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RESUMO

O presente trabalho estudou a resisténcia antimicrobiana de linhagens de Escherichia coli (EPEC A, EPEC
B, EPEC C, EIEC A e EIEC B) isoladas de amostras de carne bovina. O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos foi realizado por meio do método de disco-difusdo padronizado internacionalmente pelo
Comité Nacional de Padrdes Clinicos Laboratoriais. As linhagens apresentaram resisténcia para a maioria
dos antibidticos testados. A gentamicina foi o antibiético mais eficiente, desde que 84,9% das linhagens
apresentaram sensibilidade ao mesmo. Ainda, a cefoxitina foi 0 agente antimicrobiano menos eficiente, com
alta porcentagem de linhagens resistentes. A multiresisténcia aos antimicrobianos é de suma importancia
para a saude publica, a medida que patégenos resistentes podem ser veiculados aos consumidores pela
ingestdo de produtos de origem animal, dificultando o tratamento de infec¢Bes bacterianas e aumentando a
resisténcia das bactérias aos antibioticos.

Palavras-chave: multirresisténcia; antibidticos; salde publica; infeccdes bacterianas; patdgenos de origem
alimentar.

PROFILE OF MICROBIAL SENSITIVITY IN VITRO PATHOGENIC STRAINS OF Escherichia coli
ISOLATED FROM BEEF

ABSTRACT

This study aimed to analyze the antimicrobial resistance of Escherichia coli strains (EPEC A, EPEC B, EPEC
C, EIEC A e EIEC B) isolated from bovine meat. The antimicrobial susceptibility test was evaluated using the
technique described by the National Committee for Clinical Laboratory Standards. The strains were resistant
to most antibiotics tested, and gentamicin showed the best efficiency, with 84.9% of the strains showing
sensitivity. In addition, cefoxitin was the least effective antimicrobial agent, have a higher percentage of
resistant strains. The multidrug resistance to antimicrobials is a finding of great importance to public health,
as resistant pathogens may be conveyed to consumers by the ingestion of animal products, making difficult
the treatment of bacterial infections and increasing the occurrence of bacteria resistant to antibiotics.
Keywords: multidrug resistance; antibiotics; public health; bacterial infections; foodborne pathogens.
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INTRODUCAO

A utilizacdo dos antimicrobianos gerou
grande otimismo em relagdo a prevencdo e ao
tratamento dos processos infecciosos
(MONTELLI; SADATSUNE, 2001). Os
antimicrobianos sdo amplamente utilizados na
clinica veterinaria e o uso indiscriminado destes
farmacos contribui com o aumento progressivo da
resisténcia bacteriana (MOTA et al., 2005).

Nos sistemas de producdo agropecuaria,
0s antimicrobianos sdo empregados com trés
diferentes propositos: a) tratamento de infec¢des
bacterianas especificas, b) prevencdo de
infeccbes bacterianas, e c) aditivo alimentar,
como promotor de crescimento (ANDREOTTI;
NICODEMO, 2004). Os agentes antimicrobianos
sdo fornecidos aos bovinos, principalmente, para
controle de abscessos e prevenir ou tratar
doencas respiratérias e relacionadas com
estresse de viagem com reflexos na converséo
alimentar (MCDERMOTT et al.,2002). No entanto,
seu uso no Brasil é indiscriminado e abusivo,
muitas vezes sem orientacdo adequada de
médicos veterinarios, e, ao contrario dos
antimicrobianos da linha humana, a maioria das
medicacOes veterinarias é comercializada sem
qualquer tipo de controle oficial.

Apesar da comprovada contribuicdo no
desempenho  animal, 0s  antimicrobianos
promotores de crescimento passaram a ser vistos
como fatores de risco para a salde humana,
devido ao potencial desenvolvimento da
resisténcia bacteriana cruzada em humanos
(BARRETO, 2007). Os antimicrobianos néo
devem ser usados como uma alternativa facil
para obtencdo de boas praticas na criacdo e
producéo de animais de produgdo (MANTILLA et
al., 2008).

A origem da resisténcia pode ser genética
ou ndo e, independente de qual seja a forma de

maior importancia neste processo, o nimero de
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novas bactérias resistentes e patogénicas para os
animais e humanos cresce mais rapido do que a
capacidade dos laboratérios e industrias
produzirem novos farmacos (MOTA et al., 2005).

Diversos pesquisadores em microbiologia
de alimentos relataram resisténcia multivariada de
cepas de Escherichia coli (E. coli) isoladas a partir
de diferentes alimentos como Oliveira et al.
(1999) (hamburguer), Schroeder et al. (2002)
(diversos alimentos), Franco (2002) (carne suina),
Reyes et al. (2004) (produtos carneos), Martins et
al. (2003) (produtos de origem animal),
Kasnowski (2004) (carne bovina), Santo (2006)
(carne moida), Martinéz e Villalobos (2008)
(alimentos variados).

Com base nos fatores de viruléncia,
manifestacdes clinicas, epidemiologia e
sorotipagem, as cepas de E. coli consideradas
patogénicas sdo agrupadas em cinco classes:
EPEC (E. coli enteropatogénica classica), EIEC
(E. coli enteroinvasora), ETEC (E. coli
enterotoxigénica), EHEC (E. coli entero-
hemorragica) e EaggEC (E. coli enteroagregativa)
(TRABULSI; TOLEDO, 1989) Os sintomas das
gatroenterites ocasionadas pelas cepas
patogénicas de E. coli, consistem principalmente
em diarréia. Porém, a EHEC possui a capacidade
de causar a colite hemorragica, a qual pode
evoluir para a sindrome urémica hemolitica
(SUH). A EPEC é um importante microrganismo
causador de gastroenterites em criancas e possui
um namero restrito de sorotipos. J4 as cepas de
EIEC ndo possuem flagelos, fermentam
tardiamente ou ndo a lactose, sdo capazes de
penetrar em células epiteliais e causar
manifestagfes clinicas semelhantes as infec¢des
causadas por Shigella (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos
tornou-se uma das principais preocupacdes para

a salde humana, mas também esta se tornando
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problema em medicina veterindria. Os
antimicrobianos sdo usados mundialmente para
tratamento e profilaxia de doencas infecciosas em
animais de producdo, equinos e animais de
companhia e como promotores de crescimento.
Em muitos estudos observou-se que o uso de
antimicrobianos em animais contribuiu para o
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana
em humanos, pois muitas classes de
antimicrobianos usadas em animais também séo
empregadas em seres humanos para tratar
doencas graves, ocorrendo falha terapéutica,
devido a transferéncia de bactérias resistentes
pela cadeia alimentar (ARIAS; CARRILHO, 2012)
Logo, torna-se necessario o estudo do perfil de
resisténcia antimicrobiana de patdgenos oriundos
de alimentos de origem animal com o intuito de
verificar o percentual de cepas resistentes aos
antimicrobianos mais utilizados na terapia
humana, enfatizando a importancia da
transmissdo de cepas resistentes através de
alimentos de origem animal (MARTINEZ;
VILLALOBOS, 2008) ou de residuos de
antimicrobianos para os consumidores de
produtos carneos (SANTOS, 2009).

O objetivo dessa pesquisa foi verificar o
perfil de resisténcia microbiana de linhagens de
E. coli patogénicas (E. coli enteropatogénica
sorotipo A , B e C e E. coli enteroinvasora)

isoladas a partir de carne bovina.

MATERIAL E METODOS

Foi determinada a sensibilidade de 113
cepas patogénicas de E. coli oriundas de carne
bovina adquiridas em comércios varejistas no
municipio de Niter6i, RJ, sorogrupos E. coli
enteropatogénica sorotipo A (EPEC A) (026, 055,
0111, 0119), E. coli enteropatogénica sorotipo B
(EPEC B) (0114 e 0125, 0142, 0158), E. coli
enteropatogénica sorotipo C (EPEC C) (086,
0126, 0127, 0128) e E. coli enteroinvasora sortipo
A (EIEC A) (028, 029, 0152), E. coli
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enteroinvasora sorotipo B (EIEC B) (0112), pelo
método de disco-difusdo (NCCLS, 2003).

Foram preparadas placas de Petri com 20
a 25 mL do meio padrdo Miueller-Hinton. Os
subcultivos estavam armazenados sob
refrigeracdo no agar tripticase se soja. Apos o
repique de cada colbnia para um tubo contendo o
mesmo agar inclinado, foram adicionados 4 mL
de agua destilada, homogeneizados com auxilio
de uma alca fllambada e ajustada a suspenséao
para o padrdo numero um da escala de Mc
Farland: 1 mL de BaCl, a 1% + 99mL de H,SO, a
1% (0,36N) que corresponde a 3,8x10°
microrganismos por mL.

Com o uso de um zaragatoa estéril, o
in6culo foi espalhado homogeneamente na
superficie do meio e apbés alguns minutos
colocados polidiscos com auxilio de uma pinca
previamente flambada e esfriada. Os seguintes
antimicrobianos foram utilizados no teste:
amicacina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina,
cloranfenicol, gentamicina, nitrofurantoina,
sulfazotrim e tetraciclina. Apds a semeadura, as
placas com os isolados foram incubadas a 37°C
por 24 horas.

O resultado consistiu na medicdo do
tamanho da zona de inibicdo com um halémetro e
na classificacdo das cepas em sensiveis,
intermediérias ou resistentes de acordo com as
normas técnicas recomendadas

internacionalmente (NCCLS, 2003).

RESULTADOS

Na Tabela estdo sumarizados os
resultados dos testes de sensibilidade microbiana
de E. coli frente aos antimicrobianos testados.

Pelos dados da Tabela 1, verificou-se que
as cepas patogénicas isoladas foram resistentes
a maioria dos antimicrobianos utilizados na
pesquisa. A cefoxitina foi o antimicrobiano menos
eficaz por apresentar maior percentual de cepas

resistentes. Em contrapartida, a gentamicina
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apresentou o menor percentual de linhagens
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resistentes.

Tabela 1. Sensibilidade microbiana na prova com difusédo com discos em 113 linhagens de E. coli isoladas

de carne bovina, Niteréi, RJ, 2005.

Sensivel

Resistente Intermediario

n° de linhagens
sensiveis/n® total de
isolados (%)

Antimicrobianos

n° de linhagens
resistentes/n® total de
isolados (%)

n° de linhagens
resistentes/n® total de
isolados (%)

Amicacina 87 (77) 87/113 (77) -
Ampicilina 25 (22,12) 7((6,2) 81 (71,7)
Cefalotina 100 (88,5) 1(0,88) 12 (10,6)
Cefoxitina 107 (94,69) 5(4,42) 1(0,88)
Cloranfenicol 67 (59,2) 46 (40,8) -
Gentamicina 7 (6,2) 96 (84,9) 10 (8,84)
Nitrofurantoina 104 (92,50) 9 (7,5) -
Sulfazotrim 31 (27,4) 79 (69,9) 3 (2,65)
Tetraciclina 18 (15,9) 92 (81,4) 3 (2,65)

n°=nGmero; % =porcentagem

DISCUSSAO

A realizacdo do teste de sensibilidade
antimicrobiana de E. coli é de suma importancia,
visto que diversos pesquisadores vem relatando
uma elevada taxa de resisténcia dos sorotipos
isolados de diferentes alimentos. Esta afirmacéo
é fundamentada nesta pesquisa em que a maioria
das cepas patogénicas de E. coli apresentou
grande espectro de resisténcia aos
antimicrobianos  testados, principalmente a
cefoxitina, nitrofurantoina, cefalotina , amicacina e
cloranfenicol. Estes resultados tém implicacfes
importantes em relacdo ao uso prudente de
agentes antimicrobianos e a possivel propagacao
de resisténcia antimicrobiana em populacdes
bacterianas, o que dificultaria um tratamento de
doencas de origem alimentar e até mesmo de
outros tipos de enfermidades. A susceptibilidade
foi maior para gentamicina, seguido pela
tetraciclina e sulfazotrim. Oliveira et al. (1999)
corroboraram com os resultados deste trabalho
ao verificarem que os cultivos de E. coli isolados
de hambdrgueres eram 100% sensiveis a
gentamicina.

Schroeder et al. (2002), ao isolarem 361
cepas de E. coli 0157 em Washington,

demonstraram que a maioria (61%) foi sensivel

aos antibidticos testados, sendo que o maior
indice de resisténcia foi somente de 27% para
tetraciclina e as cepas demonstraram-se pouco
resistentes a cefalotina (17%) diferentemente dos
resultados encontrados no presente estudo,
provavelmente devido a diferentes localizacbes
geograficas onde os estudos foram conduzidos.
Além disso, o0s sorogrupos testados foram
diferentes, EHEC no caso dos pesquisadores
citados, enquanto nessa pesquisa foram testados
somente os sorogrupos EPEC e EIEC.

Os achados inclusos na Tabela 1 estdo
em conformidade com os de Franco (2002), que
afirma serem as cepas de E. coli resistentes em
sua grande maioria aos antibidticos testados. A
similaridade também é demonstrada na
susceptibilidade a gentamicina (100%). Da
mesma forma, Reyes et al. (2004) verificaram que
as cepas de E. coli isoladas produtos carneos
foram sensiveis a gentamicina e tetraciclina.

Martins et al. (2003) encontraram
resultados semelhantes, onde aproximadamente
63% das cepas de E. coli testadas demonstraram
resisténcia entre dois a 11 antibidticos. Na
maioria das linhagens foi constatado o carater de
multipla resisténcia. Contudo, ao contrario do

presente estudo, os autores observaram que o
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maior nivel de resisténcia foi para a sulfonamida
(69,3%) seguida da tetraciclina (43,4%) e que as
cepas testadas apresentaram maior
susceptibilidade a cefalotina.

Kasnowski (2004) também observaram
gque as cepas de E. coli isoladas de carne bovina
inteira e moida oriundas de estabelecimentos
comerciais do municipio do Rio de Janeiro, RJ,
apresentaram grande espectro de resisténcia,
principalmente frente a ampicilina (11,32%),
cefalotina (11,11%) e amicacina (10,06%).
Porém, essa pesquisadora relatou que a maior
susceptibilidade foi observada para a cefoxitina,
(10,75%),

diferentemente dos achados nesse estudo, onde

gentamicina e tetraciclina
a cefoxitina foi o antimicrobiano com maior
percentual de cepas resistentes. Em relacdo a
gentamicina e tetraciclina, os dados corroboram
com o0s da presente pesquisa.

A maioria das cepas estudadas foi
sensivel ao sulfazotrim e todas as cepas
demonstraram resisténcia multivariada para os
antimicrobianos testados. Entretanto, Martin et al.
(2005) ao analisarem a resisténcia antimicrobiana
de 72 cepas de E. coli isoladas de contetdo cecal
de gado corte, constataram que menos de 3%
das cepas eram multirresistentes e o percentual
de resisténcia mais elevado foi de 11% para a
sulfametoxazol / trimetoprim.

Santo (2006) também relatou que a
maioria das cepas (80%) de E. coli isoladas de
carne moida adquiridas em agougues da cidade
de Taquaritinga, SP foram resistentes a multiplos
antimicrobianos. Todavia, a amicacina e
gentamicina apresentaram resultado considerado
satisfatério com 20% de resisténcia. O mesmo
autor relatou elevada resisténcia (80%) para
tetraciclina, em contraste com os resultados
obtidos nesse experimento.

Em relacdo a ampicilina, a maioria das
resisténcia

cepas analisadas apresentou

intermediaria. Porém, Martinéz e Villalobos (2008)
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verificaram que dentre os antibidticos testados
(cloranfenicol, ampicilina, cefotaxime, ceftazidime,
piperacilina, gentamicina, tobramicina, &cido
nalidixico, levofloxacina, ciprofloxacina,
trimetroprim-sulfametoxazol e tetraciclina), a
maior resisténcia das cepas de E. coli isoladas de
alimentos foi observada para a ampicilina.

As cepas testadas foram 100%
multiresistentes a trés ou mais antimicrobianos.
Hiko et al. (2008) constataram multirresisténcia a
trés ou mais antimicrobianos apenas em 7 / 31
(22,6%) cepas de E. coli O157: H7 isoladas de
carnes bovina, cordeiro e carneiro, cabra na
Etiopia. Além disso, esses autores verificaram
gue as cepas isoladas foram suscetiveis (100%) a
amicacina, cloranfenicol, gentamicina,
kanamicina, 4&cido nalidixico, norfloxacina,
polimixina B e trimetoprim-sulfametoxazol.

Foi observada resisténcia ao cloranfenicol
e nitrofurantoina em respectivamente 59,2% e
92,5% das linhagens isoladas. O uso destes
antimicrobianos em animais de producdo é
proibido no Brasil, conforme a Instrucédo
Normativa nimero 9, de 27 de junho de 2003
(BRASIL, 2003). Os nitrofuranos constituem um
grupo de substéncias com acdo antimicrobiana,
entre as quais se enquadram a furazolidona, a
furaltadona, a nitrofurantoina e a nitrofurazona.
Essas substancias possuem um amplo espectro
de acdo e sao ativas contra bactérias, coccideos,
e alguns fungos. Por esse motivo, 0s nitrofuranos
foram utilizados durante décadas no tratamento
de doencas, na profilaxia e como promotores de
crescimento, em algumas espécies de animais,
principalmente, suinos e aves. Como essas
substancias possuem efeitos carcinogénicos e
mutagénicos no organismo, foi proibido o seu uso
em animais destinados a producéo de alimentos
(MOITA et. al., 2012). Os efeitos adversos mais
graves provocados pelo cloranfenicol em seres
humanos estao relacionados com sua capacidade

de causar diminuicdo na atividade da medula
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Ossea, a qual é reversivel e esta relacionada a
dose, e aplasia (anemia aplastica), a qual é
irreversivel e ndo apresenta relacdo dose
resposta (WHO, 2004).

A variagdo da resisténcia  aos
antimicrobianos testados, conforme os resultados
encontrados no presente estudo, coloca em alerta
a comunidade cientifica, em fun¢&o do perigo em
potencial do consumidor ao ingerir carnes, cujas
cepas contaminantes apresentam este perfil. O
perfil de sensibilidade microbiana de linhagens de
E. coli isoladas de animais deve ser alvo de
sistemas de monitoramento, preferencialmente
em carater multicéntrico, a fim de nortear medidas
sanitarias de controle.Tal aspecto deve ser visto
com extremo rigor, pois, possivelmente estas
amostras devem ter sido oriundas de animais que
foram submetidos a tratamento por
antimicrobianos sem ter sido respeitado o periodo
de caréncia. Além disso, o surgimento de agentes
bacterianos resistentes a multiplos
antimicrobianos em produtos de origem animal no
Brasil pode ser creditado ao uso indiscriminado,
abusivo e sem respaldo de testes de
sensibilidade para estes farmacos em animais de
producéo.

A E. coli é uma das principais espécies
onde plasmideos contendo genes envolvidos no
processo de resisténcia  mdltipla  aos
antimicrobianos vém sendo caracterizados. Esta
caracteristica esta relacionada a sua ampla
distribuicdo ambiental e propensdo a albergar
elementos genéticos moveis, em especial o0s
plasmideos. A conjugacdo, transposicdo e
recombinacéo sdo amplamente incriminadas com
a evolucdo da resisténcia bacteriana aos

antimicrobianos (COSTA, 2007).
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