócicas (Staphylococcal enterotoxins, SEs) são termorresistentes, 

portanto, uma vez pré-formadas no alimento não são eliminadas durante o processamento 

térmico (Franco e Landgraf, 2008). 

 Além disso, S. aureus se destaca por sua capacidade de desenvolver resistência a 

diferentes antimicrobianos de forma rápida e eficaz e, nesse contexto, S. aureus resistentes à 

meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) possuem grande relevância 

por apresentarem resistência também a todos os antibióticos beta-lactâmicos, os quais são 

comumente usados no tratamento de infecções causadas por esse microrganismo (De Buyser 

et al., 2001; Lowy, 1998). A contaminação dos alimentos por MRSA confere um risco de 

transmissão desse microrganismo às pessoas que manipularem estes alimentos, as quais 

podem ser infectadas em decorrência dessa contaminação. Além disso, pode ocorrer a 

transferência de resistência dos MRSA às cepas de S. aureus suscetíveis à meticilina (MSSA). 

Outro fator preocupante é o fato de algumas cepas de S. aureus possuírem a capacidade de 

formar biofilme em diversas superfícies presentes na indústria de alimentos, como o aço 

inoxidável, o plástico e o vidro, podendo se tornar uma fonte persistente de contaminação 

microbiana que pode levar a deterioração do alimento e ameaçar a segurança dos produtos ao 

consumidor (Giaouris et al., 2014). Os biofilmes são estruturas comunitárias de bactérias 

envolvidas em uma matriz polimérica produzida pelas próprias bactérias e constituída de 

polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos, denominados em conjunto de  
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 exopolissacarídeos (EPS), com capacidade de adesão a superfícies bióticas ou abióticas 

(Haaber et al., 2012). 

Durante o processamento dos alimentos, os microrganismos são submetidos a diversas 

condições de estresse como altas temperaturas, refrigeração e pH ácido que podem favorecer 

a formação de biofilme visto que a associação dos organismos em biofilmes constitui uma 

forma de proteção ao seu desenvolvimento, permitindo a sobrevivência em ambientes hostis 

(Donlan e Costerton, 2002). 

O objetivo do presente estudo foi verificar a presença de genes que codificam para a 

produção de enterotoxinas estafilocócicas em isolados de Staphylococcus aureus provenientes 

de linguiças suínas e avaliar algumas características fenotípicas dos isolados, como resistência 

à meticilina e capacidade de formação de biofilme em diferentes superfícies e sob distintas 

condições ambientais. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Durante o período do estudo, foram coletadas 50 amostras de linguiça suína de 

açougues e supermercados localizados na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil, 

totalizando 19 estabelecimentos, coletando-se até três amostras por local. As amostras foram 

acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e imediatamente encaminhadas ao laboratório 

para realização das análises. 

Inicialmente, foi realizada a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) em 

Ágar Baird-Parker (Himedia, Mumbai, India) das amostras de linguiça, segundo Tallent et al. 

(2016). Após a prova da coagulase, um isolado coagulase positiva de cada amostra foi 

inoculado em Caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI, Brain Heart Infusion, Himedia, 

Índia) e incubado a 37 ºC por 24 h. As culturas dos isolados em BHI foram adicionadas a 20% 

de glicerol para manutenção de estoque a -70 ºC e posterior identificação de S. aureus por 

PCR. 

A confirmação da espécie S. aureus foi realizada através da PCR, pesquisando a 

presença do gene nuc. A extração do DNA dos isolados positivos no teste da coagulase foi 

realizada conforme Sambrook e Russel (2001). Para a PCR, foi utilizado o protocolo relatado 

por Sasaki et al. (2010), com modificações. Cada reação de 25 μL continha 1 μL de DNA 

extraído, 2U de Taq DNA polimerase, 10 pmol de cada primer, 0,2 nM de desoxinucleosídeo 

trifosfato (dNTP) e tampão de reação. A amplificação foi realizada a 95 °C por 2 min, 30  
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 ciclos de 95 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 1 min, e extensão final a 72 °C por 2 

min. Os produtos da PCR foram corados com Diamond Nucleic Acid Dye (Promega, Estados 

Unidos) para visualização após a eletroforese em gel de agarose (Panreac Química SA, 

Espanha) a 1,5%. 

Os isolados confirmados como S. aureus foram submetidos à PCR para identificação 

dos genes que codificam para as enterotoxinas estafilocócicas A (gene sea), B (gene seb), C 

(gene sec) e D (gene sed), separadamente. Foi utilizado o protocolo descrito por Cunha et al. 

(2007), com modificações, para a pesquisa dos genes codificadores para as enterotoxinas 

estafilocócicas de A a C. Em um microtubo foram adicionados, 20 pmol de cada primer, 2.5 

U de Taq DNA polimerase, 200 μM de dNTPs, 20 mM de Tris-HCl, pH 8.4, 0.75 mM MgCl2 

e 5 μL de DNA. A amplificação consistiu em um primeiro ciclo de 94 ºC por 4 min, 

desnaturação a 94 ºC por 2 min, anelamento a 55 ºC por 1 min e 30 s e extensão a partir dos 

oligonucleotídeos iniciadores a 72 ºC por 1 min e 30 s, seguido por um segundo ciclo de 

desnaturação a 94 ºC por 2 min, anelamento a 53 ºC por 1 min e 30 s e extensão a 72 ºC por 1 

min e 30 s. No terceiro ciclo, a temperatura de anelamento foi reduzida a 51 ºC, seguido por 

mais 37 ciclos a 94 ºC por 2 min, 42,5 ºC por 1 min e 30 s e 72 ºC por 1 min e 30 s. Os 

produtos da PCR foram visualizados da forma anteriormente descrita. A pesquisa do gene 

codificador da enterotoxina estafilocócica D nos isolados foi realizada conforme descrito por 

Andretta (2019). 

Para a avaliação da sensibilidade à meticilina foi realizado o teste de disco-difusão em 

Ágar Müeller-Hinton (Kasvi, Brasil), segundo Bauer et al. (1966), utilizando-se discos 

impregnados com o antibiótico cefoxitina 30µg (CFO). Os resultados foram avaliados 

segundo o Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, CLSI) (2015), que considera o microrganismo resistente à cefoxitina quando o halo 

formado possui diâmetro menor ou igual a 21 mm e sensível quando o halo possui diâmetro 

maior ou igual a 22 mm. 

 A produção de biofilme pelas cepas de S. aureus foi determinada pelo cultivo no Ágar 

Vermelho Congo (CRA, Congo Red Agar, Êxodo Científica, Brasil), conforme descrito por 

Freeman et al. (1989). A produção de colônias rugosas e negras foi considerada como 

resultado positivo para a formação de biofilme e a produção de colônias lisas e vermelhas 

como resultado negativo. 

 Foi avaliado o efeito de estresses subletais sobre a formação de biofilme em CRA. Os 
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 isolados foram submetidos a diferentes tipos de estresse subletal. Para exposição das células 

ao choque de calor, culturas overnight em BHI foram mantidas em banho-maria a 42 ºC por 

45 min, segundo Chang et al. (2004). Para exposição ao choque de frio, culturas overnight em 

BHI foram mantidas a 4 ºC durante 4 h (Silva, 2019). A exposição ao ambiente ácido foi 

realizada conforme descrito por Wong et al. (1998). Culturas overnight em BHI tiveram o pH 

ajustado para 5,0 com HCl 6N e foram incubadas a 37 ºC durante 30 min. 

 Os isolados considerados formadores de biofilme no ágar CRA classificados como 

MRSA e/ou que possuíam pelo menos um gene codificador para a produção de enterotoxina 

estafilocócica, dentre os pesquisados, foram testados quanto à capacidade de formar biofilme 

em diferentes superfícies, conforme técnica utilizada por Milan et al. (2015), com 

modificações. Foram utilizados cupons com superfícies planas de 4 cm² de polietileno de alta 

densidade, aço inoxidável e vidro esterilizados em autoclave. Os cupons foram colocados 

dentro de placas de Petri (150 x 20 mm) contendo 100 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB, 

tryptone soya broth, Acumedia, EUA) e 2 mL de cultura overnight de cada isolado 

padronizado em espectrofotômetro a 600 nm para 0,5 de densidade ótica. A cada 24 h de 

incubação a 37 ºC, os cupons foram lavados suavemente duas vezes com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS, 0,1 M, pH 7,0) para remoção de células não aderidas e 

novamente inseridas em placas de Petri com 100 mL de TSB, porém sem o inóculo, e 

incubadas. Após três repetições do procedimento, zaragatoas estéreis foram friccionadas sobre 

toda a superfície de cada cupom e colocadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de PBS. A 

partir desta, foram feitas diluições seriadas para contagem dos microrganismos em ágar 

Baird-Parker. Um dos isolados não formadores de biofilme em ágar CRA foi utilizado como 

controle negativo. 

Os isolados considerados formadores de biofilme no ágar CRA classificados como 

MRSA e/ou que possuíam pelo menos um gene codificador para a produção de enterotoxina 

estafilocócica também foram testados quanto à capacidade de formar biofilme em tripa suína. 

Foram utilizados pedaços de tripa suína desidratada esterilizados por imersão em álcool por 

30 min e secagem em estufa a 60 ºC. O restante do experimento foi realizado como descrito 

anteriormente. A contagem foi realizada através da fricção de uma zaragatoa em uma área de 

4 cm
2
 delimitada por um gabarito estéril.  

Os experimentos de formação de biofilme em diferentes superfícies foram realizados 

em triplicata e as médias das contagens de S. aureus foram avaliadas por análise de variância 

e comparadas pelo teste de Tukey. 

21 



 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Das 50 amostras de linguiça suína crua analisadas, 48% (24/50) apresentaram SCP, 

sendo que 12% (6/50) apresentaram contagens de SCP acima do padrão estabelecido pela 

Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 12/01 (BRASIL, 2001) que admite contagens de 

SCP até 5,0 x 10
3
 UFC/g para linguiças. A contagem máxima encontrada no presente estudo 

foi de 6,4 x 10
4
 UFC/g. Resultado com percentual inferior ao encontrado no nosso trabalho 

foi relatado por Valiatti et al. (2016), que analisaram amostras de linguiças cruas oriundas de 

supermercados da cidade de Ji-Paraná, Rondônia, e constataram que 6,6% (2/30) 

apresentaram contagens de SCP acima do limite determinado pela legislação brasileira. 

Porém, uma prevalência maior foi relatada por Santa et al. (2012) que analisaram 50 amostras 

de linguiça suína e linguiça mista coletadas de indústrias no sul do Brasil e, dessas, 15 (30%) 

apresentaram SCP, sendo 11 (22%) amostras com contagens acima do limite estabelecido 

pela legislação. Já Botelho (2017) relata que das nove amostras de linguiça suína analisadas, 

coletadas de um frigorífico em Viçosa, Minas Gerais, todas apresentaram SCP, sendo esse 

fato atribuído à grande manipulação no preparo desse produto, porém nenhuma apresentou 

contagens superiores ao limite permitido. As altas contagens de Staphylococcus coagulase 

positiva encontradas no nosso estudo podem ser devido a condições higiênico-sanitárias 

impróprias durante a manipulação no preparo dos embutidos, a contaminação prévia da 

matéria-prima utilizada e/ou ao armazenamento em temperatura inadequada. 

S. aureus foi isolado de 44% (22/50) das amostras. Em 92% (22/24) das amostras em 

que houve crescimento de SCP nas placas, foi identificado S. aureus e em todas as amostras 

cuja contagem foi superior ao permitido pela lei foi registrada a presença desse 

microrganismo.   

Por S. aureus ser uma bactéria que se encontra naturalmente na pele e no trato 

respiratório superior do ser humano, pode-se atribuir a presença desse microrganismo nas 

amostras de linguiça pesquisadas à não adoção de medidas higiênico-sanitárias pelos 

manipuladores. Além disso, estudos têm relatado a presença de S. aureus na pele, nas tonsilas 

e no reto de suínos (Linhares et al., 2015; Strube et al. 2018), indicando que esses animais 

podem albergar essa bactéria e, se não forem adotados os devidos cuidados durante o abate e 

no processamento da carne suína, esse microrganismo pode contaminar a carne e outras 

carcaças e equipamentos ou utensílios devido à contaminação cruzada. Essa também pode ser 

uma possível causa da presença de S. aureus nas amostras analisadas. 
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Dos isolados de S. aureus, 73% (16/22) foram resistentes à cefoxitina, sendo 

classificados como MRSA, o que significa que 32% (16/50) das amostras de linguiça estavam 

contaminadas por isolados resistentes a esse antimicrobiano. São poucos os estudos realizados 

para detecção de MRSA em linguiças suínas. Em estudo realizado por Botelho (2017), a 

resistência à meticilina foi observada em 61,5% (8/13) dos isolados de S. aureus provenientes 

de sete amostras de linguiça suína, resultado aparentemente (o autor não deixa claro se todos 

os isolados, mesmo aqueles obtidos da mesma amostra, eram cepas distintas) semelhante ao 

observado no nosso estudo. Por outro lado, resultado abaixo ao encontrado foi relatado por 

Thapaliya et al. (2017), que relataram uma prevalência de 3,4% (10/293) de MRSA em 

linguiças suínas dentro das 293 amostras analisadas desse produto nos Estados Unidos. 

Independentemente da prevalência, a presença de MRSA em alimentos é considerada um 

risco à saúde humana. 

Um fato adicional à possibilidade dos manipuladores serem portadores de MRSA e 

atuarem como fontes de contaminação no fluxograma de abate é que os suínos são 

considerados reservatórios de MRSA (Oppliger et al., 2012) e, durante o abate de animais 

portadores, poderia ocorrer a contaminação das carcaças e demais produtos, inclusive por 

contaminação cruzada (Kluytmans, 2010). 

Quanto à presença de genes codificadores para a produção das enterotoxinas 

estafilocócicas, 54% (12/22) possuíam apenas o gene sed, que codifica para a enterotoxina D 

e 32% (7/22) possuíam os genes sec e sed. Todos os isolados positivos para o gene sec, 

também foram positivos para o gene sed. Além disso, todas as amostras que obtiveram 

contagens de SCP acima do permitido pela legislação brasileira carreavam S. aureus positivo 

para o gene codificador da enterotoxina estafilocócica D. Não foi observada a ocorrência dos 

genes sea e seb. 

Dos 16 isolados de MRSA, 87% (14/16) possuíam genes para produção de 

enterotoxinas, sendo que 62% (10/16) possuíam apenas o gene sed e 25% (4/16) possuíam 

ambos os genes encontrados no estudo. Dos 12 isolados de S. aureus que apresentavam 

apenas o gene sed, 83% (10/12) eram MRSA e dos sete isolados que apresentaram os genes 

sec e sed, 57% (4/7) eram MRSA. 

Estudos envolvendo a presença de genes codificadores para SEs em linguiças têm 

verificado a presença de distintos genes ou combinações de genes nos isolados estudados. El-

Maghraby et al. (2018) relataram a presença de isolados de S. aureus potenciais produtores   
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de sea, seb, sec e sed, provenientes de linguiças. Shylaja et al. (2018) e Sankomkai et al. 

(2020) constataram a presença de isolados de S. aureus oriundos de linguiças mistas e 

linguiça de porco fermentada, respectivamente, com os genes sea e seb, não sendo 

encontrados os genes sec e sed nos isolados, resultados contrários ao do presente estudo. As 

enterotoxinas estafilocócias C e D já foram relatadas em vários casos de intoxicação alimentar 

estafilocócica envolvendo diferentes alimentos (Carmo et al., 2002; Goulart et al., 2016; 

Denayer et al., 2017; Schmid et al., 2009), evidenciando a importância dessas enterotoxinas 

na saúde pública. 

A presença de genes que codificam para a produção de SE não indica que 

necessariamente o microrganismo irá produzir a toxina no alimento. No entanto, caso cepas 

enterotoxigênicas encontrem condições favoráveis à produção de enterotoxinas, estas serão 

produzidas no alimento oferecendo riscos à saúde pública. Em nosso estudo, foi encontrada 

uma alta prevalência de S. aureus enterotoxigênicos isolados de linguiça suína, resultado que 

indica que esse produto pode ser um veículo de intoxicação estafilocócica. 

Em nosso estudo, 87% das cepas de MRSA eram potencialmente enterotoxigênicas. 

Percentual semelhante foi obtido por Savariraj et al. (2019) em que 94,3% (66/70) dos 

isolados de MRSA, oriundos de carne suína, possuíam algum gene para produção de 

enterotoxina, sendo relatada a presença dos genes sea, seb, sec e sed nas amostras estudadas, 

diferentemente do que foi encontrado em nosso estudo em que só os genes sec e sed foram 

observados. A avaliação da presença de genes enterotoxigênicos em isolados de MRSA tem 

sido estudada (Song et al., 2016; Marques, 2017; Carfora et al., 2015), porém é geralmente 

realizada com isolados provenientes de leite e derivados, sendo raros os relatos em produtos 

cárneos, especialmente em embutidos de carne suína. 

A alta prevalência de MRSA e a presença de S. aureus enterotoxigênicos observados 

nesse estudo servem como um alerta à saúde pública sobre a necessidade de adoção de 

medidas de controle na cadeia de produção de alimentos para reduzir a contaminação dos 

produtos com esses microrganismos e assim diminuir o risco de transmissão às pessoas. 

Dos 22 isolados de S. aureus obtidos, 68% (15/22) foram considerados formadores de 

biofilme pelo teste do CRA. Desses, 53% (8/15) eram MRSA e potencialmente 

enterotoxigênicos (possuindo o gene sed ou sec+sed), 40% (6/15) eram MRSA e possuíam 

apenas o gene sed, 13% (2/15) eram MRSA e possuíam os genes sec e sed simultaneamente, 

13% (2/15) eram MRSA e não possuíam nenhum gene codificador para a produção de 

enterotoxinas estafilocócicas, 13% (2/15) não eram MRSA e possuíam apenas o gene sed,  
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 13% (2/15) não eram MRSA e possuíam os genes sec e sed simultaneamente e 7% (1/15) não 

eram MRSA e não possuíam nenhum gene pesquisado. 

Outros estudos já foram realizados para avaliar a formação de biofilme por S. aureus 

isolados de alimentos, porém não em isolados de linguiça suína, demonstrando que, embora 

seja um alimento muito consumido, ainda são necessários mais estudos acerca desse produto. 

Em trabalho realizado por Zhang et al. (2018), foram avaliados 130 isolados de S. aureus 

oriundos de granjas suínas, abatedouro e produtos suínos prontos e todos foram capazes de 

formar biofilme, prevalência maior do que a encontrada. Chen et al. (2020) também relataram 

maior prevalência, 72% (70/97) dos S. aureus isolados de diferentes alimentos, incluindo 

carne crua, foram capazes de formar biofilme.  

A maioria dos isolados formadores de biofilme foi classificada como MRSA, 67% 

(10/15). Khan et al. (2011) também observaram que os isolados de MRSA testados foram 

mais propensos a formar biofilme do que S. aureus suscetíveis a meticilina (MSSA). 

Entretanto, outros estudos relatam não haver diferenças significativas entre a formação de 

biofilme por isolados MRSA e isolados MSSA (Reiter et al., 2011; Smith et al., 2008). 

Após serem submetidas a estresses subletais, as cepas de S. aureus responderam de 

maneiras diferentes, como pode ser observado na Tabela 1. A grande maioria dos isolados 

formadores de biofilme, 80% (12/15), continuou formando biofilme após aplicação dos 

estresses. Um isolado formador de biofilme não formou biofilme em meio ácido e outro após 

o estresse ao calor e ao ambiente ácido. Apenas um isolado formador de biofilme deixou de 

apresentar essa capacidade após a exposição aos estresses subletais. Quanto aos isolados 

considerados não formadores de biofilme, após serem estressados, dois mantiveram-se 

inalterados. Porém, 57% (4/7) dos isolados considerados não formadores de biofilme 

passaram a formar biofilme após todos os estresses a que foram submetidos e um isolado não 

formador passou a formar biofilme somente após o estresse ao frio. 
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Tabela 1. Capacidade de formação de biofilme por isolados de S. aureus após serem 

submetidos a diferentes tipos de estresse subletal 

 

Isolados Calor Frio Ácido 

 Formadores de 

biofilme 

     

1 + + + 

2 - + - 

3 + + - 

4 + + + 

5 + + + 

6 + + + 

7 + + + 

8 + + + 

9 + + + 

10 + + + 

11 + + + 

12 + + + 

13 + + + 

  14 + + + 

15 - - - 

 

Não formadores de 

biofilme 

     

16 - + - 

17 + + + 

18 + + + 

19 - - - 

20 - - - 

21 + + + 

22 + + + 

(+) com formação de biofilme; (-) sem formação de biofilme 

 

 O fato de que a maioria dos isolados não formadores de biofilme passou a formar 

biofilme após ser submetido a pelo menos um dos estresses testados indica que condições de  
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estresse induzem a formação de biofilme por S. aureus. Segundo Jefferson (2004), a razão da 

formação do biofilme é a defesa, sendo uma resposta contra condições de estresse. 

 A condição de estresse subletal que mais induziu a formação de biofilme pelos 

isolados utilizados no presente estudo foi o frio. Esse resultado é de significativa importância 

para a indústria de alimentos, visto que 4 ºC é a temperatura recomendada para o 

armazenamento das linguiças suínas até seu consumo e, além disso, antes do embutimento há 

uma etapa crítica de descanso por 24 horas a 4 ºC para se evitar a multiplicação de 

microrganismos no produto (Ordóñez et al., 2005). Também no comércio varejista, 

restaurantes e domicílios, onde muitas vezes a manipulação é feita de forma menos cuidadosa, 

as linguiças costumam ser mantidas sob refrigeração, o que pode induzir a capacidade de 

formar biofilme por S. aureus que possam estar presentes no alimento. 

Em nosso estudo, como já citado anteriormente, dois dos sete isolados não formadores 

de biofilme (29%) continuaram não formadores de biofilme, percentual semelhante ao 

relatado no trabalho de Silva (2019), que testou seis isolados de S. aureus, três isolados 

formadores de biofilme e três não formadores de biofilme, frente ao choque por calor, frio e 

ambiente ácido. Este autor relatou que todos os isolados formadores de biofilme continuaram 

formadores após os estresses e os isolados não formadores de biofilme, assim como no nosso 

estudo, se comportaram de maneiras distintas frente aos fatores estressantes, sendo que um 

dos isolados (1/3, 33%) não formou biofilme sob nenhuma das condições testadas.  

Das cepas não formadoras de biofilme estudadas, 57% (4/7) passaram a produzi-lo 

após serem submetidas ao estresse por calor. Logo, o estresse ao calor pode ser considerado 

um fator que influencia a formação de biofilme. No entanto, Rode et al. (2007) afirmaram 

que, em seu estudo, a formação de biofilme por S. aureus após a exposição ao calor foi baixa. 

 Os resultados obtidos no presente trabalho, assim como em outros estudos avaliando o 

efeito de estresses subletais sob a formação de biofilme realizados com diferentes 

microrganismos (Rosa et al., 2017; Galvão et al., 2012; Lianou e Koutsoumanis, 2012), 

demonstram que cada microrganismo, assim como cada cepa de um mesmo microrganismo, 

apresenta suas particularidades frente a ambientes hostis, podendo formar ou não biofilme. 

 Dos 15 isolados produtores de biofilme em CRA, sete foram selecionados para a 

avaliação da formação de biofilme em aço inoxidável, vidro, polietileno e tripa suína, sendo 

dois MRSA com os genes sec e sed, três MRSA apenas com o gene sed, um MRSA não 

enterotoxigênico e um MSSA com os genes sec e sed. 

 A análise de variância das contagens em cada superfície mostrou não ter havido efeito 

da repetição. De acordo com a análise pelo teste de Tukey, houve produção de biofilme no  
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 aço inoxidável e na tripa suína em 71% (5/7) e 57% (4/7) dos isolados, respectivamente. Não 

houve produção de biofilme em vidro e em polietileno (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Contagens de S. aureus em diferentes superfícies (log/4cm
2
) e avaliação da 

formação de biofilme 

 

Isolados Aço inoxidável 

(DP) 

Vidro (DP) Polietileno (DP) Tripa suína (DP) 

MRSA+sec+sed     

A 6,2 (0,8) [+] 5,9 (1,3) [-] 5,4 (1,15) [-] 4,3 (0,6) [-] 

B 5,5 (0,3) [-] 5,1 (1,1) [-] 6,4 (0,60) [-] 6,0 (0,6) [-] 

 

MRSA+sed 

    

C 5,9 (0,4) [+] 6,1 (0,4) [-] 4,6 (0,49) [-] 6,9 (0,7) [+] 

D 6,5 (0,1) [+] 6,9 (0,4) [-] 6,5 (1,75) [-] 6,9 (0.0) [+] 

E 

 

MRSA 

 5,8 (1,5) [+] 5,9 (0,9) [-] 5,5 (0,24) [-] 6,7 (0,8) [+] 

F 

 

5,6 (0,4) [-] 5,5 (0,4) [-] 4,8 (0,22) [-] 7,1 (0,3) [+] 

MSSA+sec+sed     

G 

 

7,0 (0,5) [+] 6,8 (0,7) [-] 5,8 (1,17) [-] 4,9 (0,3) [-] 

Controle 

negativo 

3,7 (1,0) 5,0 (1.1) 3,9 (0,9) 4,9 (0,7) 

DP = desvio padrão; [+] com formação de biofilme; [-] sem formação de biofilme. 

 

 Nenhum dos isolados que testamos formou biofilme em outra superfície abiótica além 

do aço inoxidável. A formação de biofilme na superfície deste material também foi observada 

por outros autores que estudaram S. aureus isolados de diferentes alimentos (Di Ciccio et al., 

2014; Lee et al., 2015; Friedriczewski et al., 2018). Diferentemente dos nossos resultados, 

alguns estudos constataram a formação de biofilme por S. aureus em vidro e/ou polietileno 

(Lee et al., 2015; Friedriczewski et al., 2018). Esta diferença na capacidade de formar 

biofilme em vidro pode estar relacionada com as cepas e/ou com as características do 

alimento de onde foram isoladas.  
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 A habilidade dos isolados de S. aureus testados de se aderirem e produzir biofilme em 

aço inoxidável confere uma grande preocupação para a indústria de alimentos, visto que esse 

é um material comumente presente em equipamentos e utensílios dentro das indústrias e, uma 

vez formado o biofilme, esse pode se tornar uma fonte de contaminação constante aos 

alimentos que com ele entram em contato. 

 Esse é o primeiro estudo relatando a capacidade de S. aureus produzir biofilme em 

tripa, sendo esse um achado relevante, pois uma vez que o biofilme esteja presente nesse 

envoltório, poderá contaminar outros alimentos, equipamentos e superfícies com os quais 

entrar em contato, além de representar um risco direto para quem o consome. Conforme 

Iñiguez-Moreno et al. (2018), o crescimento de microrganismos na superfície de alimentos é 

uma das causas principais de deterioração e perdas de produtos processados e in natura, e é 

também uma das principais causas de doenças de origem alimentar e danos aos equipamentos 

na indústria de alimentos. Além disso, o fato de todos os nossos isolados formadores de 

biofilme na tripa suína serem MRSA torna os riscos para a saúde pública ainda mais 

relevantes. 

 A presença dos genes sec e sed, a resistência à meticilina ou a combinação desses 

fatores nos isolados estudados são mecanismos de patogenicidade que, somados a capacidade 

de formar biofilme, tornam a ocorrência de S. aureus em linguiças um problema ainda maior 

quanto à segurança dos consumidores. 

 

CONCLUSÃO 

 

S. aureus meticilina resistentes e potenciais produtores das enterotoxinas 

estafilocócicas C e D podem ser isolados de linguiças suínas cruas e são capazes de formar 

biofilme, inclusive em superfícies como aço inoxidável e tripa suína. Algumas cepas de S. 

aureus não formadoras de biofilme, quando submetidos a determinadas condições de estresse, 

como a refrigeração, passam a desenvolver a capacidade de formar biofilme. 

Esses resultados ressaltam a importância da implementação de boas práticas dentro da 

indústria para controlar a contaminação microbiana e a formação de biofilme. 
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3 Considerações Finais 

 

A maioria das amostras de linguiça suína analisadas apresentou SCP e 12% 

das contagens se encontravam fora do padrão estabelecido pela legislação, o que 

evidencia falhas nas boas práticas de fabricação. S. aureus produtores das 

enterotoxinas C e D e S. aureus meticilina resistentes podem ser isolados de 

linguiças suínas, sendo sua presença em alimentos de elevada relevância uma vez 

que podem causar, respectivamente, intoxicação alimentar e baixo sucesso 

terapêutico em casos de infecções por MRSA. 

Isolados de S. aureus são capazes de formar biofilme em aço inoxidável e 

tripa suína podendo permanecer mais tempo dentro da indústria e contaminar 

alimentos e utensílios que com ele entram em contato. A exposição dos isolados a 

estresses subletais, em geral, induziu a formação de biofilme por isolados não 

produtores, especialmente após serem submetidos ao estresse ao frio (4 ºC), que é 

a temperatura normalmente utilizada para o armazenamento de linguiças suínas. 

Os resultados obtidos devem servir como alerta para que sejam adotadas 

medidas para o controle e prevenção da contaminação e da formação de biofilme 

dentro da indústria, de forma a garantir que alimentos seguros cheguem ao 

consumidor. 

Mais estudos devem ser realizados quanto a caracterização de S. aureus 

provenientes de linguiça suína tendo em vista que esse é um alimento amplamente 

consumido e ainda são poucos os dados na literatura envolvendo esse produto. 
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