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RESUMO

O churrasco gaucho ¢ instituido por lei o prato tipico da regido sul do Brasil. A carne bovina ¢
um alimento de alto valor nutritivo sendo muito valorizada para o consumo. Devido as suas
caracteristicas intrinsecas, a carne bovina ¢ um ambiente propicio a a¢do de micro-organismos
podendo ser facilmente contaminada, além disso, outros fatores que vao desde o abate até a
comercializacdo podem facilitar sua contaminagdo. Frente ao exposto, este trabalho teve por
objetivo comparar, identificar e avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de micro-
organismos isolados de carne bovina assada por meio de churrasco gatcho. Foram realizados
trés ensaios e para cada ensaio, foram adquiridas trés amostras equivalentes a 600g de carne
bovina in natura, de corte do tipo capa de filé, comercializadas em dois supermercados € um
acougue, da cidade de Uruguaiana — RS. As amostras foram armazenadas em embalagens
plasticas, conforme fornecidas pelo estabelecimento de compra, ¢ mantidas em refrigeragdo
até o momento de assa-las. As amostras foram analisadas de diferentes formas, sendo: carne
fresca, carne mal passada e carne bem passada. O isolamento dos micro-organismos foi
realizado em placas de Petri e os isolados obtidos foram submetidos a provas bioquimicas de
identificagdo. Posteriormente, foi realizado o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo
método de disco difusdo em agar, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute. Foram isolados um total de trinta e quatro micro-organismos a partir de nove
amostras de carne bovina: Acinetobacter spp. (n=1), Citrobacter spp. (n=9); Enterobacter
spp. (n=5); Klebsiella spp. (n=8); Listeria spp. (n=4); Salmonella spp. (n=1); Serratia spp.
(n=1); Staphylococcus aureus (n=3); Staphylococcus coagulase negativa (n=2). Dentre os
principais resultados obtidos, destacamos os isolados de Staphylococcus aureus que
apresentaram resisténcia a cefoxitina, configurando resisténcia aos demais antimicrobianos
beta-lactamicos, a presenga de Salmonella spp. e Listeria spp. que de acordo com a legislagéo
ndo devem estar presentes em 25g de amostra, foram encontradas, a partir do isolamento em
amostras que foram submetidas a diferentes temperaturas, resultando em uma
termorresisténcia desses micro-organismos que, ainda, apresentaram resisténcia a alguns
antimicrobianos testados. Muito embora a agdo da temperatura tenha diminuido em
quantidade a presenga de micro-organismos na carne bovina, ao contrario do que se ¢
esperado, mesmo apos totalmente assadas, as amostras ainda apresentaram micro-organismos
viaveis. Diante do exposto, a identificagdo de micro-organismos considerados causadores de

infeccOes alimentares, a resisténcia antimicrobiana relatada em diferentes micro-organismos e



a presenca de micro-organismos termorresistentes ¢ um fator de alerta relacionado a saude

humana.

Palavras-Chave: carne bovina, resisténcia microbiana, churrasco, contaminagao.



ABSTRACT

The gaucho barbecue is instituted by law of a typical dish of the southern region of Brazil.
Beef is a food of high nutritional value and is highly valued for consumption. Due to its
intrinsic characteristics, beef is an environment conducive to the action of microorganisms
and can be easily contaminated, in addition, other factors ranging from slaughter to
commercialization can facilitate its contamination. This study aimed to compare, identify and
evaluate the antimicrobial susceptibility profile of microorganisms isolated from roasted beef
by means of a gaucho barbecue. Three tests were carried out and were purchased three
samples equivalent to 600g of fresh beef, fillet type cut, sold in two supermarkets and a
butcher's shopin the city of Uruguaiana - RS. The samples were stored in plastic containers, as
supplied by the purchasing establishment, and kept in refrigeration until they were baked. The
samples were analyzed in different ways, being: fresh meat, undercooked meat and meat well
past. Isolation of the microorganisms was performed in Petri dishes and the isolates obtained
were submitted to biochemical identification tests. Subsequently, the antimicrobial
susceptibility test was performed by agar diffusion method, as described by the Clinical and
Laboratory Standards Institute. A total of thirty-four microorganisms were isolated from nine
beef samples: Acinetobacter spp. (n = 1), Citrobacter spp. (n = 9); Enterobacter spp. (n = 5);
Klebsiella spp. (n = 8); Listeria spp. (n = 4); Salmonella spp. (n = 1); Serratia spp. (n = 1);
Staphylococcus aureus (n = 3); Staphylococcus coagulase negative (n = 2). Among the main
results obtained, we highlight the isolates of Staphylococcus aureus that presented resistance
to cefoxitin, configuring resistance to the other antimicrobial beta-lactams, the presence of
Salmonella spp. and Listeria spp. which according to the legislation should not be present in
25¢g of sample, were found, from the isolation in samples that were submitted to different
temperature resulting in a thermoresistance of these microorganisms that still presented
resistance to some antimicrobials tested. Although the action of temperature has decreased in
quantity the presence of microorganisms in beef, contrary to what is expected, even after fully
roasted, the samples still presented viable microorganisms. In view of the above, the
identification of microorganisms considered to cause food infections, the antimicrobial
resistance reported in different microorganisms and the presence of thermoresistant

microorganisms is an alert factor related to human health.

Keywords: beef, microbial resistance, barbecue, contamination.
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1. INTRODUCAO

O churrasco gatcho teve seus primeiros registros em meados do século XVIII,
quando a regido das Missdes sofria uma disputa entre Espanha e Portugal, que
ocasionou o declinio dos Sete Povos das Missdes, uma sociedade composta por sete
aldeamentos indigenas fundados pelos padres jesuitas. Devido a tal disputa, rebanhos de
gado foram abandonados em campo aberto, que com o tempo encontraram naquele
ambiente, um local para sua proliferagdo. Os gauchos cagavam esses animais, em busca
de sebo e couro. Porém, a carne bovina ndo era desejada para comércio, sendo assim,
foi utilizada apenas para consumo (ALBRECHT, 2010; MACIEL, 1996).

A Lei n°11. 929 de 23 de junho de 2003, que institui o churrasco como “prato
tipico” do gaticho, traz em seu Art.1°, paragrafo Uinico a seguinte definicdo: “Para os
efeitos desta Lei, entende-se por churrasco a gaiicha a carne temperada com sal
grosso, levada a assar ao calor produzido por brasas de madeira carbonizada ou in

natura, em espetos ou disposta em grelha, e sob controle manual.”

A carne bovina é composta principalmente por 4gua e proteinas. E um alimento
de alto valor nutricional, além da riqueza em aminoacidos essenciais, ela dispdoe também
de um alto teor de gordura, vitaminas, glicidios e sais minerais como elementos
nutritivos complementares, sendo muito valorizado para consumo (MOURA, 2011).

Devido as suas caracteristicas intrinsecas, 0s micro-organismos encontram na
carne bovina um ambiente propicio para sua multiplicacdo. Mesmo que os tecidos dos
animais sadios sejam considerados estéreis antes do abate, durante o abate, existem
diversas condi¢des que favorecem a contaminacdo da carne bovina, como por exemplo,
o processo de evisceragdo, as maos do manipulador, a agua utilizada na lavagem das
carcagas, entre outros (FONTOURA, 2006; HEDRICK et al., 1994).

Dessa forma, a carne bovina pode facilmente ser contaminada e a deterioragao
dos produtos carneos pode ser classificada de acordo com a atmosfera que os envolve,
sendo a temperatura, um fator de importancia que influencia no tipo de deterioracdo
(FELICIO, 1993; FRANCO & LANDGRAF, 2008; SALES & PORTO, 2007). Dentre
os micro-organismos deteriorantes de produtos carneos destacam-se os Gram-negativos
como Pseudomonas, Acinetobacter e Flavobacterium, que crescem na superficie do
alimento e os Gram-positivos como Lactobacillus, que predominam no seu interior. A

deterioragdo pode causar alteragdes fisicas, quimicas ou organolépticas, isto &,



alteracdes na cor, odor, textura, sabor, ou aspecto desses produtos, consequentes da
atividade metabolica dos micro-organismos presentes (FONTOURA, 2006;
ALCANTARA, 2012).

Na agropecuaria, os antimicrobianos sdao amplamente utilizados como
promotores de crescimento animal, sendo muito comum o uso de medicamentos e
aditivos incorporados nas ragdes (ANDREOTTI, 2004). No entanto, algumas
substancias ndo tém seu uso permitido e outras sdo proibidas para animais cujos
produtos sejam destinados a alimentagdo, ainda que seja para tratamento clinico, por
serem altamente toxicas (GOMES, 2004). Portanto, a legislagdo brasileira proibe “a
fabricacdo, a importacdo, a comercializacdo e o emprego de preparagdes farmacéuticas
de uso veterinario, de ragdes e de aditivos alimentares contendo cloranfenicol,
furazolidona e nitrofurazona em animais cujos produtos sejam destinados a alimentacao
humana” (BRASIL, 1998).

Além disso, a presenga de residuos de antimicrobianos em produtos de origem
animal tem potencial para causar diferentes reacdes na saude humana, dentre elas, a
ocorréncia de episodios de hipersensibilidade, modificacdes na microbiota bacteriana
natural e resisténcia (BRITO & PORTUGAL, 2003).

Ainda, a utilizagcdo de antimicrobianos na pratica veterinaria pode ocasionar a
presenca de residuos nos produtos de origem animal, os quais podem contribuir para o
aparecimento de cepas resistentes que poderdo ser transmitidas para o individuo que

fizer o consumo desses produtos (CDC, 2013; STOLKER & BRINKMAN, 2005).



2. JUSTIFICATIVA

O churrasco desempenha um papel importante na identidade cultural dos
gauchos, sendo o prato tipico da regido Sul, mas também, ¢ muito apreciado por
diferentes culturas de todo o pais e no exterior. O gosto predominante da populacdo em
geral pela carne “mal passada” chama atencdo para a contaminagdo da carne, em seus
processos de abate, armazenamento, além da sua microbiota inicial.

A utilizagdo de antimicrobianos como suplementagdo na producdo animal e
também como tratamento quando necessario, muitas vezes de forma indiscriminada,
pode contribuir para a formacao de cepas resistentes nestes animais, colocando em risco
a satide dos consumidores.

Deste modo, ¢ demonstrada a importancia de isolar, identificar e avaliar o perfil
de sensibilidade aos antibidticos dos micro-organismos existentes na carne bovina crua,
mal passada e bem passada, para avaliar o efeito da temperatura no processamento desse

alimento e na resisténcia bacteriana.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Comparar, identificar e avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de

micro-organismos isolados de carne bovina assada por meio de churrasco gatcho.

3.2. Objetivos especificos

. Isolar micro-organismos da carne bovina crua e da carne de churrasco;

. Identificar os micro-organismos isolados;

o Avaliar o perfil de sensibilidade aos antibidticos dos micro-organismos
isolados;

. Comparar o perfil de sensibilidade dos micro-organismos isolados da

carne crua com a carne assada a moda gatucha, em dois periodos de tempo (bem assada

e mal passada).



4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Caracterizac¢ao e microbiota da carne

Em conformidade com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal, artigo 17°, compreende-se como carne de agougue as
massas musculares maturadas e demais tecidos que as seguem, incluindo ou nio a base
Ossea correspondente, procedentes de animais abatidos sob inspe¢do veterinaria
(BRASIL, 1997).

A carne ¢ caracterizada pela natureza das proteinas que a compdem, ndo somente
do ponto de vista quantitativo como qualitativo. Além da riqueza em aminoacidos
essenciais, ela dispde também de um alto teor de umidade, gordura, vitaminas, glicidios
e sais minerais como elementos nutritivos complementares (MOURA, 2011). Sua
composi¢ao contém, em média, 75% de agua; 19% de proteinas; 2,5% de gordura; 1,2%
de carboidratos; 1,7% de nitrogénio residual e 0,7% de cinzas, podendo variar em
funcdo da idade, sexo, raca, manejo e espécie (PRANDL et al., 1994).

A microbiota da carne bovina ¢ composta tanto por bactérias Gram-negativas
como por Gram-positivas. Dentre as mais comuns destacam-se o0s géneros:
Pseudomonas, Micrococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Proteus, Clostridium,
Escherichia e Listeria (FRAIZER, 1993; LEITAO, 1995).

As caracteristicas intrinsecas da carne, como composi¢cdo quimica, elevada
atividade de agua e pH aproximadamente neutro, propiciam um 6timo meio para a
multiplicagdo de micro-organismos. Com exce¢do da superficie externa, trato digestivo,
cavidade naso-faringea e por¢do final do trato urogenital, os tecidos dos animais sadios
podem ser considerados estéreis. No entanto, antes mesmo do processo de abate, os
animais ja se encontram expostos a condi¢des favoraveis a contaminagdo, como nas
pastagens, nos locais onde ficam confinados e até mesmo durante seu deslocamento até
o abatedouro (FONTOURA, 2006).

Além disso, durante o processo de abate, outros fatores podem desencadear a
contamina¢do microbiana na carne, como facas ndo devidamente esterilizadas que sdo
utilizadas para fazer a sangria do animal, agua utilizada para lavagem das carcagas, as
maos dos manipuladores, resultando na introdu¢do de micro-organismos no sistema

vascular (HEDRICK et al., 1994).
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Dessa maneira além de sua microbiota normal, também pode ser encontrada uma
microbiota patogénica, na qual as bactérias que se destacam sdo: Salmonella spp.,
Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Campylobacter
Jejuni, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, entre

outras (FRANCO & LADGRAF, 2008).

4.2 Cultura da carne de churrasco

Aparentemente, o churrasco dos gatichos, teve seus primeiros registros como tal,
em meados do século XVIII, quando a regido sofria uma disputa entre Espanha e
Portugal, que ocasionou o declinio dos Sete Povos das Missdes, uma sociedade
composta por sete aldeamentos indigenas fundados pelos padres jesuitas. Devido a tal
disputa, rebanhos de gado foram abandonados em campo aberto, que com o tempo
encontraram naquele ambiente, um local para sua proliferagdo. Os gatchos cacavam
esses animais, em busca de sebo e couro. Porém, a carne bovina ndo era desejada para
comércio, sendo assim, foi utilizada apenas para consumo (ALBRECHT, 2010;
MACIEL, 1996).

Mais adiante, com a organizagdo das fazendas, os pedes alimentavam-se de
churrasco de gado preparado em fogo de chdo com espetos fincados na terra ao redor do
fogo. Apenas no século XX, com a chegada dos imigrantes italianos ao estado, houve
uma introducdo de temperos e especiarias previamente preparadas no churrasco
(PENNA, 2005).

A Lei n°11.929 de 23 de junho de 2003, que institui o churrasco como “prato
tipico” do gatcho, traz em seu Art.1°, paragrafo tinico a seguinte definicdo: “Para os
efeitos desta Lei, entende-se por churrasco a gaiicha a carne temperada com sal
grosso, levada a assar ao calor produzido por brasas de madeira carbonizada ou in

natura, em espetos ou disposta em grelha, e sob controle manual.”

A contaminagdo por micro-organismos patogénicos na carne ¢ um fator
preocupante, principalmente por ser um alimento de alto valor nutritivo e muito
consumido mundialmente. Estudos de alimentos que sdo ingeridos crus ou com pouco
cozimento, como carnes de pescados ja mostraram contaminagdes relevantes, como
neste estudo de Santos e colaboradores (2012) que analisou 35 amostras de sushis

comercializadas em 7 restaurantes de Aracaju-SE, destas, 28 amostras apresentaram
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coliformes termotolerantes e 20 foram positivas para Staphylococcus aureus,

comprovando possiveis riscos potenciais a saude dos consumidores.

4.3  Micro-organismos contaminantes da carne

Devido a sua caracterizacdo, a carne bovina pode facilmente ser contaminada,
principalmente durante a manipulagdo e o processamento, dependendo dos fatores ante
e post mortem como: alimentagdo, genética, idade, condi¢des de abate, resfriamento
ap6s o abate, maturagio, métodos de cocgdo, entre outros (FELICIO, 1993, SALES &
PORTO, 2007).

Os tipos mais comuns de deterioragdo de produtos carneos podem ser
classificados de acordo com a atmosfera que os envolve, sendo a temperatura, um fator
de importancia que influencia no tipo de deterioracio (FRANCO & LANDGRAF,
2008).

Dentre os micro-organismos deteriorantes de produtos carneos destacam-se os
Gram-negativos como Pseudomonas, Acinetobacter ¢ Flavobacterium, que crescem na
superficie do alimento e os Gram-positivos como Lactobacillus, que predominam no
seu interior. A deterioracdo pode causar alteragdes fisicas, quimicas ou organolépticas,
isto ¢, alteragdes na cor, odor, textura, sabor, ou aspecto desses produtos, consequentes
da atividade metabolica dos micro-organismos presentes (ALCANTARA, 2012).

Entre 2005 e 2010, Lima e colaboradores (2016) analisaram o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos de 357 isolados de Salmonella spp. provenientes da
carne suina pronta para o consumo, através da técnica de disco-difusdo, onde 257 (72%)
foram resistentes a um ou mais antimicrobianos testados. A maior taxa de resisténcia foi
relacionada com a tetraciclina (44,3%).

Em 2004, Freitas e colaboradores (2004) analisaram o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em carcacas de frango no Recife, onde 22% dos isolados de
Staphylococcus aureus analisados foram resistentes a cinco dos antimicrobianos
testados.

Cepas de Escherichia coli isoladas de carnes e dejetos suinos foram submetidas
a avaliag@o de resisténcia antimicrobiana por Franco e colaboradores (2010), onde todos
isolados apresentaram resisténcia frente aos sete antibidticos testados no estudo, o que

limita a terapéutica contra esse micro-organismo (FRANCO, 2010).
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4.4 Uso de antimicrobianos na agropecuaria

Os antibidticos sao amplamente utilizados como promotores de crescimento nos
sistemas de producdes atuais. Desta forma, ¢ comum o uso de medicamentos e aditivos
incorporados nas ragdes dos animais para promover seu rapido desenvolvimento e
ganho de peso (ANDREOTTI, 2004).

Algumas substancias ndo t€ém seu uso permitido para melhora no crescimento, e

outras sdo proibidas para animais produtores de alimentos, ainda que seja para
tratamento clinico, por serem altamente tdxicas (GOMES, 2004). Sendo assim, a
legislacdo brasileira proibe “a fabricagdo, a importacdo, a comercializacdo e o emprego
de preparagoes farmacéuticas de uso veterinario, de ragdes e de aditivos alimentares
contendo cloranfenicol, furazolidona e nitrofurazona, em animais cujos produtos sejam
destinados a alimentagdo humana” (BRASIL, 1998).
A presenca de residuos de antibacterianos em produtos de origem animal tem potencial
para causar diferentes reagdes na saude humana, dentre elas a ocorréncia de episodios
de hipersensibilidade, resisténcia e modificagdes na microbiota bacteriana normal
(BRITO & PORTUGAL, 2003). A utilizagdo de antimicrobianos inadequados na
pratica veterindria pode ocasionar a presenca de residuos nos produtos de origem
animal, os quais podem levar a ocorréncia de cepas resistentes e a bactéria podera ser
transmitida para o individuo que consumi-la (CDC, 2013; STOLKER & BRINKMAN,
2005).

4.5 Antimicrobianos e mecanismos de resisténcia

Em 1940, as penicilinas, marcaram o inicio do uso clinico dos antimicrobianos,
produzidas em grande escala e amplamente utilizadas nos ferimentos dos soldados
durante a Segunda Guerra Mundial, quando foi levantada a hipotese de que as infecgdes
seriam um problema passado. Porém, devido ao seu uso indevido, em 1946 foram
isoladas as primeiras bactérias resistentes as penicilinas, iniciando assim, o grande
desafio contra a resisténcia bacteriana (FERNANDES, 2000; ROSSI& ANDREAZZI,
2005).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um dos temas de maior relevancia estudado
pela medicina moderna, que enfrenta o desafio de reduzir a resisténcia sem descontinuar

o uso de todos os antimicrobianos. Outra questdo importante ¢ como e quando utilizar
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osantimicrobianos lancados no mercado que ainda agem contra micro-organismos
multiresistentes (BUMANN, 2008).

Nas ultimas décadas, diversas espécies bacterianas tém demonstrado resisténcia
a um numero cada vez maior de antimicrobianos e, consequentemente, alguns desses
principios ativos tornam-se nao efetivos no tratamento de infec¢des. O uso inadequado e
indiscriminado dos antimicrobianos certamente colaborou para o desencadeamento dos
mecanismos de resisténcia das bactérias (FERNANDES, 2000; PIDDOCK, 2006;
ROSSI& ANDREAZZI, 2005).

Os micro-organismos utilizam diferentes mecanismos de resisténcia para se
defenderem da ag@o dos antimicrobianos, como por exemplo, a inativagdo enzimatica,
que degrada os anéis B-lactamicos das penicilinas e cefalosporinas, através da agdo da
enzima [B-lactamase (GOERING, 2014). A bomba de efluxo ¢ outro mecanismo ja
descrito, onde o micro-organismo ¢ capaz de realizar um efluxo ativo, fazendo com que
os antimicrobianos sejam eliminados da célula microbiana (TORTORA et al., 2016).

Outro mecanismo descrito compreende as alteragdes no alvo dos ribossomos,
que ¢ decorrente de alteracdes no sitio de ligagdo ribossomal, constituindo resisténcia a
determinados antimicrobianos (AGUIAR, 2008). Além disso, a alteragdo na
permeabilidade da membrana externa bacteriana pode tornar o antimicrobiano incapaz

de penetrar e destruir a célula microbiana (TORTORA et al., 2016).
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5. METODOLOGIA

5.1 Coleta e isolamento de micro-organismos

Foram realizados trés ensaios e para cada ensaio, foram adquiridas trés amostras
equivalentes a 600g de carne bovina in natura, de corte do tipo capa de filé,
comercializadas em dois supermercados ¢ um agougue, da cidade de Uruguaiana — RS.
As amostras foram armazenadas em embalagens plasticas, conforme fornecidas pelo
estabelecimento de compra, e mantidas em refrigera¢ao até o momento de assa-las.

A amostra de carne foi dividida assepticamente com o auxilio de um bisturi em
trés partes que foram analisadas de diferentes formas, sendo: carne fresca, carne mal
passada e carne bem passada. As amostras de carne mal passada e bem passada foram
assadas em brasa sob uma grelha, como tradicionalmente ¢ feito nos churrascos
gauchos.

Ap0s preparo das amostras, foram pesados assepticamente 25g + 0,2g de carne,
retiradas com o auxilio de um bisturi da parte interna de cada amostra que foram
adicionadas em 225 mL de solu¢do salina peptonada 0,1%. As amostras foram
homogeneizadas em uma camara incubadora com agitag@o orbital por 18 horas a 15° C.
Apbs este periodo, foram realizadas dilui¢des na faixa de 10a 10 em 4gua peptonada
(BRASIL, 2003).

Com as amostras diluidas, uma aliquota de 25uL de cada diluicdo foi adicionada
sob a superficie de placas de Petri contendo os meios de cultura dgar sangue de carneiro
e MacConkey e, em seguida, espalhadas com o auxilio de uma alca de Drigalski, até sua
completa absor¢do. Apos a inoculacdo, as placas foram incubadas e invertidas a 35 +

2°C por 24 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata.

5.2 Caracterizacio dos micro-organismos isolados

Ap6s o periodo de incubagdo dos micro-organismos, foram realizadas as analises
morfoldgicas das placas que apresentaram contagem adequada de micro-organismos (25
a 250 UFC/placa) e as colonias isoladas foram classificadas inicialmente através da
técnica de coloragdo de Gram. Os micro-organismos foram identificados por provas
especificas e testes bioquimicos ja descritos na literatura para grupos de cocos Gram-
positivos, cocos Gram-negativos, bacilos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos,

conforme fluxogramas abaixo (Figuras 1, 2, 3 ¢ 4).



Cocos Gram-positivo 15

Catalase + Catalase —
Staphylococcus spp. Streptococcus spp.
Coagulase + a hemolise —{ Optoquina Resistente:
Staphylococcus aureus Streptococcus alfa hemolitico
Sensivel:
Coagulase - Streptococcus pneumoniae
. - . Sensivel:
Novobiocina B hemolise Bacitracina —
Streptococcus pyogenes
Sensivel: [ Positivo:
Staphylococcus coagulase negativo CAMP OSILIVO: )
Streptococcus agalactiae
Resistente: — X - .
Staphylococcus saprophyticus v hemolise NaCl 6,5% [— Crescimento:
Enterococcus spp.

Sem crescimento:
Nao Enterococcus spp.

Figura 1: Fluxograma de provas de identificacdo para Cocos Gram-positivos.

Cocos Gram-negativos

Catalase +

Oxidase +

DNAse

Positivo:
Moraxella catarrhalis

Negativo:
Neisseria spp.

Figura 2: Fluxograma de provas de identificacdo para Cocos Gram-negativos.



Bacilos Gram-positivos

Catalase +

Motilidade + em guarda-chuva

Positivo:
Listeria monocytogenes

Negativo:
Corynebacterium diphteriae

Figura 3: Fluxograma de provas de identificacdo para Bacilos Gram-positivos.

Bacilos Gram-negativos

Glicose
Fermentadores Nio fermentadores
Familia Enterobacteriaceae Diversos grupos
| |
Séries bioquimicas: Pseudomonas aeruginosa
TSI Acinetobacter spp.
LIA
SIM
CITRATO
UREASE

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Proteus mirabilis
Enterobacter spp.
Salmonella spp.

Figura 4: Fluxograma de provas de identificacdo para Bacilos Gram-negativos.

Fonte: http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/microbiologia/mod 5 2004.pdf
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5.2.1 Catalase

Utilizando uma lamina, foi colocada uma gota de peroxido de hidrogénio 3% e
com uma al¢a bacteriologica foi retirada uma coldnia da placa de Petri, sendo aderida na
gota de peroxido de hidrogénio. O resultado positivo é evidenciado pela presenga

imediata de bolhas ou efervescéncia (BARTH et al., 2010).

5.2.2 Oxidase

Com o auxilio de um palito de madeira ou plastico foi espalhada uma colonia
sobre uma fita de oxidase. Resultado positivo: formacdo de coloragdo roxa na fita,

resultado negativo: sem mudangas de coloragdo na fita (OPLUSTIL et al., 2010).

5.2.3 TSI — Triplo Acucar Ferro

Em tubos contendo o meio agar TSI, foi realizada a inoculagdo dos micro-
organismos por meio de uma picada na base e estriamento no apice do agar, com o
auxilio de uma agulha bacteriologica.

Os tubos foram incubados por 24h a 35°C e serdo observados os resultados,
sendo: apice/base - purpura/amarelo = fermentagdo apenas da glicose (lactose e sacarose
negativa) amarelo/amarelo = fermentacdo da glicose + lactose e/ou sacarose (2 ou 3
agucares). Avaliacdo da presenca de gis (CO;) = bolhas ou meio fragmentado.

Avaliacao de H,S positivo = presenga de precipitado negro (BARTH et al., 2010).
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5.2.4 LIA — Agar Lisina Ferro

Em tubos contendo o meio agar LIA foi realizada a inoculagcdo dos micro-
organismos por meio de uma picada na base e estriamento no apice do agar, com o
auxilio de uma agulha bacterioldgica. Os tubos foram incubados por 24h a 35°C e serdo
observados os resultados, sendo: Descarboxilagdo de Lisina - positivo: fundo roxo
(alcalino), apice roxo; negativo: fundo amarelo (4cido), apice roxo. Desaminagdo da

Lisina - positivo: apice vermelho, negativo: apice roxo (BARTH et al., 2010).

5.2.5 Citrato de Simmons

Em tubos contendo o meio agar Citrato foi realizada a inoculagcdo dos micro-
organismos por meio de estriamento do apice sem atingir a base do meio, com o auxilio
de uma agulha bacterioldégica Os tubos foram incubados por 24h a 35°C e foram
observados os resultados, sendo: positivo - cor azul ou crescimento no local do inoculo;

negativo - nao ha crescimento e a cor permanece inalterada (BARTH et al., 2010).

5.2.6 SIM — Enxofre Indol Motilidade

Em tubo contendo o meio agar SIM devera ser realizada a inoculagdo do micro-
organismo por meio de uma picada na base do agar, sem atingir o fundo do tubo, com o
auxilio de uma agulha bacteriologica. O tubo serd incubado por 24h a 35°C e
primeiramente serd observado o resultado de motilidade. Motilidade positiva: bactérias
apresentam crescimento acentuado ao longo da linha do in6culo na parte central do
tubo. Sera observada a presenga de H,S. H,S positivo: presenca da cor negra ao longo
do inoculo. Apds foram adicionadas cinco gotas do reagente de Kovacs pela parede do
tubo e foi observado o indol. Resultado positivo: presenca de um anel vermelho

(OPLUSTIL et al., 2010).
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5.2.7 Urease

Em tubo contendo o meio agar Uréia, foi realizada a inoculagdo dos micro-
organismos por meio de estriamento do apice sem perfurar a base do agar, com o auxilio
de uma agulha bacteriologica. O tubo foi incubado por 24h a 35°C e foram observados
os resultados. Resultado positivo: alteracdo de coloracdo no meio de amarelo para rosa.

Resultado negativo: sem alteragdo de coloragdo no meio (OPLUSTIL et al., 2010).

5.2.8 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Os micro-organismos apds identificados, foram submetidos ao teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos pela técnica de disco difusdo em agar, conforme
descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Para a
realizacdo da técnica, foram utilizados discos comerciais de papel filtro ja impregnados
com concentragdes conhecidas dos antimicrobianos preconizados para cada espécie
bacteriana, segundo CLSI. Apds a incubacdo, foram medidos os halos de inibi¢do com
auxilio de paquimetro e a partir dos valores obtidos, os micro-organismos foram
classificados como sensivel, intermediario ou resistente para cada antibidtico avaliado

(CLSI, 2015).
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Foram isolados e identificados um total de trinta e quatro micro-organismos a

partir de trés experimentos realizados, conforme Tabela 1 e zoneamento dos isolados,

descrito na Tabela 2.

Tabela 1: Demonstrativo dos experimentos realizados ¢ micro-organismos isolados por

amostra.

Experimento

Amostra — Carne bovina

Micro-organismos isolados

01

Crua (C)

Enterobacter spp. (n=1)
Klebsiella spp. (n=1)
Serratia spp. (n=1)
Listeria spp. (n=1)

01

Mal passada (MP)

Enterobacter spp. (n=3)
Klebsiella spp. (n=3)
Staphylococcus coagulase negativa (n=1)

01

Assada (A)

Listeria spp. (n=1)

02

Crua (C)

Citrobacter spp. (n=1)
Enterobacter spp. (n=1)
Klebsiella spp. (n=2)
Listeria spp. (n=1)

02

Mal passada (MP)

Citrobacter spp. (n=1)
Klebsiella spp. (n=1)
Salmonella spp. (n=1)

02

Assada (A)

Staphylococcus aureus (n=1)

Citrobacter spp. (n=1)
Listeria spp. (n=1)

03

Crua (C)

Acinetobacter spp (n=1).
Citrobacter spp. (n=5)

03

Mal passada (MP)

Staphylococcus coagulase negativa (n=1)
Staphylococcus aureus (n=1)

03

Assada (A)

Citrobacter spp. (n=1)
Klebsiella spp. (n=1)
Staphylococcus aureus (n=1)
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Tabela 2: Zoneamento dos micro-organismos isolados.

Micro-organismo

NO

Micro-organismos

Carne crua

16

Acinetobacter spp. (n=1)

Citrobacter spp. (n=6)

Enterobacter spp. (n=2)

Klebsiella spp. (n=3)

Listeria spp. (n=2)

Serratia spp. (n=1)

Staphylococcus coagulase negativa (n=1)

Carne mal passada

12

Citrobacter spp. (n=1)

Enterobacter spp. (n=3)

Klebsiella spp. (n=4)

Salmonella spp. (n=1)

Staphylococcus aureus (n=2)
Staphylococcus coagulase negativa (n=1)

Carne assada

06

Citrobacter spp. (n=2)
Klebsiella spp. (n=1)
Listeria spp. (n=2)
Staphylococcus aureus (n=1)

As tabelas 3 a 6 referem-se ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

testados frente a cada grupo de micro-organismos isolados.

Tabela 3. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de enterobactérias.

Isolados
Citrobacter spp. (C2)

Citrobacter spp. (MP2)
Citrobacter spp. (A2)
Citrobacter spp. (C3)
Citrobacter spp. (C3)
Citrobacter spp. (C3)
Citrobacter spp. (C3)
Citrobacter spp. (C3)
Citrobacter spp. (A3)

Klebsiella spp. (C1)
Klebsiella spp. (MP1)

-
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]
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Klebsiella spp. (MP1)
Klebsiella spp. (MP1)
Klebsiella spp. (C2)
Klebsiella spp. (C2)
Klebsiella spp. (MP2)
Klebsiella spp. (A3)
Enterobacter spp. (C1)

|

[S—

Enterobacter spp. (MP1)
Enterobacter spp. (MP1)
Enterobacter spp. (MP1)

Enterobacter spp. (C2)
Salmonella spp. (MP2)
Serratia spp. (C1)
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C= carne crua; MP= mal passada; A= assada; os numeros 1, 2 e 3 = referem-se aos experimentos;TOB =
tobramicina; AMP = ampicilina; CFZ = cefazolina; ERT = ertapenem; AMC = amoxicilina+clavulanato;

S= sensivel; R= resistente; I = intermediario.

Tabela 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de cocos gram-positivos.

Isolados AZI CLI PEN

Staphylococcus aureus (MP2) S R R
Staphylococcus aureus (MP3) S R R
Staphylococcus aureus (A3) S R R
Staphylococcus coagulase negativa (MP1) S R R
Staphylococcus coagulase negativa (C3) S R R

C= carne crua; MP= mal passada; A= assada; os nimeros 1, 2 ¢ 3 = referem-se aos experimentos; AZI =

azitromicina; CLI = clindamicina; PEN = penicilina; CFO = cefoxitina; S= sensivel; R= resistente.

Tabela 5. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de bacilos gram-positivos.
Isolados ERI CLI PEN

Listeria spp. (C1)

Listeria spp. (A1)

Listeria spp. (C2)

Listeria spp. (A2)

v »nl v n
v »nl v wn
~ AR R

AR AR
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C= carne crua; A= assada; os numerosl e 2 = referem-se aos experimentos; ERI = eritromicina; CLI =

clindamicina; PEN = penicilina; S= sensivel; R= resistente.

Tabela 6. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de cocos gram-negativos.

Isolado TOB LEV APS MPM AMI
Acinetobacter spp. (C3) S S S S S

C= carne crua; o nimero 3 refere-se ao experimento; TOB= tobramicina; LEV = levofloxacino; APS

ampicilinat+sulbactam; MPM = meropenem; AMI = amicacina; S= sensivel.

A resolucdo da ANVISA, RDC n°12 de janeiro de 2001, que aprova o
Regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos, estabelece a
auséncia dos micro-organismos Salmonella spp. em 25g de carne crua e¢ produtos
carneos prontos para o consumo (ANVISA, 2001).Em nosso estudo foi identificado um
isolado de Salmonella spp. em uma amostra de 25g de carne mal passada (Tabela 1). A
Salmonella ¢ uma enterobactéria que esta descrita na maioria dos estudos de surtos
alimentares, como causadora da salmonelose, uma infeccdo associada a ingestdo de
alimentos ou agua contaminados. No nosso estudo, foi identificado um isolado deste
micro-organismo, em uma amostra de carne mal passada, ja em um estudo realizado por
Silva e colaboradores em 2010, onde foram analisados 11 pontos de venda ambulante
de carne bovina assada em Goids, nenhuma amostra apresentou a presenca de
Salmonella spp. Em 2004, Silva realizou uma comparagdo dos efeitos do cozimento de
agua e vapor em cortes de carnes, onde ndo foi descrito nenhum isolado de Salmonella
spp. em nenhuma das trés amostras cruas e das trés amostras cozidas das carnes
analisadas.

Dos cinco antibidticos testados em nosso estudo: tobramicina, ampicilina,
cefazolina, ertapenem e amoxicilina+clavulanato, o isolado apresentou sensibilidade
apenas para tobramicina, apresentando resisténcia intermediaria para os antimicrobianos
ertapenem e amoxicilina+clavulanato e resisténcia a ampicilina e cefazolina (Tabela 3).
Essa resisténcia pode ser comparada ao estudo de Alcantara e colaboradores (2012) que
encontrou em 100% dos seus isolados de Salmonella spp., resisténcia a ampicilina.

A Listeria spp. € uma bactéria com ampla distribui¢do na natureza e¢ algumas
espécies do género sdo comumente encontradas nas fezes de animais, tornando a

presenga desse micro-organismo frequente em carnes cruas, inclusive por apresentar
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caracteristica psicrotrofica, que lhe confere a capacidade de se desenvolver a 7°C ou
menos, sendo um género bastante expressivo em produtos que sdo armazenados sob
refrigeracdo. Além disso, esses micro-organismos tem a capacidade de produzir enzimas
proteoliticas ou lipoliticas termorresistentes, mantendo sua viabilidade por maior
periodo de tempo no alimento, mesmo apods acdo da temperatura. A espécie Listeria
monocytogenes € um patdégeno com importante destaque, sendo descrito cada vez mais
em surtos de listeriose, infeccdo causada por esse micro-organismo, associada ao
consumo de produtos de origem animal, entre eles, leite, queijos, carnes e pescados
(RODRIGUES et al., 2016; PIETA, 2010).

A RDCn° 12 de 2001, da mesma forma que exige a auséncia de Salmonella spp.
em 25g de carne crua e carnes prontos para o consumo, também estabelece como
exigéncia, a auséncia de Listeria spp. (ANVISA, 2001), que foi encontrada em quatro
amostras do nosso estudo, sendo que dois isolados s@o oriundos de carne crua e os
outros dois isolados provém de carne assada, obtidas dos experimentos 1 e 2, conforme
descrito na Tabela 5. Nosso resultado se mostra preocupante € um numero muito
superior ao do estudo de Lambertz, em 2010, na Suécia, apds crescentes casos de
listerioses, que analisou a prevaléncia e os niveis de Listeria monocytogenes em trés
categorias de alimentos, entre elas, alimentos carneos prontos para o consumo, €
encontrou esse micro-organismo em apenas seis das 507 amostras de carnes analisadas.
Palma e colaboradores (2017), analisaram um total de 125 cortes carneos bovinos no
Distrito Federal, Brasil, onde foram detectadas e¢ caracterizadas molecularmente onze
cepas de Listeria monocytogenes. Outro estudo realizado em Nitéroi, Rio de Janeiro,
analisou 30 amostras de carne moida das quais duas foram positivas para Listeria
monocytogenes (MANTILLA et al., 2007). Nossos dados sdo numericamente superiores
aos relatados e, o que preocupa ainda mais, € o fato dos micro-organismos serem
resistentes a altas temperaturas e, por isso, foram encontrados também, na carne assada.

Com relagdo ao perfil de sensibilidade apresentado pelos quatro isolados de
Listeria spp., todos apresentaram resisténcia a penicilina e sensibilidade aos demais
antimicrobianos testados, e essa resisténcia a penicilina foi semelhantemente relatada no
estudo feito por Palma e colaboradores (2017), onde as 11 cepas de Listeria
monocytogenes que foram identificadas e caracterizadas molecularmente a partir de
amostras de cortes bovinos, apresentaram resisténcia a penicilina.

Os géneros mais frequentes identificados em nossos resultados foram

Citrobacter spp., Klebsiella spp. e Enterobacter spp., que corroboram com estudo de
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Sousa e colaboradores (2007), que realizou a identificacdo de bactérias em amostras de
carne de caranguejo in natura e dentre as diferentes espécies identificadas, os géneros
Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxycota, Citrobacter amalonaticus e Citrobacter
spp. foram isolados da carne de caranguejo in natura.

No presente estudo, trés isolados de Klebsiella demonstraram-se sensiveis a
ampicilina, o que corrobora com o estudo de Alcantara e colaboradores (2012), que
avaliou o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de micro-organismos isolados de
cortes de carne bovina, e constatou que todos isolados de Klebsiella foram sensiveis a
ampicilina.

Dos isolados de S. aureus identificados em nosso estudo, cabe ressaltar, que dois
destes isolados s@o oriundos de carne mal passada e um da carne assada. O género
Staphylococcus ¢ bastante descrito como contaminante em carnes cruas, COmo no
trabalho realizado com 15 carcagas de frango, sendo 10 resfriadas e submetidas a um
abate tecnologico com Inspecdo Federal e cinco in natura submetidas a um abate
artesanal sem Inspecdo Federal adquiridas em estabelecimentos comerciais na cidade de
Recife, que isolou oito Staphylococcus spp.e sete Staphylococcus aureus (Freitas et al.,
2004). O Estudo de Almeida et al. (2010) verificou que 60% e 40% das amostras de
acém moido e bifes de coxdo mole, respectivamente, continham elevado teor de
Staphylococcus aureus. Ja em 2015 uma avaliacdo da contaminagdo por S. aureus em
espetinhos de carne e frango comercializados em Pernambuco, realizada por Dias e
colaboradores, nove das dez amostras analisadas apresentaram-se contaminadas com .
aureus, resultado que corrobora com nossos achados, comprovando a permanéncia
desse micro-organismo no alimento, mesmo apo6s ser submetido a acdo da temperatura,
sinalizando um alerta de modo que S. aureus esta descrito juntamente com outros
micro-organismos como principais causadores de doencas de origem alimentar.

Os trés isolados de S. aureus encontrados em nosso estudo, mostraram-se
resistentes a clindamicina, penicilina e cefoxitina, apresentando suscetibilidade apenas
para azitromicina. Importante ressaltar que em 2005 o CLSI incluiu o ponto de corte de
cefoxitina para isolados de S. aureus com finalidade de detectar resisténcia a oxacilina,
reportando nossos resultados como resistente também a outros beta-lactamicos, dentre
eles, a penicilina como demonstrado na Tabela 4, restringindo a possibilidade de
tratamento em casos de infec¢des por esse micro-organismo.

No nosso estudo foi identificado um isolado do género Acinetobacter em uma

amostra de carne crua. Acinetobacter ¢ uma bactéria Gram-negativa, estritamente nao
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fermentadora, amplamente encontrada no solo, na agua, nos vegetais, porém esse
género ¢ comumente descrito como agente causador de infecgdes nosocomiais em
pacientes de unidades de terapia intensiva. Desse modo, estudos de prevaléncia e
resisténcia desses micro-organismos em alimentos sdo pouco investigados (MARTINS,
2013). Em 2017, Cavalheira foi pioneiro de um estudo que avaliou a prevaléncia e
diversidade de Acinetobacter spp. em alfaces e diferentes frutas em Portugal, onde 54
dos 181 isolados desse género foram resistentes a diferentes antimicrobianos. O isolado
encontrado em nosso estudo, foi sensivel a todos os antibioticos testados, expressando
um resultado positivo para este achado. Pode-se dizer ainda que possivelmente essa
contamina¢do tenha se dado de manuseio e higiene incorretos, tanto no abatedouro
quanto no agougue.

De acordo com a Tabela 2, onde foi estabelecido o zoneamento dos micro-
organismos isolados, pode-se perceber que a carne crua foi o tipo de amostra que mais
se isolaram micro-organismos. Com a agdo da temperatura, 0os micro-organismos que
sd0 termorresistentes permaneceram vidveis nas amostras, € ao contrario do que era
esperado, na carne assada ainda permaneceram-se viaveis alguns desses micro-
organismos, mostrando entdo, a grande resisténcia desses micro-organismos

patogénicos mesmo com o aumento da temperatura.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminagdo por micro-organismos patogénicos na carne bovina, tem se
tornado cada vez mais um fator agravante, visto que o churrasco ndo ¢ mais um prato
tipico apenas do gaucho, mas sim, muito bem aceito por todo pais e no exterior. De
acordo com os resultados obtidos através deste trabalho, pode-se concluir que a
identificacdo de micro-organismos considerados causadores de infec¢des alimentares, a
resisténcia antimicrobiana relatada em diferentes micro-organismos e a presenca de
micro-organismos termorresistentes ¢ um fator de alerta relacionado a saide humana.
Com isso, ¢ importante ressaltar que o uso racional de antimicrobianos em animais e

humanos, pode contribuir para minimizar esses fatores de contaminagao.
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	Após preparo das amostras, foram pesados assepticamente 25g ± 0,2g de carne, retiradas com o auxílio de um bisturi da parte interna de cada amostra que foram adicionadas em 225 mL de solução salina peptonada 0,1%.  As amostras foram homogeneizadas em uma câmara incubadora com agitação orbital por 18 horas a 15° C. Após este período, foram realizadas diluições na faixa de 10-1a 10-5 em água peptonada (BRASIL, 2003).
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