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1. INTRODUÇÃO 
 

A presença de substratos orgânicos e inorgânicos em superfícies de 
processamento de alimentos favorece a aderência e multiplicação de micro-
organismos, possibilitando a formação de biofilmes e, consequentemente, uma 
maior dificuldade de ação dos sanitizantes na remoção bacteriana (BERNARDES 
et al., 2012). 

Os biofilmes podem ser definidos como complexos conglomerados de 
células, estruturados sobre inúmeros tipos de superfícies favoráveis à sua 
formação (DONLAN; COSTERTON, 2002). Uma vez formados, os biofilmes 
atuam como pontos de contaminação constante em superfícies de produção de 
alimentos devido ao desprendimento de células de micro-organismos patogênicos 
e/ou deteriorantes. Isso resulta no comprometimento da segurança microbiológica 
das matérias-primas, bem como dos produtos finais, diminuindo a vida de 
prateleira dos produtos alimentícios e colocando a saúde do consumidor em risco 
(FUSTER-VALLS et al., 2008). 

Staphylococcus aureus é um patógeno humano oportunista, considerado 
um problema para a indústria de alimentos, pois além do frequente envolvimento 
em surtos de intoxicação alimentar, esse micro-organismo também é capaz de se 
aderir em diferentes superfícies, formando biofilmes (SHALE et al., 2005; RODE 
et al., 2007; DI CICCIO et al., 2015). Esta capacidade é um importante fator de 
virulência de S. aureus, já que possibilita a sua persistência no ambiente de 
processamento, tornado-se uma constante fonte de contaminação de alimentos 
(VÁZQUEZ-SÁNCHEZ et al., 2014). 

A higiene na indústria de alimentos é um fator de extrema importância para 
a qualidade final dos produtos, pois falhas nos processos de higienização podem 
favorecer o acúmulo de resíduos orgânicos e inorgânicos nas superfícies de 
equipamentos e utensílios da linha de produção, de modo a se tornarem 
potenciais focos de contaminação cruzada (OLIVEIRA et al., 2010). 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de formação de 
biofilme por cepas de S. aureus isoladas de pescado salgado, tendo em vista a 
importância desse fator de virulência em relação à qualidade dos alimentos e aos 
riscos à saúde dos consumidores.  

 
2. METODOLOGIA 

  
Inicialmente, 23 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de pescado 

salgado, já confirmadas fenotípica e genotipicamente, foram semeadas em caldo 
TSB e incubadas a 37°C/24 horas. O ensaio de formação de biofilme foi realizado 
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seguindo o protocolo recomendado por STEENACKERS et al. (2011), com 
algumas modificações. Foram distribuídos uniformemente em uma placa de 96 
cavidades, 200µL de caldo TSB. Após, os cultivos bacterianos com densidade 
óptica já ajustada (600 nm) foram diluídos (1:25) e semeados (8µL) em cada 
cavidade da placa, a qual recebeu uma tampa onde o biofilme deve ser formado, 
no caso de produção. As placas foram incubadas a 37°C/48 horas. Transcorrido 
este período, as tampas das placas foram lavadas com solução salina tamponada 
de fosfato (Phosfat e Buffered Saline – PBS) e coradas com cristal violeta 
(isopropanol, metanol e PBS, v/v: 1:1:18) por 30 minutos. Após, foram lavadas 
com água destilada estéril, secas a temperatura ambiente por 30 minutos e 
colocadas em ácido acético a 30%, sendo esta última etapa realizada para que o 
biofilme formado na tampa se solte e fique no meio. Removidas as tampas, foi 
realizada a leitura da densidade óptica, em um espectrofotômetro, utilizando 
comprimentos de onda de 600 nm e 570 nm. Caldo TSB estéril foi utilizado como 
controle negativo (C-) e uma cepa de Staphylococcus coagulase positiva 
fortemente formadora de biofilme, já conhecida, foi utilizada como controle 
positivo (C+). Os valores da densidade óptica foram tomados como a média das 
leituras. As cepas foram classificadas segundo a aderência na tampa da placa e 
divididas em quatro categorias, conforme o estipulado por STEPANOVIC et al. 
(2000).  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 No presente estudo, avaliando a capacidade de formação de biofilme por 
cepas de S. aureus isoladas de pescado salgado, pode-se observar que 62,2% 
(15/23) das cepas foram classificadas como fracamente formadoras de biofilme, 
enquanto 21,7% (5/23) e 8,7% (2/23) caracterizaram-se como moderadamente e 
fortemente formadoras de biofilme, respectivamente.  

Estes resultados vão ao encontro dos obtidos por VÁZQUEZ-SÁNCHEZ et 
al. (2014), que verificaram capacidade de formação de biofilme em 100% (26/26) 
das cepas de S. aureus isoladas de diferentes produtos de pesca na Espanha. 
Apesar disso, estes autores observaram que 80% (8/10) das cepas com maior 
capacidade de formação de biofilme foram isoladas de produtos de pesca 
altamente processados (como pescados salgados), demonstrando uma pressão 
seletiva das condições de processamento sobre S. aureus. No estudo de RODE 
et al. (2007), verificou-se que a concentração de sal exerce influência sobre a 
capacidade de formação de biofilme por cepas de S. aureus, já que vários 
padrões de biofilme foram obtidos quando o patógeno foi exposto a diferentes 
concentrações de sal. 

Sendo S. aureus o principal componente da microbiota humana na pele, a 
produção de alimentos altamente processados, que envolve intensa manipulação 
e contato com superfícies, pode facilitar a disseminação deste patógeno no 
ambiente de processamento (SIMON; SANJEEV, 2007), possibilitando a 
formação de biofilmes que aumentam a sua resistência a fatores externos, como 
os teores elevados de sal (DONLAN; COSTERTON, 2002; VAN-HOUDT; 
MICHIELS, 2010). Segundo RODE et al. (2007), este micro-organismo é pouco 
competitivo e apresenta maior risco em alimentos cuja microbiota natural já foi 
destruída ou inibida, como em alimentos salgados. 
 Estes resultados demonstram a importância da adoção de boas práticas de 
higiene, além da correta limpeza e sanitização de equipamentos e superfícies de 
processamento, a fim de evitar condições sob as quais S. aureus seja capaz de 



 

 

sobreviver, se multiplicar e, consequentemente, formar biofilme em indústrias de 
alimentos.   
 

4. CONCLUSÕES 
 

Todas as cepas de Staphylococcus aureus avaliadas no presente estudo 
apresentam capacidade de formação de biofilme, mesmo que a maioria delas 
fracamente. Isso implica na capacidade de manutenção deste micro-organismo 
dentro da indústria, tornando-se uma fonte de contaminação dos alimentos. Deste 
modo, mostra-se indispensável  a  necessidade  de  melhorias nas práticas de 
sanitização na indústria, a fim de evitar a multiplicação microbiana com 
consequente adesão e formação de biofilmes, garantindo a saúde do consumidor. 
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