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Resumo

O presente estudo avaliou a presenca de Salmonella spp.
em 89 amostras de produtos carneos comercializados
na regiao sul do Rio Grande do Sul e, a partir dos isolados
obtidos, foi verificada a capacidade de resisténcia a agentes
antimicrobianos e de formacdo de biofilme em superficies
de poliestireno. Foi constatada a presenca de Salmonella
spp. em 19,1% das amostras avaliadas e, dos isolados
obtidos, 40% mostraram resisténcia a pelo menos um dos

Secio: Cienc . agentes antimicrobianos testados e 33,3% manifestaram-se
ecdo: Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos multirresistentes. Apenas o antimicrobiano amicacina (30 pg)
N foi eficaz na inibicdo de todos os isolados testados. Nenhum
e J.‘Uf%o 4o 2017 isolado mostrou-se capaz de formar biofilmes em superficies
Aceito de poliestireno.

3 de abril de 2019, Palavras-chave:antibiotico; linguicafrescal; multirresisténcia;
Publicado produtos carneos.

5 de fevereiro de 2020.

www.revistas.ufg.br/vet Abstract

Como citar - disponivel no site, The objective of the study was to evaluate the presence of

na pagina do artigo. Salmonella spp. in 89 samples of meat products marketed
in southern Rio Grande do Sul and from isolates obtained
was verified the ability of resistance to antimicrobials and
biofilm formation on polystyrene surfaces. The presence of
Salmonella spp. was found in 19.1% of the samples. Of the
isolates obtained, 40% showed resistance to at least one of
the tested antimicrobials and 33.3% expressed multiresistant.
Only the antimicrobial amikacin (30 pg) was effective in
inhibiting all isolates tested. No isolate was able to form
biofilms on polystyrene surfaces.
Keywords: antibiotics; sausage frescal; multiresistance; meat
products.

Introducao

Um dos principais microrganismos investigados em produtos alimenticios é a Salmonella
spp. Essa bactéria tem ampla faixa de atuacdo, podendo causar doencas graves
principalmente em idosos, criancas e individuos imunodeprimidos que necessitam
de hospitalizacdo e de um cuidado rigoroso, representando altos custos sociais e
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econdmicos”. Nos Estados Unidos sdo registrados anualmente 23.000 hospitalizacdes
e 450 obitos decorrentes de infec¢des causadas por Salmonella spp.?. No Brasil, entre
0s anos de 2000 a abril de 2013, 39,39 % das doencas transmitidas por alimentos
apontaram Salmonella spp. como agente responsavel e os alimentos com maior
incidéncia de contaminacao foram ovos, doces e sobremesas, agua, carne bovina, leites
e carne de frango®.

Apos o desenvolvimento de uma infeccdo causada por Salmonella spp. em humanos ou
animais, sao utilizados agentes antimicrobianos a fim de cessar o processo infeccioso
e, Ccomo muitas vezes esses medicamentos sdo utilizados de maneira inadequada, as
bactérias podem adquirir mecanismos que as tornam resistentes a essas drogas®”. Na
pecuaria, os agentes antimicrobianos sao utilizados como promotores do crescimento
e na prevencao e tratamento de doencas e, como grande porcentagem desses
medicamentos também sdo utilizados no tratamento de doencas em humanos, tem-
se aumentado o risco do surgimento de bactérias resistentes e multirresistentes que
podem ocasionar infec¢des de dificil tratamento®.

Outra caracteristica importante desse microrganismo refere-se a sua estrutura: seus
apéndices filamentos, chamados de fimbrias, possibilitam sua aderéncia as superficies
facilitando a colonizagdo com a posterior formacdo de biofilmes®. Ao fazer parte da
estrutura complexa de um biofilme, as bactérias tornam-se mais tolerantes ao estresse
e passam a ter uma maior resisténcia a antibioticos e desinfetantes, o que dificulta a
sua eliminagdo. Existe ainda a preocupacdo do biofilme em atuar como um substrato,
atraindo bactérias que normalmente ndo teriam a capacidade de forma-lo. Esses
fatores sdo preocupantes nas linhas de producdo de industrias alimenticias, uma vez
gue a grande concentracao de células aderidas aos equipamentos podem facilmente
contaminar lotes inteiros de produtos®”.

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar a presenca de Salmonella spp.
em amostras de produtos carneos comercializadas em estabelecimentos comerciais
da regido sul do Rio Grande do Sul - Brasil e, a partir dos isolados encontrados, verificar
a resisténcia a agentes antimicrobianos e a formacao de biofilme em superficies de
poliestireno.

Materiais e métodos

As amostras de produtos carneos foram coletadas em estabelecimentos comerciais
localizados no sul do Rio Grande do Sul, no periodo de junho a novembro de 2014.
Essas amostras foram adquiridas na forma como eram comercializadas, “a granel”,
acondicionadas em caixa isotérmica com gelo e imediatamente encaminhadas para
analise no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutricao da
Universidade Federal de Pelotas. Ao todo foram coletadas 89 amostras, sendo 47 de
linguica suina frescal, 15 de linguica mista frescal (elaborada com carne suina e bovina),
12 de carne bovina moida, oito de cortes de frango, cinco de carne bovina em pedacos
e duas de linguica de frango frescal.
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As amostras foram avaliadas pelos métodos descritos pela Instru¢do Normativa n. 62©
e pelo anexo D da ISO 6579:2002/Amd 1:2007 (E)®.

Para a etapa de pré-enriquecimento, foram pesadas 25 g de cada amostra e a elas
foram acrescentados 225 mL de Diluente Agua Peptonada Tamponada 0,1 % (APT),
seguida de incubacao a 37 °C por 20 horas. Apés este periodo, foram transferidos 100
uL da amostra para um tubo contendo 9,9 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e
para placas contendo Agar Semissélido Rappaport Vassiliadis (MSRV), 1 mL para tubos
contendo 10 mL de Caldo Selenito Cistina (SC) e 10 mL de Caldo Tetrationato (TT) para a
etapa de enriquecimento seletivo. Os tubos foram homogeneizados e incubados junto
com as placas de agar a 42 °C durante 24 horas.

A partir das placas de Agar MSRV com crescimento caracteristico de Salmonella spp.
e dos tubos contendo crescimento nos caldos de enriquecimento seletivo, foram
semeadas placas de Agar Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose (BPLS) e Agar
Xylose Lysine Deoxycholate Modified (XLD) seguida de incubagdo a 37 °C por 24 horas.

ApoOs esse periodo, das placas que apresentaram crescimento com morfologia
caracteristica para Salmonella spp. foram selecionadas trés colénias e semeadas em
placas contendo agar nutriente com posterior incubacdo a 37 °C por 24 horas. A partir
das col6nias obtidas em agar nutriente, realizou-se a identificacdo bioquimica em
tubos com Caldo Ureia, Agar Triple Sugar Iron (TSI) e Agar Lysine Iron Agar (LIA) com
incubacado a 37 °C por 24 horas. As colbnias que apresentaram reacdes caracteristicas
de Salmonella spp. nos agares TSI, LIA e no caldo Uréia foram submetidas a teste
soroldgico de aglutinacao rapida com soro polivalente anti-Salmonella somatico “O”
e flagelar “H”. Quando observada a aglutinacdo em até trés minutos, a amostra foi
considerada positiva para Salmonella spp.

Os isolados identificados como Salmonella spp. foram mantidos sob congelamento em
Caldo Brain Heart Infusion (BHI) e Glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporcao de 750
WL de BHI para 250 pL de Glicerol para posterior teste de avaliacdo da resisténcia a
antimicrobianos e da capacidade de formacao de biofilme.

A susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados foi testada através do método de
disco-difusao de acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI?. A partir da cultura congelada, o isolado foi reativado em
Caldo BHI por 37 °C por 24 horas e, ap6s o periodo, uma alcada de cada isolado foi
transferida para placas de Agar Triptona de Soja (TSA) que foram incubadas a 37 °C
durante 24 horas. As culturas foram ressuspendidas em soluc¢ao salina (NaCl 0,85 %) e
padronizadas na concentracdo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL"), sendo
posteriormente semeadas com swab estéril em Agar Muller-Hinton. Apés a secagem do
agar, multidiscos de antibiético (Laborclin®) foraminseridos e as placas foramincubadas
a35°Cpor 24 horas. Os halos de inibicdo foram medidos e interpretados de acordo com
as normas do CLSI™ e os isolados de Salmonella spp. foram classificados como sensivel,
intermediario e resistente. Os antibiodticos testados foram os comumente utilizados
para bactérias gram-negativas: amoxicilina mais clavulanato (20 pg e 10 pg), amicacina
(30 pg), ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), gentamicina (10 pg), sulfametaxazol mais
trimetoprim (23,75 pg e 1,25 pg), meropenem (10 pg), ceftazidima (30 pg), cefepime (30
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pg), cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), cefuroxina axetil (oral, 30 pg) e cefuroxina
axetil (sodica, 30 pg).

A avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme foi realizada segundo o
método proposto por Stepanovic et al.'?. A partir da padroniza¢do das culturas na
concentracdao 0,5 da escala de McFarland, conforme citado no procedimento para
avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos, 20 pL foram inoculados em poc¢os de placas
de microtitulacdo de poliestireno contendo 180 pL caldo BHI (para cada amostra,
foram utilizados trés pocos). As placas foram fechadas com tampa e incubadas a 35
°C por 24 horas. Como controle negativo, utilizou-se somente caldo BHI (200 pL) e,
como controle positivo, utilizou-se 180 pL de caldo BHI e 20 pL da solu¢ao padronizada
com o microrganismo Staphylococcus epidermides (ATCC 25923), previamente testado
e considerado como forte formador de biofilme. Apds o crescimento, as amostras
foram lavadas trés vezes com 200 pL de soluc¢ado salina estéril (NaCl 0,85%) e o biofilme
foi fixado na placa com 150 yL de metanol P.A. (CH,OH) durante 20 minutos. Apos
esse periodo, o metanol foi descartado e as placas foram mantidas invertidas durante
18 horas a 20 °C. Para corar o biofilme fixado na placa, foram adicionados 150 pL de
solucdo corante Cristal Violeta (0,5%) durante 15 minutos.

As placas foram invertidas e o excesso de corante foi retirado com agua corrente, e, em
seguida, adicionou-se 150 uL de etanol a 95 % (CH,CH,OH). Apés repouso por 30 minutos
foi realizada a quantificacdo do biofilme bacteriano em um espectrofotometro leitor de
placas de micropogos (Anthos 2010 Type 17 550 4894) em 450 nm. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Os resultados foram calculados a partir do valor da densidade
Otica dada na leitura das placas seguindo os critérios propostos por Stepanovic et al.("3).
Foram utilizados os seguintes indices e procedimentos: “Do” (média dos nove valores
da densidade 6tica das amostras e do controle positivo); “Don” (média dos nove valores
de absorbancia obtidos do controle negativo somado a trés vezes o seu desvio padrao);
Dof (valor da Do menos a Don). A classificacao final foi dada segundo as férmulas:

Equac¢dol - Dof < Don = ndo formadora de biofilme;

Equac¢do 2 - Don < Dof < 2 x Don = fraca formadora de biofilme;
Equacdo 3 - 2 x Don < Dof < 4 x Don = moderada formadora de biofilme;
Equacao 4 - 4 x Don < Dof = forte formadora de biofilme.

Resultados e discussao

Das 89 amostras de produtos carneos avaliadas, 17 (19,1%) foram positivas para a
presenca de Salmonella spp., enquadrando-se fora do que estabelece a Resolu¢ao RDC
n. 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria¥, a qual define auséncia de Salmonella
Spp. para essa categoria de produto. O microrganismo foi isolado em amostras de
linguica frescal de origem suina e mista (elaborada com carne suina e bovina) e em
carne bovina moida (Tabela 1).
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Tabela 1. Presenca de Salmonella spp. em 25 gramas de produtos carneos
comercializados na Regidao Sul do Rio Grande do Sul

Amostras Total (n) Positivas (%)
Linguica suina frescal 47 13 27,7
Linguica mista frescal (suina e bovina) 15 3 20,0
Carne bovina moida 12 1 8,3
Cortes de frango 8 0 0
Carne bovina em pedagos 5 0 0
Linguica de frango frescal 2 0 0
Total 89 17 19,1

Possiveis explicacdes para este resultado podem estar relacionadas a problemas
higiénicos no abate do animal, que poderiam ter propiciado a contaminacao da matéria-
prima, ou a problemas higiénicos durante a fabricacao e venda. Uma das etapas criticas
do processo de fabricacdo pela qual as amostras que apresentaram contaminacao por
Salmonella spp. foram submetidas é a moagem. Ao ser moida, a carne aumenta seu
volume e consequentemente sua superficie de contato propiciando a incorporacdo
de resquicios de moagens ja realizadas no equipamento e que ficaram expostas a
temperatura ambiente, facilitando assim o desenvolvimento de bactérias™. Como esses
produtos ndo passam por tratamento térmico, as células vegetativas de microrganismos
como Salmonella spp. ndo sao destruidas e encontram na carne condi¢des intrinsecas
ideais para seu desenvolvimento e multiplicacao®. Segundo Oliveira et al.'”, os riscos
de contaminacdo aumentam em produtos que utilizam equipamentos de moagem em
seu processo de fabricagao, pois podem conter pecas de dificil limpeza e higienizacdo,
aumentando o risco de contaminacao cruzada.

Ainda, alguns autores indicam os maus habitos de higiene dos manipuladores e as
precarias condicdes no ambiente de fabricacdo dos alimentos como as principais
causas da maioria das doencas transmitidas por alimentos'8'929, Esses fatores também
podem justificar a presenca de Salmonella spp. nas amostras avaliadas por esse estudo.

Outra caracteristica importante a ser avaliada é que 94,1 % das amostras que
apresentaram presenca de Salmonella spp.foram produzidas com carne suina. Castagna
et al.?" relacionaram a contaminac¢do de embutidos do tipo frescal com a presenca de
Salmonella spp. nos linfonodos submandibulares, nas tonsilas e no conteudo intestinal
de suinos evidenciando assim que, para esse tipo de produto, a contamina¢ao por esse
microrganismo pode ter origem também na contaminacdo da matéria-prima.

Outro fator que também pode ter sido determinante para a presenca de Salmonella
spp. verificada nas amostras de produtos carneos analisadas sdo as condi¢bes de
armazenamento da matéria-prima. Costa et al.?? constataram situacdes irregulares
de armazenamento de carne in natura em estabelecimentos comerciais na cidade
de Recife, Pernambuco. Varios refrigeradores eram mantidos fora da temperatura
de refrigeracdo adequada propiciando o crescimento microbiano e alguns deles
encontravam-se em precarias condicdes de higiene. Essas condi¢cdes também auxiliam
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a contaminacdo cruzada possibilitando o desenvolvimento de bactérias patogénicas
como Salmonella spp.

Os dados obtidos mostram um indice de presenca de Sa/monella spp. semelhante
ao encontrado em outras pesquisas realizadas no Brasil. Souza et al.??, analisaram
40 amostras de linguica frescal coletadas em municipios do estado do Parana e
constataram a presenca de Salmonella spp. em 15% delas. Dias et al.?» avaliaram 67
amostras de produtos carneos adquiridas em estabelecimentos comerciais do sul do
Rio Grande do Sul e constataram presenca de Salmonella ssp. em 4,2% nas amostras de
carne bovina moida, 9,5% de linguica frescal suina e 13,6% de linguica frescal de frango.
Daguer et al.'® avaliaram 51 amostras de linguica frescal suina e de frango obtidas em
estabelecimentos situados no estado do Parana e encontraram presenca de Salmonella
spp. em 5 (9,8%) delas. Spricigo et al.?® avaliaram 200 amostras de linguica suina tipo
frescal obtidas no comercio da cidade de Lages, Santa Catarina, e observaram presenca
de Salmonella spp. em 27% delas.

Os sintomas clinicos causados pela ingestao de alimentos contaminados com Salmonella
spp. estao relacionados com o sorotipo envolvido e variam de sintomas brandos que
nao necessitam de intervencao médica, febre, diarreia, gastroenterite até septicemia,
podendo, nesse caso, levar o paciente a 6bito?®. Levando em consideragdo que esse
microrganismo é eliminado em temperaturas entre 60 °C a 75 °C®” e, se por ventura
os consumidores que adquiriram os produtos com presenca de Salmonella spp. nao
tenham utilizado tratamento térmico adequado no processo culindrio, eles poderiam
estar expostos a desenvolver algum sintoma anteriormente mencionado.

Quanto a capacidade de resisténcia a antimicrobianos, dos 17 isolados de Salmonella
spp., 15 deles foram testados, sendo 11 provenientes de linguica suina frescal, trés
de linguica mista frescal e uma de carne bovina moida. Ressalta-se que dois isolados
oriundos de linguica suina frescal ndo apresentaram células viaveis depois da etapa de
reativacdo (descrita na secao de Materiais e Métodos) e por isso nao foram testados.
Os resultados estao apontados na Tabela 2.

Dos 15isolados de Salmonella spp. avaliados, seis (40 %) apresentaram resisténcia a pelo
menosumdosantimicrobianostestadosecinco (33,3 %)apresentaram multirresisténcia.
Os antimicrobianos com menor eficiéncia foram a ampicilina (10 pg), gentamicina (10
pg) e amoxicilina (20 pg) mais clavulanato (10 pg). Dos 13 antimicrobianos testados,
apenas um (amicacina 30 pg) apresentou inibicdo de todos os isolados testados.
Spricigo et al.(25) avaliaram 60 isolados de Salmonella spp. e observaram resisténcia
em 56,7 % das amostras sendo que 20 % delas foram multirresistentes e, diferente
dos resultados obtidos nesse estudo, nenhuma amostra foi resistente a amoxicilina
mais acido clavulanico e gentamicina. Dias et al.* avaliaram seis isolados provenientes
de carne moida bovina, linguica frescal suina e de frango e todos foram sensiveis a
ampiciling, resultado esse que também foi diferente do presente estudo em que cinco
(33,3 %) amostras demonstraram-se resistentes a essa substancia. O aumento da
resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos tem sido associada a sua utiliza¢ao
indevida e excessiva em humanos e animais ao longo dos anos® e esse fato pode ser
uma provavel justificativa da eficiéncia da amoxicilina mais clavulanico e gentamicina
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para isolados de Salmonella spp. em um primeiro momento e, anos depois, ndo
apresentarem o mesmo efeito.

Tabela 2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Sa/monella spp.
provenientes de produtos carneos comercializados na Regido Sul do Rio Grande do Sul

Isolado
Linguica
Carne moida Linguica frescal & G_
j frescal mista
(n=1) suina (n=11)
(n=3)
Antibidtico S | R S | R S | R
Meropenem (10pg) 1 0 0 10 1 0 3 0 0
Amicacina (30pg) 1 0 0 11 0 0 3 0 0
Ceftazidima (30pg) 1 0 0 10 1 0 2 1 0
Cefepime (30pg) 1 0 0 11 0 0 2 1 0
Gentamicina (10pg) 1 0 0 10 0 1 0 0 3
Cefoxitina (30pg) 1 0 0 0 0 1 3 0 0
Ampicilina (10pg) 1 0 0 9 0 2 0 0 3
Sulfametoxazol (23,75pg) +
) . 1 0 0 9 0 2 3 0 0
Trimetoprim (1,25ug)
Cefalotina (30pg) 1 0 0 9 1 1 2 0 1
Ciprofloxacina (5pg) 1 0 0 11 0 0 2 0 1
Cefuroxina Axetil (Oral) (30pg) 1 0 0 11 0 0 2 0 1
Cefuroxina Axetil (Sédica) (30pg) 1 0 0 10 1 0 1 1 1
Amoxicilina (20pg) + Clavulanato
1 0 0 9 0 2 0 2 1
(10pg)
S = Sensivel; | = Intermediario; R = Resistente

O altonumerodeisolados de Salmonella spp. multirresistentes a antibiéticos encontrado
nas amostras é preocupante pois demonstra que esses microrganismos estdo se
tornando resistentes a varios tipos de substancias antibiéticas disponiveis no mercado
para tratamento de infeccdes. A Organizacdao Mundial da Saude - OMS® alerta para o
fato de que as bactérias estdo criando mecanismos de resisténcia a novas substancias
antibidticas com rapidez superior ao desenvolvimento desses medicamentos e, se a
situacao nao for controlada, bactérias multirresistentes ndo serao combatidas através
dos medicamentos disponiveis, acarretando em consequéncias imprevisiveis a saude.
Para amenizar esses efeitos, Korb et al.?® sugerem que o controle da resisténcia
bacteriana deve ser feito de forma integrada e intersetorial através de a¢des continuas
qgue divulguem os maleficios relacionados ao uso indiscriminado e sem necessidade de
antibidticos. O ideal é que a prescricdo de antibidticos para inibir infec¢bes causadas
por bactérias em humanos e animais seja realizada por médicos e veterinarios apés o
isolamento da bactéria e a aplicacdao de testes de resisténcia antimicrobiana afim de
gue substancia e dose corretas sejam administradas sem exageros®,
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Quanto a capacidade de formacao de biofilme em superficies de poliestireno, todos
os 15 isolados avaliados foram considerados ndo formadores. Existem estruturas
presentes em Salmonella spp. que contribuem significativamente para que esse
microrganismo seja capaz de formar biofilme, por exemplo, as fimbrias presentes
na estrutura celular de Salmonella spp., relatadas por Gibson et al.®® como principais
responsaveis pela formacao de biofilmes em superficies. Segundo Borges et al.®%, a
formacdo de biofilmes também pode estar relacionada a uma variedade de genes,
sendo que a presenca ou auséncia de um gene pode ou nao refletir sua expressao.
Ainda, os mesmos autores evidenciaram que a temperatura influencia na formacao de
biofilmes de cepas de Salmonella Enteristidis e Salmonella Typhimurium, obtendo uma
reducdo na produc¢ao de biofilme a 28 °C. Assim, caracteristicas especificas de cada
sorotipo também sdo fatores que podem influenciar no crescimento e na capacidade
de formacgdo de biofilmes de cepas de Salmonella®".

Apesar dos isolados deste estudo terem apresentado morfologia e reacdes bioquimicas
caracteristicas de Salmonella spp., eles ndao apresentaram a capacidade de formar
biofilme. A possivel explicacao para estes resultados esta no fato de que a formacao de
biofilme ndo é somente dependente de estruturas celulares como fimbrias, podendo
ser expressa ou suprimida dependendo de fatores genéticos que sao regulados
principalmente por condi¢bes ambientais, aos quais provavelmente os isolados
avaliados nao foram submetidos.

Conclusao

Apesar de nenhum dos isolados de Salmonella spp. ter demonstrado capacidade de
formar biofilmes em superficies de poliestireno, a presenca desse microrganismo em
amostras de produtos carneos indica falhas e falta de cuidados higiénicos na cadeia
produtiva. Ainda, o alto indice de resisténcia a antimicrobianos demonstra que cuidados
devem ser reforcados ao administrar essas substancias sem necessidade especifica,
tanto em humanos quanto em animais.
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