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RESUMO

O leite e seus derivados sao alimentos de grandes valores nutricionais oferecidos a populagao,
mas também uma grande fonte de contaminacdo por bactérias. Além disso, o uso
indiscriminado de antimicrobianos na pecuaria leiteira vem sendo preocupante, causando
resisténcia a diversos microrganimos a diferentes antibioticos. Sabendo disso, o objetivo do
presente estudo foi objetivo investigar a resisténcia dos antimicrobianos em amostras de
E.coli isoladas de leite pasteurizado, comprados em supermercados da cidade de Monte
Carmelo, Minas Gerais. Todos os 1solados foram sensiveis a Tetraciclina e ao Cloranfenicol.
Apenas um isolado teve resisténcia intermediaria com a Ciprofloxacina e outro isolado com
relagdo a Ceftazidima. Todos isolados foram resistentes aos antibioticos Oxacilina e
Penicilina. Conclui-se que o leite pasteurizado apresentou isolados resistentes a importantes
antimicrobianos, inclusive de uso humano, representando, assim, um risco a saide humana.
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ABSTRACT

Milk and its derivatives have great nutritional value, but they are also a major source of
bacteria contamination. Furthermore, the indiscriminate use of antimicrobials in dairy farming
has been a concern, causing resistance in different microorganisms to different antibiotics. So,
the objective of the present study was to investigate antimicrobial resistance in samples of
E.coli isolated from pasteurized milk, purchased in supermarkets in the city of Monte
Carmelo, Minas Gerais. All isolates were sensitive to Tetracycline and Chloramphenicol.
Only one isolate had intermediate resistance to Ciprofloxacin and another isolate to
Ceftazidime. All isolates were resistant to Oxacillin and Penicillin antibiotics. It is concluded
that pasteurized milk presented isolates resistant to important antimicrobials, including those
for human use, thus representing a risk to human health.
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INTRODUCAO

O uso exacerbado de antibidticos em bovinos lactantes vem sendo cada vez maior.
Uma vez feita o uso de antibidtico errado na medicina veterinaria seja ele por via oral,

' Graduanda do curso de Medicina Veterinaria pelo Centro Universitario Mério Palmério- UNIFUCAMP.
(amandacruvinel@unifucamp.edu.br)

? Professora orientadora, graduada em Medicina Veterinaria, mestre ¢ doutora em Medicina Veterinaria
(Universidade Estadual Paulista - UNESP/Jaboticabal-SP). Professora de Medicina Veterinaria (Centro
Universitario Mario Palmério - UNIFUCAMP/Monte Carmelo-MG) (laryssaribeiro84@gmail.com)



Resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli

intramuscular, na dieta, intramamadria, pela pele ou intrauterina pode haver resultados de
residuos no leite. A presenca desses residuos pode sortir efeitos toxicos diretamente no
consumidor, como alergia em uma pessoa hipersensivel, e também indiretamente pela
inducdo de cepas bacterianas. (STOLKER & BRINKMAN, 2005).

O setor de producao de leite exerce enorme importancia econdmica e social por ser um
gerador de empregos. Mesmo as pequenas propriedades rurais, muitas vezes familiares,
possuem grande relevancia social tanto pelo nimero de familias envolvidas quanto pelo
volume de leite produzido. Muitos agricultores sobrevivem integralmente da renda gerada
pela atividade leiteira (CARVALHO; OLIVEIRA, 2006). Sobre isso, a Federa¢do das
Industrias do Estado de Sao Paulo (2016) projeta, para 2026, uma producao de 44,4 milhdes
de toneladas de leite, crescimento médio de 2,4% ao ano.

Isso porque o leite ¢ um dos alimentos mais ricos em nutrientes. Entretanto, também ¢
um grande veiculo de transmissdo de patdgenos veiculados na ingestdo de alimentos por
Escherichia coli. (OLTRAMARI et al., 2012). Sao importantes causas de doencas
transmitidas por alimentos (DTAs) e transmissdo de zoonoses os contaminantes de origem
exdgena, como a Escherichia coli. Portanto, ha uma grande preocupacdo em impedir que
esses microrganismos estejam associados a matéria-prima e se multipliquem no alimento
(GERMANO; GERMANO, 2008).

Uma das causas mais agravantes para o uso de antimicrobianos vem sendo as mastites,
em que, na maioria dos casos, existe o uso incoerente dos medicamentos e também nao se
respeita o periodo de caréncia (COSTA et al.; 1999). O leite, quando hé presenca de residuos
de antibioticos, ¢ considerado adulterado e improprio para consumo humano (RUELA et al.
2005). Para que isso nao ocorra, deve ser respeitado o periodo de caréncia de cada droga, para
que nao ocorra a presenga de residuos no leite (BRITO et al.; 2005).

Ainda, com o uso indiscriminado e errado de antibidticos, pode-se observar que
existem bactérias que sdo resistentes, gerando assim uma grande preocupacao aos produtores
rurais ¢ também aos laticinios que industrializa e comercializa este alimento para todo pais.
Essa situacdo se agrava quando ha a chance de disseminagdo das bactérias para a populagao
como contaminantes de alimentos (Dambrosio et al.,2007). No Brasil, por exemplo, foram
coletadas 260 amostras de leite pasteurizado em diferentes laticinios comerciais ¢ foram
encontrados 47 isolados de E. coli, com altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos
como ampicilina (19,2%), cefalotina (18,9%) e tetraciclina (17,1%) (ZANELLA et al., 2010).

Diante desse contexto, este trabalho tem como objetivo investigar a resisténcia dos
antimicrobianos em amostras de E.coli isoladas no leite pasteurizado.

MATERIAS E METODOS

O estudo foi realizado com quatro amostras de leite pasteurizado. As amostras foram
adquiridas em supermercados da cidade de Monte Carmelo, Minas Gerais. Imediatamente
apds a compra, as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo blocos de
gelo e encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia do Centro Universitario Mario
Palmério (UNIFUCAMP), onde foram submetidas as analises.

e Preparo das diluigdes das amostras (APHA, 2001)

De cada leite, assepticamente, 25 mL foram colocados em frascos contendo 225 mL
de 4gua peptonada a 0,1%, esterilizada. A mistura foi homogeneizada, obtendo-se a diluigao
inicial de 10". Apos esse processo, foram realizadas dilui¢des decimais até 10~ utilizando-se
o mesmo diluente.

e Identificacdo de Escherichia coli
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Foram depositados 0,1 mL de cada diluigdo, em placas de 4gar Mac Conkey. Apds a
homogeneizacao, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Apds esse tempo, 3
colonias caracteristicas de Escherichia coli foram coletadas e passadas para o caldo BHI.

e Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

Com o auxilio de um suabe estéril, as as culturas foram semeadas em placas contendo
agar Mueller-Hinton e, apos a secagem da superficie do meio, foram colocados discos
contendo os antimicrobianos (BAUER et al., 1996). As placas foram acondicionadas em
estufa a 37°C por 24h. Os antimicrobianos testados foram: Cloranfenicol (30 mcg), Penicilina
(10 UI), Ceftazidima (30 mcg), Ciprofloxacina (5 mcg), Oxacilina (1 mcg), Tetraciclina (30
mcg).

Apo6s o periodo de incubacao, os halos de inibigao da multiplicacdo bacteriana foram
mensurados com o auxilio de uma régua milimetrada. Os halos foram comparados com os
intervalos estabelecidos pelo CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARD
INSTITUTE 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo isolou trés colonias de E. coli de trés amostras de leite e apenas uma
colonia de uma amostra dos leites. Sendo assim, obtiveram-se um total de 10 isolados de E.
coli.

Sao importantes causas de DTAs e transmissdo de zoonoses 0s 0S microrganismos
como Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Brucella abortus,
Staphylococcus aureus, entre outros. Portanto, a grande preocupagdo ¢ impedir que esses
microrganismos estejam associados a matéria-prima e se multipliquem no alimento
(GERMANO; GERMANO, 2008). Por isso, a importancia de uma pasteurizagcdo efetiva e
controle de qualidade do processo de pasteurizagao.

A presenga de E. coli nos alimentos ¢ utilizada para indicar a possibilidade de
contaminagdo fecal e a presenca de outras bactérias enteropatogénicas. Entretanto, alguns
grupos de E. coli sao patogénicos € podem ser transmitidos por alimentos. Assim, mesmo em
quantidades reduzidas, podem tornar-se significativas, em especial quando as condigdes do
meio no qual se encontram permitem sua multiplicacio (FRANCO; LANDGRAF, 2002),
como acontece com o leite e seus derivados.

Os diferentes grupos de E. coli diarreiogénicas podem estar presentes em derivados de
leite, como reportado no México por Canizalez-Roman et al. (2013). De um total de 669
produtos de laticinios analisados, detectou-se 2,84% de E. coli diarreiogénicas e, entre essas,
68,42% EPEC, 10,52% EAEC, 15,78% STEC e 5,26% ETEC.

No presente estudo, todos os isolados foram sensiveis a Tetraciclina e ao
Cloranfenicol. Apenas um isolado teve resisténcia intermedidria com a Ciprofloxacina e outro
isolado com relacdo a Ceftazidima. Todos isolados foram resistentes aos antibidticos
Oxacilina e Penicilina.

Alimentos de origem animal servem como fonte de patdgenos resistentes a
antimicrobianos que podem, direta ou indiretamente, resultar em infec¢des por
microrganismos resistentes em humanos (BARBOSA; JORGE; UENO; 2007). No Estado do
Parand, Brasil, por exemplo, 260 amostras de leite pasteurizado foram coletadas em diferentes
estabelecimentos comerciais e foram encontrados 47 isolados de E. coli, com altos niveis de
resisténcia a agentes antimicrobianos como ampicilina (19,2%), cefalotina (18,9%) e
tetraciclina (17,1%) (ZANELLA et al., 2010). Um outro estudo, também no Brasil, mostrou
que os grupos beta-lactimicos sdo os antimicrobianos mais usados no tratamento para
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infeccdes em gado leiteiro, representando 38,22% do total de todos os antibidticos, seguidos
pelos aminoglicosideos (25,19%) e pela tetraciclina (15,41%) (NETTO et al., 2005).

A resisténcia das bactérias aos antibioticos, como o ocorrido com o presente estudo, se
tornou um grande problema de satide publica, pois 0os microrganismos se tornam reservatorios
de genes resistentes (DAMBROSIO et al.; 2007).

Inimeras pesquisas que sao feitas em bactérias isoladas de alimentos revelam
resisténcias a antibioticos de uso humano, o que se torna alarmante, pois pode ser uma forma
de disseminar a resisténcia, na populagdo, com a contaminagdo de alimentos (DAMBROSIO
ET AL; 2007). E, dentre as bactérias que sao isoladas e demostra mais resisténcia, podemos
citar a E.coli a qual vem agravar s€rios riscos a saide humana podendo ser de maior
frequéncia em idosos e criancas (MARTINEZ; TRABULSI,2008).

Contudo, uma qualidade boa de leite condiz a inimeros gestores € ndo s6 a quem
venda, mas sim principalmente a quem compre. Um leite com qualidade baixa pode trazer
inimeros riscos a saude humana, e também prejuizos a empresa fabricante (SOUZA ET AL.
2009). Por isso € primordial a garantia de qualidade ainda na produgdo primaria, pois a falta de
acoes corretas nessa etapa compromete o resultado final do produto.

CONCLUSAO

Isolados de E. coli de leite pasteurizado foram resistentes a importantes
antimicrobianos de uso humano, como Oxacilina e Penicilina, apesar de terem sido sensiveis a
antimicrobianos como Cloranfenicol.

CONSIDERACOES FINAIS

O leite pasteurizado apresentou isolados de E. coli e, com resisténcia a
antimicrobianos de importancia em saide humana, como Oxacilina e Penicilina,
demonstrando, assim, ser um risco a saude humana. Sugere-se que outros estudos sejam
realizados para verificar a presenca de E. coli patogénicas em leite pasteurizado, assim como
a avaliacdo dos isolados com relagdo a resisténcia antimicrobiana a fim de evitar problemas
de satde publica.
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