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Caracterizagao fenotipica do perfil de
resisténcia a antimicrobianos em cepas de
Escherichia coli isoladas de carne moida em
feiras livres da regiao do Alto Oeste
Potiguar, Rio Grande do Norte

RESUMO

O presente trabalho realizou a caracterizagdo fenotipica, através de testes bioquimicos e
testes de resisténcia a antimicrobianos, de cepas isoladas de carne moida do municipio de
Pau dos Ferros, Rio Grande do Norte, e o perfil de resisténcia a antimicrobianos dos isolados
de Escherichia coli. Foram analisadas 24 cepas de isolados provenientes de 20 amostras de
carne moida comercializada em feiras livres da cidade. Foram realizadas provas
morfoldgicas e provas bioquimicas. Além de teste de antibiograma e indices de multipla
resisténcia (ARl e MAR) a 3 classes de farmacos. Das 24 cepas, 54,2% foram confirmadas
como E.coli. Todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano
testado e as estirpes testadas se mostraram mais resistentes a cefalotina, com 53,84% de
resisténcia. Em relagdo ao perfil de multirresisténcia, das 13 cepas analisadas (30,77%)
apresentaram indice MAR variando de 66,6 a 100. Para o indice ARI os valores observados
foram de 0,025 a 0,076. Todos os resultados encontrados sdo preocupantes, pois os trés
antimicrobianos testados sdo utilizados frequentemente pela populagdo para uso clinico e
veterindrio, percebeu-se que esses medicamentos em varias ocasides se mostraram
ineficazes para a populagdo de E.coli testada.
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INTRODUCAO

A industria de carnes bovinas é uma das principais do setor de alimentos,
sendo a maior em termos de gera¢do de empregos e volume de recursos e capital.
O rebanho bovino brasileiro chegou a 212,3 milhGes de cabe¢as em 2014, um
acréscimo de 569 mil animais em relagdo a 2013. Com isso o Brasil manteve-se
como segundo colocado no ranking mundial (BRASIL, 2015).

Dentre os produtos obtidos da carne bovina, a carne moida é um alimento
gue se destaca, uma vez que é bem aceito pelo consumidor devido a sua
praticidade, por apresentar precos acessiveis e ser utilizada de diversas maneiras
na culindria (PIGARRO; SANTOS, 2008). Esse alimento é uma importante fonte de
proteinas de alto valor biolégico por possuir muitos aminodcidos essenciais e
outros micronutrientes como ferro, vitaminas do complexo B e zinco (MEDEIRQOS,
2008).

O fato de a carne moida ter uma superficie de contado maior faz com que ela
seja mais susceptivel a contaminacdo, aumentando assim sua velocidade de
deterioracdo. Para Fritzen et al. (2006), um dos fatores importantes referentes a
qualidade da carne no local de venda é a higiene dos manipuladores,
equipamentos e utensilios. A contamina¢do da carne pode decorrer tanto no
animal in vivo (via enddgena) quanto post morten (via exégena), a contaminacao
por via enddgena é menos prevalente e advém de doencas estabelecidas no animal
vivo, sendo comumente provocadas por bactérias, com destaque as salmoneloses
(LAWRIE, 2005).

Todo o tipo de género alimenticio destinado a comercializacdo deve satisfazer
as exigéncias de qualidade do consumidor, possuindo adequada aparéncia, além
de boas condi¢des de higiene e sanidade (AYRES, et al., 2003). As feiras livres se
destacam como os principais locais de comércio da carne e seus derivados, no
entanto, esses locais, em sua maioria, sdo conhecidos por apresentarem uma
elevada deficiéncia higiénica sanitaria, o que acarreta riscos a saude da populagdo
(CRUZ; HOFFMANN; BUENO, 2000).Devido as auséncias de local fixo das feiras, as
instalagbes sdo geralmente precdrias, sobretudo o saneamento bdsico e a
protecdo contra a contaminagdao ambiental, trazendo sérios riscos relativos a
manipulagdo do alimento e ao lixo acumulado pela atividade comercial (RIEEDEL,
2005).

Dentre os principais causadores dessas contaminacGes a Escherichia coli
pertence ao grande e diversificado grupo de bactérias da familia
Enterobacteriaceae. S3o bastonetes gram-negativos. Méveis, ndo formadores de
esporos, anaerdbicos facultativos, capazes de fermentar a lactose com producdo
de acidos e gas em caldo EC (Escherichia coli), em 24 horas a 44,5 °C (FENG et al,
2011). Esses microrganismos sdo frequentemente utilizados como indicadores de
contaminacdo fecal em agua e alimentos (BRASIL, 2011; OLANIRAN et al., 2011).
Estd entre os indicadores de contaminacdo de origem fecal mais comumente
utilizado, pois ocorre em grande nimero na microbiota intestinal de humanos e
animais (AMARAL et al., 2003).

Muitas doencas infecciosas, como aquelas causadas pela bactéria Escherichia
coli, sdo tratadas com agentes quimioterapéuticos ou drogas antimicrobianas, tais
como os antibidticos, que inibem ou matam os agentes patogénicos enquanto
prejudicam o hospedeiro o menos possivel (KNOOW, 2016). O uso crescente de
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antimicrobianos, de maneira excessiva e indiscriminada na produgdo animal, tem
sido apontado como uma das possiveis causas da emergéncia de linhagens
bacterianas resistentes (MACEDO et al., 2007).

No Brasil, os antibiéticos recomendados para o tratamento das infec¢des do
trato urindrio sdo sulfametoxazol+trimetroprima, norfloxacina, ciprofloxacina,
amoxicilina+clavulanato, amoxicilina, cefalotina ou nitrofurantoina (HEILBERG;
SCHOR, 2003; REIS et al.,, 2010). O antimicrobiano mais conhecido e o mais
utilizado nos tratamentos médicos é a amoxicilina pertencente a familia da
penicilina, que contém em sua estrutura molecular um anel chamado beta-
lactamico, determinante no principal mecanismo de resisténcia por parte das
bactérias, as beta-lactamases (SUAREZ; GUDIOL, 2009). Algumas bactérias
desenvolvem resisténcia a amoxicilina por produzirem uma enzima, chamada
beta-lactamase, que é capaz de destruir esse anel, desarranjando a estrutura
molecular do antibidtico, tornando-o ineficaz (MDSAUDE, 2016).

Outro antibidtico bastante utilizado é a cefalotina. Possui a¢do bactericida e
atua através da inibicdo da sintese da parede celular bacteriana. E utilizada em
infeccGes do trato respiratdrio, infecgbes da pele e tecidos moles, infeccbes do
trato geniturinario, sepse, infecgdes gastrintestinais, meningite e infecgbes dsseas
e articulares. As cefalosporinas inibem a sintese de parede celular de forma
essencialmente similar a acdo das penicilinas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Sabendo que muitos antimicrobianos, principalmente a cefalotina e a
amoxicilina ndo estdo mais combatendo os micro-organismos como deveriam,
ocorre atualmente a combinacgdo de penicilinas com clavulanato de potdssio (acido
clavuldnico), impedindo que as bactérias inativem a amoxicilina (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

Diante das evidéncias é relevante que trabalhos sejam desenvolvidos para
sabermos até que ponto o micro-organismo é resistente a determinado
antimicrobiano. Além de que em cidades menores nao acontecem uma fiscalizagao
alimenticia rigorosa, como acontece em outros setores de alimentos. O objetivo
deste trabalho foi realizar o isolamento e identificagdo de cepas de Escherichia coli,
isoladas de carne moida e realizar a caracterizagao fenotipica quanto a resisténcia
a determinados antimicrobianos.

MATERIAIS E METODOS

As cepas de bactérias analisadas foram isoladas em 20 amostras de carne
moida, contendo cerca de 200 g de carne cada, provenientes da feira livre da
cidade de Pau dos Ferros, Rio Grande do Norte. Todas as amostras foram
adquiridas na condic¢do de aquisicdo do consumidor, envolvidas em embalagens de
polietileno e destinadas ao laboratério em contentores isotérmicos, com gelo, para
serem processadas. Os testes de isolamento, identificacdo e antibiograma foram
realizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Campus rau dos Ferros
do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte-
IFRN.

A metodologia adotada seguiu o modelo proposto por Feng et al. (2011).
Foram feitas 3 diluigdes seriadas e inoculacdo em caldo Lauril Triptose (Difco®) com
incubagdo a 35 °C por 48 horas em estufa bacterioldgica. As amostras evidenciadas
positivas pelo caldo Lauril foram inoculadas em caldo Escherichia coli (EC) (Difco®),
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em banho-maria a 44,5 °C (+ 2 °C) durante 48 horas. Para efeito, cada tubo positivo,
foi semeado em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Difco®) e incubadas a
temperatura de 35 °C por 48 horas. De cada diluicdo com crescimento positivo de
micro-organismos, duas col&nias foram isoladas em Agar Triptona De Soja (TSA)
(Difco®), e novamente incubadas sob as mesmas condicdes, 35 °C.

A partir desse procedimento foram isoladas 24 cepas bacterianas e
submetidas ao teste InviC (Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato),
para a identificacao das cepas positivas para E.coli.

Apds confirmagdo, as bactérias foram submetidas ao teste de suscetibilidade
aos antimicrobianos comerciais, que foi avaliada pelo método de difusdao em disco,
seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009), baseado na metodologia descrita por Bauer et al. (1966). Os
antimicrobianos testados foram: Amoxicilina (AMO), Amoxicilina+Acido
clavulanico (AMC) e Cefalotina (CFL).

Em seguida foram determinados o indice de Mudltipla Resisténcia
Antimicrobiana (MAR), ou seja, o nimero de antimicrobianos ao qual o isolado foi
resistente dividido pelo nimero de antimicrobianos ao qual o isolado foi exposto,
multiplicando-se o valor final por 100 para obtencdo dos resultados em
percentuais (KRUMPERMAN, 1983), e o indice de resisténcia aos antimicrobianos
(ARI) (JONES et al., 1986

~

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Figura 1, percebe-se que das 24 cepas, 54,2% (13) foram
confirmadas como E.coli.

56
54
52
50

™~ E. coli
48

%

Il Enterobactérias
4

[&)]

4

IS

4

40 N

N

45,8

Figura 1 - Percentual de isolados de Escherichia coli e outras bactérias entéricas isoladas
em amostras de carne moida comercializadas em feiras da cidade de Pau dos Ferros, Rio
Grande do Norte.

Como no presente trabalho, Sampaio (2013), ao estudar 25 cepas, 9 de siri e
16 de sururu, ele encontrou 17 (68%) que foram confirmadas como E. coli. Dessas
culturas, 5 (29,4%) foram isoladas das amostras de siri processado e 12 (70,5%) de
amostras de sururu in natura.
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O elevado percentual de isolamento da bactéria E. coli é considerado um dado
considerado preocupante, por ser considerado como contaminacgao fecal, e pode
possivelmente ocasionar surtos alimentares, se for alcangado uma grande
contagem da bactéria. Em seus estudos Silva et al. (2006), analisaram varios
alimentos, entre eles a linguica tipo bovina, e observaram em relacdo aos
resultados obtidos que das 56 amostras analisadas, 26 (46,43%) foram positivas
para coliformes a 45 °C e dessas 20 (35,71%) apresentavam E. coli. Das 26 amostras
positivas para termotolerantes, 13 (23,21%) apresentavam contagens acima do
preconizado pela legislacdo brasileira (5x10® NMP/g) e todas foram positivas para
E. coli.

Na Tabela 1, foi verificado que cerca de 23% dos isolados foram resistentes a
todos os antimicrobianos empregados e 7,69% das cepas foram resistentes a 2
antimicrobianos testados. Em relacdo ao nivel intermediario, 15,38% das culturas
de E. coli apresentaram tal comportamento, principalmente aos antimicrobianos
amoxicilina/acido clavuldnico e cefalotina. J4 para a amoxicilina, 46,15% dos
isolados indicaram halos de inibicdo considerados intermedidrios para tal farmaco.

Tabela 1. Caracteristicas de suscetibilidade e resisténcias de cepas de E. coli isoladas em
amostras de carne moida comercializadas em feiras da cidade de Pau dos Ferros, Rio
Grande do Norte.

CEPA AMC AMO CFL
1 R R R
2 S S |
3 R R R
4 | S |
5 S S |
6 S S |
8 S S |
9 S S R
10 | | R
12 S S |
27 S R R
28 S | R
37 R R R
NOTA: AMO = Amoxicilina; AMC = Amoxicilina + Acido clavulanico (AMC); CFL = Cefalotina;
R = Resistente; | = Intermediario; S = Sensivel.

Zanatta et al. (2004) isolaram 120 cepas de E. coli de origem aviaria. Do total
de amostras bacterianas analisadas, apenas 20 (16,7%) demonstraram resisténcia
a uma ou duas drogas e 93(75%) apresentaram resisténcia para 3 ou mais drogas
antimicrobianas. Esses resultados encontrados pelos autores estdao distantes dos
encontrados no presente trabalho.

Com relacdo aos antimicrobianos, as estirpes testadas se mostraram mais
resistentes a cefalotina, com 53,84% (Figura 2) da populagdo. Esse resultado é
muito preocupante se comparado com o trabalho realizado por Mantilla (2012) em
que foi realizada a medicdo da sensibilidade a antimicrobianos, de Escherichia coli,
encontrados em carne bovina e identificaram que apenas 0,88% das suas cepas se
mostraram resistentes a cefalotina, percentual bem inferior, quando comparado
com o presente trabalho que obteve 53,84%.
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As diferencas nos percentuais de resisténcia entre os trabalhos podem ser
explicadas principalmente pelo fato de que provavelmente o sorotipo das
bactérias estudadas sdo diferentes e de que a resisténcia pode ser mediada por
mutacles genéticas da bactéria que ocorre de forma diferenciada em regiGes
distintas. Indicando, portanto, que essa condicdo de resisténcia é varidvel, mesmo
em se tratando da mesma bactéria, além disso, os resultados podem estar
diferentes pelo fato de que foram isoladas bactérias de animais diferentes

Também estdo associados a alta resisténcia bacteriana, o uso prolongado,
concentragdes subterapéuticas e terapias inadequadas de antimicrobianos e
devido a sele¢do pelo antimicrobiano, de linhagens resistentes, com posterior
transferéncia horizontal mediada pela presenca de plasmidios conjugativos,
individuais, ou integrados ao cromossomo, nas mesmas (GUNNER et al., 2004).

70
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Figura 2 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de cepas de E. coli isoladas em amostras
de carne moida comercializadas em feiras da cidade de Pau dos Ferros, Rio Grande do
Norte.

NOTA: AMO = Amoxicilina; AMC = Amoxicilina + Acido clavulanico; CFL = Cefalotina.

Ao contrario da cefalotina, a amoxicilina/acido clavulanico foi o antibidtico
que a E.coli menos apresentou resisténcia, 42,85% dos isolados se mostraram
resistentes a esse antimicrobiano, mas essa porcentagem ainda é elevada fazendo
com que esses dados sejam muito preocupantes. A combina¢do de amoxicilina
com clavulanato de potdssio (sal do acido clavulanico) permite o tratamento de
infeccBGes por bactérias que resistem a amoxicilina, por produzir beta-lactamases.
Devido a estrutura quimica, esse antimicrobiano é o mais eficaz no combate ao
micro-organismo estudado, sendo ainda usado como droga de amplo espectro e
mesmo assim houve elevada resisténcia ao mesmo.

Em se tratando da resisténcia a amoxicilina, 57,14% das cepas apresentaram-
se resistentes ao farmaco supracitado. Isso pode ser indicio do uso desse farmaco
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de forma indiscriminada seja na producdo de animais destinados a alimentacdo
humana ou mesmo uso clinico por parte da populacgdo.

Cardoso (2015), realizou testes de sensibilidade em 60 cepas de E. coli,
isolados de carne de aves comerciais, 58 delas (96,7%), apresentaram resisténcia
a amoxicilina. O resultado encontrado por ele, estd acima dos encontrados nesse
trabalho. A amoxicilina possui acdo bactericida e seu efeito depende da sua
capacidade para unir-se as proteinas que ligam penicilinas localizadas nas
membranas citoplasmaticas bacterianas. Inibe a divisao celular e o crescimento e
produz lise e elongacdo das bactérias sensiveis, particularmente as que sofrem
rapida divisdo, pois possuem maior grau de sensibilidade a acdo das penicilinas
(MISODOR, 2016). Barros et al. (2012) isolaram 35 cepas de E. coli de frangos de
corte e de poedeiras comercial, e evidenciaram alta percentagem de resisténcia
guanto a amoxicilina e enrofloxacina, o que esta préximo do resultado encontrado
nesse estudo.

Na Tabela 2 estdo representados o indice de Resisténcia aos Antimicrobianos
(ARI), e o Indice de Multipla Resisténcia aos Antimicrobianos (MAR). Em rela¢do ao
perfil de multirresisténcia, das 13 cepas analisadas, 30,77% apresentaram indice
MAR variando de 66,6 a 100, ou seja, resisténcia entre dois e trés antimicrobianos
testados. Para o indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI) os valores
observados foram de 0,025 a 0,076, em que a cepa 1(0,076), a cepa 3 (0,076) e a
cepa 37 (0,076) foram as cepas mais resistentes, com isso apresentaram o mesmo
perfil (Tabela 2).

Tabela 2. Perfis de resisténcia, indice de Resisténcia aos Antimicrobianos (ARI) e indice de
Muiltipla Resisténcia aos Antimicrobianos (MAR) de cepas de E. coli isoladas em amostras
de carne moida comercializadas em feiras da cidade de Pau dos Ferros, Rio Grande do

Norte.
CEPA PERFIL MAR (%) AR
1 AMB/AMO/CFL 100 0,076
3 AMB/AMO/CFL 100 0,076
9 CFL - 0,025
10 CFL - 0,025
27 AMO/CFL 66,6 0,051
28 CFL - 0,025
37 AMB/AMO/CFL 100 0,076
NOTA: - = ndo houve multipla resisténcia; AMO = Amoxicilina; AMC = Amoxicilina + Acido

clavulanico; CFL = Cefalotina.

Se o indice de multirresisténcia (MAR), for maior do que 0,20 ou 20%, a cepa
é considerada multirresistente (KRUMPERMAN, 1983), assim esse indice estd
relacionado a resisténcia de diferentes farmacos de classes diferentes, e no
presente trabalho foi utilizado um representante de cada classe. De acordo com
essa definicdo, varias cepas que tiveram seus indices MAR calculadas foram
consideradas multirresistentes.

Sampaio (2013), encontrou indices proximos aos encontrados ao presente
estudo, ao analisar as 17 cepas isoladas de siri processado e sururu in natura, seis
apresentaram indice MAR variando de 16,6 a 33,3, ou seja, resisténcia entre dois
e quatro antimicrobianos testados. Nas demais cepas foram verificadas
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monorresisténcia. Para o indice de resisténcia aos antimicrobianos (ARI) os valores
observados foram de 0,004 a 0,019.

Essa multirresisténcia também pode ser explicada pelo efeito de grande
adicdo desses antimicrobianos nas racdes dos bovinos, podendo assim, as
bactérias se tornarem imunes a esses antibidticos.

CONCLUSAO

Sabendo que a E. coli faz parte das bactérias patogénicas, de origem fecal, o
consumo da carne moida contaminada pode representar risco a saude dos
consumidores. Com relacdo a suscetibilidade antimicrobiana, todos os isolados
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano testado, indicando
variados perfis de resisténcia. A exemplo, a cefalotina que se mostrou menos eficaz
se comparado aos outros antibidticos testados.

Dessa forma, todos os resultados encontrados sdo preocupantes, pois os trés
antimicrobianos testados sdo utilizados de forma frequente e percebe-se que
esses medicamentos em varias ocasides podem se mostrar ineficazes no combate
a populacdo de E. coli. Além disso, os elevados indices de resisténcia encontrados
sugerem que tais bactérias possuem informacgdes genéticas importantes e indicam
uma populacdo que pode estar sofrendo pressado seletiva do meio, devido ao uso
indiscriminado de farmacos.
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Phenotypic characterization of
antimicrobial resistance profile in strains of
Escherichia coli isolated from ground beef
at farmers market in the region of Alto
Oeste Potiguar, Rio Grande do Norte

ABSTRACT

The present study conducted the phenotypic characterization, by means of
biochemical and antimicrobial resistance tests, of isolated strains of ground beef
from the city of Pau dos Ferros, Rio Grande do Norte and the antimicrobial
resistance profile of the Escherichia coli isolates. Twenty-four strains of isolates
from 20 samples of ground beef sold at farmers market in the city were analyzed.
Morphological tests and biochemical tests were carried out. In addition to
antibiogram test and multiple resistance indices (ARl and MAR) to 3 classes of
antimicrobials. Of the 24 strains, 54.2% were confirmed as E. coli. All isolates
showed resistance to at least one antimicrobial tested and the strains tested
showed to be more resistant to cephalothin with 53.84% resistance. Regarding the
multiresistance profile, of the 13 strains analyzed (30.77%) presented MAR index
ranging from 66.6 to 100. For the ARI index the values observed were 0.025 to
0.076. All the results found are worrisome, since the three antimicrobials tested
are frequently used by the population for clinical and veterinary use. It was noticed
that these drugs on several occasions proved to be ineffective for the population
of E. coli tested.

KEYWORDS: Eenterobacteriaceae; meat product; cephalothin; InviC test;
multirresistance.
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