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APRESENTAÇÃO

Nos primórdios do desenvolvimento da agricultura, os recursos naturais 
disponíveis propiciaram o surgimento das atividades agropecuárias, e desta 
forma, a necessidade de atuação dos profissionais de ciências agrárias tornou-
se consolidada. Durante séculos, novos conhecimentos foram adquiridos, 
fundamentados teoricamente sobre as práticas agrícolas, conduzindo ao 
aperfeiçoamento do processo produtivo de acordo com a evolução da sociedade.

Diante do atual cenário, a obra “A Face Multidisciplinar das Ciências Agrárias” 
em seus volumes 3 e 4 engloba respectivamente 24 e 27 capítulos capazes de 
possibilitar ao leitor a experiência de ampliar o conhecimento sobre a economia e 
sociologia no campo, conservação pós-colheita, tecnologia de alimentos, produção 
vegetal, qualidade de produtos agropecuários, metodologias de ensino e extensão 
nas escolas, epidemiologia e cadeia produtiva da produção animal.

Em virtude da pluralidade existente desta grande área, os trabalhos 
apresentados abordam temas de expressiva importância as questões sociais e 
econômicas do Brasil. E, portanto, evidenciamos profunda gratidão pelo empenho 
dos autores, que em conjunto, contribuíram para o desenvolvimento e formação 
deste e-book.

Espera-se, agregar ao leitor, conhecimentos sobre a multidisciplinaridade 
das ciências agrárias, de modo a atender as crescentes demandas por alimentos 
primários e transformados, preservando o meio ambiente para às gerações futuras. 

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Hosana Aguiar Freitas de Andrade

Nítalo André Farias Machado
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DETECÇÃO DE STAPHYLOCOCCUS METICILINA 
RESISTENTE (MRS) EM AMOSTRAS DE CARNE 

MOÍDA BOVINA

CAPÍTULO 7
doi

Ana Claudia Lemes Pavan
Universidade Estadual de Maringá, Departamento 

de Medicina Veterinária
Umuarama – Paraná

Giovana Hashimoto Nakadomari
Universidade Estadual de Londrina, Departamento 

de Medicina Veterinária Preventiva
Londrina – Paraná

Vanessa Kelly Capoia Vignoto
Universidade Estadual de Maringá, Departamento 

de Medicina Veterinária
Umuarama – Paraná

Sheila Rezler Wosiacki
Universidade Estadual de Maringá, Departamento 
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RESUMO: A carne moída apresenta maior 
risco de contaminação, por sofrer manipulação 
excessiva e possuir maior superfície de contato, 
constituindo um excelente meio de cultura, 
favorecendo a instalação e multiplicação 
de microrganismos patogênicos. Os 
Staphylococccus spp. são alvos de constante 
preocupação pelas autoridades de saúde 
pública e indústrias de alimentos, devido a 
emergência de microrganismos resistentes. O 

objetivo dessa pesquisa foi detectar a presença 
de Staphylococcus spp. meticilina resistente 
(MRS) em amostras de carne moída bovina. 
A contagem de colônias características de 
Staphylococcus spp. em ágar Baird Parker ficou 
entre 1,0 x 10³ UFC/g a 1,34 x 106 UFC/g de 
alimento. Já a contagem de aeróbios mesófilos 
em ágar Padrão Contagem foi de 1,0 x 104 UFC/g 
a 2,0 x 107 UFC/g de alimento. Das 92 cepas 
analisadas, caracterizaram-se fenotipicamente 
12 (13,0%) cepas como MRS, e 16 (17,4%) 
cepas hiperprodutoras de beta-lactamase. 
Todas as 92 cepas de Staphylococcus spp. 
foram considera sensíveis à vancomicina por 
disco-difusão não necessitando a contra-prova 
de CIM (Controle Inibitório Mínimo). 26 (28,3%) 
das amostras foram resistentes a eritromicina, 
e 18 (19,6%) resistentes a clindamicina, 
não foi observado resistência induzível à 
clindamicina entre isolados por meio do D-teste. 
Quanto a produção de biofilme, 57 (62,0%) 
cepas expressaram produção de biofilme 
fenotipicamente. O gene blaZ foi detectado em 
sete amostras e o gene mecA em uma amostra.  
A detecção de cepas resistentes em produtos 
de origem animal ressalta a importância de se 
estimular programas de vigilância, garantindo a 
segurança na saúde humana e animal.
PALAVRAS-CHAVE: disco-difusão, blaZ, 
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mecA, biofilme

DETECTION OF RESISTANT METICILINE (MRS) STAPHYLOCOCCUS IN 

GROUND BEEF SAMPLES

ABSTRACT: Minced meat presents a higher risk of contamination, due to excessive 
handling and the higher contact surface, constituting an excellent culture medium, favoring 
the installation and multiplication of pathogenic microorganisms. Staphylococcus spp. 
they are the subject of constant concern by public health authorities and food industries 
due to the emergence of resistant microorganisms. The objective of this research was 
to detect the presence of methicillin-resistant Staphylococcus spp. (MRS) in ground 
beef samples. The characteristic colony count of Staphylococcus spp. in Baird Parker 
agar it was between 1.0 x 10³ CFU/g to 1.34 x 106 CFU/g of food. Already the mesophilic 
aerobic count in Standard Count agar was 1.0 x 104 CFU/g to 2.0 x 107 CFU/g of food. Of 
the 92 strains analyzed, 12 (13.0%) strains were phenotypically characterized as MRS 
and 16 (17.4%) beta-lactamase overproducing strains. All 92 strains of Staphylococcus 
spp. were considered sensitive to disk diffusion vancomycin and did not require MIC 
(Minimum Inhibitory Concentration) counter-test. 26 (28.3%) of the samples were 
erythromycin-resistant, and 18 (19.6%) clindamycin-resistant, no inducible clindamycin 
resistance was observed between isolates by D-test. Regarding biofilm production, 57 
(62.0%) strains expressed phenotypic biofilm production. The blaZ gene was detected 
in seven samples and the mecA gene in one sample. The detection of resistant strains 
in animal products underlines the importance of stimulating surveillance programs, 
ensuring safety in human and animal health. 
KEYWORDS: diffusion disc, blaZ, mecA, biofilm

1 |  INTRODUÇÃO

Dentre os produtos cárneos, a carne moída apresenta maior risco de 
contaminação, por sofrer manipulação excessiva e possuir maior superfície de 
contato (FERREIRA e SIMM, 2012). Devido a sua composição nutricional, umidade 
elevada e pH próximo a neutralidade, constitui um excelente meio de cultura, 
favorecendo a instalação e multiplicação de microrganismos patogênicos (SANTOS 
et al., 2012).

Quando encontrado nos alimentos, bactérias do Gênero Staphylococcus 
podem indicar condições higiênico-sanitárias inadequadas, pois colonizam pele e 
mucosas dos humanos (SILVA; BERGAMINI; OLIVEIRA, 2010). Essas bactérias 
são cocos Gram positivos, anaeróbios facultativos, catalase positiva, classificados 
em dois grupos principais: estafilococos coagulase negativo (ECN) e estafilococos 
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coagulase positivo (ECP) (FREITAS, 2005; PODKOWIK et al., 2013).
A emergência de microrganismos resistentes aos antimicrobianos é observada 

desde a produção das penicilinas semi-sintéticas, dentre os quais se destaca 
osStaphylococcus spp. resistentes à meticilina/oxacilina (MRS) (SILVA; BERGAMINI; 
OLIVEIRA, 2010).

O isolamento de linhagens de MRS em alimentos de origem animal tem sido 
relatado em vários estudos, incluindo carne suína, gado bovino, frango, entre outros, 
além de queijo bovino, leite e outros produtos derivados (CERQUEIRA; ALMEIDA, 
2013). Tal fato promove constante preocupação pelas autoridades de saúde pública 
e indústrias de alimentos.

Os MRS apresentam mecanismos distintos de resistência aos beta-lactâmicos. 
O primeiro mecanismo consiste na produção de beta-lactamase, codificada pelo 
gene blaZ, que hidrolisa o anel beta-lactâmico inativando o antimicrobiano (LOWY, 
2003). O segundo mecanismo se da pela produção de PBP2a ou PBP2´ (proteína 
adicional de ligação à penicilina), codificada pelo gene mecA, que altera o sítio de 
ligação do antibiótico beta-lactâmico, inativando-os (CASTELLANO-GONZALEZ et 
al., 2009).

Dentre os métodos de detecção de cepas MRS está a disco-difusão, onde 
se avaliam características fenotípicas da resistência à beta-lactâmicos através da 
cefoxitina e/ou oxacilina, classificando a bactéria como suscetíveis ou resistentes 
aos antibióticos (CLSI, 2018). A técnica considerada padrão ouro para detecção 
de tais cepas é a PCR (Reação em Cadeia pela Polimerase), onde se detecta 
fragmentos dos genes blaZ e mecA, e o gene 16S utilizado como controle interno 
da reação (MOUSSALLEM; KURY; MEDINA-ACOSTA, 2007).

Além da resistência aos antimicrobianos, os Staphylococcus spp. podem 
apresentar outros fatores de virulência, como a produção de biofilme, conferindo-
lhes proteção tanto no ambiente quanto no hospedeiro (O’GARA e HUMPHREYS, 
2001).

As enterotoxinas estafilocócicas são outro importante fator de patogenicidade 
observado nesse grupo (MCCORMICK et al., 2001). A multiplicação constante dos 
Staphylococcus nos alimentos dá origem a produção de enterotoxinas, que quando 
ingeridas promovem intoxicações alimentares representando risco potencial à 
saúde pública (SILVA et al., 2017).

2 |  OBJETIVO

O objetivo dessa pesquisa foi detectar a presença de Staphylococcus spp. 
meticilina resistente (MRS) em amostras de carne moída bovina.



 
A Face Multidisciplinar das Ciências Agrárias 3 Capítulo 7 66

3 |  MATERIAL E MÉTODOS

Neste estudo foram utilizadas 92 cepas de estafilococos isolados de carne 
moída obtida in natura em 30 estabelecimentos comerciais locais de Umuarama – 
PR.

Para isolamento dos estafilococos utilizou-se a metodologia contida na 
Instrução Normativa N°62 (BRASIL, 2003). 

Em ambiente asséptico, foram pesados 25 gramas da amostra diluídos com 
225 mL de água peptona da a 0,1%, sendo realizada diluição seriada até 10‾⁴. Foram 
espalhados 0,1 mL do inoculo com alça de Drigalsky em toda superfície do ágar 
Baird Parker e ágar Padrão Contagem, incubando a 36°C por 48 horas.

Decorrido o tempo de incubação, foram selecionadas as placas contendo 20 
a 200 colônias e realizou-se a contagem com o auxílio de um contador em ambos 
os meios. No ágar Baird Parker foram contadas colônias típicas (convexas, negras 
e dois halos) e atípicas (negras, cinzentas ou amarronzadas e com um ou nenhum 
halo) separadamente. 

Em seguida foram separadas 3 colônias de cada (típicas e atípicas), e com 
alça de platina foram semeadas em ágar Nutriente, incubadas a 36°C por 24 horas. 

Após o crescimento foi realizada a classificação morfo-tintorial das bactérias 
através do método de Gram. Com uma alça de platina foi colhido uma pequena 
colônia da cultura e feito um esfregaço em lâmina de vidro, fixado pelo calor. O 
esfregaço foi corado e observado no microscópio. As amostras cujo esfregaço 
demonstrou a presença de cocos Gram-positivos foram submetidas aos testes de 
catalase, oxidase e coagulase para caracterização do gênero.

Na prova da catalase, com a alça bacteriológica foi colocada a colônia suspeita 
sobre uma lamina de vidro e após, adicionado uma gota de água oxigenada a 3% e 
observado a formação de bolhas, que se liberadas fornecem resultado positivo. No 
teste da oxidase, a colônia a ser testada foi espalhada sobre a fita de oxidase, não 
havendo mudança de cor o resultado foi considerado negativo. 

No teste da coagulase, foi utilizado um tubo estéril contendo 2 mL de solução 
salina, foi adicionado colônia da bactéria ajustando a turbidez até 0,5 da escala de 
MacFarland, após o ajuste, foi acrescentado 500 μL de plasma equino. O tubo foi 
incubado por 24 horas a 36,5 °C e observado a presença de coágulos. 

Todas as amostras confirmadas como estafilococos foram submetidas ao teste 
de disco-difusão frente aos seguintes antimicrobianos: oxacilina 1 µg, cefoxitina 
30 µg, penicilina G 10 un, clindamicina 2 µg, eritromicina 15 µg e vancomicina 30 
µg. Foi realizado um inóculo em tubo estéril contendo 2 ml de solução salina, foi 
adicionado colônia da bactéria ajustando a turbidez até 0,5 da escala de MacFarland, 
o inóculo foi semeado em ágar Mueller-Hinton através de swab estéril e discos 
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de antimicrobianos foram depositados em sua superfície com as placas incubadas 
a 36,5 °C por 24 horas. Os halos foram medidos e os resultados interpretados 
segundo as normas do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

Os Staphylococcus foram semeados em Ágar Vermelho Congo segundo Greco 
et al., (2008) modificado, para caracterização fenotípica da produção de biofilme. 
As amostras que apresentaram colônias negras foram consideradas produtoras de 
biofilme.

 Todas as amostras resistentes fenotipicamente aos beta-lactâmicos foram 
submetidas a detecção dos genes mecA e blaZ, através da técnica de PCR 
(Polymerase Chain Reaction).O DNA bacteriano foi extraído a partir das cepas 
congeladas pela técnica de clorofórmio/álcool isoamílico. 200 µL da cepa congelada 
em BHI foram adicionados a 500 µL da solução de clorofórmio/álcool isoamílico 
(24:1), o qual foi incubado à 56°C por 15 minutos sendo posteriormente centrifugado 
à 12000 xG por minutos. Aproximadamente 200 µL do sobrenadante foi transferido 
para outro microtubo acrescido com 1 mL de álcool 70°C gelado, homogenizado e 
centrifugado à 12000 xG por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado. O tubo foi 
secado em estufa a 56°C por 20 minutos. O pellet foi eluído em 100 200 µL de água 
ultrapura estéril. 

A PCR foi realizada com 0,4 pmol de cada um dos primerssense e anti-sense 
para os genes, mecA, blaZ, e 16S. 0,4 mM de cada dNTP, 2mM de µg CL2, 1x PCR 
buffer e 1,25 unidades de Platinum® toq DNA polimerase, em volume final de 25 µL. 
A amplificação foi realizada em termociclador nas seguintes condições de tempo e 
temperatura: primeira etapa de desnaturação à 94°C por 7 minutos seguidos de 40 
ciclos de 94°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, terminando por 
uma etapa de extensão final à 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram 
submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® safe DNA 
e gel stain e visualizado sob luz ultravioleta (NAKADOMARI et al., 2019).

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Apesar da manipulação excessiva sofrida pela carne moída, não há padrão 
estabelecido pela legislação quanto a presença de Staphylococcus spp. A resolução 
RDC nº 12 de 2001 (BRASIL, 2001) estabelece como parâmetro de qualidade 
microbiológica apenas a ausência de Salmonella spp. em 25g desse alimento.

Dos 30 estabelecimentos avaliados, detectou-se a presença de estafilococos 
em 29 (96,6%). Santos et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes ao detectar 
a presença de Staphylococcus em 90% das amostras avaliadas. Nesses, foram 
isoladas 92 cepas, sendo 88 (95,7%) caracterizadas como Staphylococcus 
coagulase negativo e 4 (4,3%) foram coagulase positivo.
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A contagem de colônias características de Staphylococcus spp. em ágar Baird 
Parker ficou entre 1,0 x 10³ UFC/g a 1,34 x 106 UFC/g de alimento, este resultado 
demonstra extrema importância, visto que a produção de enterotoxinas ocorre 
quando os Staphylococcus alcançam valores acima de 106 UFC/g de alimentos, 
podendo ocasionar intoxicação alimentar (SILVA et al., 2017).

Já a contagem de aeróbios mesófilos em ágar Padrão Contagem foi de 1,0 
x 104 UFC/g a 2,0 x 107 UFC/g de alimento. Segundo Franco e Landgraf (2005), 
esses microrganismos são indicadores microbiológicos da qualidade, indicando se 
a limpeza, a desinfecção e o controle da temperatura durante os processos de 
tratamento industrial, transporte e armazenamento foram adequados. 

Das 92 cepas analisadas, caracterizaram-se fenotipicamente 12 (13,0%) 
cepas como MRS, e 16 (17,4%) cepas hiperprodutoras de beta-lactamase.Segundo 
o CLSI (2018), a cefoxitina é considerada o antibiótico padrão para detectar a 
resistência em estafilococos spp., e a penicilina para detecção da hiperprodução de 
beta-lactamase. 

Todas as 92 cepas de Staphylococcus spp. foram considera sensíveis 
à vancomicina por disco-difusão não necessitando a contra-prova de MIC 
(Concentração Inibitória Mínima). A ausência de cepas resistentes a vancomicina é 
de extrema importância, visto que a vancomicina é a droga de referência no combate 
a infecções causadas por MRS (WEESE, 2005).

Vinte e seis (28,3%) amostras foram resistentes a eritromicina, e 18 (19,6%) 
resistentes a clindamicina, não foi observado resistência induzível à clindamicina 
entre isolados por meio do D-teste (Tabela 1).

Antibióticos 

Staphylococcus spp.

Sensibilidade % Resistência %

n=92 n=92

Penicilina 76 82,6 16 17,4

Oxacilina 84 91,3 8 8,7

Cefoxitina 82 89,1 10 10,9

Eritomicina 66 71,7 26 28,3

Clindamicina 74 80,4 18 19,6

Vancomicina 92 100,0 0 0

Tabela 1 - Caracterização fenotípica de resistência em Staphylococcus spp. Isolados em carne 
moída, no município de Umuarama – PR.

Quanto a detecção genotípica de resistência, o gene blaZ foi detectado em sete 
amostras, sendo quatro amostras resistentes apenas a penicilina, uma a penicilina 
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e cefoxitina e duas a penicilina, oxacilina e cefoxitina. O gene mecA foi detectado 
em uma amostra que demonstrou resistência fenotípica a penicilina, oxacilina e 
cefoxitina. Cerqueira e Almeida (2013), concluíram em sua revisão de literatura que 
a presença de MRS em alimentos, embora reduzida e bastante divergente entre os 
estudos, isso indica que esta pode ser uma importante fonte de contaminação para 
humanos. Entretanto, os diferentes métodos de análise dificultam a realização de 
comparações e a correta estimativa do risco.

Quanto a produção de biofilme, 57 (62,0%) cepas expressaram produção de 
biofilme fenotipicamente demonstrando colônias negras e rugosas e 35 (38,04%) 
foram negativas apresentando colônias vermelhas e lisas (Figura 1). A presença de 
biofilme em áreas de processamento de alimentos pode gerar perdas econômicas, 
visto que os microrganismos tornam-se resistentes a processos de sanitização, 
representando fonte original de contaminação (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 
2010).

Figura 1–Detecção fenotípica da produção de biofilme através do Ágar Vermelho Congo. 
Amostras com coloração negra e rugosa foram consideradas positivas para produção de 

biofilme, e amostras com coloração vermelha e lisas negativas.

5 |  CONCLUSÃO

Este estudo mostrou a detecção de cepas de Staphylococcus Meticilina 
Resistente (MRS) em amostras de carne moída.
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