RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Listeria monocytogenes ISOLADAS
DE DIFERENTES CORTES BOVINOS

MANTILLA, S.P.S. % KASNOWSKI, M.C.:; ALMEIDA, G. S % OLIVEIRA,
L.A.T3: FRANCO, R. M.2

Resumo

A utilizacdo de antimicrobianos gerou grande otimismo em relacéo a prevencao
e ao tratamento dos processos infecciosos. Entretanto, o uso exagerado e nem
sempre criterioso dos mesmos trouxe dificuldades, sendo a maior delas
representada pela progressiva resisténcia bacteriana aos farmacos. As
bactérias podem ser classificadas em sensiveis, intermediarias e resistentes
aos antimicrobianos. A resisténcia bacteriana pode ser natural ou adquirida. A
primeira corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana, e a adquirida,
a caracteristica de uma ou mais amostras da espécie, sendo que aquisicao de
resisténcia por uma célula bacteriana sensivel € decorrente de uma alteracao
genética. A L. monocytogenes é um patdgeno que pode ser transmitido via
ingestdo de alimentos contaminados. Esta bactéria demonstra resisténcia a
alguns antimicrobianos utilizados na medicina humana, sendo um perigo em
potencial para os consumidores. Neste experimento foram testadas 25 cepas
de L. monocytogenes oriundas de dois cortes bovinos muito consumidos no
Brasil: alcatra e acém, frente a antibidticos (Penicilina G, Oxacilina,
Vancomicina, Eritromicina, Clindamicina, Cefalotina, Ampicilina, Gentamicina,
Tetraciclina e Cefoxitina) objetivando verificar a ocorréncia de estirpes
resistentes aos mesmos. Todas as cepas foram resistentes a cefoxitina,
ampicilina e oxaciclina, representando um problema para a saude coletiva,
principalmente para os individuos com alguma deficiéncia imunolégica.
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Introducéo

A carne bovina é considerada um alimento de origem animal com
elevado teor de proteinas de alto valor biolégico, sendo sua comercializacao de
grande importancia para o ganho de capital em nivel nacional e internacional.

A 4gua e os alimentos estdo entre o0s principais veiculos de
disseminacdo dos microrganismos emergentes e o uso indiscriminado de
antibioticos, particularmente nos alimentos de origem animal, tem favorecido a
selecdo de linhagens cada vez mais resistentes e, portanto, de dificlil
tratamento médico.

O uso excessivo de antibidticos no tratamento de animais doentes e/ou
como medida profilatica em animais produtores de alimentos e promotores de
crescimento vem acelerando a emergéncia da resisténcia bacteriana a
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antimicrobianos. Tal pratica € muito comum, o que favorece a presenca ce
residuos de antibidticos nos alimentos e consequentemente a selecdo de
bactérias resistentes, que podem ser transferidas aos humanos
comprometendo uma possivel antibioticoterapia (MENG et al., 1998).

Considera-se como um fator agravante a microbiota natural e/ou
contaminante da carne bovina constituida por Listeria spp. A L. monocytogenes
€ um patégeno emergente capaz de ocasionar meningite e provocar abortos
através da ingestdo de alimentos contaminados, que ndo foram submetidos ao
tratamento térmico adequado na eliminacdo de bactérias.

O género Listeria apresenta susceptibilidade uniforme aos antibiéticos
contra bactérias Gram positivas (CASTRO, 1989;. Os antimicrobianos mais
indicados no tratamento da listeriose sdo: ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol
e eritromicina (CASTRO, 1989). Marth (1988) relata que a maioria das cepas
desse microrganismo é sensivel a tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina e
cefalotina.

Alguns autores citam que a Listeria spp. pode ser refrataria aos
mecanismos bactericidas de muitos antibiéticos, por ser intracelular e usar esse
mecanismo para multiplicar-se e proteger-se, visto que os antimicrobianos se
encontram no fluido extracelular e poucos séo os agentes que podem penetrar,
acumular e alcancar o citossol das células (CRESPO et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi observar a ocorréncia de cepas de Listeria
monocytogenes oriundas de dois cortes bovinos bastante consumidos no Brasil
resistentes a diversos antimicrobianos.

Material e Métodos

Foram obtidas 30 amostras de carne bovina do corte acém e 30
amostras do corte alcatra em estabelecimentos comerciais incluindo
supermercados e acougues em areas de diferentes niveis sociais do municipio
de Niterdi e Rio de Janeiro, RJ. As analises bacteriol6gicas foram realizadas no
Laboratério de Controle Microbiolégico de Produtos de Origem Animal, da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF). Apés o
isolamento e identificacdo, os cultivos foram testados quanto a sensibilidade
aos antimicrobianos, segundo o método recomendado por NCCLS (2003), tido
COMO 0 mais preciso.

As cepas isoladas, biotipificadas e sorotipadas, em estoque, foram
mantidas em meio ambiente durante 30 minutos, sendo, ap0s este tempo
semeadas em agar tripticase de soja com 0,6% de extrato de levedura e
incubadas a 30°C por 24 horas. Os subcultivos crescidos foram
homogeneizados em agua destilada esterilizada, padronizando-se a suspenséo
para uma turvacao igual ao padrdo nimero um da escala de Mc Farland: 1 mL
de cloreto de béario (BaCl))a 1% + 99mL de acido sulfurico (H,SOg)a 1%
(0,36N) que corresponde a 3,8x10® microrganismos por mililitro. Placas
contendo agar Mdueller Hinton, ap6s serem retiradas da geladeira, foram
incubadas a 37°C durante 1 hora antes da semeadura e mantidas em
temperatura ambiente por 3 a 5 horas, sendo repicadas utilizando-se um
“swab” esterilizado embebido com o inéculo, para o espalhamento homogéneo
na superficie do meio.



Apoés a absorcdo do inoculo por alguns minutos, foram colocados os
disco contendo diferentes antimicrobanos com auxilio de uma pingca
previamente flambada e resfriada. Apds a colocacdo dos discos, as placas
foram incubadas a 30°C durante 24 horas.

Neste estudo foram utilizados os seguintes antimicrobianos: Penicilina
G, Oxacilina, Vancomicina, Eritromicina, Clindamicina, Cefalotina, Ampicilina,
Gentamicina, Tetraciclina e Cefoxitina.

O resultado foi determinado a partir da mensuragéo do tamanho da zona
de inibicdo com um halémetro e na classificacdo das cepas em sensiveis,
moderadamente sensiveis, intermediarias ou resistentes de acordo com o
didmetro da zona padrdo estabelecida na tabela para cada antimicrobiano.

Resultados e Discussao

A maioria das cepas apresentou resisténcia aos antimicrobianos
testados. Todas as 25 cepas de L. monocytogenes foram resistentes a
cefoxitina, ampicilina e oxaciclina. Sendo que as pertencentes ao sorogrupo 4b
demonstraram resisténcia aos mesmos antimicrobianos e também a
gentamicina, clindamicina e cefalotina. Em relacdo aos outros antibioticos
testados, as cepas apresentaram resisténcia a gentamicina (96%), clindamicina
(88%), penicilina (92%), vancomicina (60%), eritromicina (96%), cefalotina
(92%) e tetraciclina (92%).

Das trés cepas de L. monocytogenes Y c testadas, somente uma foi
sensivel a tetraciclina (33,3%), uma a vancomicina (33,3%) e duas a cefalotina
(66,7%). Das estirpes 1/2b, uma mostrou sensibilidade intermediaria a
gentamicina e outra foi sensivel a gentamicina. Das 3 L. monocytogenes 4b
oriundas do acém, duas foram sensiveis a penicilina e vancomicina e uma a
tetraciclina e eritromicina. Das 16 cepas de L. monocytogenes 4b isoladas da
alcatra, sete foram sensiveis a vancomicina e trés intermediarias a
clindamicina. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Resultado do antibiograma realizados nas cepas de L.
monocytogenes isoladas de acém e alcatra bovina.

L. monocytogenes - numero de cepas R,S ou |/ Total de cepas
isoladas e ( %)
Antibiéticos | Acém Acém Alcatra Alcatra
sorotipo 4 b sorotipo ¥2c | sorotipo ¥2 b sorotipo 4 b
Gentamicina | 3R/3 (100) 3R/3 (100) 1S/3 (33,3) 16R/16 (100)
11/3 (33,3)
11/3 (33,3)
Cefoxitina 3R/3 (100) 3R/3 (100) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
Ampicilina 3R/3 (100) 3R/3 (100) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
Clindamicina | 3R/3 (100) 3R/3 (100) 3R/3 (100) 31/16 (18,7)
13R/16 (81,2)
Oxaciclina 3R/3 (100) 3R/3 (100) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
Penicilina 1R/3 (33,3) 3R/3 (100) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
2S/3 (66,7)
Vancomicina | 1R/3 (33,3) 2R/3 (66,7) 3R/3 (100) 7S/16 (43,7)
2S/3 (66,7) 1S/3 (33,3) 9R/16 (56,2)




Eritromicina | 2R/3 (66,7) 3R/3 (100) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
1S/3 (33,3)
Cefalotina 3R/3 (100) 1R/3 (33,3) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
2S/3 (66,7)
Tetraciclina | 2R/3 (66,7) 2R/3 (66,7) 3R/3 (100) 16R/16 (100)
1S/3 (33,3) 1S/3 (33,3)

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um tema amplamente
pesquisado por diversos autores, devido a grande importancia desta condicéo
para a salde publica. A medida que os antimicrobianos vdo sendo utilizados
indiscriminadamente, aumenta-se o nimero de bactérias resistentes as drogas
mais usadas na terapia humana. Todas as cepas de L. monocytogenes
iIsoladas nesta pesquisa apresentaram-se resistentes aos antimicrobianos:
cefoxitina, oxaciclina e inclusive a ampicilina, que € uma das drogas mais
indicadas para o tratamento da listeriose segundo Jay (2005) e Castro (1989).

Os resultados do presente estudo divergem dos citados na literatura,
gue indicam geralmente sensibilidade a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol,
eritromicina e cefalotina (SEELIGER; JONES, 1996; MARTH, 1988; CASTRO,
1989). E de se esperar que diferentes cepas, ou mesmo cepas idénticas,
isoladas de locais (paises) diferentes, provavelmente tenham comportamento
diferente frente aos antibidticos usados, o que explicaria a diversificacdo de
resultados encontrados na literatura.

Gongalves (1998) obteve resultados similares aos obtidos nesta
dissertacdo, visto que cepas de Listeria spp. resistentes a tetraciclina,
cloranfenicol, eritromicina, ampicilina e cefoxitina foram isoladas a partir de
cortes de frango congelados.

Aradjo (1998) também descreveu cepas de L. monocytogenes
resistentes aos antimicrobianos cefoxitina, cefalotina, clindamicina e amicacina.
Yucel et al. (2005) isolaram espécies de Listeria, oriundas de carne bovina e
produtos carneos, resistentes a ampicilina e cefalotina. Por outro lado, Wong et
al (1990) verificaram em seus isolados um niumero maior de cepas susceptiveis
aos antibidticos testados, principalmente a ampicilina, clorafenicol, eritromicina,
gentamicina e penicilina.

Também encontrou-se no presente trabalho cepas desta mesma espécie
resistentes a outros antibioticos indicados no tratamento da listeriose humana,
como por exemplo, tetraciclina e cefalotina, aos quais 92% das cepas
demonstraram resisténcia, e 96% apresentaram-se resistentes a eritromicina.
Estes resultados discordam dos citados por Marth (1988) o qual relata que a
maioria das cepas de L. monocytogenes € sensivel a estes antimicrobianos.
Talvez as cepas ja tenham adquirido resisténcia da década de 80 para a atual.

Em relacdo a penicilina, 92% das cepas de L. monocytogenes foram
resistentes a este antibético, corroborando com os resultados obtidos por
Hansen et al. (2005), pois estes pesquisadores observaram que todas as cepas
de L. monocytogenes isoladas a partir de pacientes, foram sensiveis a
penicilina e a ampicilina.

Todas as cepas (100% dos isolados testados) foram resistentes a dois
ou mais antimicrobianos, sendo que 92% destas cepas multiresistentes
apresentaram resisténcia a penicilina. Prazak et al. (2002) encontraram
resultados muito parecidos, onde 95% das cepas de L. monocytogenes
oriundas de amostras de repolho, do meio ambiente e de agua foram




resistentes a dois ou mais antimicrobianos, e 85% destas foram resitentes a
penicilina. Antunes et al. (2002) também isolaram cepas de L. monocytogenes,
a partir de carcacas de frango, com mudltipla resisténcia antimicrobiana em 74%
das amostras analisadas.

Conclusdes

A existéncia de cepas de L. monocytogenes resistentes aos
antimicrobianos utilizados rotineiramente no tratamento da listeriose representa
um problema para a saude coletiva, principalmente para os individuos que
fazem parte do grupo de risco, que sdo aqueles com deficiéncia imunoldgica. A
confirmacdo da mudltipla resisténcia deste patdégeno serve como alerta para o0s
produtores de carne bovina e a populacdo em geral devido ao risco de
resisténcia antimicrobiana que este alimento pode representar para o
consumidor, prejudicando a terapéutica de doencas humanas de dificil
tratamento.
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