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RESUMO 

Os estafilococos são frequentemente associados a surtos de intoxicações 
alimentares. Dentre os alimentos envolvidos nesses surtos encontram-se o leite e 
seus derivados, principalmente, queijos produzidos de forma artesanalmente e com 
leite cru. Este trabalho objetivou identificar os Staphylococcus coagulase positiva 
(CoPS), verificar o potencial enterotoxigênico através da pesquisa dos genes 
codificadores de enterotoxinas estafilocócicas (sea, seb, sec, sed e see), verificar a 
capacidade de produzir biofilme através do Ágar Vermelho Congo (CRA), identificar 
a ocorrência dos genes icaA, icaC e icaD, caracterizar fenotipicamente o perfil de 
resistência à antimicrobianos e detectar molecularmente a presença de genes 
resistência aos fármacos beta-lactâmicos (mecA e blaZ) e dos genes mecC e femA 
em cepas de Staphylococcus sp. Para este estudo foram testadas 58 isolados de 
Staphylococcus coagulase positiva e 46 isolados de Staphylococcus coagulase 
negativa (CoNS), totalizando 104 cepas bacterianas, isoladas do leite (33 isolados) e 
de seus respectivos queijos (71 isolados) artesanais serrano, produzidos na região 
serrana de Santa Catarina. A técnica de multiplex PCR foi utilizada para a pesquisa 
dos genes sea, seb, sec, sed, see, icaA, icaC, icaD, mecA, mecC, blaZ e femA. A 
produção fenotípica de biofilme foi realizada pelo cultivo bacteriano em Ágar 
Vermelho Congo (CRA). Das 58 cepas de CoPS analisadas 64% foram identificadas 
fenotípica e genotipicamente como S. aureus. Oito cepas CoPS isoladas do leite 
apresentaram o gene seb e uma cepa oriunda do queijo foi positiva para o gene sea. 
Nenhum gene para as SEs foi detectado nas cepas de CoNS. Quanto ao potencial 
em formar biofilme das cepas CoPS, 53% (31/58) foram positivas para o gene icaA 
isoladamente, 5% (3/58) apresentaram somente o gene icaD e 27% (16/58) 
apresentaram ambos os genes icaA e icaD. Em relação aos CoNS 100% das 
amostras foram positivas para o gene icaA e 9% (4/46) apresentaram, 
simultaneamente, os genes icaA e icaD. Quanto ao teste do CRA, 64% (67/104) 
cepas de Staphylococcus spp. foram positivas e destas 7% (5/67) não apresentaram 
nenhum dos genes icaA, icaD e icaC testados. Para a detecção do perfil de 
resistência 103 cepas foram submetidas ao teste de susceptibilidade a 
antimicrobianos, no qual observou-se maiores índices de resistência contra a PEN 
(41% CoPS) e (31% CoNS), AMO (40% CoPS), AMP (36% CoPS) e SUT (35% 
CoNS). Vinte e sete (26%) cepas (18 CoPS e 9 CoNS) demosntraram perfil de 
multirresistência, sendo resistentes a pelo menos três diferentes classes dos 
antimicrobianos testados. Observou-se ausência dos genes mecC em todas as 
cepas, 12 cepas (9 CoPS e 3 CoNS) foram positivas para mecA e 10 cepas (4 CoPS 
e CoNS) positivas para blaZ. A alta prevalência de Staphylococcus aureus, a 
presença de genes codificadores de enterotoxinas, genes formadores de biofilme e 
genes de resistência a antimicrobianos, bem como, a presença de cepas resistentes 
e multirresistentes evidenciam o potencial de virulência dos CoPS e CoNS, 
destacando a importância de serem seguidas rigorosamente as boas práticas de 
fabricação do alimento. Ademais, estes resultados destacam um risco para clínica 
veterinária e para a saúde pública, uma vez que, esses genes de resistência podem 
ser transferidos ao homem e/ou aos animais, dificultando ou até mesmo 
impossibilitando o tratamento de doenças potencialmente curáveis. 
 
Palavras-chave: Staphylococcus spp., enterotoxinas, biofilme, resistência. 
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ABSTRACT 

Staphylococi are often associated with outbreaks of food poisoning.  
Among the foods involved in these outbreaks are milk and its derivatives, mainly, 
cheeses produced by handmade and with raw milk. This work aimed to identify 
Coagulase positive Staphylococcus (CoPS), to verify the enterotoxigenic potential by 
investigating the genes coding for staphylococcal enterotoxins (sea, seb, sec, sed 
and see), verify the ability to produce biofilm through Congo Red Agar (CRA), to 
identify the occurrence of icaA, icaC and icaD genes, phenotypically characterize the 
antimicrobial resistance profile and molecularly detect the presence of resistance 
genes to beta-lactam drugs (mecA and blaZ) and the mecC and femA genes in 
strains of Staphylococcus spp. For this study, 58 strains of Staphylococcus 
coagulase positive and 46 strains of Staphylococcus coagulase negative (CoNS) 
were tested, totalizing 104 bacterial strains, isolated from milk (33 isolates) and their 
respective handmade serrano cheeses (71 isolates), produced in the mountain 
region of Santa Catarina Santa. The multiplex PCR technique was used for the 
search of the genes sea, seb, sec, sed, see, icaA, icaC, icaD, mecA, mecC, blaZ and 
femA. Phenotypic biofilm production was performed by bacterial culture in Congo 
Red Agar (CRA). Of the 58 CoPS strains analyzed, 64% were identified 
phenotypically and genotypically as S. aureus. Eight strains CoPS isolated from the 
milk showed the seb gene and one strain from the cheese was positive for the sea 
gene. No gene for SEs was detected in the strains of CoNS. As for the biofilm 
formation potential of the CoPS strains, 53% (31/58) were positive for the icaA gene 
alone, 5% (3/58) presented only the icaD gene and 27% (16/58) presented both icaA 
and icaD genes. In relation to the CoNS, 100% of the samples were positive for the 
icaA gene and 9% (4/46) presented the icaA and icaD genes simultaneously. 
Regarding the CRA test, 64% (67/104) strains of Staphylococcus spp. were positive 
and of these 7% (5/67) did not present any of the icaA, icaD and icaC genes tested. 
For the detection of the resistance profile, 103 strains were submitted to the 
antimicrobial susceptibility test, in which higher resistance indices were observed 
against PEN (41% CoPS) and (31% CoNS), AMO (40% CoPS), AMP (36% CoPS) e 
SUT (35% CoNS). Twenty-seven (26%) strains (18 CoPS and 9 CoNS) 
demonstrated a multiresistance profile and were resistant to at least three different 
classes of antimicrobials tested. Absence of mecC was observed in all strains, 12 
strains (9 CoPS and 3 CoNS) were positive for mecA and 10 strains (4 CoPS and 6 
CoNS) positive for blaZ. The high prevalence of Staphylococcus aureus, the 
presence of enterotoxin encoding genes, biofilm forming genes and antimicrobial 
resistance genes, as well as the presence of resistant and multiresistant strains show 
the potential for virulence of CoPS and CoNS, highlighting the importance of strict 
adherence to good food manufacturing practices. In addition, these results highlight a 
risk for veterinary clinics and public health, since these resistance genes can be 
transferred to humans or animals, making it difficult or even impossible to treat 
potentially curable diseases. 
 
Key words: Staphylococcus spp., Enterotoxins, biofilm, resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O gênero Staphylococcus está subdividido em 40 espécies, que se dividem 

de acordo com a síntese ou não da enzima coagulase, em dois grandes grupos, 

estafilococos coagulase positivo (CoPS) e estafilococos coagulase negativo (CoNS). 

Sendo a maioria, coagulase negativas, com exceção do Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, Staphylococcus intermedius, 

Staphylococcus hyicus, Staphylococcus delphini, Staphylococcus pseudointermedius 

e S. aureus subsp. anaerobius (MARKEY et al., 2013). 

Os CoNS são frequentemente isolados de amostras clínicas humanas e 

animais, porém sua importância está relacionada com dados epidemiológicos e 

suspeita de resistência a glicopeptídeos e produção de outras exotoxinas 

(TEIXEIRA, 2009). Ademais, estudos tem demonstrado sua presença associada a 

surtos de intoxicações alimentares (ANDRADE et al., 2011).  

Dentre os CoPS o S. aureus é a espécie de maior interesse, por serem 

altamente ativos biologicamente, além de produzirem várias exotoxinas, como as 

enterotoxinas (SILVA et al., 2010). A doença transmitida pelo alimento (DTA) 

causada pelos S. aureus é uma intoxicação alimentar, a qual ocorre após a ingestão 

de toxinas pré-formadas no alimento (SILVA et al., 2010). A intoxicação 

estafilocócica representa uma das doenças transmitidas por alimento (DTA) mais 

prevalentes no mundo (ECDC, 2015), embora, sua incidência na maioria das vezes 

seja subestimada devido a falhas no diagnóstico, dificultando o controle social e 

econômico da doença (YAN et al., 2012). 

As enterotoxinas estafilocócias (SE) são proteínas de baixo peso molecular, 

resistentes a inativação por proteases estomacais, como a pepsina e a tripsina, e 

são termoresistentes (100ºC/30 min.), podendo ser encontradas no alimento, mesmo 

na ausência de micro-organismos viáveis, devido ao efeito do tratamento térmico 

(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Elas são nomeadas em ordem alfabética de acordo 

com a cronologia de sua descoberta, sendo as enterotoxinas clássicas denominas 

SEA, SEB, SEC, SED, SEE (FRANCO; LANDGRAF, 2008).  

Os genes codificadores das SEs podem estar presentes em bacteriófagos 

(sea e sec), plasmídeos (seb, sed e selj), no cromossomo (seb, sec, seh, sei, selk, 

sell, selm, seln, selo, selp e selq) e nas ilhas de patogenicidade cromossomal (sec, 

seb, selk e selq) (ZHANG et al., 1998; JARRAUD et al., 2001).  
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Além da produção de enterotoxinas, outra característica significativa de S. 

aureus é a sua capacidade de formar biofilmes, tanto em superfícies inertes quanto 

biológicas. Além disso, Staphylococcus spp. em biofilmes demonstram elevada 

resistência a antimicrobianos, comprometendo assim, a eficácia e o sucesso do 

tratamento (MATHUR et al., 2005). As cepas de Staphylococcus spp. ica-

dependentes necessitam da presença e expressão do cluster ica, o qual 

compreende os genes responsáveis pela síntese do polissacarídeo, representado 

pelo operon icaABCD (ARCHER et al., 2011) 

A formação de biofilme dentro da linha de produção, além de elevar a carga 

microbiana, gera muitos prejuízos devido a corrosão de superfícies e equipamentos 

e ao aumento da resistência a distintos antimicrobianos. Ademais, células 

bacterianas podem desprender-se do biofilme e iniciar um novo processo de fixação 

em outra superfície, ou até contaminar o alimento com bactérias deteriorantes ou 

patogênicas, constituindo um risco em potencial para os consumidores (ANDRADE; 

PINTO; LIMA, 2008).  

Outro fator importante relacionado ao gênero é a emergência de cepas de 

Staphylococcus spp. resistentes e/ou multirresistentes a antimicrobianos (FLEMING 

et al., 2010). No trato gastrointestinal as bactérias podem transferir genes que 

conferem resistência antimicrobiana a outras bactérias da própria espécie ou de 

espécies não correlatas, patogênicas ou não.  O aumento dessa resistência traz 

imensa preocupação para clínica veterinária e humana, uma vez que, pode dificultar 

o tratamento de doenças potencialmente curáveis (RAPINI et al., 2004).  

Cada vez mais discutida e enfatizada, a segurança dos alimentos constitui um 

dos maiores desafios para os órgãos responsáveis pela saúde pública, visto que, 

produtos disponíveis para comercialização podem representar um risco à saúde do 

consumidor, quando as boas práticas de fabricação são negligenciadas 

(GUIMARÃES, 2012). 

O leite e seus derivados estão entre os alimentos frequentemente associados 

a surtos de infecções estafilocócicas (SILVA et al., 2010). O queijo artesanal 

serrano, por sua vez, é um produto fabricado obrigatoriamente com leite cru e 

amplamente consumido na Serra Catarinense (CÒRDOVA et al., 2011). 

Destacando-se a importância dos cuidados com a qualidade da matéria prima, bem 

como, com as boas práticas de fabricação para que possa garantir um alimento 

inócuo ao consumidor.  
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Micro-organismos patogênicos e deterioradores podem contaminar o alimento 

em qualquer uma das etapas de produção, distribuição e consumo (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008), principalmente, aqueles que são altamente manipulados como 

produtos artesanais (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO et al., 2010; LE LOIR; 

BARON; GAUTIR, 2003). Ademais, estudos demonstram o isolamento de 

Staphylococccus spp. e S. aureus entre outras espécies, muitas vezes em 

quantidades acima daquela permitida pela legislação vigente, em queijos Artesanais 

Serrano de Santa Catarina (MELO et al., 2013 e PONTAROLO, 2017).  

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reactio) é 

amplamente utilizada para detecção e caracterização de bactérias patogênicas em 

alimentos. A PCR é uma técnica altamente sensível, onde pequenas quantidades de 

sequências de DNA ou RNA específicas, podem ser enzimaticamente amplificadas, 

de modo que, uma quantidade suficiente de material fica disponível para alcançar o 

limiar do "sinal" para detecção (KONEMAM et al., 2006). 

De acordo com o disposto acima, observa-se a importância de identificar o 

perfil de virulência de cepas de CoPS e CoNS, isolados do Queijo Artesanal 

Serrano, quanto ao potencial enterotoxigênico, a capacidade de formar biofilme e a 

presença de resistência a antimicrobianos.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Staphylococcus spp.  

 

Os estafilococos são cocos Gram-positivos, anaeróbios facultativos, catalase 

positiva, imóveis, oxidase-negativa e não formam esporos. Encontram-se 

amplamente distribuídos no mundo todo, como comensais da pele de animais e de 

humanos. Também são encontrados em membranas mucosas do trato respiratório 

superior e urogenital inferior e como transitórios no trato digestivo, sendo 

relativamente estáveis no meio ambiente (QUINN et al., 2005). 

O gênero Staphylococcus se divide de acordo com a síntese ou não da 

enzima coagulase, sendo a sua produção correlacionada com a patogenicidade, no 

entanto, alguns CoNS, ocasionalmente, causam doença nos animais e no homem 

(QUINN et al., 2005). Pereira et al. (2001), comprovaram que Staphylococcus 

coagulase negativa também são capazes de produzir toxinas em condições 

laboratoriais.  

O S. aureus é a espécie de maior interesse (dentro do grupo dos CoPS) para 

a microbiologia de alimentos, por provocar intoxicações de origem alimentar 

bastante frequentes em nosso meio, principalmente nas épocas quentes do ano 

(FRANCO; LANDGRAF, 2008; GAVA; SILVA; FRIAS, 2008). Apresentam 

crescimento na faixa de 7ºC a 47,8ºC, e suportam variação de pH entre 4 a 9,8. São 

tolerantes a concentrações de 10 a 20% de NaCl e a nitratos, o que torna alimentos 

curados potenciais veículos para o crescimento desta bactéria (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008). O gene femA é muito utilizado para a identificação molecular de 

S. aureus, pois ele é específico para a espécie (BOEREMA, 2006). 

 Staphylococcus spp. tem sido amplamente estudados devido a produção de 

diversos fatores de virulência como as exotoxinas estafilocócicas. Enzimas e 

citotoxinas como hemolisinas, nucleases, proteases, lipases, leucocidinas, 

hialuronidases, colagenases, toxinas esfoliativas, toxina da síndrome do tóxico e 

enterotoxinas representam essas exotoxinas (QUINN et al., 2005; BOYNUKARA et 

al., 2008). 

 A presença de Staphylococcus sp. é frequentemente detectada em alimentos 

de origem animal, principalmente aqueles excessivamente manipulados e sem 

passar por tratamento térmico durante seu processo de fabricação. Este micro-
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organismo pode ser transmitido ao alimento por diversas fontes, tais como: matéria 

prima, manipulador, ambiente de processamento, armazenamento, transporte e 

distribuição, quando não tomados os devidos cuidados, contribuindo dessa forma 

para multiplicação microbiana e consequente produção de enterotoxinas (PINCHUK; 

BESWICK; REYES, 2010 e SALOTTI et al., 2006). 

 No homem este micro-organismo pode causar desde infecções benignas na 

pele como foliculite, impetigo e furúnculo, até doenças sistêmicas podendo levar à 

morte (CHAPAVAL et al., 2008). Ademais, quando as enterotoxinas produzidas no 

alimento são ingeridas, causam sintomas como dor de cabeça, náuseas, vômitos, 

cólica abdominal e prostração (LAMAITA et al., 2005).  

 Outra importante característica dos Staphylococcus sp. é a sua capacidade 

de formar biofilmes tanto em superfícies biológicas quanto inertes. Além de constituir 

um imenso problema para as indústrias alimentícias, pela disseminação de 

patógenos através do alimento, estafilococos em biofilmes apresentam elevada 

resistência a antimicrobianos (MATHUR et al., 2005; OLIVEIRA; BRUGNERA; 

PICCOLI, 2010).  

  

2.2 Enterotoxinas estafilocócicas (SE) e genes codificadores de 

enterotoxinas 

 

As SE são proteínas de baixo peso molecular, produzidas por 

Sthaphylococcus spp. durante a fase pós-exponencial do crescimento bacteriano. 

São resistentes a inativação por proteases estomacais, como a pepsina e a tripsina, 

e termoresistentes podendo ser encontradas no alimento mesmo na ausência do 

micro-organismo, uma vez que o agente, é eliminado facilmente por um processo 

comum de cocção (FRANCO; LANDGRAF, 2008), enquanto que as enterotoxinas 

resistem à temperatura de 121ºC por até 28 min (PELES et al., 2007; FRANCO; 

LANDGRAF, 2008).   

Segundo Kokan e Bergdoll (1987), são necessárias algumas condições para 

produção de SE no alimento como, cepas enterotoxigênicas de Staphylococcus spp. 

necessitam estar presente, o alimento deve ser um substrato para o crescimento 

bacteriano, tempo e temperatura apropriados para a produção da toxina. Além disso, 

a presença de bactérias ácido láticas (BAL) podem interferir na síntese de 

enterotoxinas estafilocócicas através da acidificação do meio, produção de 
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bacteriocinas, produção de peróxido de hidrogênio e competição nutricional 

(NOVICK, 2003). Algumas características do meio como atividade de água, pH, 

temperatura, concentração de cloreto de sódio e condições atmosféricas podem 

influenciar a produção de SEs (PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010). 

Para Argudin et al. (2010), apenas as exotoxinas que provocam êmese 

devem ser denominadas de SE, uma vez que, é uma característica típica de 

enterotoxinas. Aquelas SE sem ação emética comprovada pelo modelo experimental 

designado deve ser denominada SEL (Staphylococcal enterotoxin-like) (CHIANG et 

al., 2008). As enterotoxinas estafilocócicas possuem similaridade filogenética, 

estruturais, funcionais, homologia de sua sequência e são consideradas 

superantígenos (BALABAN; RASSOLY, 2000).  

As SEs são denominadas superantígenos por induzir a resposta imune 

policlonal pela ligação direta no Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major 

Histocompatibility Complex - MHC) de classe II nos receptores de células T, sem ser 

internalizadas e processadas como um antígeno normal, o que provoca a 

proliferação de células T e citocinas. Além do mais, afetam várias outras células do 

sistema imune como macrófagos, eosinófilos e células epiteliais (LARKIN et al., 

2010).  

Enterotoxinas são nomeadas em ordem alfabética de acordo com cronologia 

de sua descoberta (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Sendo classificadas em clássicas 

SEA, SEB, SEC, SED, SEE e não clássicas SEG, SEH, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEO, 

SEP, SEQ e SEU (DINGES et al., 2000; ARGUDIN et al., 2010). 

Os genes codificadores das enterotoxinas estafilocócicas podem estar 

presentes em bacteriófagos (sea e sec), plasmídeos (seb, sed e selj), no 

cromossomo (seb, sec, seh, sei, selk, sell, selm, seln, selo, selp e selq) e nas ilhas 

de patogenicidade cromossomal (sec, seb, selk e selq) (ZHANG et al., 1998; 

JARRAUD et al., 2001). A presença de genes em elementos genéticos móveis 

viabiliza o processo de transferência horizontal de genes através da mobilidade de 

uma molécula de DNA de uma bactéria para outra (FERREIRA, 2001). 

Dentre a SEs clássicas a SEA é a mais prevalente em intoxicações de origem 

alimentar. O gene sea é composto por 771 pb (pares de base), responsável pela 

síntese de 257 aminoácidos (BALABAN; RASSOLY, 2000). A SEA é expressa 

constitutivamente (sistema agr independente) e ainda não há informação sobre 
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mecanismos de regulação que controlem a expressão desta toxina (JOHLER e 

STEPHAN, 2010).    

A SEB é produzida pelo gene seb, o qual é cromossomal em amostras 

clínicas e plasmidial nos demais isolados, este gene apresenta 798 pb e codifica 

uma proteína de 31,4 kDa (SOARES et al., 1997). Esta toxina foi utilizada como 

arma biológica na década de 70, pois quando inalada em doses elevadas vários 

órgão são acometidos com evolução, na maioria das vezes, fatal (DINGES et al., 

2000). 

A SEC possui algumas variantes, nomeadas de SEC1, SEC2 e SEC3 de 

acordo com base nas diferenças antigênicas. O gene sec1, contém 801 pares de 

base e codifica uma proteína com 267 aminoácidos. SEC1 e SEC2 são os subtipos 

mais frequentes em surtos de intoxicação alimentar (SOARES et al., 1997).  

A SED é a segunda SE mais comumente associada a doenças de origem 

alimentar. O gene sed codifica uma proteína com 258 aminoácidos, está localizado 

em um plasmídeo, o qual também carreia genes de resistência a penicilina 

(SOARES et al., 1997). A SED é produzida em pequenas quantidades, porém, cerca 

de 100 a 200 ng são suficientes para causar a intoxicação, principalmente nos 

constituintes do grupo de risco (crianças e idosos) (KOKAN e BERGDOLL, 1987). 

A SEE é codificada pelo gene see, tendo este uma sequência homóloga ao 

sea. Ademais, a sequência do DNA indica que SEA, SED e SEE possuem de 53 a 

84% de homologia (BALABAN; RASSOLY, 2000; DINGES et al., 2000). 

A presença de genes codificadores de SEs nas cepas de Staphylococcus spp. 

não significa que a toxina estará presente também no alimento, mas indica o 

potencial enterotoxigênico da cepa, a qual em condições favoráveis poderá 

expressar a proteína (FRANCO e LANDGRAF, 2008). No entanto, a determinação 

do tipo de enterotoxina é de grande valor epidemiológico, pois pode determinar a 

fonte de contaminação. Uma vez que, foi demonstrado que SEA e SEB estão 

associadas a contaminação de origem humana, principalmente manipuladores de 

alimentos, e SEC e SED são associadas com contaminação de origem animal, 

geralmente bovinos e suínos (NÁJERA-SANCHEZ et al., 2003). 

A ocorrência de genes codificadores de enterotoxinas em cepas de 

Staphylococccus spp. isolados de alimentos como leite e seus derivados, 

principalmente queijos, tem sido demonstrada em muitos estudos (CHIANG et al., 
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2008; CREMOSNESI et al., 2005; CUNHA et al., 2006; RALL et al., 2008; ROSEC e 

GIGAUD, 2002). 

Holecková et al. (2002) relataram em sua pesquisa uma alta taxa (47,4%) de 

Staphylococcus enterotoxigênicos isolados de queijos produzidos com leite de cabra 

na Eslováquia, com prevalência de seb (36,8%), seguido de sea (5,3%) e sea + seb 

(5,3%). Gucukoglu et al. (2012), encontraram 13,7% (7/51) das cepas de S. aureus, 

provenientes de leite cru, positivas para os genes sea e seb. 

 Borelli et al. (2011), não encontraram os genes sea, seb, sec e sed em cepas 

de Staphylococcus spp. isolados de Queijo Minas produzidos com leite cru. Hunt et 

al. (2012) demonstraram que 83,2% das cepas isoladas de leite cru e de queijos 

relacionados não continham os genes codificadores de enterotoxinas pesquisados. 

Rosec e Gigaud (2002) também encontraram baixa incidência de genes de 

enterotoxinas (9/74) em seu estudo com Staphylococcus sp.  

 

2.3 Intoxicações Estafilocócicas 

  

Diversos são os fatores que contribuem para o desenvolvimento das doenças 

de origem alimentar como processo térmico ineficiente, manipuladores infectados, 

contaminação cruzada, falhas nos processos de higiene e sanitização, utilização de 

produtos impróprios, temperatura de estocagem inadequada entre outros (FRANCO 

e LANDGRAF, 2008). 

Vários alimentos já foram incriminados em surtos de intoxicações 

estafilocócicas, dentre eles destacam-se, a carne, o leite e seus derivados. Bem 

como, alimentos muito manipulados durante a fabricação, ou os que permanecem a 

temperatura ambiente depois da preparação são os de maior risco em provocarem 

este tipo de intoxixação (SILVA et al., 2010).  

A intoxicação estafilocócica é causada pela ingestão da toxina pré-formada no 

alimento contendo Staphylococcus enterotoxigênicos, dentre os quais, destaca-se o 

S. aureus (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). No Brasil, entre os anos de 2007 a 

2017, a vigilância epidemiológica notificou que o S. aureus foi o segundo agente 

etiológico mais prevalente nas DTAs, ficando atrás apenas da Salmonella sp. e da 

Escherichia coli. Dentre os alimentos incriminados em surtos alimentares, leite e 

queijo, assumiram a sexta posição (BRASIL, 2017). Este fato representa um risco 
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potencial em termos de saúde pública, principalmente devido a produção de 

enterotoxinas, capazes de provocar intoxicação, poucas horas após sua ingestão. 

O primeiro caso estudado de intoxicação alimentar estafilocócica data de 

1894, por J. Denys e em 1914 M. Barber, ao ingerir propositalmente leite inoculado 

com S. aureus, reproduziu em si os sintomas da doença (JAY, 2005).  

Cerca de 95% das intoxicações estafilocócicas são devido a presença das 

SEs clássicas (SEA – SEE) (CREMONESI et al., 2005). Carmo et al. (2004), 

detectaram a presença de SEA em surto envolvendo oito mil pessoas em Minas 

Gerais, Brasil. Sendo a maioria dos acometidos idosos acima de 65 anos e crianças 

com menos de 5 anos.  

A severidade da intoxicação estafilocócica depende da susceptibilidade 

individual, da enterotoxina envolvida, bem como da quantidade de enterotoxina 

ingerida com o alimento. A exemplo disso, a intoxicação causada pela ingestão de 

SEB causa sintomas mais severos com menor quantidade requerida da toxina 

quando comparada com a intoxicação envolvendo a SEA (FRANCO e LANDGRAF, 

2008). 

A dose necessária de enterotoxina para causar a doença é muito baixa. 

Acredita-se que menos de 1 µg da toxina seja o suficiente para desencadear os 

sinais clínicos da intoxicação (LAMAITA et al., 2005). Para Franco e Landgraf 

(2008), a dose infectante encontra-se entre 0,015 µg e 0,375 µg de toxina. Enquanto 

Jay (2005), aponta a dose de 200 ng de toxina suficiente para causar a enfermidade. 

Essa quantidade é atingida quando a população de S. aureus obtém valores entre 

105 a 106 UFC/g de alimento (SANT’ANA; AZEREDO, 2005; SILVA et al., 2010).  

Os sintomas da intoxicação incluem vômito, náuseas, dores abdominais, 

diarreia, dores de cabeça e queda na pressão. Esses sinais surgem logo após a 

ingestão do alimento contaminado (4 a 6h) e pode permanecer por até 48 horas. 

Trata-se de uma intoxicação não letal e casos mais graves envolvem crianças, 

idosos e imunossuprimidos, os quais compõem o grupo de risco (BALABAN; 

RASOOLY, 2001; LARKIN et al., 2010). 

O diagnóstico da intoxicação alimentar estafilocócica é realizado através dos 

sinais clínicos, período de incubação e detecção de enterotoxinas no alimento. 

Todavia, o período de incubação também dificulta a identificação da doença, uma 

vez que, na maioria das vezes não há amostra suficiente do alimento ingerido, para 

que se faça o isolamento da toxina e assim se alcance o diagnóstico confirmativo. 
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Devido a esta dificuldade em confirmar o diagnóstico, sabe-se que os casos de 

intoxicações alimentares causadas por enterotoxinas estafilocócicas são 

subnotificados (SERIDAN et al., 2012). 

 

2.4 Staphylococcus spp. formadores de biofilme 

   

 A formação de biofilmes na superfície de equipamentos e utensílios é um dos 

problemas mais importantes para o setor de leite e derivados. Além de causar 

prejuízos decorrentes da diminuição da vida útil dos equipamentos, pôr em risco a 

segurança microbiológica do alimento, os biofilmes, propiciam o aumento da 

resistência bacteriana a sanitificantes e outros antimicrobianos, dificultando ou até 

mesmo impedindo o seu controle e eliminação (OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 

2010).  

 Na indústria de leite e derivados, resíduos como proteínas e sais minerais 

(fosfato e cálcio), geralmente são componentes da matriz de biofilmes em tanques e 

tubulações (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006). Portanto, a elaboração de um 

plano de limpeza e desinfecção eficiente é de extrema importância para as indústrias 

alimentícias, a fim de, evitar a formação de biofilmes (MURGA, 2011). 

Biofilmes são definidos como uma comunidade de micro-organismos aderidos 

a uma superfície e envoltos por uma matriz polimérica de síntese própria, constituída 

de polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos, denominados em conjunto de 

exopolissacarídeos (EPS). A matriz proteica de biofilmes formados por 

Staphylococcus sp. é composta de poli-N-acetil-glicosamina (PIA). Biofilmes podem 

ser homogêneos, constituído de apenas uma espécie (raro), ou heterogêneo, 

constituído de várias espécies bacterianas ou até mesmo fungos, leveduras, algas e 

outros organismos unicelulares (SAUER et a., 2007). 

Em biofilmes heterogêneos, os subprodutos metabólicos de um micro-

organismo podem favorecer o crescimento de outra espécie, bem como, a adesão 

de uma espécie pode fornecer sítios de ligação e fixação para outras espécies 

bacterianas (DUNNE, 2002).  

Cerca de 97% da matriz de um biofilme é constituída por água. Esse valor 

corresponde tanto a água intracelular, quanto a água livre circundante, a qual, 

juntamente com os solutos determinam a viscosidade da matriz e as condições de 
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difusão de solutos em seu interior, como nutriente e metabólitos (SUTHERLAND, 

2001). 

A formação de biofilmes segundo Notermans, Dormans e Mead, (1991) ocorre 

em três fases: adesão, consolidação e colonização. Na primeira fase de adesão, 

forças físicas permitem a aderência das células bacterianas a quase todos os tipos 

de superfícies, porém esta adesão é reversível. Na fase seguinte de consolidação, 

as bactérias iniciam a produção de uma matriz de substâncias extracelulares 

denominada exopolissacarídeo (EPS), essa matriz provoca uma adesão irreversível. 

Na terceira e última etapa a colonização, a camada de EPS permite o 

estabelecimento e multiplicação das células bacterianas na superfície, originando o 

biofilme propriamente dito, com consequente liberação das células para o meio 

circundante. 

A manutenção das atividades de um biofilme está profundamente relacionada 

com mecanismos de quórum-sensing. Através da produção e liberação de moléculas 

sinalizadoras e auto-indutoras, as quais a concentração aumenta em função da 

densidade populacional bacteriana. Bactérias possuem a habilidade de perceber um 

determinado limiar de estimulação dessas moléculas auto indutoras, incitando 

alterações na expressão gênica e, consequentemente, em um comportamento. 

Dessa forma, bactérias de um biofilme podem sincronizar suas atividades 

funcionando como organismos multicelulares (WATERS, 2005). 

Em um biofilme as células bacterianas possuem características fisiológicas 

diferentes de bactérias planctônicas. Isso devido a troca genética e consequente 

expressão gênica que o ambiente proporciona, contribuindo para que, as bactérias 

sejam por exemplo, mais resistentes a ação de vários antimicrobianos com distintos 

mecanismos de ação (MONROE, 2007). 

 Ademais, biofilmes microbianos formados em superfícies de instalações ou 

equipamentos de indústrias alimentícias podem liberar células bacterianas, as quais 

podem contaminar o alimento e/ou colonizar uma nova superfície iniciando um novo 

biofilme, gerando assim, uma nova fonte de contaminação (NORWOOD & 

GILMOUR, 1999).  

FREEMAN et al. (1989), desenvolveram um método alternativo com alta 

sensibilidade e rapidez para determinar a produção de biofilmes em SCoN, 

denominado Ágar Vermelho Congo (CRA). Baseado na cultura de cepas bacterianas 

em ágar infusão cérebro coração (BHIA) e o critério de avaliação baseado na análise 
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visual da coloração das colônias que crescem no ágar. O mecanismo exato da 

reação é desconhecido pelo autor, embora acredita-se que a mudança de cor 

acontece nas fases finais da incubação bacteriana, processo oriundo da formação 

de um produto secundário. Estudos tem demonstrado que este método apresenta 

baixa acurácia, porém é um teste barato e de fácil realização (HASSAN et al., 2011) 

Os mecanismos envolvidos na expressão de proteínas de fixação e na 

expressão de EPS, bem como, sua participação na formação de biofilmes de 

estafilococos, não são totalmente elucidados. Diante disso, vários estudos têm sido 

realizados com a finalidade de compreender melhor estes mecanismos (ATKIN, 

2014).  

A matriz proteica de biofilmes formados por Staphylococcus sp. é composta 

de poli-N-acetil-glicosamina (PIA). A importância do operon icaABCD para a 

formação da PIA e consequente formação de biofilme já é estabelecida, 

considerando este, um importante mecanismo de patogenicidade do gênero 

Staphylococcus. Porém, em algumas cepas de S. aureus a expressão de biofilme 

ocorre independente a expressão do operon icaABCD, pois a produção de uma 

ampla variedade de proteínas de adesão permite o estabelecimento do biofilme 

(LASA e PENADÉS, 2006). 

No entanto, nas cepas ica-dependentes a presença e expressão do cluster ica 

é fundamental, pois ele compreende tanto os genes responsáveis pela síntese do 

polissacarídeo de adesão, seja de superfície ou intercelular, representado pelo 

operon icaABCD, quanto genes responsáveis pela regulação da expressão da 

síntese, representado pelo gene icaR (ARCHER et al., 2011) 

Com a expressão do gene icaA isoladamente ocorre reduzida expressão de 

biofilme, uma vez que esse gene codifica a enzima, N-acetilglicosamina transferase, 

responsável pela produção do polissacarídeo PIA em pequenas quantidades. 

Porém, com a expressão concomitante dos genes icaA e icaD, há um considerável 

aumento na produção dessa enzima, potencializando a formação de biofilme por 

Staphylococcu aureus (Martin, 2015). A expressão do gene icaC parece codificar 

uma N-diacetilase de PIA. Enquanto que, o gene icaC não parece desempenhar um 

papel funcional no mecanismo de biossíntese do EPS, sendo responsável apenas 

por modificar a estrutura do polissacarídeo (ATKIN et al., 2014). 

A regulação gênica da produção de biofilme é altamente complexa. O gene 

icaR pode regular a expressão tanto positivamente através da expressão do 
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regulador Spx (regulador global de resposta ao estresse celular), quanto 

negativamente com a expressão do Rbf (proteína regulatória da formação de 

bioflme) (ARCHER et al., 2011) 

Giardini (2013) demonstrou em seus estudos que dos 132 isolados de S. 

aureus testados para os genes icaA e icaD, apenas (27,3%) apresentaram um ou 

ambos os genes, o gene icaD foi o mais prevalente em (14,4%), seguido pela 

presença de ambos os genes (8,3%), enquanto icaA foi o gene menos prevalente 

(4,5%). Em sua pesquisa Santos (2009) verificou que 15 (36,6%) das 41 cepas de 

Staphylococcus sp. foram positivas para o gene icaA e 100% positivas para o gene 

icaD. 

 

2.5 Resistência a Antimicrobianos  

 

Nas últimas décadas observou-se a emergência de cepas multirresistentes, 

devido a pressão seletiva causada pelos antimicrobianos utilizados 

indiscriminadamente na medicina veterinária e humana (FAGUNDES e OLIVEIRA, 

2004; FLEMING et al., 2010). O uso inadequado de antimicrobianos e na maioria 

das vezes sem o conhecimento da sensibilidade do micro-organismo frente aos seus 

principais grupos, geram falhas e insucesso no tratamento (CHA; VAKULENKO; 

MOBASHERY, 2007);  

Dentre os fatores preocupantes no setor agrícola, destaca-se o uso 

indiscriminado de antimicrobianos no tratamento de doenças, como a mastite e 

também na suplementação na alimentação animal (CORBIA et al., 2000). Assim, o 

aumento de resíduos de antimicrobianos no leite propicia a seleção de cepas 

resistentes neste produto e em seus derivados (CHA; VAKULENKO; MOBASHERY, 

2007). 

Bactérias oriundas de alimentos de origem animal demonstram, 

frequentemente, perfil de resistência e multirresistência a antimicrobianos utilizados 

no tratamento de diversas doenças. Tornando-se risco para saúde pública, por 

dificultar ou até mesmo impossibilitar o tratamento de doenças humanas e de 

animais potencialmente curáveis (RODRIGUEZ e VESGA, 2005; ARAÚJO; 

GALDINO; AMARAL, 2011).  

A resistência bacteriana associa-se a existência de genes que codificam 

diversos mecanismos bioquímicos, impedindo a ação de alguns fármacos. Devido ao 
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risco de transmissão cruzada interespecífica de linhagens resistentes, o consumo de 

alimento de origem animal contendo estes micro-organismos constitui um problema 

para saúde pública, dado que, o aumento da resistência bacteriana nos humanos 

pode ser devido à transmissão,de cepas resistentes, pelos alimentos de origem 

animal (STÖHR; WEGENER, 2000). 

  Linhagens de S. aureus resistentes a antimicrobianos constituem um 

problema de ordem mundial e o controle de sua disseminação é um fato 

preocupante para os profissionais da saúde (BAGGESEN e AARESTRUP, 1998).  

Os antimicrobianos beta-lactâmicos são os mais utilizados no tratamento de 

doenças infecciosas. Neste grupo encontram-se as penicilinas naturais e sintéticas, 

as cefalosporinas, carbapenemas e monobactans. Esses antimicrobianos têm como 

principais alvos de ação as enzimas que atuam nas etapas finais da formação da 

parede celular bacteriana. Tais enzimas, são proteínas de membrana, que se ligam 

aos antimicrobianos beta-lactâmicos e por isso são denominadas de proteínas de 

ligação à penicilina PBP (penicillin binding protein). Esta ligação impede que as 

enzimas realizem sua atividade de transpeptidase, endopeptidase e glicoxidase, 

levando à alteração na formação da camada de peptidoglicano da parede celular, 

contribuindo para a morte bacteriana por um processo ainda pouco conhecido 

(ANVISA, 2007). 

A resistência aos beta-lactâmicos tem sido associada principalmente a dois 

mecanismos. O primeiro mecanismo é a produção de uma enzima extracelular β-

lactamase, essa enzima produzida pela bactéria é capaz de degradar os 

antimicrobianos β-lactâmicos (CHAMBERS, 1997). A β-lactamase é codificada pelo 

gene blaZ, frequentemente plasmidial, podendo ser cromossomal, caracterizando 

uma resistência constitutiva ou regulada pela presença da droga (LOWY, 2003).  

Este fato levou ao desenvolvimento de penicilinas resistentes às β-

lactamases, como alternativa ao tratamento das doenças infecciosas. No caso das 

infecções estafilocócicas, a oxacilina e a meticilina, passaram a ser antimicrobianos 

de primeira escolha no tratamento das enfermidades causadas por estas bactérias 

(LOWY, 2003). 

O segundo mecanismo é a produção de uma proteína de baixa afinidade a 

penicilina (PBP2a), a qual possui baixa afinidade aos antibióticos beta-lactâmicos, 

permitindo assim, a síntese da parede celular mesmo na presença do antibiótico 

(PINCHUK et al., 2010). Os estafilococos produzem quatro tipos de PBPs, 
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designadas PBP1 a 4. As cepas resistentes expressam o subtipo PBP2a ou PBP2’ 

(KATAYAMA et al., 2000). Sendo está codificada pelo gene mecA (LOWY, 2003; 

PINCHUK et al., 2010).  

O gene mecA está inserido em um elemento genético móvel denominado de 

cassete cromossômico estafilocóccico mec (SCCmec), localizado em um sítio 

específico do cromossomo estafilocócico (attBscc), próximo ao ponto de origem de 

replicação do DNA flanqueado por sequências diretas e repetidas (KATAYAMA et 

al., 2000). 

Um gene apresentando cerca de 70% de nucleotídeos homólogos ao mecA, 

denomidado mecC, foi encontrado em cepas de S. aureus de bovinos e 

subsequentemente em S. aureus de humanos, no entanto, pouco se conhece ainda 

sobre a sua funcionalidade (PICHON et al., 2012). 

O sucesso terapêutico dos antimicrobianos depende de seu uso adequado. 

Nesse contexto, O teste de suscetibilidade avalia a resistência dos micro-

organismos contra diferentes agentes antimicrobianos, auxiliando assim, na escolha 

terapêutica antimicrobiana adequada (CLSI, 2014).  

 

2.6 Segurança Alimentar 

 

A segurança alimentar é foco de preocupação para as indústrias alimentícias, 

para os consumidores, para os órgãos fiscalizadores responsáveis pela saúde 

pública, uma vez que produtos disponíveis para comercialização podem conter 

micro-organismos deteriorantes e/ou patogênicos. Corroborando com a necessidade 

e importância de seguir com rigor as boas práticas de fabricação durante o processo 

de produção (GUIMARÃES, 2012). 

Uma série de micro-organismos patogênicos frequentemente contaminam os 

alimentos, podendo representar um risco a saúde do consumidor, pela capacidade 

de causar intoxicações ou toxinfecções, através da ingestão de células viáveis ou de 

seus metabólitos tóxicos, respectivamente (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008). Os micro-

organismos patogênicos estão amplamente distribuídos no ambiente, assim sendo, 

as principais fontes de contaminação do alimento são: solo, água, plantas, 

utensílios, trato intestinal do homem e de animais, manipuladores de alimentos, 

ração animal, animais, ar e pó (FORSYTHE, 2007; FRANCO e LANDGRAF, 2008). 
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Portanto, produtos crus utilizados como ingredientes podem carrear contaminação 

patogênica (FORSYTHE, 2007). 

O leite é considerado um alimento completo para a dieta humana pela sua 

composição altamente nutritiva. De forma semelhante, constitui um meio de cultura 

adequado para o crescimento de diversos micro-organismos (inclusive os 

patogênicos). Uma variedade de fatores como: manejo, alimentação e potencial 

genético do rebanho, obtenção e armazenagem, influenciam na qualidade do leite 

cru (ORDÓÑEZ et al., 2005).  

O queijo é um importante derivado do leite, tanto pela sua grande aceitação 

por parte dos consumidores, como pelo seu valor nutritivo (ARAÚJO et al., 2001). No 

entanto, é frequentemente considerado um veículo de patógenos de origem 

alimentar, principalmente, queijos frescos artesanais não maturados devidamente 

(FEITOSA et al., 2003). 

O queijo artesanal serrano é fabricado com leite cru de bovinos de diversas 

raças, bem como seus cruzamentos (desde animais mais especializados para 

produção de leite até raças de corte e mista), alimentados à base de pastagens 

naturais. O queijo é feito logo após a ordenha com a adição do coalho e acidificação 

de forma artesanal, separado do soro e maturado durante tempo variável 

(CÓRDOVA et al., 2011). 

É um produto marcado pela heterogeneidade dos processos de produção, 

pois não há padronização nas técnicas de fabricação entre as propriedades 

produtoras, resultando na grande diversidade de composição, formato e peso dos 

queijos. Falhas no controle de boas práticas de fabricação podem resultar em um 

produto de má qualidade, constituindo um risco para saúde do consumidor 

(ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007; KRONE e MENASCHE, 2010).   

A fabricação de produtos artesanais, como o queijo serrano, necessita seguir 

rigorosamente os processos de autocontrole e a matéria prima (leite) deve ser 

oriunda de animais em condições sanitárias adequadas. Da mesma forma, as 

condições de processamento, armazenamento e comercialização, podem 

comprometer suas características sensoriais, bem como, tonar o produto impróprio 

para o consumo humano, pela contaminação por micro-organismos indesejáveis 

(ARAÚJO et al., 2001; ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007).  

 Entre os patógenos que podem ser encontrados contaminando o leite e seus 

derivados, causando surtos ou casos de intoxicações ou toxinfecções estão a 



35 
 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e a Listeria monocytogenes. 

Considerando a importância destes agentes para saúde pública, a Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA) através da resolução – RDC nº 12, de 2 de janeiro 

de 2001, determina os limites máximos para estes micro-organismos nos alimentos 

(BRASIL, 2001). 
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4 ARTIGO 1 

 
 

Detecção do potencial de formação de biofilme em CRA e dos genes icaA icaC 

e icaD e genes enterotoxigênicos em Staphylococcus spp. isolados do leite e 

do Queijo Artesanal Serrano de Santa Catarina 

 

 

RESUMO 

Os estafilococos são frequentemente associados a surtos de intoxicação alimentar. 

Dentre os alimentos envolvidos nesses surtos encontram-se o leite e seus 

derivados, principalmente queijos produzidos artesanalmente e com leite cru. Este 

trabalho objetivou identificar Staphylococcus coagulase positiva, verificar o potencial 

enterotoxigênico através da pesquisa dos genes codificadores de enterotoxinas 

estafilocócicas (sea, seb, sec, sed e see), verificar a capacidade de produzir biofilme 

através do Ágar Vermelho Congo (CRA) e identificar a ocorrência dos genes icaA, 

icaC e icaD, em cepas de Staphylococcus sp. isoladas do leite e do queijo artesanal 

serrano. Para este estudo foram testadas 58 isolados de Staphylococcus coagulase 

positivo (CoPS) e 46 isolados de Staphylococcus coagulase negativa (CoNS), 

totalizando 104 amostras bacterianas, isoladas do leite (33 isolados) e de seus 

respectivos queijos (71 isolados) artesanais serrano, produzidos na região serrana 

de Santa Catarina. A técnica de PCR multiplex foi utilizada para a pesquisa dos 

genes sea, seb, sec, sed e see codificadores de enterotoxinas, bem como, para a 

pesquisa dos genes icaA, icaC e icaD, os quais participam dos mecanismos de 

formação de biofilme. A produção fenotípica de biofilme foi realizada pelo cultivo 

bacteriano em Ágar Vermelho Congo (CRA). Das 58 cepas de CoPS analisadas 

64% foram identificadas fenotípica e genotipicamente como S. aureus. Oito cepas 

CoPS isoladas do leite apresentaram o gene seb e uma cepa oriunda do queijo foi 

positiva para o gene sea. Nenhum gene para as SEs foi detectado nas cepas de 

CoNS. Quanto as cepas CoPS, 53% (31/58) foram positivas para o gene icaA 

isoladamente, 5% (3/58) apresentaram somente o gene icaD e 27% (16/58) 

apresentaram ambos os genes icaA e icaD. Em relação aos CoNS 100% das 

amostras foram positivas para o gene icaA e 9% (4/46) apresentaram, 

simultaneamente, os genes icaA e icaD. Quanto ao teste do CRA, 64% (67/104) 

cepas de Staphylococcus sp. foram positivas e destas 7% (5/67) não apresentaram 

nenhum dos genes icaA, icaD e icaC testados.A presença de genes codificadores de 

enterotoxinas e genes formadores de biofilme, evidenciam o potencial de virulência 

dos CoPS e CoNS, destacando a importância de serem seguidas rigorosamente os 

processos de autocontrole na fabricação do alimento. A fim de, assegurar um 

alimento inócuo ao consumidor. 
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4.1 Introdução 

 

O gênero Staphylococcus está subdividido em 40 espécies, que se 

diferenciam de acordo com a síntese ou não da enzima coagulase, sendo a maioria, 

coagulase negativas, com exceção do Staphylococcus aureus (S. aureus), 

Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, Staphylococcus intermedius, 

Staphylococcus hyicus e Staphylococcus delphini (QUINN, et al. 2005). S. aureus é 

a espécie considerada de maior importância dentre os Staphylococcus sp., pela sua 

capacidade de produzir várias exotoxinas, especialmente as enterotoxinas. Porém, 

Valle et al. (1990) descreveram que outros estafilococos produtores de coagulase 

possuíam a mesma característica. Posteriormente, Pereira et al. (2001) 

comprovaram que Staphylococcus coagulase negativa (CoNS) também foram 

capazes de produzir toxinas em condições laboratoriais. 

As enterotoxinas são proteínas de baixo peso molecular, resistentes a 

inativação por proteases estomacais e são termoresistentes (100ºC/30 min.), 

podendo ser encontradas mesmo em alimentos pasteurizados (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008). Para Franco e Landgraf (2008), a dose necessária para induzir 

a manifestação clínica encontra-se entre 0,015 µg a 0,375 µg de toxina. Essa 

quantidade é produzida quando a população de S. aureus atinge valores entre 105 a 

106 UFC/g de alimento (SANT’ANA; AZEREDO, 2005; SILVA et al., 2010). As SEs 

são nomeadas em ordem alfabética de acordo com a cronologia de sua descoberta, 

sendo as enterotoxinas clássicas denominadas SEA, SEB, SEC, SED, SEE 

(FRANCO; LANDGRAF, 2008).  

Os genes codificadores das enterotoxinas estafilocócicas podem estar 

presentes em bacteriófagos (sea e sec), plasmídeos (seb, sed e selj), no 

cromossomo (seb, sec, seh, sei, selk, sell, selm, seln, selo, selp e selq) e nas ilhas 

de patogenicidade cromossomal (sec, seb, selk e selq) (ZHANG et al., 1998; 

JARRAUD et al., 2001).  

 Outra característica importante, principalmente para indústria alimentícia dos 

Staphylococcus sp. é quanto produção de biofilme. A formação de biofilme gera 

muitos prejuízos devido a corrosão de superfícies e equipamentos, mas 

principalmente, pelo aumento da resistência a sanitificantes e pela contaminação 

dos produtos por bactérias deteriorantes ou patogênicas (ANDRADE; PINTO; LIMA, 

2008).  
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Nas cepas de Staphylococcus sp. ica-dependentes, a presença e expressão 

do cluster ica é fundamental, pois ele genes responsáveis pela síntese do 

polissacarídeo de adesão, representado pelo operon icaABCD, (ARCHER et al., 

2011) 

Segundo o Serviço de Vigilância Sanitária (SVS) do Ministério da Saúde, S. 

aureus foi o terceiro patógeno mais frequente em surtos com o agente etiológico 

conhecido, nos anos entre 2007 a 2017 (BRASIL, 2017).  

Este fato representa um risco potencial em termos de saúde pública, 

principalmente devido a produção de enterotoxinas, capazes de provocar 

intoxicação, poucas horas após sua ingestão. O leite e seus derivados estão entre 

os alimentos frequentemente contaminados por Staphylococcus sp. (SILVA et al., 

2010), principalmente aqueles que são altamente manipulados como produtos 

artesanais (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010; LE LOIR; BARON; GAUTIR, 

2003), incluindo o queijo artesanal serrano (MELO et al., 2013; PONTAROLLO et al., 

2017), desta forma, o controle deste micro-organismos em sua cadeia produtiva é 

urgente e imprescindível para que se garanta a qualidade do produto. 

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar o potencial 

enterotoxigênico através da pesquisa dos genes codificadores de enterotoxinas 

estafilocócicas (sea, seb, sec, sed e see), verificar a capacidade de produzir biofilme 

através do Ágar Vermelho Congo (CRA) e identificar a ocorrência dos genes icaA, 

icaC e icaD, em cepas de Staphylococcus sp. isoladas do leite e do queijo artesanal 

serrano.   

 

4.2 Material e Métodos  

 

Para este estudo foram testadas 58 isolados de Staphylococcus coagulase 

positiva (CoPS) e 46 isolados de Staphylococcus coagulase negativa (CoNS), 

totalizando 104 amostras bacterianas, isoladas do leite (n=33) e de seus respectivos 

queijos (n=71) artesanais serrano, produzidos na região serrana de Santa Catarina. 

Estas amostras eram mantidas a -20ºC em caldo BHI (Brain heart infusion broth) 

com glicerol a 20%. Para a realização deste trabalho as amostras foram 

recuperadas e purificadas em ágar BHI e incubadas em estufa bacteriológica por 24 

horas a 37ºC.  
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Para a caracterização fenotípica dos CoPS, foram utilizados os testes de 

coagulase, Vogues-Proskauer, urease, resistência a polimixina B e fermentação do 

manitol, trealose e sacarose (QUINN et al.,2005; BANNOEHR; GUARDABASSI, 

2012). 

A produção de biofilme para as cepas de Staphylococcus sp. foi realizada 

pelo cultivo bacteriano em Ágar Vermelho Congo (CRA), modificado de Freemann et 

al. (1989), constituído de ágar nutriente 28 g/L, sacarose 50 g/L e corante Vermelho 

Congo 0,8 g/L. Os isolados bacterianos foram semeados em placas CRA, incubadas 

à temperatura de 36ºC por 24 horas, seguida de incubação à temperatura ambiente 

(20oC) por 18 horas. A produção de colônias rugosas e pretas foram consideradas 

estirpes produtoras de biofilme, quando acompanhadas pela mudança da coloração 

do meio adjacente para preto, porém, as colônias lisas e vermelhas foram 

consideradas como não produtoras de biofilme (FREEMANN et al. 1989). 

Para extração do DNA utilizou-se a técnica padronizada pelo Laboratório de 

Microbiologia Animal do Campus Regional de Umuarama (CAU), Universidade 

Estadual de Maringá (UEM). Extração foi ealizada pelo método cloroformio/ álcool-

isoamílico (CIA). Utilizou-se 200 µL do inóculo (colônias foram previamente 

incubadas em 200 µL de cado BHI), foi adicionado clorofórmio/álcool isoamílico 

(24:1) e aquecido em banho-maria por 30 minutos a 56ºC. Após o aquecimento, foi 

centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo estéril e acrescido de 600 µL de álcool 70% gelado. Em seguida, 

realizou-se uma segunda centrifugação a 13.500 rpm por 20 minutos. Após 

desprezou-se o sobrenadante e o microtudo foi colocado na estufa a 56ºC para sua 

completa secagem. O DNA foi suspenso em água ultrapura estéril, homogeneizado 

e estocado a -20ºC até sua utilização. 

Para detecção dos genes do complexo ica utilizou-se a técnica de PCR - 

Multiplex, segundo metodologia descrita por Arciola et al. (2005), onde as reações 

foram constituídas de 2 uL de DNA extraído, 0,4 pmol de cada primer (Tabela 1) 

para os genes icaA, icaD, icaC, 400mM de cada dNTP, 1x PCR tampão, 2,5 mM de 

MgCl2, 0,5 unidades de Platinum Taq DNA polimerase, com volume final da reação 

com 25 uL. As condições de tempo e temperatura foram de um passo inicial de 

desnaturação a 94oC por 5 minutos, seguido de 50 ciclos com as etapas de 

desnaturação a 94oC por 30 segundos, anelamento a 54o C por 30 segundos e 
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extensão a 72oC por 1 minuto, terminando em uma etapa final de extensão a 72oC 

por 2 minutos. 

 
Tabela 1: Oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos genes produtores de 

biofilme em Staphylococcus spp. 

 

Para detecção dos genes de enterotoxinas (sea, seb, sec, see e sed) e gene 

femA, utilizou-se a técnica de PCR - Multiplex, baseada na metodologia padronizada 

por Freitas (2005). As reações foram constituídas de 2 uL de DNA extraído, 0,4 pmol 

de cada primer (Tabela 2) para os genes e femA, 200mM de cada dNTP, 1x PCR 

tampão, 2 mM de MgCl2, 2,5 unidades de Platinum Taq DNA polimerase, com 

volume final de 25 uL. As condições de tempo e temperatura foram de um passo 

inicial de desnaturação a 94oC por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com as etapas de 

desnaturação a 94oC por 2 min., anelamento a 52o C por 2 min. e extensão a 72oC 

por 3 minutos, terminando em uma etapa final de extensão a 72oC por 7 minutos. As 

reações foram divididas em dois Multiplex- PCR, um contendo os primers (sea, sec e 

see) e outro contendo (seb, sed e femA). 

As cepas de S. aureus ATCC 13565 (sea), ATCC 14458 (seb), ATCC 19095 

(sec), ATCC 23235 (sed) e ATCC 27664 (see) foram utilizadas como controle 

positivo. Como controle interno da reação utilizou-se o gene 16S e como controle 

negativo utilizou-se água ultrapura. 

 

 

 

 

gene Sequência 5' - 3' Amplificação Referência 

IcaA 
F - ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 

R- GGA AAT GCC ATA ATG ACA AC 
103 pb 

 

 

IcaD 

F – ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 

R - CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC AA 

 

198 pb 

Arciola et al., 

      2005 

IcaC 
F - TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT T 

R - TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 

400 pb 
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Tabela 2: Oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos genes produtores de 
enterotoxinas e gene femA em Staphylococcus spp. 

 

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 2%, corado com SyBR® safe e visualizados sob luz UV. 

 

4.3 Resultados 

 

Neste estudo foram utilizadas 104 cepas de Staphylococcus sp. de amostras 

de leite e de queijo Artesanal Serrano, destas, 58 foram classificados como CoPS e 

46 como CoNS. O resultado da análise fenotípica do CoPS estão apresentados na 

tabela 3, no qual, observou-se uma predominância de S. aureus (64%) em relação 

aos demais. Todos as amostras identificadas como S. aureus apresentaram o gene 

femA. 

 
 

Primer Sequência 5' - 3' 
Amplificaçã

o 
Referência 

Sea 
F – GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG 

R – CGG CAC TTT TTT CTC TTC GG 

102 pb 
 

 

Seb 

F – GTA TGG TGG TGT AAC TGA GC 

R – CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG 

 

164 pb 

 

Sec 

 

sed 

 

see 

 

femA 

 

16S 

F -  AGA TGA AGT AGT TGA TGT GTA TGG 

R – CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG 

F – CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG 

R – ATT GGT ATT TTT TTT CGT TCT  

F – AGG TTT TTT CAC AGG TCA TCC 

R – CTT TTT TTT CTT CGG TCA ATC 

F – AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 

R – GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG 

F - AGG TGG CAA GCG TTA TCC  
 

R - CGC ACA TCA GCG TCA G 
 

451 pb 

 

278 pb 

 

209 pb 

 

132 pb 

 

228pb 

Freitas, 2005 

 

 

 

 

 

 

 

ASFOUR e 

DARWISH, 2011 

(modificado) 
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Tabela 3: Caracterização fenotípica de cepas de Staphylococcus coagulase positiva 

 S. aureus 
S. scheiferi 
coagulans 

S. hyicus S. intermedius TOTAL 

Leite 10 (50%) 4 (20%) 6 (30%) 0 20 (34%) 

Queijo 27 (71%) 9 (24%) 1 (3%) 1 (3%) 38 (65%) 

Total 37/58 (64%) 13/58 (22%) 7/58(12%) 1/58 (2%) 58 

 

Das 58 cepas de CoPS nove (15,51%) foram positivas para algum dos cinco 

genes de enterotoxinas pesquisados. Das 20 cepas isoladas do leite 8 (40%) 

apresentaram o gene seb, sendo, cinco  S. aureus, duas Staphylococcus scheiferi 

coagulans e uma Staphylococcus hyicus. Quanto as 38 cepas de CoPS isoladas do 

queijo apenas um  S. aureus apresentou o gene sea. No total 16,21% (6/37) dos S. 

aureus, 15,38% (2/13) dos S. scheiferi coagulans e 14,28% (1/7) dos S. hyicus 

apresentaram genes de enterotoxinas. Todas as cepas de CoNS foram negativas 

para a presença dos genes de enterototoxinas pesquisados neste trabalho.  

No presente estudo 70,68% (41/58) das cepas CoPS foram positivas para 

formação de biofilme em CRA, sendo que destas, 65% foram  S. aureus, 24,39% S. 

scheiferi subsp. coagulans, 7,31% S. hyicus e 2,43% S. intermedius (Tabela 4) e 

56,52% (26/46) das cepas CoNS foram positivas para formação de biofilme em CRA. 

 
Tabela 4: Resultado do estudo fenotípico da produção de biofilme em Ágar 
Vermelho Congo (CRA) e detecção dos genes icaA, icaD e icaC de Staphylococccus 
coagulase positivo isolados do leite e queijo Artesanal Serrano 

 Vermelho Congo icaA icaD icaAD icaC 

S. aureus 27 (65%) 21 1 12 0 
S. scheiferi subsp. 

coagulans 
10 (24%) 6 1 4 0 

S. hyicus 3 (7%) 3 1 0 0 
S. intermedius 1 (2%) 1 0 0 0 

Total 41 31 3 16 0 

 

No presente estudo das 104 cepas testadas pela técnica de PCR para 

detecção dos genes icaA, icaD e icaC, relacionados a produção de biofilme em 

Staphylococcus sp., nenhuma cepa foi positiva para o gene icaC. Quanto as cepas 

CoPS, 53% (31/58) foram positivas para o gene icaA isoladamente, 5% (3/58) 

apresentaram somente o gene icaD e 27% (16/58) apresentaram ambos os genes 

icaA e icaD, sendo a maioria dos portadores destes genes o  S. aureus (Tabela 4). 
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Em relação aos CoNS 100% das amostras foram positivas para o gene icaA e 9% 

(4/46) apresentaram, simultaneamente, os genes icaA e icaD.  

No geral 64% (67/104) cepas de Staphylococcus sp. foram positivas para a 

formação de biofilme em CRA e destas 7% (5/67) foram negativas para os genes do 

complexo ica testados. 

 

4.4 Discussão 

 

O gênero Staphylococcus spp. está subdividido em 40 espécies, que se 

dividem em dois grupos (CoPS e CoNS) de acordo com a síntese ou não da enzima 

coagulase. Os CoPS compreendem S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. 

intermedius, S. hyicus e S. delphini, sendo a maiorai CoNS (QUINN et al., 2005). S. 

aureus é a espécie de maior interesse para a microbiologia de alimentos por 

provocar intoxicações de origem alimentar frequentes em nosso meio (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008). 

Neste estudo das 104 cepas, oriundas do leite e de seus respectivos queijos 

Artesanal Serrano, utilizadas neste estudo 56% (28/104) eram CoPS e 44% (46/104) 

eram CoNS e observou-se uma predominância de S. aureus (63,79%) em relação 

aos demais CoPS. Todos as cepas identificadas como S. aureus apresentaram o 

gene femA. O gene femA é amplamente utilizado para identificação molecular de S. 

aureus, por ser específico para esta espécie (BOEREMA et al., 2006). Corroborando 

com este estudo Rosengren et al. (2010) encontraram 69% das amostras produzidas 

com leite cru e 6% das amostras fabricadas com leite pasteurizado contaminadas 

por CoPS em seu estudo com amostras de queijos na Suécia. Semelhante ao 

encontrado aqui, Senger e Bizani (2011) em sua pesquisa com 60 amostras de 

queijo Minas Frescal (30 produzidos artesanalmente e 30 produzidos 

industrialmente) comercializado na cidade de Canoas, RS, 40% e 23,3% das 

amostras do queijo artesanal e industrial respectivamente, apresentaram-se 

contaminadas com S. aureus.  

A presença de Staphylococcus, incluindo CoPs e CoNS, enterotoxigênicos em 

alimentos constitui um problema sanitário, uma vez que, podem causar intoxicações 

de origem alimentar nos consumidores. No presente trabalho, das 58 cepas de 

CoPS nove (15%) foram positivas para algum dos cinco genes de enterotoxinas 

pesquisados. Sendo que nove cepas eram oriundas do leite e apenas uma do queijo 
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Artesanal Serrano. Oito (40%) apresentaram o gene seb e uma cepa oriunda do 

queijo foi positiva para gene sea. Este fato sugere que os Staphylococcus sp. 

isolados do queijo e do leite sejam de origem diferente e neste trabalho as cepas 

oriundas do leite demonstraram-se com maior potencial enterotoxigênico. A principal 

fonte de S. aureus para derivados lácteos é a matéria-prima contaminada, visto que 

micro-organismos desta espécie estão entre os agentes etiológicos da mastite 

bovina (OLIVEIRA et al., 2007). Outra importante fonte contaminação do alimento 

por este micro-organismo é o manipulador, devido a capacidade de serem 

reservatórios naturais dessa bactéria. André et al, (2008) em seu trabalho 

encontraram que de um total de 140 funcionários de uma unidade de produção de 

leite e derivados, 75% apresentaram S. aureus em suas mãos. 

As enterotoxinas são proteínas de baixo peso molecular, resistentes a 

inativação por proteases estomacais, como a pepsina, e são termoresistentes. 

Portanto, podem ser encontradas no alimento, mesmo na ausência do micro-

organismo e são nomeadas com letras alfabéticas de acordo com a ordem em que 

foram descobertas, as enterotoxinas clássicas são classificadas de SEA a SEE 

(FRANCO e LANDGRAF, 2008). 

Corroborando os resultados encontrados nesta pesquisa, Borelli et al. (2011), 

não detectaram os genes sea, seb, sec e sed em cepas de Staphylococcus spp. 

isolados de Queijo Minas produzidos com lete cru. Semelhantemente, Gucukoglu et 

al. (2012) encontraram 13,7% (7/51) de cepas de S. aureus, provenientes de leite 

cru, positivas para os genes sea e seb. Hunt et al. (2012), demonstraram que 83,2% 

das cepas isoladas de leite cru e de queijos relacionados não continham os genes 

codificadores de enterotoxinas pesquisados. Rosec e Gigaud (2002), também 

encontraram baixa incidência de genes de enterotoxinas (9/74) em seu estudo com 

Staphylococcus sp. Diferindo desta pesquisa Holecková et al. (2002), relataram em 

sua pesquisa uma alta taxa (47,4%) de Staphylococcus enterotoxigênicos isolados 

de queijos produzidos com leite de cabra na Eslováquia, com prevalência para seb 

(36,8%), seguido por sea (5,3%) e sea + seb (5,3%). 

São necessárias algumas condições para produção de enterotoxinas no 

alimento como, cepas enterotoxigênicas de Staphylococcus sp. necessitam estar 

presente, o alimento deve ser um substrato para o crescimento bacteriano e tempo e 

temperatura apropriados para a produção da toxina. Além disso, a presença de 

bactérias ácido láticas (BAL) podem interferir na síntese de enterotoxinas 
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estafilocócicas através da acidificação do meio, produção de bacteriocinas, 

produção de peróxido de hidrogênio e competição nutricional (NOVICK, 2003). Isso 

pode explicar a baixa incidência de bactérias portadoras de genes que codificam 

enterotoxinas, principalmente no queijo devido a acidificação do meio, gerada pela 

multiplicação das bactérias ácido láticas.  

Embora a presença de genes codificadores não signifiquem, 

necessariamente, a presença da toxina, demonstram o potencial da bactéria em 

produzir enterotoxinas quando em condições adequadas no alimento. 

Outro fator importante relacionado aos Staphyloccoccus sp. é quanto ao 

potencial de formação de biofilme. Biofilmes são microrganismos aderidos uma 

superfície e envoltos por uma matriz polimérica de síntese própria, constituída de 

polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos, denominados em conjunto de 

exopolissacarídeos (EPS). A matriz proteica de biofilmes formados por 

Staphylococcus sp. é composta de poli-N-acetil-glicosamina (PIA) (SAUER et a., 

2007). 

 A formação de biofilme em superfícies e equipamentos constituí um dos 

principais problemas para o setor de leite e derivados, por representar uma fonte de 

contaminação de produtos lácteos por bactérias patogênicas, conferindo assim, 

riscos à saúde do consumidor (OLIVEIRA et al., 2010). Além do mais, as bactérias 

de um biofilme são mais resistentes a antimicrobianos, do que em sua forma 

planctônica (RAZA et al., 2013). 

No presente estudo 71% (41/58) das cepas CoPS e 56% (26/46) CoNS foram 

positivos para formação de biofilme em CRA. No geral 64% cepas de 

Staphylococcus sp. foram positivas no CRA e destas 7% (5/67) foram negativas para 

os genes icaA, icaD e icaC testados. Evidenciando que nestes casos outros fatores 

possam estar envolvidos na formação do biofilme, e que possivelmente estas cepas 

sejam ica-independenetes. Em algumas cepas de S. aureus a expressão de biofilme 

ocorre independente a expressão do operon icaABCD, pois a produção de uma 

ampla variedade de proteínas de adesão permite o estabelecimento do biofilme 

(LASA e PENADÉS, 2006). 

Semelhantemente, Darwish et al. (2013) e Melo (2011) detectaram que 70,4% 

e 79,4% dos isolados de leite bovino foram produtores de biofilme em CRA, 

respectivamente. Jain e Agarwal (2009) verificaram que a produção de biofilmes foi 

de 74% e 32% para as estirpes patogênicas e não patogênicas de estafilococos, 
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respectivamente. Observaram também que o teste do Ágar Vermelho Congo 

demonstrou uma sensibilidade e especificidade de 90% para os S.aureus.

 Quanto as cepas CoPS, 53% (31/58) foram positivas para o gene icaA 

isoladamente, 5% (3/58) apresentaram somente o gene icaD e 27% (16/58) 

apresentaram ambos os genes icaA e icaD. Sendo a maioria delas S. aureus, 

evidenciando a importância desta espécie em relação as demais, no entanto, a 

presença dos genes em outras espécies de CoPS e CoNS evidenciam o potencial 

de virulência destas cepas, não devendo ser elas subestimadas. 

Em relação aos CoNS 100% das amostras foram positivas para o gene icaA e 

9% (4/46) apresentaram, simultaneamente, os genes icaA e icaD. Com a presença 

do gene icaA isoladamente ocorre reduzida expressão de biofilme, uma vez que 

esse gene codifica a enzima responsável pela produção do polissacarídeo PIA em 

pequenas quantidades. No entanto, com a presença concomitante de icaD, há um 

considerável aumento na sua produção, potencializando a formação de biofilme por 

Staphylococcu aureus (MARTIN, 2015). 

Com base nesta informação, 27% dos CoPS possuem potencial considerável 

para formação de biofilme, em relação aos genes detectados nesta pesquisa. No 

entanto, a presença de isolados ica-positivos em ambas as origens (leite e queijo) 

sugere uma ampla distribuição de Staphylococcus sp. potencialmente produtores de 

biofilmes. Destacando a necessidade de seguir rigorosamente as normas de 

higienização e sanitização das queijarias, a fim de impedir a aderência da bactéria 

as superfícies e consequentemente a formação do biofilme. 

Giardini (2013) demonstrou em seus estudos que dos 132 isolados de S. 

aureus testados para os genes icaA e icaD, apenas (27,3%) apresentaram um ou 

ambos os genes, o gene icaD foi o mais prevalente em (14,4%), seguido pela 

presença de ambos os genes (8,3%), enquanto icaA foi o gene menos prevalente 

(4,5%). Resultados estes que diferiram daqueles encontrados neste estudo, onde 

gene mais prevalente foi o icaA, tanto para CoPS (52%), quanto para CoNS (91%). 

Em sua pesquisa Santos (2009) encontrou que 15 (36,6%) das 41 cepas de 

Staphylococcus sp. foram positivas para o gene icaA e 100% positivas para o gene 

icaD. 

No geral nesta pesquisa, 64,42% (67/104) cepas de Staphylococcus sp. foram 

positivas formação de biofilme em CRA e destas 8,95% (6/67) foram negativas para 

os genes icaA, icaD e icaC testados. Isso explica o fato de ter sido encontrado 
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amostras positivas no CRA e no entanto negativas para os genes icaA, icaC e icaD, 

indicando que possivelmente outros fatores estão envolvidos na formação do 

biofilme 

A importância o operon icaABCD para a formação da PIA e consequente 

formação de biofilme já é estabelecida. Porém, em algumas cepas de S. aureus a 

expressão de biofilme ocorre independente da expressão deste operon, pois a 

produção de uma ampla variedade de proteínas de adesão permite o 

estabelecimento do biofilme (LASA e PENADÉS, 2006). 

 

4.5 CONCLUSÃO 

 

A presença de genes codificadores de enterotoxinas, mesmo que em baixa 

quantidade, evidencia o potencial enterotoxigênico dos CoPS, fato este de imensa 

importância para saúde pública pela capacidade destas cepas ocasionarem algum 

dano a saúde consumidor. 

O potencial da maioria dos isolados utilizados no estudo para formar biofilme é 

um fator preocupante, principalmente, por estas cepas serem oriundas de leite e 

queijo. Fica claro aqui a necessidade das queijarias em seguir rigorosamente os 

processos de autocontrole, a fim de, assegurar um produto inócuo para o 

consumidor. 

É indubitável a importância da identificação do potencial dos CoNS para 

indústria alimentícia. Espera-se assim, que esta pesquisa possa servir de subsídio 

para que a legislação vigente contemple também, uma quantidade mínima permitida 

de CoNS em alimentos. 
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5 ARTIGO 2 

 
 

Phenotypic and genotypic characterization of antimicrobial resistance of 
Staphylococcus spp. isolated from artisanal cheese in Santa Catarina, Brazil 

 
 
ABSTRACT 
 
Staphylococcus aureus is the main representative of Staphylococcus coagulase 
positive (CoPS) and is the most frequent associated with food poisoning because of 
its capacity to produce extracellular toxins and antimicrobial resistance. However, 
coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) also have the ability to produce these 
virulence factors. Among the foods frequently associated with outbreaks of 
staphylococcal intoxication are milk and cheese. This work aimed to identify 
Staphylococcus coagulase positive, the phenotypical characterization  of 
antimicrobial resistance profile and molecularly detect the presence of resistance 
genes to beta-lactam drugs (mecA, mecC and blaZ) in strains of Staphylococcus sp. 
For this study a total of 58 strains of Staphylococcus coagulase positive and 45 
Staphylococcus coagulase negative from milk and their respective Artisanal Serrano 
cheeses from Santa Catarina (SC) were used. In a total of 58 CoPS 37 (64%) were 
identified with Staphylococcus aureus, being the most prevalent. For the detection of 
the resistance profile 103 strains were submitted to the antimicrobial susceptibility 
test, in which higher levels of resistance were observed against PEN (41% CoPS) 
and (31% CoNS), AMO (40% CoPS), AMP (36% CoPS) and SUT (35% CoNS). 
Twenty seven (26%) strains (18 CoPS and 9 CoNS) demonstrated a multiresistance 
profile, being resistant to at least three different classes of antimicrobials tested. PCR 
multiplex technique was used to search the mecA, mecC and blaZ genes. Twelve 
strains (9 CoPS and 3 CoNS) were positive for mecA and 10 strains (4 CoPS and 
CoNS) positive for blaZ. The high prevalence of Staphylococcus aureus, the 
presence of resistant and multiresistant strains and  the antimicrobial resistance 
genes, emphasize the need for greater hygiene care and good product 
manufacturing practices. These results highlight the risk to veterinary clinic and 
public health since these resistance genes can be transferred to man and / or 
animals, making it difficult or even impossible to treat potentially curable diseases. 
 
Key words: coagulase positive Staphylococcus, coagulase negative Staphylococcus, 
mecA e blaZ 
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5.1 Introduction 

 
The Artisanal Cheese is a product widely distributed in the mountain region of 

Santa Catarina State and its main characteristic is to be produced from raw milk. 

Small cattle producers make the cheese and many of them still today commercialize 

their products informally. In other words, without undergoing an inspection process 

that guarantees the quality and safety of the product to consumers (IDE and 

BENEDETI, 2001; MELO et al., 2013). In addition, studies have demonstrated the 

isolation of Staphylococcus aureus above 103 UFC/g, maximum value allowed by 

current legislation (MELO et al., 2013).  

Food safety is a concern for consumers and public health, since products 

available for commercialization may pose a health risk if hygienic-sanitary care during 

the production process is not strictly followed (GUIMARÃES, 2012). Among foods 

frequently associated with outbreaks of staphylococcal infections are mainly milk and 

dairy products.  Cheese contamination by Sthaphylococcus sp. can occur due to a 

poor quality of raw material, also from the manipulator or failures in good 

manufacturing practices (SILVA et al., 2010). 

The genus Staphylococcus is subdivided into two large groups, coagulase-

positive staphylococci (CoPS) and coagulase-negative staphylococci (CoNS) 

(KONEMAN et al., 2006). CoNS are frequently isolated from human and animal 

clinical samples, but their importance isrelated to epidemiological data and suspicion 

of resistance to glycopeptides (TEIXEIRA, 2009). In addition, studies have 

demonstrated its presence associated with outbreaks of food poisoning (ANDRADE 

et al., 2011). Among CoPS, S. aureus is the species of greatest interest because 

they are highly biologically active, besides, producing several toxins (SILVA et al., 

2010).  

Another important factor that has been observed in Staphylococcus is the 

emergence of resistant strains and/or multiresistant antimicrobial agents (FLEMING 

et al., 2010). Resistance to beta-lactams has been associated mainly with two 

mechanisms. The first mechanism is the production of an extracellular β-lactamase 

enzyme, encoded by the blaZ gene. The second is the production of a low affinity 

penicillin protein (PBP2a) which is encoded by the mecA gene (LOWY, 2003). The 

mecC gene was found in bovine S. aureus strains and subsequently in human S. 
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aureus, presenting about 70% of nucleotides homologous to mecA, however, little is 

known about its functionality (PICHON et al., 2012). 

Bacteria present in food, once in the gastrointestinal tract, can transfer genes 

that confer antimicrobial resistance to other bacteria of the species itself or unrelated 

species, pathogenic or not. Therefore, the presence of resistant and/or multiresistant 

bacteria in foods of animal origin is an extremely important factor when it comes to 

public health (RAPINI et al., 2004). 

This work aimed to identify the Staphylococcus coagulase positive, 

phenotypically characterize the antimicrobial resistance profile and detect the 

presence of resistance genes to beta-lactam drugs in strains of Staphylococcus spp., 

isolated from milk and their respective artisanal cheeses produced and 

commercialized in the mountain region of Santa Catarina State. 

 

5.2 Material and methods 

 

For this study, 58 isolates of Staphylococcus coagulase positive and 45 

isolates of Staphylococcus coagulase negative, totaling 103 bacterial samples, 

isolated from milk (33 isolates) and their respective artisanal cheeses (70 isolates), 

produced in the mountainous region of Santa Catarina. Samples were maintained at 

- 20°C in BHI broth (Brain heart infusion broth) with 20% glycerol. The samples were 

recovered and purified in BHI agar and incubated in a bacteriological incubator for 24 

hours at 37°C. 

For the phenotypic characterization of CoPS, the coagulase, Vogues-

Proskauer, urease, resistance to polymyxin B and fermentation of mannitol, trehalose 

and sucrose tests were used (QUINN et al., 2005; BANNOEHR, GUARDABASSI, 

2012). 

The phenotypic characterization of the resistance was performed by the disk 

diffusion technique in Müller Hinton Agar, the strain S.s aueus ATCC 25923 was 

used as a control. The antimicrobials tested were: Penicillin G 10 U (PEN), 

amoxicillin 10 μg (AMO), ampicillin 10 μg (AMP), ampicillin/ sulbactam 20 μg (ASB), 

amoxicillin/ clavulanic acid 20/10 μg (AMC), cephalothin 30 μg (CFL), cephalexin 30 

μg (CFX), ceftriaxone 30 μg (CRO), ceftiofur 30 μg (CTF), imipenem 10 μg (IMP), 

meropenem 10 μg (MER), amikacin 30 μg (AMI), neomycin 30 μg (NEO), 

streptomycin 10 μg (EST), tobramycin 10 μg (TOB), gentamicin 10 μg (GEN), 
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enrofloxacin 05 μg (ENO), norfloxacin 10 μg (NOR), ciprofloxacin 5 μg (CIP), 

levofloxacin 5 μg (LEV), azithromycin 15 μg (AZI), erythromycin 15 μg (ERI), 

clindamycin 02 μg (CLI), doxycycline 30 μg (DOX), tetracycline 30 μg (TET), 

rifampicin 05 μg (RIF) and sulfamethoxazole/trimethoprim 1.25/23.75 μg (SUT). After 

incubation, the inhibition zone diameter (mm) was measured and the samples were 

classified as resistant (R), susceptible (S) or intermediate (I), according to CLSI 

(2015). 

For the extraction of bacterial DNA was used the technique standardized by 

the Laboratory of Animal Microbiology of the Regional Campus of Umuarama (CAU), 

State University of Maringá (UEM), chloroform/ alcohol-isoamylic extraction (CIA). 

Two-hundred μL of the inoculum was added to 500 μL of CIA (24:1), incubated fo 30 

min. at 56°C. After, it was centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes, the supernatant 

was transferred to a new sterile microtube, 600 μl of cold 70% alcohol was added  

and centrifuged at 13,500 rpm for 20 min. After, the supernatant was discarded and 

the microtube was placed in the incubator at 56°C for complete drying. The DNA was 

suspended in sterile ultrapure water, homogenized and stored at -20°C 

(NAKADOMARI et al., 2017). 

For beta-lactam resistance genes were detected using a PCR technique, 

developed at the Laboratory of Animal Microbiology of the Agroveterinary Sciences 

Center (CAV), Campus de Lages, State University of Santa Catarina (UDESC) (data 

not published). The reations were carried out using 25 μl of final volume, 2 μl of 

extracted DNA, 0.4 pmol of each primer (Table 1), 200 mM of each dNTP, 1x PCR 

buffe,r 1.5 mM MgCl2 and 0.25 U of Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen®). 

The conditions were described below: initial denaturation at 95°C/ 5 min., 40 cycles 

of 95°C/1 min., 54°C/1 min. and 72°C/1 min. and final extension at 72°C/7 min. The  

S. aureus strain ATCC 43300 was used as a positive control for the reaction. 
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Table 5: Primers used for the detection of beta-lactam antimicrobial resistance genes 
in Staphylococcus spp. 

Primer Sequence 5' - 3' Amplification Reference 

 
mecA 

F-GAT GAT ACC TTC GTT CCA 
R-GTA TGT GCG ATT GTA TTG 

 
316 pb 

SFACIOTTE et 
al., 2015 

 
mecC 

F-GAT TTA AAG TAG TAG ACG GC 
R-TTT CAC CGA TTC CCA AAT CT 

 
138 pb 

 
PICHON et al.; 

2012 
 
blaZ 

F-AGA GAT TTG CCT ATG CTT 
R-CTT GAC CAC TTT TAT CAG C 

 
516 pb 

ASFOUR e 
DARWISH, 2011 

(modificado) 
 
16S 
 
 

F-AGG TGG CAA GCG TTA TCC 
R-CGC ACA TCA GCG TCA G 
 
 

 
228 pb 

 
 

  

ASFOUR e 
DARWISH, 2011 

(modificado) 

 

 

5.3 Results 

 

In the present study, a total of 58 CoPS samples were tested, 37 (64%) were 

S. aureus, 13 (22%) S. scheiferi subsp. coagulans, 7 (14%) S. hyicus and 1 (2%) S. 

intermedius. 

Table 2 shows the results of antimicrobial susceptibility tests in this study. The 

highest resistance rates were obtained with penicillin (41% CoPS and 31% CoNS), 

amoxicillin (40% CoPS), ampicillin (36% CoPS) and sulfonamides + trimethoprim 

(35% CoNS) these antimicrobials are frequently used in the management of cows 

with mastitis. 

However, 14 CoPS isolates (24%) and 7 CoNS isolates (15%) were sensitive 

to all antimicrobials tested. The test demonstrated the high susceptibility (> 90%) of 

both CoPS and CoNS against ampicillin + sulbactam, imipenem, meropenem, 

neomycin, tobramycin, gentamicin, norfloxacin, ciprofloxacin, levofloxacin and 

doxycycline. The CoPS were still sensitive (> 90%) to enrofloxacin and sulfonamides 

+ trimethoprim. 

Forty-four (76%) CoPS isolates were resistant to at least one class of 

antimicrobial tested and of these 18 (31%) demonstrated a multiresistance profile 

being resistant to at least three different classes. Similar behavior was observed with 

the CoPN isolates where, 38 isolates (84%) were resistant to at least one class of 

antimicrobial tested, of which 9 (20%) were multiresistant. 
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Table 6: Resistance profile of CoPS and CoPN isolates isolated from milk and 
artisanal cheese from Santa Catarina. 

Antimicrobials 
 

CoPS(58) CoNS(45) 

R/I S R/I S 

PEN 41,38% 58,62% 31,11% 68,89% 

AMO 39,66% 60,34% 24,44% 75,56% 

AMP 36,21% 63,79% 17,78% 82,22% 

ASB 8,62% 91,38% 0,00% 100,00% 

AMC 15,52% 84,48% 0,00% 100,00% 

CFL 20,69% 79,31% 0,00% 100,00% 

CFX 17,24% 82,76% 6,67% 93,33% 

CRO 12,07% 87,93% 11,11% 88,89% 

CTF 13,79% 86,21% 2,22% 97,78% 

IMP 1,72% 98,28% 0,00% 100,00% 

MER 3,45% 96,55% 0,00% 100,00% 

AMI 13,79% 86,21% 2,22% 97,78% 

NEO 6,90% 93,10% 0,00% 100,00% 

EST 20,69% 79,31% 2,22% 97,78% 

TOB 6,90% 93,10% 4,44% 95,56% 

GEN 6,90% 93,10% 0,00% 100,00% 

ENRO 8,62% 91,38% 20,00% 80,00% 

NOR 8,62% 91,38% 6,67% 93,33% 

CIP 1,72% 98,28% 0,00% 100,00% 

LEVO 3,45% 96,55% 4,44% 95,56% 

AZI 12,07% 87,93% 6,67% 93,33% 

ERI 25,86% 74,14% 2,22% 97,78% 

CLI 22,41% 77,59% 4,44% 95,56% 

DOX 1,72% 98,28% 2,22% 97,78% 

TET 13,79% 86,21% 13,33% 86,67% 

RIF 10,34% 89,66% 8,89% 91,11% 

SUT 8,62% 91,38% 35,56% 64,44% 

 

Regarding the molecular characterization for the presence of beta-lactam 

resistance genes, in a total of 58 CoPS isolates, 9 (15%) were positive for mecA and 

4 (7%) positive for blaZ, whereas the 45 CoNS, 3 (7%) and 6 (13%) presented mecA 

and blaZ genes, respectively. Both CoPS and CoNS isolates showed absence of 

mecC, gene (Table 3). 
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Tabela 7: Percentage of detection of mecA, mecC and blaZ genes of CoPS and 
CoNS isolated from milk and Artisanal Cheese from Santa Catarina. 

Genes CoPS (58) CoNS  (45) 

Positive Negative Positive Negative 

MecA 15% 84% 7% 93% 
MecC 0 0 0 0 
BlaZ 7% 93% 13% 87% 

 

It is important to emphasize that all the results found in this study were 

uniformly distributed in both bacterial strains, milk and cheese, not highlighting one 

source as the most important. 

 

5.4 Discussion 

 

  Among the CoPS group, S. aureus is the species of greatest interest for food 

microbiology because it causes frequent food poisoning, especially during hot 

seasons of the year (FRANCO; LANDGRAF, 2008). In this study, 64% of CoPS were 

identified as S. aureus. Rosengren et al. (2010) in a similar study with cheese 

samples in Sweden,  found 69% of the samples produced with raw milk and 6%  

made with pasteurized milk contaminated by CoPS. Senger and Bizani (2011) 

evaluated 60 samples of Minas Frescal cheese (30 artisanal and 30 industrially 

produced) commercialized in the city of Canoas, Rio Grande do Sul, Brazil,40% and 

23.3% of the artisanal and industrial cheese samples, respectively, were 

contaminated with S. aureus. 

The indiscriminate and often unsystematic use of antimicrobials has triggered 

some problems, such as the emergence of bacterial resistance to drugs 

(GUIMARÃES, 2012). The development of resistant strains is a natural phenomenon 

that occurs when microorganisms are exposed to antimicrobial drugs. It is an intrinsic 

feature of the microorganism to ensure its survival in environments unfavorable to its 

development (UMBER; BENDER, 2009). This resistance can be carried by the 

bacterial chromosome or plasmid (RAPINI, 2004). The importance of the 

antimicrobial susceptibility test for the veterinary clinic and public health is shown 

here. 

The present study demonstrated that the higher resistance rates of were 

achivied against penicillin, where 41% and 31% of CoPS and CoNS strains were 

resistant, respectively. These results are comparable to those of other researchers 
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(ROLA et al., 2016; NORMANNO et al., 2007) that found a similar penicillin 

resistance profile in their studies. Peresi et al. (2006) found a resistance rate of 56% 

in food isolates involved in outbreaks of food-borne bacterial diseases in the 

northwest region of São Paulo. 

Resistance to penicillin remains the most common as it has also been 

reported in other studies (Jamile et al., 2015). According to Daka et al. (2012) and Xu 

et al., (2014) the prevalence of beta-lactam resistance is frequent in S. aureus 

isolated from milk and its derivatives. Several mechanisms are involved in resistance 

to beta-lactams such as the production of penicillinase that is encoded by the blaZ 

gene and alteration in the penicillin-binding target protein encoded by the mecA gene 

(SFACIOTTE et al., 2015).  

The second highest resistance rates was against sulfa + trimethoprim 

(35.56%) in the CoNS isolates, a similar result was found by Freitas (2005) regarding 

the resistance profile of Staphylococcus coagulase positive isolated from milk of 

cows with mastitis in the Agreste of Pernambuco and Rapini et al., (2004) with 26.7% 

resistance to this antimicrobial in strains of Staphylococcus sp. isolated from rennet 

cheese. Differing from the present study with results lower than the one found here, 

Peresi et al. (2006) reported a percentage of resistance of 4% in relation to sulfa + 

trimethoprim.  

This resistance to sulfa + trimethoprim may be due to its massive use in the 

treatment of dairy cows with mastitis in the region. This fact demonstrates the 

necessity and importance of carrying out laboratory tests such as antimicrobial 

susceptibility testing before prescription and indiscriminate use, seeking the 

prevention of the emergence and dissemination of resistant and multi-resistant 

microorganisms. 

The results found are alarming, since multiresistance was detected in both 

CoPS (31%) and in the CoNS (20%). The results found in the present study agree 

with the literature where a significant increase in antimicrobial resistance is observed, 

in bacteria isolated from food, contributing to the failure of antimicrobial therapy 

turning common infections in severe cases. 

Fleming et al. (2010) found two CoPS samples with a multiresistance profile 

isolated from cheeses commercialized in Rio de Janeiro, below than found in the 

present study. Corroborating with the results of this research Freitas et al., (2005) 
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and Martins et al., (2009) found a high percentage of multiresistance, 60% and 76%, 

respectively, in their studies with strains of S. aureus. 

In relation to the genotypic analysis for beta-lactam resistance genes, (15%) 

CoPS and (7%) CoNS were positive for the mecA gene and (7%) CoPS and (13%) 

CoNS were positive for the blaZ gene. These data justify the fact that the highest 

resistance index found in this study was against beta-lactam antibiotics. Diniz et al. 

(2010) obtained a result superior to that found here, with 33.78% of the isolates of 

Staphylococcus sp. presented the mecA gene. Lee et al., (2004) found 3.56% 

positive strains for the same gene in studies with animal samples. Ammar et al. 

(2016) detected the presence of the mecA and blaZ genes in their study with strains 

of S. aureus isolated from milk and meat products in Egypt.  

In the other hand, Silveira-Filho et al. (2014) did not find the mecA gene in 

their research on isolated strains of milk and derivatives in Brazilian Northeast region. 

The presence of bacteria with antimicrobial resistance genes in food concerns 

because in the gastrointestinal tract of man, they may transfer their antimicrobial 

resistance genes to other bacteria of the species itself or unrelated, pathogenic or 

non-pathogenic species (RAPINI et al., 2004).  

Once cheese is a source of income for many small producers and is also 

widely consumed in the region, the presence of resistant and multiresistant CoPS 

and CoNS strains and the presence of resistance genes are extremely worrying 

factors for veterinary clinics and public health because they make it difficult or even 

impossible to treat potentially curable diseases. Highlighting the need for a prudent 

and critical use of antimicrobials used in the treatment of production animals. As well 

as, more attention to good manufacturing practices, in order to avoid the emergence 

and dissemination of resistant microorganisms. 

 

5.5 Conclusion 

 

Antimicrobial resistance was detected in both CoPS and CoNS, evidencing the 

importance of CoNS in the dissemination of this resistance.  

In this way it is expected that this study can serve as a subsidy so that the current 

legislation also includes the CoNS with a minimum acceptable value for food.  
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