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Resumo

Obijetivou-se analisar a resisténcia antibacteriana de E. coli isoladas da carne moida comercializada em Bom Jesus-PIl. O
isolamento ocorreu seguindo a técnica de tubos multiplos, e a partir dos tubos positivos, realizaram-se inoculages em
placas contendo &gar EMB, para observacdo das caracteristicas das coldnias. Ap6s confirmacdo, as colénias foram
submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana. Houve crescimento de cepas de E. coli em 26 amostras (43,33%).
Destas, 15,39% (4/26) das cepas foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, enquanto 22 (84,61%) apresentaram
alguma resisténcia. Os resultados mostraram que a carne moida possui potencial para veicular E. coli resistentes aos
principais antimicrobianos utilizados na terapéutica de infecgdes.

Palavras-Chave: antibioticos, alimentos, coliformes, enterobactérias, sensibilidade

Abstract

The objective of this study was to analyze the antibacterial resistance of E. coli isolated from ground beef marketed in Bom
Jesus-Pl. Isolation was performed following the multiple-tube technique. Inoculum obtained from the positive tubes was
inoculated into plates containing EMB agar to observe the characteristics of the colonies. After confirmation, the colonies
were submitted to antimicrobial susceptibility test. E. coli strains grew in 26 samples (43.33%). Of these, 15.39% (4/26)
of the strains were sensitive to all antimicrobials tested, while 22 (84.61%) showed some resistance. The results showed
that ground beef has the potential to carry E. coli resistant to the main antimicrobials used in infection therapy.
Keywords: antibiotics, food, coliforms, enterobacteria, sensitivity
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Introducgéo

A carne moida é um produto de elevada aceitacdo pelos consumidores, devido ao prego,
praticidade e rapidez no preparo (LIVONI; BEGOTTI; MERLINI, 2013). A elevada atividade de agua
somada a grande disponibilidade de nutrientes, a tornam susceptivel a multiplicagdo microbiana, de
modo que a exposicdo a agentes contaminantes, durante seu processamento ou armazenamento sob
temperaturas inadequadas, podem favorecer a veiculacdo de patégenos (FERREIRA; SIMM, 2012;
MARCHI et al., 2012; LUZ et al., 2015).

A microbiota comumente encontrada na carne moida € composta de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (JAY,2005). Os primeiros normalmente produzem alteracdes sensoriais,
perceptiveis por mudanca de odor, sabor, textura e aspectos visuais gerais. A acdo dos deteriorantes
pode alterar as propriedades quimicas, além de tornar o produto repugnante e improprio para o
consumo, mas nao necessariamente nocivo a saude. J& 0s microrganismos patogénicos, embora ndo
provoquem mudancas perceptiveis no produto, podem causar infeccdes e/ou toxiinfeccdes nos
consumidores (JAY, 2005; FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Escherichia coli € um dos principais microrganismos contaminantes da carne. Apesar de
habitarem comensalmente o intestino de animais de sangue gquente, ha sorotipos virulentos, capazes de
produzir doenca diarreica e complicagcfes sistémicas severas. Conforme aspectos epidemiologicos e
de manifestagéo clinica, as linhagens de E. coli séo agrupadas em seis classes distintas: EPEC (E. coli
enterotogénica); EIEC (E. coli enteroinvasora); ETEC (E. coli enterotoxigénica); EHEC (E. coli
enterrohemorragica); EAEC (E. coli enteroagregativa); STEC (E. coli a produtora de toxina de Shiga)
(PEREIRA; ABREU; FERREIRA, 2016).

Adicionalmente, varios trabalhos tém relatado a ocorréncia de resisténcia e multirresisténcia de
E. coli aos antimicrobianos (GUIMARAES et al., 2015; WELKER et al., 2010). Esta caracteristica
torna a terapia mais dificil e demorada, além de aumentar os riscos de Obito para os pacientes
acometidos por essas infeccoes (NICOLINI et al., 2008).

A resisténcia a um ou mais antibidticos pode ser transferida de uma bactéria para outra
(ADESHI etal., 2011). O uso indiscriminado de antibioticos na terapia de doencas favorece a formacéo
de resisténcia antimicrobiana. Neste sentido, a Anvisa, por meio da RDC N°20, de 5 de maio de 2011
estabelece normas rigidas que controlam a venda de antibioticos, mediante retencdo de receita
(BRASIL, 2011). Ja a venda de antibioticos de uso veterinario, é acessivel a produtores e sociedade
em geral sem necessidade de retencdo de receita e sem restrigdes. Estudos tém apontado que o uso
dessas drogas na criacdo de animais, seja na terapéutica ou como promotores de crescimento tem
exercido importante papel no surgimento de cepas resistentes e multirresistentes (VAN; MOUTAFIS;
COLE, 2007).

Diante do exposto, objetivou-se analisar o perfil de resisténcia de Escherichia coli isoladas da
carne moida bovina comercializada em supermercados, agougues e feiras de Bom Jesus-PI.

Material e métodos

Foram adquiridas, 60 amostras de carne moida bovina, a venda em supermercados, agougues e
na feira livre de Bom Jesus — PI, entre os meses de junho e julho de 2016. As amostras foram mantidas
na embalagem de compra e encaminhadas, em caixa isotérmica com gelo, ao laboratério de
Microbiologia de Alimentos, da Universidade Federal do Piaui, Campus Profa. Cinobelina Elvas,
situado no mesmo municipio.
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Inicialmente, aliquotas de diluicGes 10 a 10 foram inoculadas em séries de tubos de caldo
verde brilhante bile lactose a 2%, e incubadas a 35°C por 24 a 48h. Algadas dos tubos positivos foram
passadas para tubos contendo caldo Escherichia coli e estes foram incubados a 45° C em banho maria,
por 24 a 48h (FENG et al. 2002). A partir dos tubos positivos para Escherichia Coli, realizou-se
plaqueamento em estrias, em placas contendo o meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), para
observacao das caracteristicas das colonias.

As coldnias tipicas e com coloragdo verde metalica foram investigadas e confirmadas por meio
das provas bioquimicas de indol (SIM), vermelho de metila (VM), Voges Proskauer (VP) e Agar
Citrato de Simmons (método denominado IMVIiC) (FENG et al., 2002). Ap6s confirmacdo, as cepas
foram repicadas em Agar Triptose Soja e incubada por 24 horas, logo apds, foram transferidas quatro
ou cinco colbnias para tubos contendo solugédo salina 0,85% para obter as suspensdes, incubando-se
até atingir uma densidade equivalente ao padrdo 0,5 da Escala de MacFarland (1,6x108 bactérias mL-
1

).

O teste de sensibilidade seguiu a técnica de difusdo em disco, em placas de Petri contendo meio
Mueller-Hinton, conforme os procedimentos descritos por BAUER et al. (1966). Utilizaram-se 0s
antimicrobianos: ceftriaxona (30ug), ciprofloxacina (5pg), ampicilina+ sulbactam (10/10 pg),
cloranfenicol (30ug), sulfazotrim (25ug), cefoxitina (30ug), tetraciclina (30pug), norfloxacina (10pg),
nitrofurantoina (300 pg), gentamicina (10ug) e acido nalidixico (10ug). Apos 24h de incubacao a 37°C,
foi realizada a leitura dos halos de inibicéo para a definicdo de resistentes (cepas que néo foram inibidas
pelas as concentracdes dos agentes antimicrobianos), intermediarias (cepas que necessitam de dose
mais elevadas para serem eficiente no tratamento) e sensiveis (a dosagem ¢é eficiente para o
tratamento), obtida de forma comparativa com valores determinados pela CLSI (2013). Foram
calculadas as frequéncias de cepas resistentes, intermediarias e sensiveis aos farmacos utilizados.

Resultados e discussao

Do total de amostras de carne moida analisada (n=60), houve crescimento de Escherichia coli,
em 43% (26). Das 26 cepas isoladas, 22 (84,61%) apresentaram resisténcia ou resisténcia
intermediaria, e quatro (15,39%) foram sensiveis a todos 0s antimicrobianos testados. Resisténcia e
resisténcia intermediaria foram observadas, respectivamente, em 46,15% (12/26) e 69,23% (18/26). A
presenca de resisténcia e resisténcia intermediaria na mesma cepa ocorreu em 46,15% (12/26) das
amostras analisadas.

Dentre os farmacos testados, a nitrofurantoina apresentou as maiores frequéncias de resisténcia
e de resisténcia intermediaria, ambas com percentuais de 34,61% (9/26). De igual modo, Volcéo et al.
(2016), relataram resisténcia ao farmaco em 33% das cepas oriundas de carne moida. Nitrofurantoina
¢ uma droga indicada para o tratamento de infeccBes urinarias e apresenta mecanismos distintos de
acdo, que resultam na inibicdo do metabolismo aerdbio e da sintese de proteinas, DNA, RNA e parede
celular bacteriana (MCKINNELL et al., 2011). A droga é integrante da lista de medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial de Saude, de modo que, a ocorréncia de E. coli resistente ao
farmaco deve ser vista com preocupacéo, pelos érgdos de saude (BRASIL, 2014).

Resisténcia e resisténcia intermediaria a ampicilina + sulbactam foram constatadas em 7,69%
(2/26). O mesmo percentual (7,69%) de cepas apresentou resisténcia intermediaria a cefoxitina. Todas
as cepas foram sensiveis a ceftriaxona. ALVAREZ-FERNANDEZ et al. (2013) relataram para cepas
de E. coli isoladas da carne moida, um percentual de resisténcia a ampicilina de 75%. Ja Mantilla;
Franco (2012), relataram a ocorréncia de resisténcia a cefoxitina em 94,69% das cepas analisadas.
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Assim como o presente estudo, Santo; Rodolpho; Marin, (2007), constataram sensibilidade a
ceftriaxona em 100% das cepas isoladas. Ampicilina, Cefoxitina, Ceftriaxona, sdo antibidticos do
grupo dos beta-lactdmicos, por apresentarem um anel beta-lactdmico, em sua estrutura quimica
considerado essencial para sua atividade antibacteriana (SUAREZ; GUDIOL, 2009).

A resisténcia a esses antibidticos decorre de um mecanismo desenvolvido pelas bactérias, que
passam a produzir a enzima beta-lactamase (Chroma e Kolar, 2010). E preocupante o fato de que,
mesmo com a utilizagdo do sulbactam, ainda se verificou resisténcia a ampicilina. A associagdo desses
farmacos com sulbactam, o qual contém um potente inibidor de beta-lactamase, tem a finalidade de
reduzir a resisténcia (HAUSER, 2008).

A norfloxacina e o &cido nalidixico sofreram resisténcia intermediaria em 19,23% (5/26) e
7,69% (2/26) das cepas, respectivamente. Ciprofloxacina, uma quinolona de terceira geracdo, ndo
sofreu resisténcia em nenhuma das amostras isoladas. Volcéo et al. (2016) relataram resisténcia ao
acido nalidixico em 11% das E. coli oriundas de carne moida. Por sua vez, Abdel-Rhman et al. (2015),
analisando carne, carne moida e hamburguer no Egito encontraram 40% de resisténcia de E. coli a
norfloxacina, mas, diferentemente do presente estudo, encontraram 48% de resisténcia a
ciprofloxacina. Acido nalidixico e norfloxacina sdo quinolonas de primeira e segunda geracio,
respectivamente (LOPES, 2004).

A classificacdo de antibioticos em geracdes leva em conta suas caracteristicas antimicrobianas
e propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas, e ndo necessariamente a ordem cronologica de
utilizacdo comercial (SPINOSA; BERNARDI, 2011). Da mesma maneira, a formacéo de resisténcia
também ndo segue necessariamente a ordem cronoldgica de comercializacdo. Isso ocorre devido as
diferencas regionais do uso dos antimicrobianos, que desencadeiam resisténcia diferenciada, conforme
a utilizacdo maior ou menor de cada droga (BRAOIOS et al., 2013). Assim, a norfloxacina, por ser
amplamente utilizada em medicina veterinaria, pode sofrer maior resisténcia que drogas mais antigas.

Tetraciclina apresentou frequéncias de resisténcia e resisténcia intermediaria de 7,69% (2/26)
e 3,84% (1/26), respectivamente. Arslan; Eyi, (2011) também relataram a presenca de E. coli resistente
a tetraciclina em carne. A resisténcia bacteriana a tetraciclina esta relacionada a diminuicdo da
quantidade de droga no interior da célula bacteriana e pode ser cromossémica, por plasmideos ou por
transposons (THAKER; SPONOGIANNOPOULOS; WRITGHT,2010). O uso veterindrio de
tetraciclina tem sido referenciado como um dos principais responsaveis pela formacéo de resisténcia
(BRASIL, 2007).

Uma cepa 3,86% (1/26) apresentou resisténcia intermediaria a cloranfenicol. Mantilla; Franco
(2012), observaram resisténcia a esse farmaco em 59,2% das cepas de E. coli obtidas da carne.
Alcéantara et al. (2012) também isolaram E. coli resistentes a cloranfenicol, a partir de produtos carneos
nas cidades de Jales e Fernanddpolis, Sdo Paulo; de igual modo, Abdel-Rhman et al. (2015) relataram
cepas de E. coli resistentes ao cloranfenicol com um percentual de 36% em produtos carneos no Egito.

No Brasil, o uso do cloranfenicol em animais de producao ¢ proibido, devido ao potencial de
toxicidade residual nos alimentos destinados ao consumo humano, conforme Instrucdo Normativa n°
9, de 27 de junho de 2003 (BRASIL, 2003).

Cloranfenicol exerce sua atividade bacteriostatica, ao ligar-se a subunidade ribossdémica 50S,
bloqueando o alongamento do peptideo e a sintese proteica bacteriana, mas tem como efeito colateral,
a inibicdo da sintese proteica em células da medula dssea, de modo que em individuos predisponentes,
pode resultar em anemia aplastica (MURRAY; ROSENTHAL; PLALLER, 2014).

O mecanismo de resisténcia bacteriana ao cloranfenicol baseia-se na producdo de
acetiltransferase, enzima codificada por plasmideos, a qual modifica a droga tornando-a incapaz de se
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ligar a subunidade 50S (MURRAY; ROSENTHAL; PLALLER, 2014). A resisténcia a cloranfenicol
verificada neste estudo merece atengdo, pois sinaliza uma provavel utilizagdo indevida do farmaco.

Constatou-se resisténcia intermediéria a gentamicina em 7,69% (2/26) das cepas. Percentuais
mais elevados de resisténcia a gentamicina foram encontrados por Abdel-Rhman, et al. (2015), com
52% das cepas isoladas da carne moida; e por Adzitey (2015), com 75,56% das E. coli isoladas da
carne bovina no municipio de Techiman, Gana. O mecanismo de a¢do da gentamicina consiste na
inibicdo da sintese de proteinas, ao ligar-se irreversivelmente a subunidade 30S do ribossomo
bacteriano (CHAMBER, 2010). A resisténcia a droga ocorre por modificacdo dos sitios de ligacdo no
ribossomo, alteracdo na permeabilidade e transformagdo enzimatica do farmaco, sendo este ultimo o
mecanismo mais comum (MURRAY; ROSENTHAL; PLALLER, 2014). A gentamicina é um
aminoglicosideo utilizado em infec¢des uterinas e do trato digestivo dos animais (BRUNTON, et al.
2012). O surgimento de cepas resistentes pode estar relacionado ao seu uso terapéutico na pecuaria.

Além dos problemas causados pelo surgimento de cepas resistentes e multirresistentes (MELO;
DUARTE; SOARES, 2012), o uso indiscriminado de antibi6ticos nos sistemas de criacao, pode trazer
outros graves danos, caso ndo sejam respeitados os periodos de caréncia, prazo para que ocorra a
eliminacdo do farmaco do organismo, ap0s a ultima administracio do medicamento (SALES;
ROCHA; BRESSAN, 2015).

Por esse motivo, a legislacdo brasileira estabelece prazos especificos para o abate apds o uso
desses farmacos (BRASIL, 1999). O consumo de carne com residuo de antibidticos representa risco
ao consumidor devido toxicidade ou alteracdo da microbiota natural (FAO, 2009).

Por fim, o isolamento de E. coli resistentes e multirresistentes a partir da carne, desperta para a
necessidade de se discutirem politicas publicas voltadas para o controle do uso de antibioticos,
especialmente no campo, como forma de reduzir a formacéo de resisténcia.

Conclusao

Conclui-se que a carne moida bovina tem microrganismos resistentes aos antimicrobianos
comumente utilizados na terapéutica de infec¢Bes. Sugere-se a intensificacdo dos cuidados preventivos
a formacao de resisténcia, tais como o controle do uso de antibidticos na pecuéria.
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