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Justificativa e Objetivos: Atualmente é crescente a preocupagdo com as condi¢des higiénico-sanitarias

lisivolcao@hotmail.com  de produtos alimenticios disponibilizados a populagao, visto que ha uma grande diversidade de patdégenos
associados com a contaminagdo de alimentos. Com isso o objetivo do presente estudo foi o isolamento e a

analise do perfil de suscetibilidade de Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva

DESCRITORES provenientes de amostras de carne moida obtidas no comércio da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.
Antibidticos;  Métodos: Para o isolamento bacteriano foram utilizadas 20 amostras de carne moida originarias do comércio

Enterobacteriaceae; 14c5) sendo realizada a pesquisa para E. coli, Salmonella spp. e S. coagulase positiva. Todas as cepas bacte-

Resisténcia bacteriana a . . . L . - .
rianas isoladas foram submetidas a analise do perfil de suscetibilidade, onde foram testados dez diferentes

milltiplas drogas. antibioticos. Resultados: O perfil de suscetibilidade variou entre os isolados, em Salmonella spp. observou-se
a maior taxa de multirresisténcia, 58% destas foram resistentes a multiplos antibidticos, e para os isolados
KEYWORDS — de E. coli ocorreu 44,4% de multirresisténcia. As cepas de S. coagulase positiva apresentaram a menor taxa,
Anti-bacterial agents; ~ 2% destas foram multiresistentes, e todos os isolados foram sensiveis a oxacilina. Conclusées: A elevada
Enterobacteriaceae; ~ contaminagdo das amostras de carne moida evidencia a necessidade de boas praticas de higiene e transporte

Drug Resistance multiple, — de produtos de origem animal. Quanto aos niveis de resisténcia e multirresisténcia aos antibidticos testados,

Bacterial.  pode-se aferir um possivel uso inadequado de antimicrobianos na rotina veterinaria.

ABSTRACT

Background and Objectives: Currently, there is growing concern about the hygienic and sanitary conditions
of food products available to the population, as there is a great diversity of pathogens associated with food
contamination. Thus, the aim of the present study was to isolate and analyze the susceptibility profile of Escheri-
chia coli, Salmonella spp. and coagulase-positive Staphylococcus from ground beef samples obtained commercially
in the city of Pelotas, state of Rio Grande do Sul, Brazil. Methods: Twenty samples of ground beef acquired at local
commerce were used for bacterial isolation, and the tests for the presence of E. coli, Salmonella spp. and coagu-
lase-positive Staphylococcus were performed. All isolated bacterial strains were submitted to susceptibility profile
analysis, in which ten different antibiotics were tested. Results: The susceptibility profile varied among the isolates.
The highest multiresistance rate was observed among Salmonella spp. isolates, as 58% of these were resistant to
multiple antibiotics, whereas the E. coli isolates showed 44.4% of multiresistance. The strains of coagulase-positive
Staphylococcus had the lowest rate, as 25% of these were multiresistant, whereas all the isolates were sensitive to
oxacillin. Conclusions: The high contamination rates of ground beef samples shows the need for good hygiene
and transportation practices of animal products. Regarding the levels of resistance and multiresistance to the
tested antibiotics, a possible inappropriate use of antimicrobials in veterinary routine can be verified.
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INTRODUCAO

A alimentacdo dentro dos padrdes higiénicos satis-
fatorios é uma das condi¢es essenciais para a promogao
e manutencdo da saude. Com isso, o fator seguranca
alimentar torna-se cada vez mais uma questdo basica
nas decisdes estratégicas, sendo fundamental para o
desenvolvimento de sistemas que mantenham a salude
da populacéo.!

Segundo a Food Agriculture Organization um quin-
to da populacdo mundial alimenta-se de carne.? O Brasil
lidera o ranking dos maiores exportadores de carne
bovina no mundo, tendo um aumento consideravel nos
indices de exportacdo de carne bovina no ano de 2014
em comparagdo com o ano anterior.3# A expectativa é de
que até 2020, a producdo nacional de carnes chegue a
44,5% deste mercado internacional.?

Com isso, é de fundamental importancia a manu-
ten¢do da qualidade do produto, principalmente produ-
tos carneos originarios da regido sul do Brasil, os quais
tém apresentado aumento nos niveis de exportagédo.” A
carne bovina possui caracteristicas as quais favorecem
a multiplicacdo de microrganismos, principalmente a
carne moida, pois had uma elevada atividade de agua e
um aumento da superficie de contato.® Estes provém do
préprio animal ou da contaminacgédo durante o processo
de abate e/ou processamento tecnoldgico.’ Quando
ocorre a ingestdo de agua ou alimentos contaminados
por microrganismos ou por toxinas por eles produzidas,
utiliza-se o termo DTA’'s, Doencas Transmitidas por Ali-
mentos.® Durante os anos 90 e até hoje, trés patdégenos
bacterianos tém sido o principal alvo de pesquisas e vigi-
lancia por parte dos 6rgdos governamentais, Salmonella
spp.. Campylobacter spp. e Escherichia coli.® Além destes,
outro importante patégeno para a industria alimenticia,
Staphylococcus coagulase positiva, é conhecido pelo alto
potencial de causar toxinfec¢des alimentares e pela gran-
de capacidade de mutacgdo para formas mais resistentes
frente aos antibioticos utilizados na clinica.’*!* Em alguns
casos o uso de antimicrobianos é indicado, contudo o
uso inapropriado destes em diarréias autolimitantes e
virais pode levar a emergéncia de mecanismos de resis-
téncia bacteriana.!?**> Neste sentido, o presente estudo
teve como objetivo o isolamento e a andlise do perfil de
suscetibilidade de Escherichia coli, Salmonella spp. e S.
coagulase positiva provenientes de amostras de carne
moida obtidas no comércio da cidade de Pelotas, Rio
Grande do Sul, Brasil.

METODOS

Coleta das Amostras. As coletas foram realizadas
em estabelecimentos comerciais na cidade de Pelotas,
Rio Grande do Sul, Brasil. Os acougues e supermercados
foram escolhidos aleatoriamente, em um total de 20
amostras. Logo apds a coleta, as amostras mantidas em
sua embalagem original e sob condicdes de refrigeracao,
foram encaminhadas ao laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto

de Biologia/UFPel para a realizacdo das andlises.

Anadlise Microbiolégica. As amostras foram
submetidas a pesquisa de E. coli, Salmonella spp. e Sta-
phylococcus coagulase positiva. Para todas as analises,
utilizou-se a metodologia baseada em Silva, Junqueira
e Silveira, onde se determina pesar 25g da amostra e
homogeneiza-la em 225 mL de Caldo Tryptic Soy Broth
(TSB), incubando-as a 36° C por 24h.}* Para a homogeneiza-
¢ao de Salmonella spp. as amostras foram misturadas a 225
mL de Caldo Lactosado (CL) e incubadas por 24h a 36°C.

Apos periodo de incubacdo, a identificacdo de E.
coli foi realizada a partir de uma alcada do homogeneiza-
do em TSB e repicada, pela técnica de esgotamento, para
placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno - Levine
(EMB - Levine), as quais foram incubadas a 36°C/24-48h.
Apbds o periodo de incubacéo, as coldnias caracteristicas
(secas com brilho metalico) foram selecionadas, e repica-
das em Agar Nutriente para conservacdo até o momento dos
testes bioquimicos: Methyl Red e Voges-Proskauer (MRVP),
Agar Citrato de Simmons e Motilidade-Indol-Producio de
Acido Sulfidrico (SIM).

Para a confirmacdo de S. coagulese positiva, foi
semeada uma alcada da cultura de TSB em placas
de Agar Baird-Parker (BP) e incubadas a 36°C/48h.
Verificou-se a presenca de colbnias tipicas para este
micro-organismo (circulares, pretas ou cinzas, lisas,
convexas, com bordas perfeitas e rodeadas por uma
zona opaca ou halo transparente além da zona opaca).
Quando confirmadas as coldnias tipicas, foi seleciona-
da uma ou mais col6nias de cada placa e semeadas
em Agar Nutriente (AN), incubadas a 36°24h para
realizacdo da coloracdo de Gram e posterior realiza-
¢do da prova de coagulase. O teste de coagulase foi
feito através da transferéncia de parte do in6culo, pelo
método de dispersdo, para um tubo contendo 2mL
de Caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI), incubado a
36°C/24h. Apds este periodo, foi retirado 1,8mL deste
indculo e adicionado 0,2 ml de coagu-plasma® Com
movimentos de rotacdo foi realizada a mistura do
meio, sem agitar para ndo interferir na coagulagdo. O
tubo foi incubado novamente a 36°C, e a cada hora
foi verificada a possivel formacado de coagulo, por um
periodo de 6h.

Apbs a incubacdo do homogeneizado de CL, uma
aliqguota da amostra foi inoculada em tubos contendo
meios de enriquecimento seletivo para Salmonela sp.,
Caldo Rapapport (RR) e Tetrationato (TT), sendo incu-
bados a 36°C/24h. Apods este periodo, alcadas de cada
tubo inoculado foram semeadas pelo método de esgo-
tamento em placas de Agar Hektoen-Enteric (HE) e Agar
Xilose Lisina Desoxilato (XLD), e incubadas a 36°C/24h. As
colonias suspeitas de Salmonella spp. foram submetidas
a testes bioquimicos em meios Agar Lisina Ferro (LIA),
Agar Triplice de Ferro (TSI) e Caldo de Uréia para obten-
¢do de resultados conclusivos. Na presenca de resultados
bioquimicos compativeis para Salmonella sp., as colonias
foram submetidas a identificacdo soroldgica com soro
anti-salmonela polivalente somatico (Probac®).

Perfil de Suscetibilidade. Para a anélise do perfil
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de suscetibilidade dos micro-organismos isolados, foi

utilizada a técnica de difusdo em disco.*> Foram utilizados 1a) Salmoweliaspp.

os seguintes antibidticos: Gentamicina (10ug), Sulfazo- Tetraciclina

trim (25upg), Norflox,acina (10ug), Cloranfenicol (30ug), Norfloxacin Resistente %)
Ampicilina (10pg), Acido nalidixico (30pg), Tetraciclina WSensivel (%)
(30ug), Nitrofurantoina (300ug), além de Oxacilina (1ug) Gentamicina

e Amicacina (30ug) para as cepas de S. coagulase positi- Ampiciing

va. Apos 24h de incubagdo a 37°C, foi realizada a leitura heido

dos halos de inibicdo para a definicdo de sensibilidade Hatidixico

ou resisténcia, obtida de forma comparativa com a tabela Cloranfenicol

padrdo descrita pelo protocolo M02-A11 do CLSI.*¢ Sulfazottiz
Nitrofurantoi
0 Zi] 4‘I] ﬁb 80 100
RESULTADOS Pesceminal (%%
Do total de amostras analisadas, 45% (nove) esta- 1) Escherichia coli
vam contaminadas por E. coli, e 60% (12) por Salmonella —
spp. A presenca de S. coagulase positiva foi verificada em e
60% das amostras (12). Norfloxacina Rasxfzeme(%)
Os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos Gentamicina Sm(rei()
das 33 cepas bacterianas estdo demonstrados na figura 1. —
picilina

Para as cepas de Salmonella spp., observou-se resisténcia
frente a nitrofurantoina (58%), sulfazotrim (8%), acido | AsidsNeldixico
nalidixico (33%), ampicilina (91,6%) e a tetraciclina (8%), Cloranfenical
contudo todos isolados foram sensiveis a cloranfenicol,

Sulfazotrim
gentamicina e a norfloxacina. Quanto a E. coli, ocorreu
resisténcia a quatro drogas, nitrofurantoina (33%), sulfa- Nitofuranteing
zotrim (11%), acido nalidixico (11%) e ampicilina (55%). 0 0 @ & 30 100
Para S. coagulase positiva os niveis de resisténcia foram Percentual (%)
menores, houve resisténcia bacteriana somente para 1c) Staphylocaccus coagulase positiva
ampicilina (58%) e tetraciclina (25%). - |
O padrdo de multirresisténcia refere-se a cepas Teeasicina | ‘
bacterianas com resisténcia a dois ou mais antimi- Acido Nalidizico |
crobianos, na tabela 1 estdo expressos o numero de re—
cepas multiplo resistentes (MR) e ndo multiplo resis- Oxseiins |
tentes (NMR).Y Do total de isolados de Salmonella Cloranfenicol Resistente (%)
spp., 58,3% (7) foram multiresistentes aos antibidticos Norloracina | Bl 09
testados, sendo que em uma cepa foi observada Su'fazmm:
resisténcia a quatro antibiéticos (ampicilina, nitro- G )
furantoina, acido nalidixico e sulfazotrim). As cepas Amicacina
de E. coli apresentaram padrdo de multirresisténcia 0 n 4 60 0 100
Percentual (%)

em 44,4% das amostras e para S. coagulase positiva

trés cepas (25%) apresentaram multipla resisténcia, a  Figura 1. Perfil de suscetibilidade de Salmonella spp. (1a),
ampicilina+tetraciclina. Escherichia coli (1b) e Staphylococcus coagulase positiva (1c)
isoladas de carne moida frente aos antibidticos utilizados.

Tabela 1. Perfil de multirresisténcia de Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva frente os
antibioticos testados.

Numero de Estirpes

Padrao de Resisténcia Escherichia col Salmonella spp. Staphylococcus coagulase + Classificagao
Sensibilidade a todos os antimicrobianos 3 0 5 Sensivel
Amp 2 4 4 NMR
Amp, Tet 0 0 3 MR
Amp, Tet, Nit 0 1 0 MR
Amp, Nit, Nal 0 4 0 MR
Amp, Nit, Nal, Sut 0 1 0 MR
Amp, Nit 3 1 0 MR

Nal, Sut 1 0 0 MR
Total 9 12 12

Amp: ampicilina; Tet: tetraciclina; Nit: nitrofurantoina; Nal: dcido nalidixico; Sut: sulfazotrim; NMR: ndo multirresistente; MR: multirresistente.
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DISCUSSAO

Os dados para a contaminacao por E. coli obser-
vados neste estudo sdo semelhantes aos obtidos por
Alcantara et al. onde o indice de contaminacdo por este
microrganismo em um total de 90 amostras chegou
a 555%.* Mesmo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria ndo dispondo de padrdes para a presenca
de E. coli em carne moida in natura, sua presenca em
alimentos, fornece com maior seguranca informacdes
sobre as condic¢bes higiénicas do produto e é a melhor
indicacdo da eventual presenca de enteropatdogenos.t*
A provavel origem da contaminacéo destas amostras por
este micro-organismo poderia ser reflexo de falhas nas
condicdes higiénico sanitarias durante a manipulacdo do
produto, pois € comum a presenca deste nos tecidos ani-
mais ou em ferramentas utilizadas no abate e tratamento
relacionado, ou até mesmo durante o processo de corte
e moagem.?

Os valores da presenca de Salmonella spp. em
nossa analise foram maiores aos encontrados por Dias
et al. e Sousa et al., 4,2% de positividade em 24 amostras
e 17% de positividade em 30 amostras, respectivamen-
te.?122 Apesar de ser um produto altamente consumido,
algumas caracteristicas como o processo de moagem
pela qual a carne passa, favorece a contaminacdo por
micro-organismos, pois ocorre aumento da superficie de
contato, proporcionando a incorporacéo de residuos de
moagens anteriores.? O alto percentual de contamina-
¢do por esta bactéria pode ser um indicativo de falhas
higiénico-sanitarias na manipulacdo e transporte destes
cortes, visto que, sorovares de Salmonella sdo muito
comuns na natureza e podem ser encontrados no trato
intestinal de todas as espécies de animais, domésticos
e selvagens, resultando em uma grande variedade de
fontes de infeccdo.?

A contaminacdo por Staphylococcus coagulase posi-
tiva nas amostras analisadas pode estar ligada a manipu-
lacdo inadequada do produto, uma vez que é comum o
isolamento deste tipo de bactéria nas méos e nas fossas
nasais dos manipuladores de alimentos.?2?° Além desta,
a contaminacao também pode ocorrer durante a sangria,
onde pode ocorrer o transporte de micro-organismos
da pele do animal para a carcaca.?’” Apesar da legislagcdo
brasileira ndo estabelecer limites para a contagem deste
patdgeno, valores proximos a 10° Unidades Formadoras de
Colonia/g séo um indicativo de risco epidemiologico.?2

Os resultados de suscetibilidade das cepas isoladas
em nosso estudo divergem de outra pesquisa realizada,
neste caso com amostras de carne suina, onde houve
altos niveis de resisténcia a tetraciclina, cloranfenicol e
gentamicina.? Estes mesmos autores, associam a resis-
téncia bacteriana ao tipo de sorovar, onde Salmonella
typhimurium apresentou maiores taxas de resisténcia em
comparacdo a outros sorovares identificados. E impor-
tante salientar que o uso indiscriminado de quinolonas
e fluoroquinolonas na medicina veterinaria, como o acido
nalidixico e a enrofloxacina, podem provocar o fendbmeno
de resisténcia cruzada, onde cepas bacterianas adquirem
resisténcia a duas ou mais drogas de uma mesma classe de

antibioticos sem ter entrado em contato com o mesmo.33t
Isto se torna um problema na medida em que é necessario
fazer uso desta classe de antibidticos em casos de infec¢bes
persistentes por Salmonella spp. ou por Shigella sp., como
em diarréias febris e/ou sanguinolentas.*?

Ao analisar isolados de diferentes alimentos e
provenientes de manipuladores, autores observaram
resisténcia bacteriana a ampicilina e tetraciclina somente
nos isolados alimentares.?> Em outro estudo, onde foi
analisada a resisténcia de micro-organismos provenien-
tes de diferentes fontes, a resisténcia ao acido nalidixico
em cepas de origem bovina foi trés vezes maior do que a
resisténcia observada em E. coli originaria de humanos.
Dados que elucidam a importéancia da transmissdo de
cepas resistentes entre diferentes reservatérios.

Assim como no presente estudo, Martins et al.
demonstram uma resisténcia elevada de S. coagulase
positiva a ampicilina (89%) e tetraciclina (39%).%° Nesta
mesma pesquisa, 86,6% das cepas de S. coagulase po-
sitiva eram sensiveis a oxacilina, enquanto que neste
trabalho foi encontrada 100% de sensibilidade a este
farmaco. Este é um dado importante, visto que ha um
aumento consideravel nos Ultimos anos de cepas ORSA
(Staphylococcus oxacilina-resistente) e MRSA (Sthaphylo-
coccus meticilina-resistente).?*

O perfil de multirresisténcia observado foi relati-
vamente alto em comparacdo com estudo de Bosilevac
et al., onde houve uma taxa de 22,5% de cepas multi-
resistentes em Salmonella spp. isoladas de retalhos de
carne bovina e 0,6% de cepas multiresistentes em um
total de 4.136 isolados, respectivamente.’” Tadesse et
al. observaram um aumento na frequéncia de cepas
bacterianas multiresistentes de E. coli ao longo dos anos,
entre 1950-1959 houve um aumento de 7,2% no niamero
de cepas resistentes e entre 2000-2002 esse numero foi
de 63,6%.3* O padrdo de resisténcia observado neste e
em outros estudos, pode ser explicado pela frequente e
comum colonizagdo de individuos saudaveis por cepas
multirresistentes.®® Apesar de haver dados superiores
na literatura a cerca da multirresisténcia de S. coagulase
positiva, este fato indica o grande potencial de conta-
minacdo pelo patégeno ao longo cadeia alimentar.3®
Este processo, designado como contaminagdo cruzada,
ocorre quando o alimento é contaminado por bactérias
resistentes ou contendo genes de resisténcia a antimi-
crobianos, proveniente dos manipuladores de alimentos
ou até mesmo do préprio consumidor.?’

E importante salientar que o perfil de resisténcia de
cepas bacterianas encontradas em alimentos pode ser
reflexo do tratamento, profilaxia e suplementacéo animal
com substancias antimicrobianas. Um exemplo disto foi
divulgado em um estudo feito na Alemanha, onde houve
aumento de cepas de Salmonella spp. resistentes ao acido
nalidixico apds o licenciamento da enrofloxina.3® Somado
a este, pode-se verificar em estudos ao redor do mundo
a possivel transferéncia de micro-organismos resistentes
entre humanos e animais, e até mesmo a presenca de
grupos clonais em diferentes reservatorios.3-#

Com os dados apresentados neste estudo, os quais
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demonstram alto percentual de contaminacao por bacté-
rias patogénicas em amostras de carne moida analisadas,
pode-se ressaltar a necessidade da manutencdo de boas
praticas de higiene e conservagdo durante a manipulacao
e transporte de alimentos de origem animal, visto que es-
tes sdo um importante reservatorio de cepas bacterianas
resistentes. Além disto, com base nos resultados do perfil
de suscetibilidade dos isolados, torna-se importante o
aumento na vigilancia sobre a utilizacdo de antibidticos
na medicina veterinaria, advertindo que no Brasil o uso
de antimicrobianos na suplementacao animal é restrito.*
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