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APRESENTAÇÃO

A microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos 
microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, 
reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e com o ambiente 
além de aplicações biotecnológicas. Como uma ciência básica a microbiologia utiliza 
células microbianas para analisar os processos fundamentais da vida, e como ciência 
aplicada ela é praticamente a linha de frente de avanços importantes na medicina, 
agricultura e na indústria.

De forma integrada e colaborativa a nossa proposta apoiada e certificada 
pela editora Atena é apresentar aqui a obra “Pesquisa científica e tecnológica em 
microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos 
do território nacional contendo análises de processos biológicos embasados 
em células microbianas ou estudos científicos na fundamentação de atividades 
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

A microbiologia como ciência iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os 
avanços na área molecular como a descoberta do DNA  elevou a um novo nível 
os estudos desses seres microscópicos, além de abrir novas frentes de pesquisa 
e estudo, algumas das quais pretendemos demonstrar nesse primeiro volume da 
obra “Pesquisa científica e tecnológica em microbiologia”. Sabemos na atualidade 
que os microrganismos são encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta 
de conhecimento que havia antes da invenção do microscópio hoje não é mais um 
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes 
como bactérias, vírus, fungos e protozoários.

Acreditamos no potencial dessa obra em primeiro lugar pela qualidade dos 
trabalhos aqui apresentados, e em segundo pelo campo em potencial para futuras 
novas discussões, haja vista que enfrentamos a questão da resistência dos 
microrganismos à drogas, identificação de viroses emergentes, ou reemergentes, 
desenvolvimento de vacinas e principalmente a potencialização do desenvolvimento 
tecnológico no estudo e aplicações de microrganismos de interesse.

Temas ligados à pesquisa e tecnologia microbiana são, deste modo, discutidos 
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e 
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos 
microbiológicos. Portanto a obra propõe uma teoria bem fundamentada nos resultados 
práticos obtidos em alguns campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras 
para os demais pesquisadores de outras subáreas da microbiologia. 

Assim desejo a todos uma ótima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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Juliana Fernandes Amorim da Silva 
Adriana de Souza Azevedo
Priscilla Conrado Guerra Nunes
Carlos Alberto Bası́lio-de-Oliveira
Rodrigo Panno Bası́lio-de-Oliveira
Luiz Henrique Medeiros Geraldo
Celina Garcia Fonseca
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RESUMO: Alguns membros do gênero 
Staphylococcus fazem parte da microbiota 
normal de seres humanos e animais, enquanto 

outros atuam como patógenos. O leite bovino 
pode ser contaminado com Staphylococcus 
aureus durante a ordenha, pela presença de 
mastite no animal ou pelo próprio manipulador. O 
objetivo deste trabalho foi isolar Staphylococcus 
aureus a partir de queijos artesanais e avaliar 
a presença de fatores de virulência.  Amostras 
dos queijos, diluídas em água peptonada 
estéril, foram inoculadas em ágar Manitol, em 
duplicata, e incubadas em aerobiose, a 37°C, 
por até 48h. As colônias selecionadas foram 
analisadas por meio da coloração de Gram e 
os cocos Gram-positivos foram submetidos 
aos testes de catalase, coagulase e DNAse. O 
antibiograma foi realizado utilizando o método 
de disco difusão. A atividade antagonista 
foi avaliada pelo método de sobrecamada, 
utilizando diferentes micro-organismos 
indicadores. A habilidade de formação de 
biofilmes foi avaliada em placas de poliestireno, 
utilizando metodologia de cristal violeta. Foram 
isolados 47 cocos Gram-positivos, sendo 41 
catalase positivos, 20 produtores de coagulase 
e 23 de DNase. Somente os isolados 5.1 e 5.10 
apresentaram atividade antibacteriana, inibindo 
Enterococcus gallinarum ATCC 12359. Todos 
os isolados avaliados no antibiograma (n=5) 
foram sensíveis a amicacina, clindamicina, 
eritromicina, gentamicina e vancomicina, sendo 
todos resistentes à rifampicina; os isolados 
5.1, 5.6 e 5.12 foram resistentes a duas ou 
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mais drogas. Somente o isolado 5.18 produziu biofilme in vitro, embora tenha sido 
classificado como fraco podutor.
PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus aureus; biofilme; antibiograma.

PROPERTIES RELATED TO MICROBIOLOGICAL SAFETY OF Staphylococcus 

aureus STRAINS ISOLATED FROM ARTISANAL CHEESE

ABSTRACT: Some members of the genus Staphylococcus are part of the normal 
microbiota of humans and animals, while others can act as pathogens. The bovine 
milk can be contaminated with Staphylococcus aureus during the milking, by the 
presence of mastitis in the animal or by the manipulator. This aim of this study was to 
isolate Staphylococcus aureus from artisanal cheeses and to evaluate the presence 
of virulence factors. Samples of the cheeses, diluted in peptone water, were incubated 
in Mannitol agar, in duplicate, and incubated in aerobiose, at 37 ° C, for up to 48 
hours. The selected colonies were analyzed by Gram staining and Gram-positive cocci 
were submitted to the testes of catalase, coagulase and DNAse. The antibiogram was 
performed using the disc diffusion method. The antagonistic activity was evaluated by 
the overlay method, using different indicator microorganisms. The biofilm formation 
was evaluated in polystyrene plates using the violet crystal method. A total of 47 Gram-
positive cocci were recovered, being 41 catalase positive, 20 coagulase producers 
and 23 Dnase positive. Only the isolates 5.1 and 5.10 showed antibacterial activity, 
inhibiting Enterococcus gallinarum ATCC 12359. All the isolates evaluated in the 
antibiogram (n=5) were susceptible to amikacin, clindamycin, erythromycin, gentamicin 
and vancomycin, and all of them were resistant to rifampicin; the isolates 5.1, 5.6 and 
5.12 were resistant to two or more antimicrobial drugs. Only the isolate 5.11 produced 
biofilm in vitro, although it has been  classified as a weak producer.
KEYWORDS: Staphylococcus aureus; biofilm; antibiogram.

INTRODUÇÃO

O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae e engloba 
bactérias Gram-positivas, em forma de cocos, anaeróbias facultativas, mesófilas, 
que não apresentam motilidade nem formam endósporos. São bactérias catalase 
positivas e possuem representantes que são membros da microbiota ou patógenos 
em seres humanos e animais. Os estafilococos são muito resistentes, podendo 
crescer em altas concentrações salinas. Baseado na produção da enzima coagulase, 
o gênero Staphylococcus é subdividido em membros coagulase positiva, sendo o 
S. aureus o principal representante, e coagulase negativa, que engloba as demais 
espécies do gênero (VASCONCELOS; CUNHA, 2010).

Embora façam parte da microbiota de boa parte da população, especialmente 
na região nasal, os Staphylococcus aureus podem causar infecções que vão de 
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leves a graves, podendo causar lesões superficiais, infecções sistêmicas, além de 
doenças mediadas por toxinas, como a síndrome do choque tóxico e a intoxicação 
alimentar (VASCONCELOS; CUNHA, 2010).

Determinadas condições, como manuseio inadequado e armazenamento 
em temperatura permissiva para o crescimento microbiano, podem possibilitar 
a contaminação ou proliferação de S. aureus em um alimento, mesmo naqueles 
alimentos com maiores teores de sal. Alguns surtos de intoxicação alimentar 
causados por S. aureus revelaram o envolvimento de produtos à base de carne e 
leite, sendo o leite não pasteurizado um importante veículo para patógenos como o 
S. aureus (GIANNATALE et al., 2011).

A contaminação do leite geralmente ocorre durante o processo de ordenha, 
seja pela presença de mastite (clínica ou subclínica) no animal, seja pelo próprio 
manipulador, que pode contaminar o leite com o manuseio incorreto e pelo uso de 
utensílios não higienizados corretamente. A mastite é causada por diversos micro-
organismos, dentre eles o S. aureus, e o tratamento é geralmente realizado com 
o uso de antibióticos ou outros agentes antimicrobianos, o que acaba levando à 
seleção de linhagens bacterianas resistentes a drogas antimicrobianas (ATEBA, 
2010).

A resistência a antimicrobianos é um importante fator de virulência para S. 
aureus e linhagens resistentes já foram isoladas em vários países. Uma explicação é 
o uso inadequado de drogas antimicrobianas para tratamento e profilaxia na medicina 
humana e animal, bem como seu uso como promotores de crescimento em animais 
de produção, o que cria uma pressão seletiva, contribuindo para a emergência, 
persistência e disseminação de determinantes genéticos de resistência (MARINO et 
al., 2010).

Bactérias multirresistentes têm sido detectadas em diferentes ambientes, 
inclusive em alimentos, como resultado da contaminação ao longo da cadeia de 
produção, seja por contato, direto ou indireto, com material fecal contaminado, 
seja pela disseminação a partir do ambiente clínico hospitalar. No estado de Minas 
Gerais é comum a produção de alimentos com leite cru ou de embutidos cárneos 
utilizando métodos tradicionais, considerados artesanais. Entretanto, não existem 
muitas informações a respeito de bactérias multirresistentes em tais alimentos. Em 
função do risco de transmissão de bactérias, patogênicas ou não, que veiculem 
determinantes de resistência a antimicrobianos, é necessária a avaliação da 
segurança de alimentos artesanais, especialmente quando bactérias são usadas 
como culturas starter ou tem um papel relevante na fermentação e/ou maturação 
desses alimentos.

O objetivo do presente trabalho foi isolar Staphylococcus aureus a partir de 
queijos artesanais e avaliar a presença de fatores de virulência.
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MATERIAL E MÉTODOS

Os queijos Minas artesanais, produzidos com leite não pasteurizado, foram 
adquiridos no comércio local de Uberaba, Minas Gerais, no período de fevereiro a 
agosto de 2017. Os alimentos, mantidos na própria embalagem de venda, foram 
imediatamente transportados em caixas de isopor até o Laboratório de Microbiologia, 
da Universidade Federal do Triângulo Mineiro. Todas as amostras foram mantidas 
sob refrigeração até o momento das análises.

Isolamento de micro-organismos a partir de queijo artesanal

As amostras de queijo foram diluídas (25 g em 225 mL de água peptonada estéril) 
e inoculadas em placas de Petri contendo ágar Manitol. As placas foram incubadas 
tanto em aerobiose como em microaerofilia, a 37 °C, por 48h. Posteriormente, 
colônias foram selecionadas e transferidas para meio BHI líquido, incubadas nas 
mesmas condições de atmosfera e temperatura. Após 18h de cultivo, as bactérias 
foram novamente cultivadas em ágar BHI , sendo selecionadas oito a dez colônias 
para análise das características morfo-tintoriais, por meio da coloração de Gram. 
Bactérias em formato de cocos e Gram-positivas foram selecionadas para as 
análises subsequentes, sendo armazenadas em meio BHI contendo glicerol (20 %), 
em freezer a -20 °C.

Produção das enzimas catalase, coagulase e DNAse

Para avaliar a capacidade de produção da enzima catalase foi utilizada solução 
de peróxido de hidrogênio (30 %). 

Os isolados catalase-positivos foram avaliados em função da produção das 
enzimas coagulase e DNAse. Culturas em fase estacionária, cultivadas em caldo 
BHI, foram transferidas para tubos de ensaio contendo plasma e incubadas por 4 
horas, em aerobiose, a 37 °C; foi considerado positivo a formação de um coágulo no 
fundo do tubo de ensaio.

Para avaliar a produção de DNAse, culturas em fase estacionária foram 
inoculadas em ágar DNAse, incubadas em aerobiose, a 37 °C; após 18h de incubação, 
1 mL de HCl (1N) foi adicionado às placas, sendo considerado positivo a presença 
de halo ao redor das colônias bacterianas.

Atividade antimicrobiana in vitro 

A atividade antagonista foi avaliada pelo método de sobrecamada (BOOTH et al., 
1977), utilizando como micro-organismo indicador bactérias de referência e isolados 
clínicos. Os isolados de Staphylococcus obtidos foram pré-cultivados em meio BHI, 
em aerobiose, a 37 °C; colônias obtidas foram pontualmente transferidas para outra 
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placa contendo meio BHI. Após incubação e desenvolvimento das colônias foram 
vertidos 5 mL de meio BHI semi-sólido (0,75 % de ágar), previamente inoculado 
com o micro-organismo indicador. As placas foram incubadas em aerobiose, a 37 
°C, por até 48 h. A atividade antimicrobiana foi determinada pela presença de halos 
de inibição (> 6 mm de diâmetro) do crescimento do micro-organismo indicador em 
torno das colônias dos isolados avaliados.

Susceptibilidade a drogas antimicrobianas

O antibiograma foi realizado utilizando o método de disco difusão, conforme 
recomendado pelo CLSI (2015).

Os isolados foram cultivados em ágar BHI, em aerobiose, a 37 ºC, durante 
24 horas. Em seguida, colônias foram transferidas, com auxílio de uma alça de 
níquel-cromo, para tubos com 3,5 mL de salina estéril (0,85 %), para obtenção de 
concentração correspondente a 0,5 na escala Mc Farland (108 UFC/mL); utilizando 
swab, as amostras foram inoculadas sobre a superfície de placas de Petri, contendo 
ágar Mueller Hinton. Os discos contendo as drogas antimicrobianas a serem testadas 
foram distribuídos sobre a placa, em pontos equidistantes, sob leve pressão, com o 
auxílio de uma pinça estéril. Foram avaliadas as seguintes drogas: eritromicina (15 
µg), meticilina (5 µg), tetraciclina (30 µg), vancomicina (30 µg), ampicilina (10 µg), 
gentamicina (10 µg), rifampicina (5 µg) e penicilina G (10 IU).

Após 1 hora em temperatura ambiente, as placas foram incubadas em 
aerobiose, a 37 ºC; após 18 h de incubação foi realizada a leitura dos diâmetros dos 
halos de inibição ao redor do disco de antimicrobiano (em milímetros). Os resultados 
foram expressos quantitativamente, para a classificação dos micro-organismos em 
sensível, resistência intermediária ou resistente às drogas antimicrobianas testadas. 
Os pontos de corte utilizados foram aqueles descritos pelo CLSI (2015).

Formação de biofilmes em placas de poliestireno

A capacidade dos isolados de Staphylococcus em formar biofilmes foi avaliada 
em placas de poliestireno, de fundo chato, com 96 poços, conforme descrito por 
Stepanovic et al. (2000). Culturas de Staphylococcus em fase estacionária foram 
utilizadas para o preparo do inóculo (DO600nm=0,1-0,2). Para cada isolado, em 
quatro poços da placa de microtitulação foram adicionados 200 µL da suspensão 
bacteriana em BHI; as placas foram incubadas em aerobiose, a 37 ºC, por 24 horas, 
sem agitação. Após incubação, o conteúdo de cada poço foi aspirado e cada poço foi 
lavado três vezes com solução salina estéril (pH 6,5, 150 mM, 250 µL). As bactérias 
aderidas foram fixadas com metanol, por 15 minutos; o metanol foi removido e as 
placas foram mantidas à temperatura ambiente até a secagem. Cristal violeta 2% 
(200 µL/poço) foi adicionado a cada poço da placa e, após 5 minutos, o excesso de 
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corante foi removido com água. As placas foram mantidas novamente à temperatura 
ambiente até a secagem e o corante ligado ao biofilme foi solubilizado pela adição 
de ácido acético glacial (160 µL/poço). A densidade óptica foi determinada em leitor 
de microplaca, a 570 nm.

Baseado nos valores de absorbância obtidos, os isolados foram classificados 
em quatro categorias: não produtor de biofilme (OD ≤ ODc), fraco produtora de 
biofilme (ODc < OD ≤ 2 x ODc), moderado produtor de biofilme (2 x ODc < OD ≤ 4 x 
ODc) e forte produtor de biofilme (4 x ODc < OD). ODc é o valor de cut-off, definido 
como três desvios padrão acima da média do controle negativo. Cada placa testada 
teve um valor de ODc próprio (STEPANOVIC et al., 2000).

Como controle positivo de formação do biofilme foi utilizado Staphylococcus 
aureus ATCC 25923. Como controle negativo foi utilizado meio BHI não inoculado. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram isolados 47 cocos Gram-positivos, sendo 41 isolados catalase positivos 
(87,23%) e, portanto, pertencentes ao gênero Staphylococcus. Desses 41 isolados, 
20 produziram coagulase e 23 produziram DNase. 

Os isolados que apresentaram resultados positivos em todos os testes anteriores 
(n=16) foram identificados como Staphylococcus aureus e avaliados quanto à 
produção de compostos antimicrobianos pelo teste de sobrecamada. Somente os 
isolados 5.1 e 5.10 inibiram o crescimento do micro-organismo indicador Enterococcus 
gallinarum ATCC 12359. Os demais indicadores avaliados, Enterococcus faecalis, 
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Staphylococcus saprophyticus 
e Escherichia coli, não foram inibidos por nenhum dos isolados de S. aureus obtidos 
nesse trabalho.

A capacidade de produzir bacteriocinas está relacionada à competitividade em 
ambientes complexos e também à virulência do micro-organismo, facilitando o processo 
de colonização do hospedeiro. Segundo Araújo et al. (2009), todas as linhagens de 
Staphylococcus aureus meticilina resistentes, isoladas de pacientes internados em 
um Hospital Regional, foram capazes de produzir substaâncias antagonistas tipo 
bacteriocinas, o que evidencia a produção de peptídeos antimicrobianos como uma 
importante característica de virulência em isolados clínicos.

Linhagens de S. aureus envolvidas em mastite bovina na região sudeste do 
Brasil foram avaliadas quanto à produção de substâncias antimicrobianas e 46 
isolados inibiram S. epidermidis (CEOTTO, 2009). Tal resultado é contrastante com 
os resultados do presente trabalho, em que nenhum dos isolados de S. aureus 
inibiram S. epidermidis.

Para o antibiograma e a avaliação da capacidade de formação de biofilmes 
foram selecionados 5 isolados de S. aureus: 5.1, 5.6, 5.10, 5.12 e 5.18. Todos esses 
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isolados foram sensíveis a amicacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina e 
vancomicina, sendo todos resistentes à rifampicina. Os isolados 5.10 e 5.18 foram 
os mais sensíveis às drogas antimicrobianas analisadas (resistência somente à 
rifampicina), enquanto o isolado 5.12 foi o mais resistente, crescendo na presença 
de quatro dos dez antimicrobianos avaliados. Os isolados 5.1, 5.6 e 5.12 podem ser 
considerados multirresistentes (resistência a duas ou mais drogas) (Tabela 1).

Isolado AMI AMP CLI ERI GEN OXA PEN RIF TET VAN
5.1 S S S S S R S R R S
5.6 S R S S S S R R R S

5.10 S S S S S S S R S S
5.12 S R S S S R R R S S
5.18 S S S S S S S R S S

Tabela 1. Sensibilidade de linhagens de Staphylococcus aureus isoladas a partir de queijo 
Minas artesanal a diferentes drogas antimicrobianas. O antibiograma foi realizado pelo teste de 

disco-difusão.
Legenda: AMI – amicacina; AMP – ampicilina; CLI – clindamicina; ERI – eritromicina; GEN – gentamicina; OXA – 

oxacilina; PEN – penicilina; RIF – rifampicina; TET- tetraciclina; VAN – vancomicina

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho foram reportados 
por Araújo (1998), em trabalho no qual observou que 201 isolados de S. aureus 
provenientes de leite foram sensíveis à vancomicina, sendo a maioria dos isolados 
também sensível à amicacina, clindamicina, eritromicina e gentamicina. Ainda 
no mesmo trabalho, 44,8 % dos isolados foram resistentes a ampicilina, 43,8% 
resistentes à penicilina e 19,9% resistentes à tetraciclina (ARAÚJO, 1998).

Em outro estudo realizado com linhagens de Staphylococcus isolados de 
plantas e laticínios comercializados no Irã, todos os isolados foram resistentes à 
vancomicina, 40% dos isolados foram resistentes à tetraciclina e 25% resistentes à 
oxacilina (RAHIMI , 2013).

A frequência com que as bactérias adquirem resistência é mais elevada para 
determinadas drogas antimicrobianas do que para outras, variando também com o 
próprio micro-organismo (GUIMARÃES et al., 2010).

O antibiograma fornece resultados qualitativos quando categoriza os 
microrganismos em sensível, resistência intermediária e resistente. Ele se baseia 
no fenótipo de resistência à droga antimicrobiana, orientando a equipe médica na 
escolha do melhor antimicrobiano a ser utilizado. Além disso, trata-se de uma técnica 
de baixo custo, fácil de ser executada, que permite analisar vários antimicrobianos 
ao mesmo tempo. Entretanto, o antibiograma tem como limitação o fato de não 
distinguir os efeitos bactericidas e bacteriostáticos dos antimicrobianos avaliados 
(BALOUIRI, 2016).

Em relação à formação de biofilmes, somente o isolado 5.18 foi capaz de 
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produzir biofilmes, embora tenha sido considerado fraco produtor quando comparado 
ao controle positivo. Nas condições avaliadas, os demais isolados não produziram 
biofilmes. 

Segundo Chagas (2015), todas as oito linhagens de S. aureus isoladas de leite 
de vacas com mastite ou de equipamentos de ordenha foram capazes de aderir em 
placas de poliestireno, sendo classificadas como fortes produtoras de biofilme.

Por outro lado, Sanches (2008), ao avaliar a produção de biofilmes por linhagens 
de S. aureus isoladas de recém-nascidos, reportou que 24% das amostras foram 
classificadas como fracas produtoras de biofilme e 38% como fortes produtores. 

O biofilme pode ser considerado uma importante característica de virulência 
entre estafilococos, por permitir a sobrevivência das bactérias em condições de 
estresse, como condições de anaerobiose, presença de acidez, presença de 
antibióticos, antimicrobianos e proteção contra o próprio sistema imune do hospedeiro 
(KIRMUSAOĞLU, 2016). 

CONCLUSÃO

A presença de linhagens de Staphylococcus aureus em amostras de queijo 
minas artesanal pode estar relacionado à má qualidade da matéria prima e/ou a 
falhas nas boas práticas de produção do alimento.

A síntese de peptídeos antimicrobianos e a capacidade de produção de biofilme 
não parecem ser fatores de virulência presentes nos isolados de S. aureus obtidos 
neste trabalho. Entretanto, linhagens multirresistentes a drogas antimicrobianas 
foram identificadas, confirmando que isolados resistentes podem ser veiculados 
também através de alimentos.
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