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Resumo

Objetivo: Staphylococcus aureus tem sido reportado em surtos de origem alimentar em
diversos lugares no mundo devido a expressões de variados fatores de virulência que cau-
sam injúrias no organismo humano, e, em Santa Catarina, entre 2012 a 2016, foi o segundo
agente infeccioso que mais ocasionou surtos alimentares. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a presença de S. aureus em amostras de carne bovina moída da cidade de Xaxim-
Santa Catarina, verificar a expressão de enzimas proteolíticas e lipolíticas, bem como a
sensibilidade frente a diferentes antimicrobianos. Métodos: O isolamento do microrganismo
foi realizado em ágar Baird-Paked. Os fatores de virulência foram determinados com a utili-
zação de ágar Skim milk e ágar BHI enriquecido com óleo. A metodologia de disco-difusão
foi utilizada para realização do antibiograma. Resultados: Os resultados obtidos demons-
traram que, das 12 amostras coletadas, 10 estavam contaminadas com S. aureus com
contagens acima do permitido pela legislação vigente. A expressão de enzimas proteolíticas
foi verificada em 40% dos isolados na primeira coleta. Na coleta subsequente, todos os
isolados obtiveram resultados positivos. Contudo, os isolados não demonstraram resulta-
dos em relação à expressão de enzimas lipolíticas. Na avaliação da sensibilidade aos
antimicrobianos, a maior suscetibilidade foi evidenciada aos antibióticos tetraciclina e
gentamicina. Em relação à penicilina, rifampicina e eritromicina foram verificadas porcenta-
gens variadas de resistência. Conclusão: Os resultados demonstraram que os alimentos
encontravam-se impróprios para o consumo, e, além disso, a capacidade de produção de
proteases e a resistência antimicrobiana apresentada podem aumentar as chances de da-
nos à saúde do consumidor.
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INTRODUÇÃO

A carne é um dos alimentos mais consumidos pelo

homem, possui alto valor nutritivo, é de fácil preparo e é

bem aceita pelo consumidor.(1) Segundo a instrução nor-

mativa (IN) n°83, de 21 de novembro de 2003, do Ministé-

rio da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), de-

fine-se carne moída como o produto obtido a partir da

moagem de massas musculares de bovinos, sendo isenta

de tecidos inferiores, como ossos, cartilagem e carnes

mecanicamente separadas (CMS), com imediato resfria-

mento ou congelamento.(2)

Este alimento apresenta atividade de água livre (aw)

alta e potencial hidrogeniônico (pH) neutro, portanto, é con-

siderado um ambiente favorável para crescimento e propa-
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gação de microrganismos patogênicos e deteriorantes.(3,4)

Além disso, o alimento pode sofrer diversas contaminações

devido às falhas durante o processamento, como a manipu-

lação inadequada, aumentando a probabilidade de disper-

são de microrganismos indesejáveis.(5)

As doenças transmitidas por alimentos (DTAs) são

consideradas um problema de saúde pública. Elas são oca-

sionadas por microrganismos patogênicos que contaminam

os alimentos e a água, tornando-os veículos de dissemina-

ção de doenças.(5) Contaminações por Staphylococcus

aureus na carne bovina moída representam um grave risco

à saúde humana, devido à capacidade do mesmo em de-

sencadear doenças como a síndrome do choque tóxico,

febre e toxinfecções alimentares através da produção de

toxinas.(6)
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A capacidade de S. aureus em produzir enterotoxinas

está associada como a principal causa de surtos de DTA,

devido à sua capacidade e resistência aos tratamentos tér-

micos.(7) No Brasil, o Ministério da Saúde notificou entre 2000

a 2014 os principais alimentos e microrganismos envolvi-

dos em DTAs; destes, a carne bovina in natura, processa-

dos e miúdos foram relacionados com 365 surtos e o mi-

crorganismo S. aureus foi apontado como o responsável

por 9,23% das DTAs em geral.(8)

Sabe-se que a carne bovina moída deve atender obri-

gatoriamente aos padrões estabelecidos pela Resolução

da Diretoria Colegiada - RDC Nº 12, de 02 de janeiro de

2001, os quais visam garantir a qualidade e inocuidade do

alimento. Segundo esta legislação, o valor máximo permiti-

do de S. aureus neste alimento é de 5,0x103 UFC/g.(9) A re-

lação entre a presença de S. aureus e a ocorrência de sur-

tos de DTAs envolvendo alimentos cárneos remete à impor-

tância de se realizar a identificação e quantificação da pre-

sença do microrganismo no alimento comercializado, bem

como a avaliação de seus fatores de virulência e resistên-

cia antimicrobiana, os quais podem torná-lo ainda mais pre-

judicial ao consumidor.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta de amostras

Doze amostras de 150 gramas de carne bovina moí-

da foram coletadas em seis açougues e mercados da cida-

de de Xaxim, Santa Catarina, num período de dois meses e

identificadas com as nomenclaturas: A, B, C, D, E e F. As

amostras foram acondicionadas no próprio recipiente

ofertado pelo açougue e transportadas em caixas de isopor

contendo gelo até o laboratório da Celer Faculdades em

um período de meia hora.

Identificação e quantificação dos isolados de

Staphylococcus aureus

O procedimento para identificação de S. aureus ocor-

reu conforme descrito na Instrução Normativa nº 62, de 23

de novembro de 1989, do Ministério da Agricultura, Pecuá-

ria e Abastecimento (MAPA).(10)

Para a quantificação das células de S. aureus inici-

almente foi realizada a diluição 10-1 adicionando-se 25 ±

0,2 gramas de carne bovina moída em 225 mL de solução

salina peptonada 0,1% previamente esterilizada. Em se-

guida, foram realizadas sucessivas diluições até obter a

diluição final 10-3.

Foi adicionado 0,1 mL de cada diluição em placa Petri

contendo ágar Baird-Parker. As placas foram incubadas a

35°-37°C por 48 horas.

As colônias típicas (colônias circulares, negras e com

halo transparente) foram transferidas para Caldo Infusão

Cérebro Coração (BHI) e incubadas a 35°-37°C por 24 ho-

ras e realizados os testes de coloração de Gram, prova da

catalase, prova da coagulase e avaliação do crescimento

em meio ágar Manitol.

Caracterização fenotípica de atividade proteolítica

A atividade proteolítica dos isolados de S. aureus foi

determinada conforme descrito por Ruaro et al.(11) Foram

inoculadas colônias provenientes de ágar Infusão Cérebro

Coração (BHI) em ágar Skim milk e incubadas a 37°C por

48 horas, utilizando-se como controle positivo a cepa de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. O resultado posi-

tivo foi evidenciado por aparecimento de halo de clarifica-

ção ao redor da colônia devido à degradação da caseína

presente no leite.

Caracterização fenotípica de atividade lipolítica

A atividade lipolítica também foi determinada confor-

me Ruaro et al.,(11) onde colônias indicativas de S. aureus

foram inoculadas em ágar BHI enriquecido com óleo e incu-

badas por 37°C por 72 horas. Como controle positivo foi

utilizada a cepa S. aureus ATCC 25923. O resultado foi con-

siderado positivo quando houve a presença de halo de cla-

rificação ao redor da colônia devido à degradação do óleo

presente no meio.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos – TSA

Para avaliação de sensibilidade aos antimicrobianos,

os isolados de S. aureus foram submetidos ao teste de dis-

co-difusão conforme estabelecido pelo Clinical & Laboratory

Standards Institute.(12) Os antimicrobianos testados foram:

tetraciclina (30 ug); penicilina (10 ug); eritromicina (15 ug);

rifampicina (5 ug) e gentamicina (10 ug).

O teste foi realizado através de semeaduras em pla-

cas contendo ágar Müeller-Hinton a partir de culturas diluí-

das a 0,5 na escala de McFarland; posteriormente, as pla-

cas foram incubadas a 37°C por 18 a 24 horas, para poste-

rior verificação dos halos de inibição.

Os isolados resistentes a pelo menos três antimicro-

bianos foram considerados multirresistentes.

Análise estatística

Os resultados obtidos na pesquisa foram submetidos

à análise estatística para avaliação de diferenças significa-

tivas entre amostras coletadas através do Teste de Tukey,

onde diferenças com valor de p<0,05 foram consideradas

estatisticamente significativas.

RESULTADOS

Do total de amostras avaliadas nos seis estabeleci-

mentos, um local não demonstrou contaminação por S.

aureus (A). Entretanto, cinco apresentaram contaminação

bacteriana por S. aureus nas duas coletas realizadas (B, C,
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D, E e F), sendo, portanto, positivas para os testes de sele-

ção em ágar Baird Parked, catalase, coagulase e em ágar

Manitol.

Em relação às contagens, foi verificado que todas as

amostras positivas para S. aureus apresentavam contagens

superiores ao limite estabelecido pela RDC N° 12, de 02

de janeiro de 2001, cuja contagem máxima  de UFC/g permi-

tida é de 5,0x103 UFC/g. Os resultados obtidos estão apre-

sentados na Tabela 1.

Em relação aos demais antimicrobianos – eritro-

micina, penicilina e rifampicina –, os isolados apresenta-

ram maiores porcentagens de resistência. Quanto à penici-

lina, observou-se resistência em 80% dos isolados na pri-

meira análise e 100% na segunda. Esses resultados foram

semelhantes aos obtidos para eritromicina, a qual, na pri-

meira coleta, 100% dos isolados apresentaram resistência,

e, na segunda, 80%.

DISCUSSÃO

Os alimentos com alto teor de proteínas e atividade

de água livre são considerados ótimos meios para desen-

volvimento de microrganismos patogênicos, bem como um

ótimo veículo de disseminação microbiana nas linhas de

processamento de indústrias e açougues.(3,4)

Neste estudo foi possível observar que a maior parte

dos estabelecimentos permaneceu com contagens simila-

res entre as duas coletas. Porém, a amostra do estabeleci-

mento C obteve contagens elevadas e estatisticamente sig-

nificativas (p<0,05) entre os meses avaliados. Resultados

semelhantes foram observados por Freitas e colaborado-

res,(13) que avaliaram quarenta isolados de S. aureus prove-

nientes de carcaça de frango em Pernambuco e observa-

ram grande diferença entre as contagens. Os autores apon-

taram como a principal causa desses resultados a tempe-

ratura, onde as maiores contaminações foram observadas

em amostras armazenadas em temperaturas acima do per-

mitido pela legislação, que é de 0ºC a 4°C.(2)

Entretanto, neste trabalho não foi verificada a tempe-

ratura em que a carne bovina moída estava sendo exposta

no balcão de vendas. Supõe-se que a diferença de conta-

gem obtida entre as amostras tenha como principal fator a

falta de higiene pessoal dos manipuladores e dos utensílios

utilizados na manipulação do alimento, pois durante as co-

letas foi possível observar situações que aumentam as

chances de contaminação, como: falta de higienização das

mãos, manter diálogo com o cliente durante a manipulação

do alimento, a não utilização de luvas, manipulação de dife-

rentes tipos de cortes de carnes sem a higienização das

mãos, apresentação ao consumidor da carne bovina já

moída, porém não embalada, como rege a legislação. Esta

constatação também foi relatada por Oliveira e Salvador,(14)

que isolaram em suas dez amostras de carne de frango S.

aureus, sendo o predomínio de contaminação atribuído às

condições higiênico-sanitárias deficientes.

A amostra de setembro do estabelecimento F apre-

sentou contagens inferiores em comparação ao mês anteri-

or. Porém, mesmo com o percentual diminuído, a contagem

manteve-se fora do padrão solicitado pela legislação, re-

presentando riscos ao consumidor.(9)

A qualidade da carne bovina moída também foi ava-

liada por Santos e colaboradores,(15) que analisaram vinte

Tabela 1 - Comparação da contagem de Staphylococcus aureus

entre as duas coletas

UFC/g

Estabelecimentos Agosto Setembro

B 1,4x104 ± 0,58
a

1,7x105 ± 0,84
a

C 9,0x103 ± 0,53
a

1,4x105 ± 0,92
b

D 1,7x104 ± 0,32
a

4,9x104 ± 1,03
a

E 2,0x104 ± 0,22
a

3,5x104 ± 0,71
a

F 3,6x104 ± 0,29
a

5,5x103 ± 0,98
a

Resultados da análise do Teste de Tukey. Para cada microrganismo e amostra

avaliada, letras iguais não indicam diferença estatística significativa (p>0.05).

Fonte: Dados autor, 2017

Na determinação da atividade proteolítica e lipolítica,

apenas dois estabelecimentos (B e C) obtiveram isolados

que apresentaram atividade proteolítica; já na segunda co-

leta, os isolados dos cinco estabelecimentos demonstraram

este fator de virulência positivo. Entretanto, na avaliação da

atividade lipolítica, nenhum dos cinco isolados apresentou

capacidade de degradação de lipídeos no meio testado em

ambas as coletas (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados da avaliação da expressão enzimática

Resultado
Agosto Setembro

Protease (%) Lipase (%) Proteases (%) Lipases (%)

Positivo 2 (40%) 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%)

Negativo 3 (60%) 5 (100%) 0 (0%) 5 (100%)

Fonte: Dados autor, 2017

O teste da determinação de sensibilidade aos antimi-

crobianos demonstrou que todos os isolados apresentaram

resistência a pelo menos um dos antimicrobianos testados.

Foi possível observar que os isolados encontrados na

carne bovina moída apresentaram as maiores porcentagens

de sensibilidade aos antibióticos gentamicina e tetraciclina

em ambas as coletas. Foram 100% sensíveis a gentamicina

e 60% a tetraciclina nas amostras coletadas no mês de agos-

to; já no mês de setembro, a sensibilidade foi de 60% e

20% respectivamente.

Avaliação de isolados de Staphylococcus aureus provenientes de carne bovina moída comercializada no oeste de Santa Catarina
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amostras do produto e observaram que 90% delas esta-

vam contaminadas por Staphylococcus sp.; destas, 50%

continham S. aureus com contagens iguais ou superio-

res a 1,2 x 104 UFC/g. Rosina e Monego(16) coletaram qua-

renta amostras de carne bovina moída em cinco redes

de supermercado em Canoinhas, Santa Catarina e avalia-

ram que 95% estavam contaminadas com S. aureus, cuja

maioria apresentava contagens entre 103 a 105 UFC/g. Luz

e colaboradores(17) encontraram S. aureus em todas as

suas vinte amostras de carne bovina moída analisadas, e

todas obtiveram contagens acima do permitido pela le-

gislação.

As contagens elevadas observadas no presente es-

tudo em conjunto com pH, temperatura, atividade de água

livre e oxigênio em condições ideais tornam o ambiente

propicio para a produção de enterotoxinas estafilocócicas

no alimento, podendo ocasionar uma toxinfecção alimen-

tar ao consumidor.(18) Apesar deste trabalho não ter avalia-

do a presença de enterotoxinas estafilocócicas no alimen-

to, a contagem apresentada pela maior parte das amos-

tras é considerada fator de risco, especialmente nas amos-

tras dos estabelecimentos C e D que obtiveram contagens

com 105 UFC/g, visto que estes valores indicam risco

epidemiológico, devido à grande chance de produção de

enterotoxinas.(19)

Embora em algumas ocasiões as enzimas proteolíticas

e lipolíticas atribuam características desejáveis ao produto,

como na maturação de salame e queijos, demonstrado por

Carpiné e colaboradores,(20) em outros alimentos a ativida-

de enzimática de bactérias pode levar à rancificação e de-

gradação do produto.

O presente estudo avaliou apenas as atividades das

enzimas proteolíticas e lipolíticas, porém apenas enzimas

proteolíticas foram observadas, o que é indicativo de que

os isolados de S. aureus possuem capacidade de expres-

sar, ou não, genes destes fatores de virulência. Em um tra-

balho realizado por Rossatto,(21) que avaliou a presença de

atividade das enzimas em amostras de morcilha, foi possí-

vel verificar que 28,57% das amostras foram positivas para

atividade proteolítica e 57,14% positivo para atividade

lipolítica. No organismo humano, as proteases auxiliam S.

aureus a se disseminar de forma mais rápida, devido à ca-

pacidade de causar danos nas membranas mucosas, au-

mentando o poder de invasão.(22)

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram

realizados em duplicata nas duas coletas e os resultados

foram correspondentes nas duas avaliações. Identificar a

resistência dos isolados é necessário, especialmente devi-

do ao último informativo publicado pela Organização Mun-

dial da Saúde (OMS) onde foram listados os principais agen-

tes patogênicos que apresentam resistência a antibióticos,

aumentando o risco à saúde humana, e S. aureus está en-

tre os 12 agentes citados.(23)

Em nossa pesquisa, os antimicrobianos gentamicina

e tetraciclina mostraram-se efetivos contra os isolados ava-

liados. Resultados similares foram observados por Oliveira

et al.,(14) que, de nove isolados de S. aureus provenientes

de carcaça de ovinos comercializados no estado de Minas

Gerais, obtiveram 100% de sensibilidade a gentamicina e

42% a tetraciclina.

A maior sensibilidade verificada para gentamicina e

tetraciclina, por S. aureus em comparação com outros anti-

bióticos, pode ser explicada pelas campanhas de cons-

cientização da utilização abusiva dos mesmos e aumento

de fiscalização do uso indevido pelos órgãos fisca-

lizadores.(24)

Já a grande resistência apresentada à classe dos an-

tibióticos rifampicina, eritromicina e penicilina também foi

observada por Abdalrahman et al.,(25) que isolaram S. aureus

em 168 amostras de carne de frango e peru em Tulsa,

Oklahoma, dos quais 70,8% foram resistentes a penicilina,

44,6% a eritromicina e 14,9% a rifampicina.

A resistência apresentada à maioria dos antibióticos

testados pode ser explicada por ser a região sul um dos

principais polos no comércio de produção e abate de car-

nes, onde os medicamentos são utilizados de forma

profilática, ocasionando maior seleção de bactérias resis-

tentes.(26) Além disso, a falta de boas práticas de fabricação

(BPFs) durante o abate e processamento da carne pode

gerar contaminações cruzadas, aumentando as chances de

passagem de genes de resistência entre os microrganis-

mos, inclusive na própria linha de processamento do

abatedouro.(27)

Para consumidores frequentes de carne bovina moí-

da, se esta estiver contaminada com microrganismos re-

sistentes aos antimicrobianos, há riscos destes agentes

repassarem seus genes de virulência a outras bactérias pre-

sentes na microbiota normal do organismo humano, ou, ain-

da, desencadearem doenças infecciosas de difícil profilaxia.

Foi o que demonstrou o trabalho realizado por Mateu e

Martin,(28) no qual os autores relataram que crianças que con-

sumiam diariamente alimentação de origem animal e nun-

ca haviam sido medicadas com antibióticos possuíam em

sua microbiota células de Escherichia coli resistentes a

fluoroquinolonas.

CONCLUSÕES

No alimento avaliado foi possível verificar a presença

de S. aureus acima do limite permitido pela legislação vi-

gente. Além disso, a verificação da produção de proteases

e da multirresistência a antimicrobianos ressalta que o ali-

mento em questão seja considerado um potencial veículo

para a transmissão de doenças.

Sugere-se que nos locais de fabricação e manipula-

ção de alimentos, as boas práticas de fabricação devem
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seguir protocolos padronizados com o intuito de diminuir o

desenvolvimento e disseminação de patógenos resistentes

e, consequentemente, a ocorrência de doenças transmiti-

das por alimentos.

As boas práticas de fabricação e manipulação de ali-

mentos são consideradas a principal abordagem para evi-

tar o aumento da contagem de S. aureus nos alimentos, bem

como a contaminação cruzada de outros alimentos da mes-

ma linha de processamento.

Abstract

Objective: Staphylococcus aureus has been reported in food-borne

outbreaks in several places around the world due to expressions of various

virulence factors that cause injury in the human body, in Santa Catarina

between 2012 to 2016, was the second infectious agent that caused

most food outbreaks. Methods: The objective of this work was to evaluate

the presence of S. aureus in samples of ground beef from the city of

Xaxim-Santa Catarina and verify the expression of proteolytic and lipolytic

enzymes as well as the sensitivity to different antimicrobials. Results:

Isolation of the microorganism was performed on Baird-Paked agar. The

virulence factors were determined with the use of Skim milk agar and

BHI agar supplemented with oil. The disc-diffusion methodology was

used to perform the antibiogram. The results showed that of the 12

samples collected, 10 were contaminated with S. aureus with counts

above that allowed by current legislation. The expression of proteolytic

enzymes was verified in 40% of the isolates in the first collection. In the

subsequent collection, all the isolates obtained positive results. However,

the isolates did not show results in relation to the expression of lipolytic

enzymes. In the evaluation of sensitivity to antimicrobials, the highest

susceptibility was evidenced to antibiotics tetracycline and gentamicin.

In relation to penicillin, rifampicin and erythromycin, there were varied

percentages of resistance. Conclusion: The results demonstrate that

food was unfit for consumption, and the protease production capacity

and antimicrobial resistance presented may increase the chances of

harm to the health of the consumer.
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