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RESUMO 

Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

Fundação Universidade Federal do Pampa 

 

AVALIAÇÃO DE RESISTÊNCIA AOS ANTIBIÓTICOS EM BACTÉRIAS ISOLADAS 

DA CARNE BOVINA  

 

Autora: Ticiane da Rosa Pinheiro 

Orientadora: Profª Drª Cheila Denise Ottonelli Stopiglia 

Local e Data da Defesa: Uruguaiana, 04 de abril de 2019. 

 

O Brasil lidera o ranking de exportação e é o segundo maior consumidor de carne 

bovina do mundo. O Rio Grande do Sul é responsável por, aproximadamente, 6,5% da 

produção nacional de carne bovina, sendo que a maior parte da produção da bovinocultura de 

corte gaúcha é destinada ao consumo do próprio estado, tendo em vista que o churrasco é 

considerado o prato típico do gaúcho. Os antimicrobianos são amplamente utilizados em 

animais produtores de alimentos para profilaxia, tratamento e, principalmente, como indutores 

de crescimento. O uso inadequado dos antimicrobianos na produção animal pode deixar 

resíduos nos tecidos animais. Uma fração significativa desses antimicrobianos aplicados na 

prática veterinária equivale aos medicamentos classificados pela Organização Mundial de 

Saúde como ―criticamente importantes‖ na terapia humana para tratamento de infecções. 

Assim, o objetivo desse estudo foi determinar o perfil de resistência aos antibióticos, detectar 

a presença de beta-lactamases e resíduos de antimicrobianos e avaliar a viabilidade de 

bactérias sob ação da temperatura na carne bovina. No período entre junho de 2017 e agosto 

de 2018 foram adquiridas 45 amostras de carne bovina de diferentes supermercados e 

açougues do município de Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brasil. Uma porção de 25g foi 

retirada assepticamente da parte interna de cada amostra e adicionada em 225 mL de água 

peptonada. Diluições seriadas (10
-1

 a 10
-5

) foram inoculadas em placas de ágar sangue de 

carneiro e de ágar MacConkey, incubadas a 35ºC por 24h. Colônias com diferentes 

características morfológicas foram selecionadas e submetidas à técnica de coloração de Gram 

e identificadas por provas bioquímicas. O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi 

realizado pelo método de disco difusão. A confirmação da produção de beta-lactamases de 

amplo espectro (ESBL) foi realizada pelo método de sinergia de discos e a produção de 

carbapenemase pelo método de discos combinados. A análise de resíduos antimicrobianos foi 

executada por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas em tandem. Foram 

isolados um total de 161 enterobactérias, dentre elas 50 produtoras de ESBL e oito produtoras 

de carbapenemase, 15 cocos Gram-positivo e três bacilos Gram-positivo. De modo geral, um 

importante perfil de resistência foi detectado, principalmente para os antibióticos beta-

lactâmicos. Três amostras de carne bovina foram avaliadas sob diferentes temperaturas e, um 

total de 34 micro-organismos foram isolados, sendo na carne crua (n=16), na carne mal 

passada (n=12) e na carne assada (n=06). Foi observado que mesmo sob ação da temperatura 

muitos micro-organismos permaneceram viáveis nas amostras de carne mal passada e assada. 

Ainda, os isolados apresentaram resistência a diferentes antibióticos testados. Não foram 

detectados resíduos de antimicrobianos nas amostras avaliadas. Foi possível observar a 

ocorrência de contaminação microbiana resistente nas amostras de carne bovina analisadas, 

inclusive nas amostras de carne prontas para o consumo, sugerindo que possa existir uma 

correlação entre a presença desses micro-organismos na carne bovina e a transferência de 

resistência aos seres humanos via alimentar. 

Palavras-chave: resistência microbiana; ESBL; carbapenemase; carne bovina. 
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Brazil leads the export ranking and is the second largest consumer of bovine meat in the 

world. Rio Grande do Sul is responsible for approximately 6.5% of the national production, 

and the majority of production of bovine meat from the state is destined for consumption by 

state itself, considering that the barbecue is considered the typical dish of the region. 

Antimicrobials are widely used in food-producing animals for prophylaxis, treatment and, 

mainly, as growth inducers. Inappropriate use of antimicrobials in animal production may 

leave residues in animal tissues. A significant fraction of these antimicrobials applied in 

veterinary practice is equivalent to the drugs classified by the World Health Organization as 

"critically important" in human therapy for the treatment of infections. Thus, the objective this 

study was determine the antibiotic resistance profile, detect presence of beta-lactamases and 

antimicrobial residues, and evaluate the viability bacteria under the action of temperature in 

bovine meat. In the period between June 2017 and August 2018, 45 bovine meat samples 

were purchased from different supermarkets and butchers in the city of Uruguaiana, Rio 

Grande do Sul, Brazil. A 25 g portion was aseptically removed from the inside each sample 

and added in 225 mL of peptone water. Serial dilutions (10-1 to 10-5) were inoculated on 

sheep blood agar and MacConkey agar plates incubated at 35 ° C for 24 h. Colonies with 

different morphological characteristics were selected and submitted to the Gram staining 

technique and identified by biochemical tests. Antimicrobial susceptibility testing was 

performed using the disk diffusion method. Confirmation of the production of extended-

spectrum beta-lactamases (ESBL) was performed by the disk synergy method and the 

production of carbapenemase by the combined disck method. Antimicrobial residue analysis 

was performed by liquid chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS / MS). A total 

of 161 enterobacteria, including 50 ESBL-producing and 8 carbapenemase producers, 15 

Gram-positive cocci and 3 Gram-positive bacilli were isolated. Overall, important resistance 

profile was detected, especially for beta-lactam antibiotics. Three bovine meat samples were 

tested at different temperatures and a total of 34 microorganisms were isolated, with raw meat 

(n = 16), medium-rare (n = 12) and well done(n = 06). It was observed that even under the 

action of temperature many microorganisms remained viable in the samples of barely cooked 

and roasted meat. Moreover, the isolates showed resistance to different antibiotics tested. No 

antimicrobial residues were detected in the samples evaluated. It was possible to observe the 

occurrence of resistant microbial contamination in bovine meat samples analyzed, including 

ready-to-eat meat samples, suggesting that there may be a correlation between the presence of 

these microorganisms in bovine meat and the transfer of resistance to dietary intake. 

Keywords: microbial resistance; ESBL; carbapenemase; bovine meat. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

A presente dissertação foi dividida em três partes principais: Na Parte I encontram-se a 

INTRODUÇÃO, a REVISÃO BIBLIOGRÁFICA e os OBJETIVOS. Na Parte II, item 

MANUSCRITO, encontram-se os resultados, metodologia aplicada, discussão e as referências, 

na forma de três manuscritos. Na Parte III, item DISCUSSÃO GERAL e CONCLUSÃO 

GERAL, estão apresentadas a discussão e conclusão de forma geral desta dissertação. No item 

PERSPECTIVAS encontram-se possíveis ações a serem realizadas para continuação 

aprofundada dessa pesquisa e por fim, item REFERÊNCIAS, refere-se às citações apresentadas 

no decorrer do referencial teórico desta dissertação.  
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PARTE I 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A carne bovina é um alimento de alto valor nutricional devido a sua composição 

química basicamente de água e proteínas (PARDI et al., 2001; SARCINELLI et al., 2007). O 

Brasil lidera o ranking de exportação e é o segundo maior consumidor de carne bovina do 

mundo (BRASIL, 2017; IBGE, 2017). O Rio Grande do Sul é responsável por 

aproximadamente 6,5% da produção nacional de carne bovina, sendo que a maior parte da 

produção da bovinocultura de corte gaúcha é destinada ao consumo do próprio estado (IBGE, 

2017; RIO GRANDE DO SUL, 2011).  

Devido as suas características intrínsecas como, por exemplo, elevada atividade de 

água e pH aproximadamente neutro, a carne bovina torna-se um ambiente favorável à 

proliferação microbiana, porém, os fatores extrínsecos caracterizam a principal fonte de 

contaminação de carnes frescas (FONTOURA, 2006; JAY 2005). Durante o processo de 

abate, as diferentes etapas realizadas aumentam a probabilidade de contaminação, como por 

exemplo, na sangria e esfola, a faca utilizada, se não esterilizada, é capaz de carrear micro-

organismos da superfície para porções musculares recém cortadas (PIGARRO; SANTOS, 

2008). Uma das mais importantes rotas de contaminação dá-se no processo de evisceração 

através de perfurações no trato gastrointestinal, acarretando extravasamento do conteúdo 

fecal, podendo se depositar na carcaça diretamente ou contaminar outras carcaças por contato 

indireto (BRANDÃO, 2011). As mãos dos manipuladores, recipientes de acondicionamento 

não estéreis e desossa mecânica em equipamentos mal higienizados, também representam 

fontes de contaminação e multiplicação microbiana (COUTINHO, 2004; JAY, 2005).  

Os diferentes micro-organismos que contaminam a carne estão amplamente 

distribuídos na natureza, ar, água, pele do animal, utensílios utilizados para o abate, mãos do 

manipulador e trato gastrointestinal de homens e animais (FORSYTHE, 2002).  A pesquisa de 

micro-organismos indicadores é utilizada para avaliar a qualidade microbiológica da carne, 

analisando a ocorrência de contaminação fecal, presença de possíveis patógenos ou micro-

organismos deteriorantes (FRANCO, 2010; JAY, 2005). A temperatura tem uma influência 

importante sobre o crescimento de micro-organismos, pois o desenvolvimento bacteriano 

depende de reações químicas que estão ligadas à temperatura. Os micro-organismos se 

desenvolvem em diversas faixas de temperatura que compreendem a temperatura mínima para 
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crescimento, ideal e máxima, variando entre espécies devido as suas características próprias. 

Esses micro-organismos são classificados em: psicrófilos (crescimento em baixas 

temperaturas), mesófilos (crescimento em temperatura ambiente) e termófilos (crescimento 

em temperaturas elevadas) (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005). Carnes de pescados como o 

salmão, utilizado na produção de sushis e consumidos crus, já mostraram contaminações 

relevantes com presença de coliformes fecais e Staphylococcus aureus (SANTOS et al., 

2012). Estudos descreveram a presença de isolados de S. aureus resistentes a diversos 

antimicrobianos em espetinho de carne bovina e carne de frango, enfatizando a presença 

desse micro-organismo listado como um dos cinco agentes etiológicos mais frequentes em 

doenças transmitidas por alimentos em carnes bem passadas (assadas) (BRASIL, 2010; 

DIAS et al., 2016). Ainda, Listeria monocytogenes foi isolada em amostras de peixes fritos 

e carnes submetidas a tratamento térmico, prontas para o consumo, na Suécia, após um 

grande surto de listeriose descrito no país (LAMBERTZ et al.,2012).  

Em 1940, quando as penicilinas marcaram o início do uso clínico dos antimicrobianos, 

foi levantada a hipótese de que as infecções seriam um problema passado. Porém, em 1946 

foram isoladas bactérias insensíveis às penicilinas. Deu-se então, o início de uma corrida 

contra a resistência bacteriana (FERNANDES, 2000; ROSSI & ANDREAZZI, 2005). As 

bactérias podem apresentar diferentes tipos de resistência e, os principais mecanismos de 

resistência foram descritos e divididos conforme o modo em que inativam os antibióticos 

(LEVINSON, 2010). Algumas bactérias são capazes de produzir enzimas que inativam 

antibióticos através da hidrólise do anel beta-lactâmico, e são classificadas de acordo com o 

potencial/espectro de ação, sendo representadas principalmente pelas penicilinases, 

cefalosporinases, cefamicinases, beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) e 

carbapenemases (GOERING, 2014). As beta-lactamases constituem o principal grupo de 

enzimas que tem a capacidade de degradar exclusivamente antibióticos beta-lactâmicos 

através da hidrólise do anel beta-lactâmico, resultando na inativação do antimicrobiano 

(ANDRADE; DARINI, 2014). As ESBL e as carbapenemases destacam-se como as beta-

lactamases mais importantes devido ao seu extenso espectro de ação frente aos 

antimicrobianos mais utilizados na clínica (BUSH; JACOBY & MEDEIROS, 1995; BUSH & 

JACOB, 2010; GOERING, 2014). 

Os antimicrobianos são amplamente utilizados em animais produtores de alimentos 

para profilaxia, tratamento e, principalmente, como indutores de crescimento. Uma fração 

significativa desses antimicrobianos aplicados na prática veterinária equivalem aos 
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medicamentos classificados pela OMS como ―criticamente importantes‖ na terapia humana 

para tratamento de infecções comuns, cirurgias entre outros (LAXMINARAYAN et al., 2013; 

WEGENER, 2003; WHO, 2017). Diversos estudos sugerem uma correlação entre o consumo 

de antimicrobianos por animais produtores de alimentos, mesmo que em baixas doses, e a 

disseminação de micro-organismos resistentes (CHANTZIARAS et al., 2014; YOU, 2014). 

No Brasil, bactérias como Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria spp., 

são comumente relatadas em estudos apresentando resistência importante aos antimicrobianos 

isoladas de carnes bovinas, suínas, de frango, entre outras (MONTEIRO et al., 2018; 

MONTEZANI et al., 2017; IGLESIAS, 2014). Em bovinos de corte, foi observada a 

ocorrência de E.coli e Salmonella spp. com resistência a antibióticos nos Estados Unidos 

(SCHMIDT et al., 2015). No sudeste do Brasil, um estudo em bovinos, aves e suínos avaliou 

a presença de enterobactérias produtoras de ESBL, e os gêneros mais isolados nas amostras de 

carne bovina foram Citrobacter spp., Klebsiella spp. e Enterobacter spp., apresentando 

resistência a cefalosporinas de terceira geração (TAKAHASHI et al., 2015).  

Embora a resistência antimicrobiana seja onipresente, ainda é complexo associar o uso 

de antimicrobianos na produção de carne bovina com infecções humanas causadas por micro-

organismos resistentes. Existe uma concordância em pesquisas científicas onde a transferência 

da resistência pode ocorrer entre bactérias de animais produtores de alimentos para humanos 

ou vice-versa, sendo a troca de material genético, através dos elementos genéticos móveis, a 

rota mais comum (LAZARUS et al., 2015). Embora o Brasil seja o maior exportador de carne 

bovina e esse alimento tão valorizado na região sul do país, relatos sobre a ocorrência de 

bactérias resistentes nesse tipo de carne ainda é reduzido, portanto, justifica-se a necessidade 

da realização de mais estudos que possam correlacionar a ocorrência de micro-organismos 

resistentes, o mecanismo que confere tal resistência com a real exposição ao ser humano.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Determinar o perfil de resistência aos antibióticos, detectar a presença de beta-

lactamases e resíduos de antimicrobianos e avaliar a viabilidade de bactérias sob ação da 

temperatura em carnes bovinas comercializadas em supermercados e açougues da cidade de 

Uruguaiana- RS.  

 

 

2.2. Objetivos Específicos 



 Isolar bactérias da carne bovina comercializada em supermercados e açougues 

da cidade de Uruguaiana;  

 Avaliar o perfil de resistência aos antimicrobianos das bactérias isoladas;  

 Identificar os isolados resistentes;  

 Realizar triagem de produção enzimática através de testes fenotípicos; 

 Determinar a presença de resíduos antimicrobianos; 

 Avaliar a viabilidade e suscetibilidade aos antibióticos de isolados provenientes 

da carne bovina após ser submetida a processo de cocção, sendo analisadas porções cruas, mal 

passada e assada.   
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 Caracterização da carne 

 

De acordo com o Regulamento de Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de 

Origem Animal (RIISPOA), entendem-se como carne as massas musculares maturadas e 

demais tecidos que as acompanham, incluindo ou não a base óssea correspondente, 

procedentes de animais abatidos sob inspeção veterinária (BRASIL, 1997). 

A carne bovina caracteriza-se pela natureza das proteínas que a compõem, não somente do 

ponto de vista quantitativo como qualitativo. Além de sua riqueza em aminoácidos essenciais, 

ela dispõe de um elevado teor de umidade, gordura, vitaminas do complexo B, glicídios e sais 

minerais, como zinco e ferro (PARDI et al., 2001; SARCINELLI et al., 2007). Contêm, em 

média, 75% de água, 19% de proteínas, 2,5% de gordura, 1,2% de carboidratos, 1,65% de 

nitrogênio residual e 0,65% de cinzas. Sua composição varia também em função da idade, 

sexo, raça, manejo e espécie (PRANDI et al., 1994).  

 

 

3.2 Comercialização da carne bovina 

 

De acordo com os dados do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), o Brasil lidera o ranking mundial de exportações de carne bovina (1,9 milhões de 

toneladas) e estima-se que, até o ano de 2020, a produção brasileira de carnes supra até 44,5% 

do mercado mundial (BRASIL, 2017). 

Dentre os resultados preliminares do último Censo Agropecuário do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) disponibilizado em 2017, foram produzidas cerca 

de 9,5 milhões de toneladas de carne bovina no país, sendo o Brasil, o segundo maior 

consumidor de carne bovina do mundo (38,6 Kg/habitantes) (IBGE, 2017; FAO, 2011). O Rio 

Grande do Sul (RS) é responsável por aproximadamente 6,5% da produção nacional de carne 

bovina com cerca de 11,4 milhões de cabeças de gado (IBGE, 2017). Os campos abertos e 

limpos que caracterizam a região do Pampa Gaúcho fazem do Oeste e do Sul do RS os 

responsáveis pela maior parte do rebanho do estado. Uruguaiana é o terceiro município do 

estado com maior rebanho de bovinos, sendo que, a maior parte da produção da bovinocultura 
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de corte gaúcha é destinada ao consumo do próprio estado (IBGE, 2017; RIO GRANDE DO 

SUL, 2011). 

 

 

3.3 Fatores que influenciam a contaminação da carne 

 

Antes de serem sacrificados, os tecidos dos animais sadios podem ser considerados 

estéreis, pois estão protegidos da contaminação pela pele, que funciona como uma barreira 

bloqueando a entrada de micro-organismos. Sendo exceções de tal esterilidade, o trato 

gastrointestinal, a cavidade naso-faríngea e a porção final do trato urogenital (PRICE & 

SCHWEIGERT, 1994).  

A multiplicação de micro-organismos em carnes pode estar associada a diversos 

fatores como, por exemplo, suas características intrínsecas de elevada atividade de água, 

composição química e pH aproximadamente neutro. Porém, são as características extrínsecas 

que caracterizam a principal fonte de contaminação de carnes frescas (FONTOURA, 2006; 

JAY 2005).  Em fase antecedente ao abate, o animal já se encontra exposto em condições que 

são propícias à contaminação, como nas pastagens e durante pesagens em currais até o 

deslocamento do animal para o local do abate (PARDI et al., 2001). No processo de abate, 

diferentes etapas são realizadas, aumentando assim, a possibilidade de contaminação por 

micro-organismos (BORGES et al., 2002). Durante a sangria do animal, a faca utilizada, se 

não esterilizada, pode carrear micro-organismos ao longo da carcaça. No processo de esfola, 

caracterizada pela remoção da pele do animal, micro-organismos presentes na superfície 

externa da carcaça podem se depositar em porções musculares recém cortadas (PIGARRO; 

SANTOS, 2008). Uma das mais importantes rotas de contaminação dá-se no processo de 

evisceração através de perfurações no trato gastrointestinal, acarretando extravasamento do 

conteúdo fecal, podendo se depositar na carcaça diretamente ou contaminar outras carcaças 

por contato indireto (BRANDÃO, 2011). A água utilizada para banho de aspersão, as mãos 

dos manipuladores, recipientes de acondicionamento não estéreis e a desossa mecânica em 

equipamentos mal higienizados, também representam fontes de contaminação e multiplicação 

microbiana (COUTINHO, 2004; JAY, 2005).   
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3.4 Micro-organismos indicadores de qualidade microbiológica na carne bovina 

 

Devido a sua composição química e às diferentes fontes de contaminação, uma grande 

diversidade de micro-organismos pode ser encontrada na carne bovina (ALCANTARA et al., 

2012). Os diferentes micro-organismos que contaminam a carne estão amplamente 

distribuídos na natureza, ar, água, pele do animal, utensílios utilizados para o abate, mãos do 

manipulador e trato gastrointestinal de homens e animais (FORSYTHE, 2002).  A pesquisa de 

micro-organismos indicadores é utilizada para avaliar a qualidade microbiológica da carne, 

analisando a ocorrência de contaminação fecal, presença de possíveis patógenos ou micro-

organismos deteriorantes (FRANCO, 2005; JAY, 2005).  

Segundo Forsythe (2002), o termo micro-organismo indicador pode ser aplicado a 

qualquer grupo taxonômico, fisiológico ou ecológico de micro-organismos, cuja presença ou 

ausência proporciona uma evidência indireta referente a uma característica particular do 

histórico da amostra (FORSYTHE, 2002).  

Os gêneros Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Enterobacter spp. e Moraxella 

spp., são alguns exemplos de micro-organismos indicadores, capazes de se desenvolverem 

rapidamente, provocando alterações organolépticas, químicas e físicas indesejadas, resultantes 

de suas atividades metabólicas, causando deterioração do produto cárneo (FORSYTHE, 2002; 

JAY, 2005; OLIVEIRA et al., 2008).  

Os gêneros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella são bacilos gram-

negativos pertencentes ao grupo coliformes fecais em alimentos, sendo o gênero Escherichia 

exclusivamente de origem fecal e os gêneros Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella de 

origem não fecal (JAY, 2005). A ocorrência dessas bactérias é interpretada como indicação de 

contaminação fecal, mostrando condições sanitárias e/ou higiênicas insatisfatórias (FRANCO 

& LANDGRAF, 2002).  

Com relação aos micro-organismos patogênicos de origem alimentar, os mais 

importantes associados à carne são: Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Escherichia coli 

O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella, Staphylococcus aureus e 

Yersinia enterocolitica (PARDI et al., 2001). Alimentos contaminados por esses micro-

organismos podem causar diversas doenças como toxinfecções, distúrbios intestinais, 

gastroenterites, entre outras (FORSYTHE, 2002). 
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       3.5 Influência da temperatura no desenvolvimento microbiano  

 

A temperatura tem uma influência importante sob o crescimento de micro-organismos, 

pois o desenvolvimento bacteriano depende de reações químicas que estão ligadas à 

temperatura. Os micro-organismos se desenvolvem em diversas faixas de temperatura que 

compreendem a temperatura mínima para crescimento, ideal e máxima, variando entre 

espécies devido as suas características próprias. Esses micro-organismos são classificados em: 

psicrófilos (crescimento em baixas temperaturas), mesófilos (crescimento em temperatura 

ambiente) e termófilos (crescimento em temperaturas elevadas) (FORSYTHE, 2002; JAY, 

2005).  

Diante da habilidade dos micro-organismos sobreviverem em diferentes temperaturas, 

é difícil predizer as melhores condições de armazenamento dos alimentos, pois espécies como 

a Escherichia coli, tem sua temperatura ótima de crescimento entre 35 e 40ºC, porém, essa 

bactéria consegue se desenvolver em uma faixa de temperatura que vai de 7 a 46ºC, e algumas 

cepas patogênicas se mantém viáveis em temperaturas de refrigeração (FORSYTHE, 2002; 

VARMAN & EVANS, 1996). A espécie Listeria monocytogenes é uma bactéria que possui 

temperatura ótima de crescimento que varia entre 20 e 25ºC. No entanto, esse micro-

organismo tem habilidade de se manter viável até mesmo em ambientes de congelamento 

(BARANCELLI et al., 2011). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), os agentes etiológicos mais 

comuns em Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs) são de origem bacteriana, como 

Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2010). Além disso, 

tempo elevado de exposição em temperatura ambiente, descongelamento ou congelamento 

inadequado, cozimento insuficiente, tipo de embalagem, entre outros, são fatores que 

influenciam a multiplicação desses agentes microbianos (SIRTOLI & CAMARELLA, 

2018).  

Carnes de pescados como o salmão, utilizado na produção de sushis e consumidos 

crus, já mostraram contaminações relevantes com presença de coliformes fecais e 

Staphylococcus aureus (SANTOS et al., 2012). Estudos descreveram a presença de isolados 

de S. aureus resistentes a diversos antimicrobianos em espetinho de carne bovina e carne de 

frango, enfatizando a presença desse micro-organismo listado como um dos cinco agentes 

etiológicos mais frequentes em DTAs em carnes bem passadas (assadas) (DIAS et al., 

2016). Ainda, Listeria monocytogenes foi isolada em amostras de peixes fritos e carnes 
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submetidas a tratamento térmico, prontas para o consumo, na Suécia, após um grande surto 

de listeriose descrito no país (LAMBERTZ et al.,2012). 

 A fim de prolongar a vida útil e otimizar a segurança dos produtos cárneos, a 

refrigeração em torno de 4ºC e o congelamento de -18ºC são os métodos mais utilizados 

pelos estabelecimentos comerciais para retardar ou inibir o crescimento microbiano (JAY, 

2005; AL-JASSER, 2012). Entretanto, mesmo que seja respeitada a temperatura de 

refrigeração, a vida de prateleira do produto cárneo é restrita ao tempo máximo de duas 

semanas, desde que considerados os fatores como pH, exposição a gases e embalagem 

ideais (ODÓÑEZ-PEREDA, 2005). 

 

 

3.6 Uso de antimicrobianos na pecuária 

 

Os antimicrobianos são amplamente utilizados em animais produtores de alimentos 

para profilaxia, tratamento e, principalmente, como indutores de crescimento. Uma fração 

significativa desses antimicrobianos aplicados na prática veterinária equivalem aos 

medicamentos classificados pela OMS como ―criticamente importantes‖ na terapia humana 

para tratamento de infecções comuns, cirurgias entre outros (WHO, 2017; 

LAXMINARAYAN et al., 2013; WEGENER, 2003). O uso exacerbado desses 

antimicrobianos nos animais contribui para o surgimento da resistência em micro-organismos 

que podem ser transmitidos ao homem pelo ambiente (solo, ar, água) e produtos alimentares 

(PRICE et al., 2005). Diversos estudos sugerem uma correlação entre o consumo de 

antimicrobianos por animais produtores de alimentos, mesmo que em baixas doses, e a 

disseminação de micro-organismos resistentes (CHANTZIARAS et al., 2014; YOU, 2014).   

Mais de 70% dos antimicrobianos produzidos mundialmente são destinados ao uso 

veterinário (THIELE-BRUHN, 2003; DÍAZ-CRUZ & BARCELÓ, 2007). As concentrações 

dos antimicrobianos usadas na produção animal encontram-se, geralmente, entre 5 a 20 

mg/Kg e, nessas concentrações, podem deixar resíduos nos tecidos animais (CODEX, 2012; 

DÍAZ-CRUZ & BARCELÓ, 2007). Muitas substâncias, embora sejam utilizadas, não são 

permitidas para uso na melhora do crescimento e desempenho animal, enquanto outras são 

completamente proibidas, mesmo para tratamento clínico (BOELTER 1998). 

O programa Codex Alimentarius desenvolvido de forma conjunta entre a Organização 

das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) e OMS, estabelece através de 
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padrões reconhecidos internacionalmente o nível máximo permitido da concentração ou 

ausência de determinadas substâncias que podem estar presentes em alimentos para consumo 

(CODEX, 2012). Da mesma forma, a legislação brasileira proíbe a ―fabricação, a importação, 

a comercialização e o emprego de preparações farmacêuticas de uso veterinário, de rações e 

de aditivos alimentares contendo cloranfenicol, flurazolidona e nitrofurazona, em animais 

cujos produtos sejam destinados à alimentação humana‖ (BRASIL,1998). 

Em 2017, o Food and Drug Administration (FDA) publicou o relatório anual  

apresentando a lista dos antimicrobianos vendidos e/ou distribuídos para uso em animais 

produtores de alimentos, as classes mais utilizadas foram: tetraciclinas, penicilinas, 

macrolídeos, sulfonamidas, lincosamidas, cefalosporinas e fluoroquinolonas, igualmente 

importantes para terapia humana (FDA, 2017). 

Devido à influência do uso de antibióticos em animais na saúde humana, órgãos 

regulamentadores como FDA elaboram anualmente documentos e disponibilizam relatórios 

sobre a venda e distribuição de antibióticos, encorajando produtores a proibirem e/ou 

diminuírem o uso desses medicamentos para fins de crescimento animal (FDA, 2016; PRICE 

et al., 2012).   

China, Estados Unidos e Brasil estão entre os cinco países com maiores participações 

no consumo global de antimicrobianos na produção de alimentos desde 2010, porém não 

apresentam grande aumento percentual nas projeções realizadas até 2030, o que pode 

significar positivas mudanças no sistema de produção pecuária, assim como em países 

europeus em que o uso profilático desses medicamentos já é proibido para animais produtores 

de alimentos (VAN BOECKEL et al., 2015).  

 

 

3.7 Resistência microbiana  

 

 Em 1940, quando as penicilinas marcaram o início do uso clínico dos antimicrobianos, 

foi levantada a hipótese de que as infecções seriam um problema passado. Porém, em 1946 

foram isoladas bactérias insensíveis às penicilinas. Deu-se então, o início de uma corrida 

contra a resistência bacteriana (FERNANDES, 2000; ROSSI, ANDREAZZI, 2005).   

As bactérias podem apresentar dois tipos de resistência: a intrínseca e a adquirida. A 

resistência intrínseca, ou seja, um mecanismo de resistência natural de genes cromossômicos 

característicos de algum gênero ou espécie, como por exemplo, bacilos gram-negativos, que 
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não possuem receptores para antimicrobianos em seus ribossomos, portanto, não é necessário 

um estímulo para que o micro-organismo expresse a resistência. Já a resistência adquirida é 

originada a partir de mutações ou aquisição de genes plasmidiais de resistência de outras 

bactérias (TORTORA, 2012).  

Dessa forma, os principais mecanismos de resistência foram descritos e divididos 

conforme o modo em que inativam os antibióticos (LEVINSON, 2010). Algumas bactérias 

são capazes de produzir enzimas que inativam antibióticos através da hidrólise do anel beta-

lactâmico, e são classificadas de acordo com o potencial/espectro de ação, sendo 

representadas principalmente pelas penicilinases, cefalosporinases, cefamicinases, beta-

lactamases de amplo espectro (ESBL) e carbapenemases (GOERING, 2014). Outro 

mecanismo de resistência compreende as alterações na permeabilidade da membrana externa, 

impedindo a penetração na célula, ou ainda, mecanismos de ação que alteram a 

permeabilidade da membrana interna, como no caso dos aminoglicosídeos e Pseudomonas 

spp. (TORTORA et al., 2012).  

Bactérias gram-negativas por possuírem membrana externa em sua parede celular, são 

intrinsicamente menos permeáveis a vários antimicrobianos. Assim, a alteração na 

permeabilidade da membrana externa se torna um mecanismo de resistência exclusivo das 

bactérias gram-negativas, que tem a capacidade de diminuir a permeabilidade na estrutura das 

porinas ou, até mesmo, reduzir a quantidade de porinas, resultando na impermeabilidade dos 

antimicrobianos (LEVINSON, 2010). O sistema de efluxo de antibiótico é outro mecanismo 

de resistência, no qual o micro-organismo realiza o efluxo ativo de proteínas 

transmembranares que eliminam o antibiótico, impedindo que alcancem concentração efetiva. 

É o mecanismo de enterobactérias relacionados às tetraciclinas. Muitos antibióticos se ligam a 

um ou mais alvos específicos na célula bacteriana. Assim, mais um mecanismo de resistência 

é descrito, através das alterações na estrutura do alvo do antibiótico que impedem a ligação ou 

reduzem a afinidade da interação, fazendo com que os antimicrobianos não reconheçam o 

alvo (AGUIAR, 2008; TORTORA et al., 2012). 
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3.8 Desenvolvimento da resistência microbiana associada aos alimentos   

 

Em 1950, poucos anos após o início da utilização de antibióticos no combate a 

infecções bacterianas em seres humanos, os agentes antimicrobianos foram introduzidos na 

alimentação animal com principal objetivo de promover o crescimento (WITTE et al., 2000). 

Contudo, a produção agropecuária também utiliza os agentes antimicrobianos com finalidade 

profilática e no tratamento de infecções (PRATA; FUKUDA, 2001).  

Atualmente, a resistência microbiana é considerada um problema ecológico com 

significativa complexidade, englobando diferentes micro-organismos que influenciam no 

ambiente, nos seres humanos e nos animais (WHO, 2015, SO et al., 2015; ZINSSTAG et al., 

2012). 

O uso excessivo e indiscriminado de agentes antimicrobianos em animais produtores 

de alimentos resulta na pressão seletiva de micro-organismos resistentes que podem ser 

transmitidos para os seres humanos de diferentes formas: as bactérias resistentes presentes no 

produto de origem animal podem ser transferidas ao homem pelo consumo do alimento 

contaminado; a resistência antimicrobiana pode desenvolver-se nos micro-organismos 

presentes no animal, podendo não ser patogênica ao ser humano, porém, transferir a 

resistência às bactérias humanas e; através de resíduos de antimicrobianos no alimento que 

acabam oportunizando o desenvolvimento da resistência em bactérias humanas (ANGULO et 

al., 2004; COLLIGNON et al., 2018). 

Nos últimos anos, pesquisas sugerem que alimentos de origem animal possam ser 

fonte de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos (KIRBIS & KRIZMAN, 2015). 

No Brasil, bactérias como Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria spp., 

são comumente relatadas em estudos apresentando resistência importante aos antimicrobianos 

isoladas de carnes bovinas, suínas, de frango, entre outras (MONTEIRO et al., 2018; 

MONTEZANI et al., 2017; IGLESIAS, 2014). Em 2011 foram isoladas e identificadas E. coli 

produtoras de ESBL em carcaças de frango congeladas produzidas no Rio de Janeiro para 

distribuição nacional e para exportação (BOTELHO et al., 2015). Em bovinos de corte, foi 

observada a ocorrência de E.coli e Salmonella spp. resistentes a antibióticos nos Estados 

Unidos (SCHMIDT et al., 2015). 

No sudeste do Brasil, um estudo em bovinos, aves e suínos avaliou a presença de 

enterobactérias produtoras de ESBL, e os gêneros mais isolados nas amostras de carne bovina 

foram Citrobacter spp., Klebsiella spp. e Enterobacter spp. apresentando resistência a 
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cefalosporinas de terceira geração (TAKAHASHI et al., 2015). Isolados de E. coli resistentes 

também foram descritos em amostras de carne bovina no Mato Grosso (CASTRO et al., 

2019). Bactérias resistentes a beta-lactâmicos também foram isoladas da superfície de 

carcaças bovinas em Taiwan (CHEN et al., 2017). 

A disseminação de bactérias multirresistentes aos antimicrobianos e produtoras de 

enzimas inativadoras de antibióticos provenientes de alimentos está descrita pelo mundo 

(VAN BOECKEL, 2015). No Paquistão, entre 2015 e 2016, foi publicado o primeiro relato de 

cepas de E. coli isoladas de carnes de frango cruas produtoras de ESBL Multidrug resistant 

(MDR) (AHMAD et al., 2018). Ainda, entre 2015 e 2016, na Turquia, aproximadamente 70% 

das enterobactérias isoladas de amostras de queijo processado e leite cru, eram produtoras de 

ESBL. Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., Escherichia e Shigella spp. 

estavam entre os gêneros mais isolados (TEPELI & ZORBA, 2018). 

Os agentes antimicrobianos mais utilizados em animais são igualmente de uso comum 

em seres humanos (tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrolídeos, cefalosporinas). Poucas 

classes são exclusivamente de uso humano (carbapenêmicos) e algumas são apenas de uso 

veterinário (ionofóros), devido alta toxicidade (COLLIGNON & MCEWEN, 2019).   

Embora a resistência antimicrobiana seja onipresente, ainda é complexo associar o uso 

de antimicrobianos na produção de carne bovina com infecções humanas causadas por micro-

organismos resistentes. Existe uma concordância em pesquisas científicas onde a transferência 

da resistência pode ocorrer entre bactérias de animais produtores de alimentos para humanos 

ou vice-versa, sendo a troca de material genético através dos elementos genéticos móveis, a 

rota mais comum (LAZARUS et al., 2015). 

 

 

3.9 Beta-lactamases  

 

As beta-lactamases constituem o principal grupo de enzimas que tem a capacidade de 

degradar exclusivamente antibióticos beta-lactâmicos através da hidrólise do anel beta-

lactâmico, resultando na inativação do antimicrobiano (ANDRADE; DARINI, 2014). 

Historicamente, a primeira beta-lactamase foi identificada nos anos 40, quando o uso da 

penicilina se generalizava mundialmente (ABRAHAM & CHAIN, 1940). Logo em 1965, foi 

descrita a primeira beta-lactamase mediada por plasmídeos na Grécia, acarretando na 

disseminação facilitada dessa enzima (MATTHEW et al., 1979).   
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 As principais classificações desenvolvidas para esse grupo de enzimas estão baseadas 

nas propostas de Ambler e de Bush, Jacob & Medeiros (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY 

& MEDEIROS, 1995). A classificação de Ambler dividiu as enzimas de acordo com a 

estrutura molecular, sendo as classes A, C e D classificadas como serina beta-lactamases, por 

possuírem um aminoácido serina no sítio ativo da enzima e classe B classificada como metalo 

beta-lactamases (MBL) que necessitam do cofator zinco para hidrolisar o anel beta-lactâmico 

(AMBLER, 1980). Já Bush, Jacoby & Medeiros classificaram as enzimas de acordo com o 

seu substrato e a capacidade de inibição pelos inibidores de beta-lactamases. As classificações 

foram revisadas por Bush e Jacoby em 2010 e atualizadas, porém a classificação de Ambler é 

a mais utilizada. As beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) e as carbapenemases 

destacam-se como as beta-lactamases mais importantes devido ao seu extenso espectro de 

ação frente aos antimicrobianos mais utilizados na clínica (BUSH; JACOBY & MEDEIROS, 

1995; BUSH & JACOB, 2010; GOERING, 2014).  

 

 

3.9.1 Beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) 

 

Na década de 80, ocorreu um aumento de infecções graves causadas, em sua maioria, 

por bacilos gram-negativos produtores de enzimas beta-lactamases de espectro restrito, 

chamadas cefalosporinases (enzimas que inativam penicilinas e cefalosporinas de 1ª e 2ª 

geração). Sem muitas opções de tratamento, as cefalosporinas de 3ª geração foram atribuídas 

como terapia alternativa (PETERSON & BONOMO, 2005).  

As ESBL são enzimas plasmidiais com capacidade de hidrolisar os antibióticos beta-

lactâmicos, exceto carbapenêmicos e cefamicinas e são inibidas pelos inibidores de beta-

lactamases, como ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam. Em 1983, em decorrência do 

uso indiscriminado das cefalosporinas de 3ª geração, foram relatadas as primeiras bactérias 

produtoras de ESBL em cepas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (ROSSI; 

ANDREAZZI, 2005). As enzimas ESBL mais comumente descritas pertencem à família 

TEM, SHV e CTX-M detectadas principalmente em espécies de Klebsiella pneumoniae e 

Escherichia coli, mas podem estar presentes em diferentes gêneros da família  

Enterobacteriaceae (CHONG et al., 2011). 

 Assim, a disseminação desses genes começou a ser relatada pelo mundo, através de 

dados como do programa sentinela de vigilância antimicrobiana (SENTRY), que entre 2008 e 
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2010 realizou levantamento da resistência antimicrobiana em bacilos gram-negativos na 

América Latina, declarando que Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae eram as espécies 

mais prevalentes com fenótipo positivo para ESBL (GALES et al., 2012). Em levantamento 

atual sobre a ocorrência de enterobactérias produtoras de ESBL nos últimos 20 anos realizado 

pela SENTRY em 42 países distribuídos entre Europa (40%), América do Norte (34%), Ásia 

(13%) e América Latina (13%), ocorreu um aumento de 10 para 24% de isolados produtores 

de ESBL, sendo que dos cerca de 179.000 micro-organismos analisados entre 1997-2016, 

22% dos isolados produtores de ESBL eram da América Latina (CASTANHEIRA et al., 

2018).    

 
 
 

3.9.2 Metalo-beta-lactamases (MBL)  

 

As metalo-beta-lactamases são enzimas que se caracterizam pela habilidade de 

hidrolisarem antimicrobianos beta-lactâmicos, exceto o monobactâmico (aztreonam). Essas 

enzimas não são inibidas por inibidores de beta-lactamases (ácido clavulânico, tazobactam e 

sulbactam) e são dependentes de íons de zinco ou cátions divalentes como cofator de metal 

para realizarem sua ação catalítica, sendo inibidas in vitro pelos agentes quelantes de íons 

metálicos como o ácido etilenodiamino tetracético (EDTA) (LOGAN & WEINSTEIN, 2017; 

QUEENAN & BUSH, 2007).  Alguns micro-organismos produzem naturalmente essas 

enzimas, conferindo-lhes resistência intrínseca, como Bacillus cereus e Aeromonas spp. 

(MENDES et al., 2006). 

Em 1994, o primeiro relato de MBL apresentando resistência ao imipenem e aos beta-

lactâmicos de amplo espectro foi descrito em um isolado de Serratia marcescens, espécie que 

não produz naturalmente essa enzima (OSANO et al., 1994). No Brasil, em 2003, cepas de 

Acinetobacter baumannii foram relatadas como produtoras de MBL (GALES et al, 2012).  

Imipenemase (IMP) e Verona imipinemase (VIM), são as principais famílias de MBL 

adquiridas disseminadas pelo mundo. Quase exclusiva do território brasileiro, a São Paulo 

metalo beta-lactamase (SPM) foi disseminada pelo país, sendo descrita a primeira vez na 

espécie Pseudomonas aeruginosa. Isoladas em diferentes centros de saúde brasileiro, cerca de 

40% dos isolados de P. aeruginosa apresentaram produção da enzima (ANDRADE; DARINI 

2014; CORNAGLIA et al., 2011; MENDES et al., 2006; TOLEMAN et al., 2002).,  
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3.9.3 Klebsiella pneumoniae Carbapenemases (KPC)  

 

O termo Klebsiella pneumoniae carbapenemase foi atribuído devido à primeira 

incidência dessa enzima, em 1996, na Carolina do Norte, detectada em um isolado da espécie 

K. pneumoniae que apresentou resistência significativa ao imipenem e ao meropenem (YIGIT 

et al., 2001). Embora o nome esteja associado à espécie K. pneumoniae, essa denominação é 

utilizada para representar a presença da enzima em diferentes gêneros e espécies bacterianas 

(ANDRADE; DARINI, 2014). Estudos fenotípicos e moleculares concluíram que a 

resistência correspondia a uma nova beta-lactamase, não inibida por EDTA e, portanto, não 

MBL; porém, a atividade foi atribuída pela presença do aminoácido serina, inibida fracamente 

por ácido clavulânico (YIGIT et al., 2001).  

No Brasil, a produção de KPC é o mecanismo de resistência mais descrito nas espécies 

de Klebsiella pneumoniae resistentes aos antimicrobianos carbapenêmicos (SAMPAIO; 

GALES, 2016). Levantamentos recentes relatam a disseminação dessa enzima em patógenos 

gram-negativos em mais de 20 países espalhados em quatro continentes, com surtos 

importantes na China, Suíça, Portugal e Polônia (BARANIAK et al.¸2017; BRADFORT, 

2018; KAZMIERCZAK, 2016; LIANG et al., 2017; RUPPE et al., 2017; VUBIL et al., 

2017).  

Codificadas por genes plasmidiais móveis em quase toda sua totalidade, essas enzimas 

conferem o maior espectro de inativação antimicrobiana, conferindo resistência a todos beta-

lactâmicos, ou seja, todas penicilinas, cefalosporinas, monobactâmico e carbapenêmicos, 

restringindo as opções terapêuticas em infecções graves causadas por bactérias gram-

negativas e, tornando-se um desafio para a saúde pública de diversos países (LOGAN & 

WEINSTEIN, 2017).  
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ABSTRACT 

Resistance in Enterobacteriaceae is mainly mediated the enzyme production 

Extended-spectrum Beta-Lactamases (ESBLs) and carbapenemases. Considering high 

consumption of  bovine meat and few studies that evaluate the real exposure of meat as 

potential source the resistance spread, we salient the importance this research. This study 

phenotypically detected ESBL-, and carbapenemase-producing Enterobacteriaceae to bovine 

meat from south Brazil. Were acquired 45 bovine meat samples, soon a portion 25 g added in 

225 mL of peptone water and shaken for 18 h ate 15ºC. Serial dilutions (10
-1

 10
-5

) were 

spread on MacConkey agar plates, incubated at 35ºC for 24 h. The isolates were identified 

through morphological screening and biochemical tests. Antibiotic susceptibility testing using 

disk diffusion method. Phenotypic ESBL confirmation was performed with double-disk 

synergy test and phenotypic carbapenemase confirmation was performed with combined disks 

test. A total of 161 Enterobacteriaceae were isolates. High resistance rates for beta-lactams 

were observed, 123(86%), 86(53.5%), 29(18%), 25(15.5%) and 21(13%) Enterobacteriaceae 

isolates were resistant against cefazolin, ampicillin, cefoxitin, ceftriaxone and ceftazidime, 

respectively. ESBL-production Enterobacteriaceae was detected in 50 of 58 isolates 

classified in the screening; three isolates were MBL producers and five isolates were KPC 

producers. Reported that Enterobacteriaceae isolates from bovine meat showed high 

prevalence of antimicrobial resistance for beta-lactam. The phenotypic tests confirmed 

different ESBL- and carbapenemases-producing Enterobacteriaceae. Considering high 

consumption of bovine meat and shortage research evaluating the exposure of meat as 

potential source the resistance spread, we salient the importance of this study. However, more 

research and genotypic studies are needed to evaluate the mechanism of transmission of 

resistance genes of ESBL- and carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in bovine meat. 
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HIGHLIGHTS 

 

 ESBL-producing Enterobacteriaceae in bovine meat; 

 MBL- and KPC-producing Enterobacteriaceae in bovine meat; 

 High resistance rates for beta-lactams in bovine meat of South Brazil. 
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Antimicrobial resistance (AMR) is a global public health problem occurring in 

multiple sectors (animal, agriculture and human) (30, 48). Microorganisms suffer selective 

pressure as a consequence of the use of antimicrobials, and as a defense mechanism, end 

up expressing resistance genes that are shared with different bacteria facilitating the 

spread of AMR (26, 47).   

Antibiotics are widely used in food-producing animals for treatment, prophylaxis and 

as growth promoters (19). However, many of these agents are also used in human therapy 

to treatment of infectious diseases including penicillins, cephalosporins, macrolides, 

lincosamides, tetracyclines, aminoglycosides and fluoroquinolones (8). China, the United 

States and Brazil are among the countries with the highest production and export of 

bovine meat, and consequently, make the most use of antibiotics in animal production 

(43). 

Enterobacteriaceae constitute a large family of bacteria widely found in nature and, 

the most, are inhabitants of the intestinal microbiota of humans and animals. Some species 

are important pathogens that cause foodborne and hospital infections (28). The prevalence 

of multidrug-resistant Enterobacteriaceae (MDR) has increased significantly in recent 

years (17). Resistance is mainly mediated the enzyme production like Extended-spectrum 

beta-lactamases (ESBLs), and carbapenemases that promote antibiotic inactivation by 

making bacteria resistant to most antibiotics used in human therapy (22, 33, 34).  

Researches have reported the development of beta-lactamases-producing 

Enterobacteriaceae in foods of animal origin such as meats (bovine, pork and poultry), 

cheeses, milks and vegetables (2, 25, 27, 32, 41). The microorganisms resistant to multiple 

drugs transmitted through the consumption of food of animal origin for humans are a 

concern, resulting in decrease the efficacy of antibiotics (14, 29, 36, 44). 
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Taking into account Brazil is one of the largest exporters of bovine meat in the world 

and the consumption of this food is highly valued in the country, more studies are needed 

to evaluate the real exposure of bovine meat as a potential source of resistance 

propagation. Therefore, aim of this study was to phenotypically detect ESBL, and 

carbapenemase-producing Enterobacteriaceae to bovine meat from South Brazil.   

 

MATERIALS AND METHODS 

Collection, preparation and identification of samples. Bovine meat samples were 

acquired in supermarkets and butchers at Uruguaiana city, South Brazil, between June 2017 

and August 2018, adding 45 samples. Posteriorly, 25 g of samples were added in 225 mL of 

peptone water and shaken for 18 h ate 15ºC. Serial dilutions (10
-1

 10
-5

) were spread on 

MacConkey agar (Oxoid, Basingstoke, UK) plates, incubated at 35ºC overnight. The isolates 

were identified through morphological screening (Gram staining) and biochemical tests, like, 

triple sugar iron, lysine iron agar, citrate, indol, motillity, sulfur production, urease, catalase, 

oxidase, citrate, indole and motility (28). 

Antibiotic susceptibility testing. Using the Kirby–Bauer disk diffusion method, 

antibiotic susceptibility testing was performed. The results were interpreted according to 

CLSI guidelines 2017 (Clinical and Laboratory Standards Institute) (12). Twelve 

antimicrobial agents were used including ampicillin (AMP 10 µg), aztreonam (ATM 30 µg), 

cefazolin (CFZ 30 µg), cefepime (CPM 30 µg), cefoxitin (CFO 30 µg), ceftazidime (CAZ 30 

µg), ceftriaxone (CRO 30 µg), ciprofloxacin (CIP 5 µg), gentamycin (GEN 10 µg), 

meropenem (MER 10 µg), trimethoprim-sulfamethoxazole (SUT 23,75+1,25) and tetracycline 

(TET 30 µg).  

Extended-spectrum β-lactamase (ESBL) screening and detection. Isolates 

classified as ―intermediate‖ and/or ―resistant‖ for ceftazidime and/or ceftriaxone by disk 
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diffusion were considered to be suggestive ESBL producers. The phenotypic ESBL 

confirmation was performed with double-disk synergy test (DDST) (7)  by placing an 

amoxicillin–clavulanic acid (AMC; 20/10 μg) disk in the center between aztreonam (ATM; 

30 μg), ceftriaxone (CRO; 30 μg), ceftazidime (CAZ; 30 μg) and cefotaxime (CTX; 30 μg), 

using a 0.5 Mc Farland suspension of the isolates on Mueller Hinton agar (Oxoid, 

Basingstoke, UK)  plates (6,7).  It was considered a positive test for ESBL production when 

observed increase of zone inhibition from any cephalosporin toward the AMC 

disk.Carbapenemase screening and detection. Isolates presenting zone diameter <25mm for 

meropenem disk (10 μg) were considered to be suggestive carbapenemase producers. The 

phenotypic carbapenemase confirmation was performed with combined disks test (CDT) by 

placing meropenem (MER 10 μg), meropenem + phenylboronic acid (PBA 10 μL), and 

meropenem + ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA 10 μL), using a 0.5 Mc Farland 

suspension of the isolates on Mueller Hinton agar (Oxoid, Basingstoke, UK) plates (6,7). The 

isolates presenting zone diameter >5mm around MER + PBA than zone diameter around 

MER without inhibitor, was considered class A carbapenemase producer (KPC). The isolates 

presenting zone diameter >5mm around MER + EDTA than zone diameter around MER 

without inhibitor was considered class B carbapenemase producer (MBL). 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

High resistance rates for beta-lactams were observed, 123(86%), 86(53.5%), 

29(18%), 25(15.5%) and 21(13%) Enterobacteriaceae isolates were resistant of cefazolin, 

ampicillin, cefoxitin, ceftriaxone and ceftazidime, respectively (Table 1). 

The occurrence of E.coli and Salmonella spp. was observed in beef cattle production 

and processing continuum in United States, and corroborating our study the isolates showed 

resistance to beta-lactams tested (35). Similar resistant data were report in evaluate realized in 
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chicken carcasses from Brazil, most of E. coli isolates were resistant for beta-lactam, 

including ampicillin, cefuroxime and cefotaxime (3). Differently, study evaluating 

antimicrobial resistance in bovine meat in Midwest Brazil, five E. coli isolates was sensitive 

to the tested antibiotics, except two isolates, which presented intermediate resistance to 

streptomycin (9). Still in Brazil, among the 26 ground beef samples, two were positive for 

Salmonella, similar our study where the presence of this microorganism is in disagreement 

with the Brazilian legislation. However non beta-lactamase was detected (13). 

Genotypic tests are the gold standard for detection of enzymatic production. However 

phenotypic tests are commonly used in laboratory routines, for economic and offer good 

sensitivity (7, 16, 40). The most used phenotypic tests in clinical practice are: double-disk 

synergy (DDST) and combined disk testing (CDT) using specific enzyme inhibitors (24, 31, 

37). ESBL-production Enterobacteriaceae was detected in 50 of 58 isolates classified in the 

screening (Table 2). In the carbapenemase-producing Enterobacteriaceae screening, eight 

isolates were detected, three MBL producers and five KPC producers (Table 3). The 

frequency of ESBL- and carbapenemase-producing Enterobacteriaceae was 31% and 5%, 

respectively.  

This result is consistent with other studies that reported the frequency of these 

enzymes production on a wide diversity of Enterobacteriaceae in food isolates. Worldwide 

the presence of ESBL-, MBL- and KPC-producing Enterobacteriaceae in food was reported 

(10, 21, 25, 38, 39).   

Among the Enterobacteriaceae isolated in this study, the genera Escherichia spp., 

Klebsiella spp., Citrobacter spp. and Enterobacter spp. are part of the coliform group, 

indicative microbiological quality bacteria in foods, being E. coli species of exclusively fecal 

origin (20). According to the World Health Organization (WHO), E. coli and Salmonella spp. 

are the most described etiological agents in foodborne diseases of bacterial origin (5). In 
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addition, according to technical regulation of the brazilian health surveillance agency, the 

absence of Salmonella in 25 g or more of fresh or ready-to-eat beef is required (4). The 

Salmonella and E. coli isolates in this study were confirmed ESBL-producers and one 

Salmonella isolate was confirmed KPC-producing presenting a significant resistance profile 

to beta-lactam antibiotics.  

Between 2015 and 2016, of the 32 samples of chicken meat evaluated in the northern 

of Spain, 17 were ESBL-producers and the most isolated species were E. coli, Klebsiella and 

Serratia. Were observed high resistance against beta-lactams antibiotics and tetracyclines, this 

coincided with data reported in our study (15, 46). In the same period, strains of ESBL- and 

carbapenemase-producing E. coli were isolates from chicken meat, with resistance prevalence 

for ampicillin and first- and third-generation cephalosporin, being first report in Pakistan (2). 

In southeastern Brazil, a study on bovine, poultry and pork meats evaluated the 

presence of ESBL-producing Enterobacteriaceae. ESBL-producing Citrobacter spp., 

Klebsiella spp. and Enterobacter spp. were the most isolated genera in bovine meat 

presenting third-generation cephalosporinresistance, however, ESBL-producing Salmonella 

and E. coli were isolated only in chicken and pork meat, increasing the importance of 

microorganisms isolates reported in our study (39).  

In Italy, ESBL- and  MBL- producing Enterobacteriaecae it was reported in fresh 

vegetables and in United States was characterized ESBL-producing E. coli in bovine meat, 

chicken breast, ground turkey and pork chops samples, showing the spread of these enzymes 

at different meats samples (25, 38) Ground beefs samples produced conventional and without 

antibiotic were evaluated in United States. Salmonella and E. coli was detected in similar 

proportions in samples. ESBL-producing was detected in both ground beef samples, while 

KPC-producing was detected only in without antibiotic ground beef samples (45). 
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In a poultry farm localized in Nigeria, cloacal swab samples analyzed. After 

phenotypically tests, confirmated MBL-producing E. coli (9/39) and Klebsiella spp. (6/33), 

similar frequency our study (11). Similar results were found in Egypt, chicken meat marketed 

was reported ESBL-producing (69/106) and carbapenemase-producing- (12/106) 

Enterobacteriaceae. (1). 

High occurrence of ESBL- producing Enterobacteriaceae in fecal samples from 

chicken, bovine and pork were report in Switzerland, however, no ESBL producers were 

found in evaluate meat samples. The authors suggest that hygiene standards for slaughtering 

could be the reason for this results (21). 

In Taiwan, ESBL-producing E. coli isolates from beef carcass surface were collected 

(n=19) and exhibited resistance to first- and third-generation cephalosporin, still ESBL- 

genotypes CTX-M3 were found in six E. coli isolates. The authors suggest ESBL-producing 

E. coli can be to spread resistance through beef, in view of CTX-M3 rarely report in animals 

and commonly report in clinical samples (10). 

Reported that Enterobacteriaceae isolates from bovine meat showed high prevalence 

of antimicrobial resistance for beta-lactam. The phenotypic tests confirmed different ESBL- 

and carbapenemases-producing Enterobacteriaceae. Taking into account considerable 

consumption of bovine meat and few studies that evaluate the real exposure of meat as 

potencial source the resistance spread, we salient the importance this study. However, more 

research and genotypic studies are needed to evaluate the mechanism of transmission of 

resistance genes of ESBL- and carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in bovine meat. 
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TABLE 1. Resistance profiles of Enterobacteriaceae isolates in bovine meat 

 

CFZ, cefazolin; AMP,  ampicillin; CFO, cefoxitin; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam; 

CAZ, ceftazidime; TET, tetracycline; CPM, cefepime; SUT, trimethoprim-sulfamethoxazole; 

MER, meropenem; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamycin; --, none.  

 Resistance profile 

Antibiotic Isolates (n=161)  (%) Antibiotic class 

CFZ n=123 86% Cephalosporin 1
st
 generation 

AMP n=86 53,5% Penicillin 

CFO n=29 18% Cephalosporin 2
nd

 generation 

CRO n=25 15,5% Cephalosporin 3
rd

 generation 

ATM n=25 15,5% Monobactam 

CAZ n=21 13% Cephalosporin 3
rd 

generation 

TET n=14 8,6% Tetracycline 

CPM n=06 3,7% Cephalosporin 4
th
 generation 

SUT n=06 3,7% Sulfonamide 

MER n=02 1,2% Carbapenem 

CIP n=01 0,6% Fluoroquinolone 

GEN -- -- Aminoglycoside 
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TABLE 2. Resistance profiles of ESBL-producing Enterobacteriaceae in bovine meat. 

Microorganisms CFZ TET CRO SUT CAZ AMP CIP CFO ATM MER GEN CPM ESBL positive samples 

Klebsiella spp. (n=20)  16 08 15 09 11 17 01 10 10 06 01 09 17/20 

Enterobacter spp. (n=11)  10 05 08 03 08 09 05 07 04 03 01 06 10/11 

Serratia spp.  (n=10) 08 05 07 02 06 06 03 - 01 - 01 03 08/10 

Providencia spp. (n=05) 05 02 03 02 03 04 01 02 02 - - 01 05/05 

Citrobacter spp. (n=05)  03 01 - - 03 02 - - 02 - - - 03/05 

Escherichia coli (n=04) 04 02 02 - 02 04 - - 01 01 01 02 04/04 

Salmonella spp. (n=03)  03 01 02 01 03 03 02 02 02 - - 01 03/03 

CFZ, cefazolin; TET, tetracycline; CRO, ceftriaxone; SUT, trimethoprim-sulfamethoxazole; CAZ, ceftazidime; AMP,  ampicillin; CIP, 

ciprofloxacin; CFO, cefoxitin; ATM, aztreonam; MER, meropenem; GEN, gentamycin; CPM, cefepime; ESBL, extended-spectrum beta-

lactamase.
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TABLE 3. Resistance profiles of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in bovine 

meat. 
Microorganisms MER <25mm MBL positive samples KPC positive samples 

Klebsiella spp.  n=12 - 04 

Enterobacter spp.  n=04 01 - 

Serratia spp.  n=02 01 - 

Providencia spp. n=01 01 - 

Citrobacter spp.  n=01 - - 

Escherichia coli n=01 - - 

Salmonella spp.  - - 01 

MER, meropenem; MBL, Metallo beta-lactamase; KPC, Klebsiella pneoumoniae 

carbapenemase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

44 

 

5. MANUSCRITO II 

 

 

 

 

 

Avaliação da qualidade microbiológica e perfil de resistência de bactérias Gram-

positivas isoladas da carne bovina comercializadas em Uruguaiana-RS.  

 

 

 

 

 

Ticiane da Rosa Pinheiro, Cheila Denise Ottonelli Stopiglia 

 

 

Manuscrito em fase de submissão para Brazilian Journal of Food Technology 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

45 

 

AVALIAÇÃO DA QUALIDADE MICROBIOLÓGICA E PERFIL DE RESISTÊNCIA 

DE BACTÉRIAS GRAM-POSITIVAS ISOLADAS DA CARNE BOVINA 

COMERCIALIZADAS EM URUGUAIANA-RS. 

 

RESISTÊNCIA DE BACTÉRIAS NA CARNE BOVINA 

 

Ticiane da Rosa Pinheiro¹; Cheila Denise Ottonelli Stopiglia¹* 

 

¹Universidade Federal do Pampa – Programa de Pós-graduação em Ciências 

Farmacêuticas, Uruguaiana –RS, Brasil. 

 

 

*Autor correspondente:  

Cheila Denise Ottonelli Stopiglia 

Universidade Federal do Pampa – Programa de Pós-graduação em Ciências 

Farmacêuticas 

 BR 472 – Km 585, Caixa postal: 118. CEP: 97501-970. Uruguaiana, RS, Brasil 

Telefone: (55) 3911-0200 

E-mail:  cheilastopiglia@unipampa.edu.br 

 

 

 

 

 

 

mailto:cheilastopiglia@unipampa.edu.br


 

 

46 

 

AVALIAÇÃO DA QUALIDADE MICROBIOLÓGICA E PERFIL DE RESISTÊNCIA 

DE BACTÉRIAS ISOLADAS DA CARNE BOVINA COMERCIALIZADAS EM 

URUGUAIANA-RS. 

RESUMO 

O objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade microbiológica e o perfil de 

resistência de bactérias isoladas da carne bovina comercializadas em Uruguaiana-

RS. As amostras de carne bovina foram adquiridas em cinco supermercados e dois 

açougues de Uruguaiana-RS entre os meses de junho de 2017 e agosto de 2018, 

totalizando 45 amostras. Para o preparo das amostras foram pesados 25 ±2g, que 

foram adicionadas em 225 mL de água peptonada e homogeneizadas 18h a 15ºC. 

Diluições (10-1 a 10-5) foram semeadas em placas de ágar sangue e ágar 

MacConkey, incubadas a 35ºC por 24h. Colônias isoladas com diferentes 

características morfológicas foram submetidas à técnica de coloração de gram e 

provas de identificação. Para avaliar a resistência, foi utilizado o teste de disco-

difusão e a análise de resíduos antimicrobianos foi realizada por cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS).  Dentre os 

micro-organismos isolados, nove identificados como Staphylococcus aureus, seis 

identificados como Staphylococcus coagulase negativa e três isolados identificados 

como Listeria spp.. Em geral, os isolados de S. aureus apresentaram sensibilidade 

frente aos antimicrobianos avaliados, enquanto os isolados de Staphylococcus 

coagulase negativa apresentaram resistência a eritromicina e cefoxitina. Os isolados 

de Listeria spp. mostraram resistência a, pelo menos, dois dos quatro antibióticos 

testados, sendo dois isolados considerados multirresistentes. Nenhum resíduo de 

agente antimicrobiano foi identificado e/ou quantificado nas amostras. Pode-se 

concluir preliminarmente que há uma impraticabilidade higiênica em alguns 
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estabelecimentos que comercializam a carne bovina em Uruguaiana – RS, 

apresentando baixa qualidade microbiológica, além disso, a resistência 

antimicrobiana relatada serve de alerta sobre a disseminação desses micro-

organismos embora nenhum resíduo de antimicrobiano tenha sido detectado nas 

amostras. 

Palavras-chave: resistência antimicrobiana; Staphylococcus aureus; 

Staphylococcus coagulase negativa; Listeria spp.; carne bovina. 

 

EVALUATION OF MICROBIOLOGICAL QUALITY AND RESISTANCE PROFILE 

OF ISOLATED BACTERIA FROM BOVINE MEAT MARKETED IN URUGUAIANA-

RS. 

ABSTRACT 

The aim of this study was evaluate the microbiological quality and resistance profile 

of bacteria isolated from bovine meat marketed in Uruguaiana-RS. The samples 

were purchased from five supermarkets and two butchers from Uruguaiana-RS 

between June 2017 and August 2018, totaling 45 samples. To prepare the samples 

were weighed 25 ± 2g added in 225 mL of peptone water, homogenized 18h at 15ºC. 

Dilutions (10-1 10-5) were seeded on MacConkey agar and blood agar plates, 

incubated at 35ºC for 24 h. Isolated colonies with different morphological 

characteristics were selected and submitted to Gram staining technique and 

identification tests were performed. The disk diffusion test was used to evaluate the 

resistance and the analysis of antimicrobial residues was performed by liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS / MS). Among the isolates, nine 

identified as Staphylococcus aureus, six identified as Coagulase-negative 

Staphylococcus and three  identified as Listeria spp.. In general, S. aureus isolates 
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showed sensitivity while Coagulase-negative Staphylococcus isolates showed 

resistance to erythromycin and cefoxitin. Listeria spp. isolates showed resistance to 

at least two of the four antibiotics tested and two isolates considered multiresistant. 

No antimicrobial agent residue was identified and / or quantified in the samples. We 

preliminarily concluded that there is a hygienic impracticability in some 

establishments that marketed the bovine meat in Uruguaiana - RS, presenting low 

microbiological quality, in addition, the antimicrobial resistance reported serves as 

alert about the spread of these microorganisms, although no antimicrobial residue 

has been detected in the samples. 

Keywords: antimicrobial resistance; Staphylococcus aureus; Coagulase-negative 

Staphylococcus; Listeria spp.; bovine meat. 
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INTRODUÇÃO 

No Rio Grande do Sul a carne bovina é muito valorizada para o consumo, haja vista 

que o churrasco é instituído por lei estadual o prato típico do gaúcho (DO SUL, 

2003). Altamente nutricional devido a sua composição química, constituída 

basicamente de água (75%) e proteínas (19%), a carne bovina torna-se um 

ambiente propício à proliferação microbiana (PARDI et al.,, 2001). Além de suas 

características intrínsecas, outros fatores podem influenciar na contaminação da 

carne, como o processo do abate e a manipulação desse alimento até chegar ao 

consumidor (FORSYHTE, 2013; JAY, 2005; ORDÓÑEZ, 2005).  

Alguns micro-organismos considerados indicadores são utilizados na avaliação da 

qualidade microbiológica dos alimentos, e, quando presentes, indicam contaminação 

fecal, possível presença de patógenos ou deteriorantes (MIRANDA et al., 2012).  O 

sabor, cor, odor, maciez e textura são alguns fatores que influenciam na decisão de 

compra, e a fim de suprir essas exigências, o mercado de carnes necessita oferecer 

produtos que mantenham condições higiênicas sanitárias adequadas, preservando à 

saúde do consumidor (MADI, 2005; OLIVEIRA, 2006).  

Considerada como um problema ecológico, a resistência aos antimicrobianos 

envolve seres humanos, animais e o meio ambiente e, o uso indiscriminado e 

inadequado desses agentes está diretamente envolvido com a disseminação desses 

micro-organismos resistentes (WHO, 2015, SO et al., 2015; ZINSSTAG et al., 2012). 

Nos animais produtores de alimentos, os antimicrobianos são amplamente utilizados 

no tratamento de infecções, profilaxia e, principalmente, como agente indutor de 

crescimento (JAY,2005). As boas práticas veterinárias precisam ser mantidas, caso 

contrário, resíduos dos antimicrobianos podem permanecer nos tecidos animais, 

trazendo danos à saúde (BRASIL, 2018; STOLKER; BRINKMAN, 2005). 
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Bactérias resistentes isoladas em diferentes alimentos de origem animal e em 

animais produtores de alimentos, frequentemente são relatadas e, provavelmente 

são fontes de transmissão dessa resistência aos seres humanos (KIRBIS; 

KRIZMAN, 2015). Estudos brasileiros descrevem a presença de bactérias como 

Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria spp. com importante 

perfil de resistência em carnes bovinas, suínas, frango, entre outras (IGLESIAS, 

2014; MONTEIRO et al., 2018; MONTEZANI et al., 2017).  

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade microbiológica, traçar o perfil 

de resistência de bactérias Gram-positivas isoladas e determinar a presença de 

resíduos antimicrobianos da carne bovina comercializada em Uruguaiana-RS.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Coleta, preparação e identificação das amostras 

Amostras de carne bovina foram adquiridas em cinco supermercados e dois 

açougues de Uruguaiana-RS entre os meses de junho de 2017 e agosto de 2018, 

totalizando 45 amostras. Para o preparo das amostras foram pesados 25 ±2g, 

retiradas assepticamente da parte interna e adicionadas em 225 mL de água 

peptonada e posteriormente homogeneizadas em incubadora de agitação orbital 

durante 18h a 15ºC. Diluições seriadas (10-1 10-5) foram semeadas em placas de 

ágar sangue e ágar Mac Conkey e incubadas a 35ºC por 24h (BRASIL, 2003). 

Colônias isoladas com diferentes características morfológicas foram selecionadas e 

submetidas à técnica de coloração de gram e provas de identificação (BARTH et al., 

2010). 

 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 
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A avaliação fenotípica da resistência foi realizada pelo método de disco-difusão de 

Kirby-Bauer. Os resultados foram interpretados de acordo com as diretrizes do 

BrCAST (Brazilian Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing). Foram 

utilizados sete agentes antimicrobianos: ampicilina, clindamicina, cefoxitina, 

eritromicina, penicilina, meropenem e sulfametoxazol-trimetoprima (BrCast, 2019).  

Análise de resíduos antimicrobianos 

A análise de resíduos foi realizada por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Para separação cromatográfica 

foi utilizada coluna C18 e a fase móvel foi composta por metanol e água (JANK et 

al., 2017). O método avaliou resíduos de 46 antibióticos. As classes majoritárias 

analisadas foram os beta-lactâmicos, as tetraciclinas, as sulfonamidas, as 

fluoroquinolonas e os macrolídeos.   

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram isolados 179 micro-organismos das 45 amostras avaliadas. Desses, nove 

isolados foram identificados como Staphylococcus aureus, seis isolados 

identificados como Staphylococcus coagulase negativa (SCN), três isolados 

identificados como Listeria spp. e  outros 161 isolados foram identificados como 

enterobactérias (dados não informados).  

A presença de Staphylococcus spp. em alimentos em muitos casos é associada a 

impraticabilidade higiênica por parte dos manipuladores, tendo em vista que esse 

gênero é abundante na microbiota da pele, mucosas e trato respiratório do homem 

(BORGES et al., 2011). De modo geral, os S. aureus isolados nesse estudo 

apresentaram sensibilidade à maioria dos antibióticos testados e 08/09 foram 

resistentes à penicilina (Tabela 1), porém os isolados de SCN mostraram resistência 
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importante, tendo em vista que 03/06 isolados apresentaram resistência a 

eritromicina e a cefoxitina (Tabela 1), resultados similares aos encontrados por 

Hachiya e colaboradores (2016). A resistência a cefoxitina reporta esses isolados 

como resistentes a todos os antibióticos beta-lactâmicos, restringindo as opções de 

tratamento em caso de infecções por esse micro-organismo. Ainda um isolado de 

SCN apresentou resistência a todos antibióticos testados, que o classifica como 

multirresistente. 

Tabela 1. Perfil de resistência de Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

coagulase negativa isolados na carne bovina. 

Isolados CFOa CLId ERIe SUTf PENg 

Staphylococcus aureus (n=1) Sb S S S S 

Staphylococcus aureus (n=8) S S S S R 

Staphylococcus Coagulase negative (n=2) S S S S R 

Staphylococcus Coagulase negative (n=1) S S R S R 

Staphylococcus Coagulase negative (n=1) Rc  S S S R 

Staphylococcus Coagulase negative (n=1) R S R S R 

Staphylococcus Coagulase negative (n=1) R R R R R 

aCFO – cefoxitina; bS – sensível; cR -  resistente; dCLI – clindamicina; eERI – 

eritromicina; fSUT – sulfametoxazol-trimetoprima; gPEN - penicilina 

Segundo a RDC nº12/2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, a Listeria 

spp. é um dos micro-organismos que não pode ser isolado em amostras de 25g de 

carnes frescas ou prontas para consumo e, ao contrário do que é exigido pela 

regulamentação brasileira, foram identificados três isolados de Listeria spp. nesse 

estudo, onde 02/03 foram resistentes a três classes de antimicrobianos testados, 

podendo ser considerados multirresistentes (Tabela 2). A presença de Listeria spp. 

resistente aos antibióticos em resultados similares foram relatados em amostras de 
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carne bovina no Distrito Federal e em leites crus analisados em Pernambuco 

(PALMA et al., 2016; MOURA et al., 2018). Esse micro-organismo é causador da 

listeriose, infecção causada pela ingestão de alimentos contaminados, descrita em 

surtos pelo mundo (CDC, 2016; PIETA, 2010; RODRIGUES et al., 2016).  

Tabela 2. Perfil de resistência de Listeria spp. isoladas na carne bovina. 

Isolados AMPa ERIc MERe SUTf 

Listeria spp. (n=1) Rb Sd S R 

Listeria spp. (n=1) R  S R R 

Listeria spp. (n=1) R R S R 

aAMP– ampicilina; bR -  resistente; cERI – eritromicina; dS – sensível; eMER – 

meropenem;  fSUT – sulfametoxazol-trimetoprima. 

Embora relatado o isolamento de bactérias resistentes aos antibióticos, nosso 

estudo não detectou resíduos dos agentes antimicrobianos rastreados na carne 

bovina (dados não mostrados), sugerindo que o período adequado de espera para 

eliminação do antibiótico foi respeitado para a realização do abate dos animais. 

Entretanto, um rastreio de resíduos antimicrobianos foi realizado em 50 bovinos 

abatidos na Nigéria, onde 16 amostras de fígado e seis amostras de rins 

apresentaram resíduos de penicilinas e tetraciclinas (IBRAHIM et al., 2009). 

Resíduos de tetraciclinas também foram detectados em carne bovina de três 

abatedouros na Etiópia (ADDISALEM et al., 2012).  

 

CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos, foi possível concluir preliminarmente que há uma 

impraticabilidade higiênica em alguns estabelecimentos que comercializam a carne 

bovina em Uruguaiana – RS, apresentando baixa qualidade microbiológica, além 
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disso, a resistência antimicrobiana relatada serve de alerta sobre a disseminação 

desses micro-organismos. 

 

AGRADECIMENTOS 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001 e Rede 

de Laboratórios Nacionais Agropecuários – LANAGRO.  

 
REFERÊNCIAS  

ADDISALEM H.B, Bayleyegn M.Z, Bayleyegn M.Z (2012) Tetracycline Residue 
Levels in Slaughtered Beef Cattle from Нree Slaughterhouses in Central Ethiopia. 
Global Veterinaria 8: 546-554. 

BARTH, A. L. ; Peixoto ; PIETA, V. P. ; MARTINS, A. F. Bacteriologia Clínica - 
Manual de Aulas Práticas. 1. ed. Porto Alegre: Editora Sulina, 2010. v. 1. 101 p 

BORGES, M.D.F., Nassu, R. T., Pereira, J. L., Andrade, A.P.C.D., & Kuaye, A. Y. 
(2008).Perfil de contaminação por Staphylococcus e suas enterotoxinas e 
monitorização das condições de higiene em uma linha de produção de queijo de 
coalho. Ciência Rural. Santa Maria, v.38, n.5, p.1431-1438, 2008.  

BRANDÃO, J. L.. Monitoramento microbiológico em uma linha de abate de 
bovinos mediante o emprego de micro-organismos indicadores de higiene e 
pesquisa de patógenos de importância em saúde pública. 2011. 74f. Dissertação 
(Mestrado em Tecnologia de Alimentos) – Universidade Norte do Paraná, Curitiba, 
2001.   

BRASIL. Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA. Limites Máximos de 
Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos de Origem Animal. 
2018. Disponível em: < 
http://portal.anvisa.gov.br/documents/219201/219401/Med+Vet_Documento+base+di
scussa~o+18.10/69d161b5-785c-4907-862c-2294b48a79c5> Acesso em 23 de 
janeiro de 2019. 

_____. Métodos analíticos oficiais para análises microbiológicas para o controle de 
produtos de origem animal e água. Instrução Normativa 62, de 26 de agosto de 
2003. Diário Oficial da União. 2003. 

BrCAST - Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST. 
Tabelas de pontos de corte para interpretação de CIMs e diâmetros de halos; 
2019. Available online: http://brcast.org.br/documentos/ Accessed 14 January 2019. 

http://portal.anvisa.gov.br/documents/219201/219401/Med+Vet_Documento+base+discussa~o+18.10/69d161b5-785c-4907-862c-2294b48a79c5
http://portal.anvisa.gov.br/documents/219201/219401/Med+Vet_Documento+base+discussa~o+18.10/69d161b5-785c-4907-862c-2294b48a79c5
http://brcast.org.br/documentos/


 

 

55 

 

CDC. Centers Disease Control and Prevention.Disponível em: < 
https://www.cdc.gov/listeria/timeline.html> US., 2016. 

DE MACEDO, R. E. F., Rossa, L. S., Nunes, L. C. D. A. S., Biasi, R. S., Gomes, C., 
Galeb, L. D. A. G., & Kirschnik, P. G. Atmosferas modificadas para conservação de 
carnes frescas: tendências e aplicabilidade tecnológica do monóxido de carbono. 
Revista Acadêmica: Ciência Animal, v. 7, n. 4, p. 469-482, 2009. 

DO SUL, RIO GRANDE. Lei Nº 11.929, de 20 de junho de 2003. Institui o churrasco 
como" prato típico" e o chimarrão como" bebida símbolo" do Estado do Rio Grande 
do Sul e dá outras providências. Assembleia Legislativa do Estado do Rio Grande do 
Sul. Porto Alegre, RS, v. 23, 2003. 

FORSYTHE, S.J. Microbiologia da segurança dos alimentos. 2. ed. São Paulo: 
Artmed, 2013, 607 p. 

HACHIYA, J. O., Rossi, G. A. M., Amaral, L. A., Ribeiro, L. F., Sato, R. A., Silva, H. 
O., ... & Vidal, A. M. C.. Ocorrência de Staphylococcus spp. resistente à meticilina 
em queijo “requeijão” e “especialidade láctea tipo requeijão”. Revista de Educação 
Continuada em Medicina Veterinária e Zootecnia do CRMV-SP, v. 14, n. 3, p. 79-
80, 2016. 

 IBRAHIM A, Junaidu A, Garba M (2009) Multiple antibiotic residues in meat from 
slaughtered cattle in Nigeria. Internet Journal of Veterinary Medicine 8: 1.  

IGLESIAS, Mariana Almeida. Caracterização molecular e sensibilidade a 
antimicrobianos de Listeria monocytogenes isoladas de carcaças bovinas no sul do 
Brasil. 2014. Dissertação de Mestrado. Universidade Federal de Pelotas. 

JANK, L., Martins, M. T., Arsand, J. B., Motta, T. M. C., Feijó, T. C., dos Santos 
Castilhos, T., & Pizzolato, T. M.. Liquid chromatography–tandem mass spectrometry 
multiclass method for 46 antibiotics residues in milk and meat: development and 
validation. Food Analytical Methods, v. 10, n. 7, p. 2152-2164, 2017. 

JAY, J. M. Microbiologia de Alimentos. 6. ed., Porto Alegre: Artmed, 2005. 

KIRBIS, A; KRIZMAN, M. Spread of antibiotic resistant bacteria from food of animal 
origin to humans and vice versa. Procedia Food Science, v. 5, p. 148-151, 2015. 

LAXMINARAYAN, R., Duse, A., Wattal, C., Zaidi, A. K., Wertheim, H. F., Sumpradit, 
N., & Greko, C (2013) Antibiotic resistance-the need for global solutions. Lancet 
Infect Diseases 13(12):1057–1098. 

MADI, L. Brasil Pack Trends 2005 – Embalagem, Distribuição e Consumo. 
Campinas, São Paulo - Brasil: CETEA/ITAL, 2000. 

MIRANDA, Priscila.C.; CAZETTA, M.L.; BARRETO, Norma.S.E. Carne de sol 
bovina: Aspectos higiênico-sanitários. Revista Higiene Alimentar, v. 26, n. 214/215, 
p. 65-68, 2012. 

https://www.cdc.gov/listeria/timeline.html


 

 

56 

 

MONTEIRO, E. da Costa, P. A., de Castro Manfrin, L., Freire, D. O., da Silva, I. C. 
R., & Orsi, D. C. Qualidade microbiológica de carne bovina moída comercializada em 
supermercados do Distrito Federal, Brasil. Revista Brasileira de Higiene e 
Sanidade Animal, v. 12, n. 4, p. 520-530, 2018. 

MONTEZANI, E.Giuffrida, R., Pereira Andrade, R. A., & Silva, B. L. Isolamento de 
Salmonella spp. e Staphylococcus aureus em carne de frango e condições dos 
estabelecimentos comerciais no município de Tupã-SP. Colloquium Vitae. 2017. 

MOURA, F. M.; et al. Formação de biofilme e perfil de resistência a antimicrobianos 
e sanitizantes de Listeria monocytogenes isoladas de leite de tanques de expansão. 
2018. 

OLIVEIRA, Léa M., Sarantópoulos, Claire IGL, Cunha, Débora G., & Lemos, Aline B . 
(2006). Embalagens termoformadas e termoprocessáveis para produtos cárneos 
processados. Polímeros , 16 (3), 202-210.  

ORDÓÑEZ, Juan.A. Tecnologia de Alimentos de Origem Animal. v. 2. São Paulo: 
Artmed, 2005. 279 p. 

PALMA, Joana M., Lisboa, Rodrigo C., Rodrigues, Dália P., Santos, André F.M., 
Hofer, Ernesto, & Santana, Angela P.. (2016). Caracterização molecular de Listeria 
monocytogenes oriundas de cortes cárneos bovinos e de abatedouros frigoríficos de 
bovinos localizados no Distrito Federal, Brasil. Pesquisa Veterinária 
Brasileira, 36(10), 957-964.  

PARDI, Miguel. C., SANTOS, Iacir.F.; SOUZA, Elmo.R.; PARDI, Henrique.S. 
Ciência, Higiene e Tecnologia da Carne. Universidade Federal Fluminense. 
EDUFF- Editora Universitária, p.623, 2001. 

PIETA, Luiza. Investigação da presença de Listeria spp. e Listeria 
monocytogenes em equipamentos e utensílios de indústrias de laticínios. 
2010. 

RODRIGUES, Carla.S.; SÁ, Claudia. V.G.; MELO, Cristiano.B. An overview of 
Listeria monocytogenes contamination in ready to eat meat, dairy and fishery 
foods. Ciência Rural, v. 47, n. 2, 2017. 

SARANTÓPOULOS, Claire. I.G.L.; SOLER, Raul. Embalagens com atmosfera 
modificada/controlada. Revista Nacional da Carne, São Paulo, n. 209, p. 32-42, 
1991. 

______, Claire. I.G.L.; OLIVEIRA, L. M.; ANJOS, V. D. A.; ALVES, R. M. V. & 
ARDITO, E.F.G. Embalagem para produtos cárneos, CETEA/ITAL, Campinas 
(1994).  

______, Claire I.G.L. et al. Embalagens plásticas flexíveis: principais polímeros e 
avaliação de propriedades. Campinas: CETEA/ITAL, v. 1,p. 267, 2002. 



 

 

57 

 

SO, A.D.; SHAH, T.A.; ROACH, S.; LING CHEE, Y.; NACHMAN, K.E. An Integrated 
Systems Approach is Needed to Ensure the Sustainability of Antibiotic Effectiveness 
for Both Humans and Animals. Journal Law Medicine Ethics 2015, 43, 38–45. 

SOUZA, Laura N.. Detecção de Listeria monocytogenes em queijos coloniais 
comercializados no município de Porto Alegre. 2016. 

STOLKER, Alida .A.M.; BRINKMAN, Udo.A.T. Analytical strategies for residue 
analysis of veterinary drugs and growth-promoting agents in food producing animals - 
a review. Journal of Chromatography A, v.1067, p.15-53, 2005. 

VENTURINI, A. C. et al. A review: modified atmosphere packaging systems for fresh 
beef. Brazilian Journal of Food Technology, v. 12, n. 1/4, p. 128-137, 2009. 

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Global Action Plan on Antimicrobial 
Resistance; WHO: Geneva, Switzerland, 2015. Disponível em: 
http://www.wpro.who.int/entity/drug_resistance/resources/global_action_plan_ 
eng.pdf  . Acesso em 10 de janeiro de 2019. 

ZINSSTAG, J.; Meisser, A.; Schelling, E.; Bonfoh, B.; Tanner, M. From „Two 
Medicines‟ to „One Health‟ and Beyond. Onderstepoort Journal of  Veterinary 
Research. 2012, 79, a492. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.wpro.who.int/entity/drug_resistance/resources/global_action_plan_%20eng.pdf
http://www.wpro.who.int/entity/drug_resistance/resources/global_action_plan_%20eng.pdf


 

 

58 

 

6. MANUSCRITO III 

 

 

Evaluation of viability and resistance profile of isolated bacteria from bovine meat at 

different cooking points 

 

 

 

 

 

 

Ticiane da Rosa Pinheiro, Mariana de Quadros Freitas, Cheila Denise Ottonelli Stopiglia 

 

 

 

 

Manuscrito em fase de submissão para revista Ciência Animal Brasileira 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

59 

 

EVALUATION OF VIABILITY AND RESISTANCE PROFILE OF ISOLATED 

BACTERIA FROM BOVINE MEAT AT DIFFERENT COOKING POINTS 

 

 

 

 

Ticiane da Rosa Pinheiro¹; Mariana de Quadros Freitas²; Cheila Denise Ottonelli 

Stopiglia¹ 

 

 

 

 

Affiliation: 

 

¹ Postgraduate studies in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pampa, Rio 

Grande do Sul, Brazil. 

² Graduation in Pharmacy, Federal University of Pampa, Rio Grande do Sul, Brazil. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corresponding author: Cheila Denise Ottonelli Stopiglia, Federal University of Pampa –BR 

472 – Km 585, Mailbox: 118, Uruguaiana, RS, Brazil, Zip code: 97501-970, Phone number: 

(55) 55 – 3911-0200, Mail address: cheilastopiglia@unipampa.edu.br  

 

 

 

mailto:cheilastopiglia@gmail.com


 

 

60 

 

EVALUATION OF VIABILITY AND RESISTANCE PROFILE OF ISOLATED 

BACTERIA FROM BEEF AT DIFFERENT COOKING POINTS 

 

Abstract  

Intake food contaminated is the principal reason of foodborne diseases. Some 

microorganisms can accelerate deterioration meat products, being the temperature a viability 

control condition of these bacteria. The aim of this study was evaluate the viability of isolated 

bacteria from bovine meat at different cooking points and describe antimicrobial susceptibility 

profile. A barbecue was simulated with three bovine meat samples (±600g each). Were 

analyzed raw, medium-rare and well-done meat. Agar blood and MacConkey utilized for 

isolation. The microorganisms identification was realized by biochemical tests. The 

antibimicrobial susceptibilities of isolates were determined using a disk diffusion method. 

Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Listeria spp., Staphylococcus aureus, 

Coagulase-negative Staphylococcus, Acinetobacter spp., Salmonella spp. and Serratia spp. 

were isolated. Even after being submitted to high temperatures, some microorganisms 

remained viable in bovine meat samples. Citrobacter spp., Klebsiella spp. and Staphylococcus 

aureus were isolated on the medium-rare and well done meat. However, Salmonella spp. was 

isolated in the medium-rare samples, it was not isolated in the well done samples. Citrobacter 

spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. and Salmonella spp. genera presented 

reduced sensitivity to cefazolin. Sthaphylococcus isolates presented important resistance to 

clindamycin, penicillin and cefoxitin antibiotics. Listeria spp. isolates presented penicillin 

resistance. The presence of deteriorates microorganisms with potential pathogenic risk in 

bovine meat samples even after temperature action and important antimicrobial resistance 

reported present an alert to our health. 

Keywords: meat, antibiotic resistance, viability, food microbiology 

 

AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE E PERFIL DE RESISTÊNCIA DE 

BACTÉRIAS ISOLADAS DE CARNE EM DIFERENTES PONTOS DE 

COZIMENTO 

 

Resumo  

A ingestão de alimentos contaminados é a principal razão das doenças transmitidas por 

alimentos. Alguns micro-organismos aceleram a deterioração dos produtos cárneos, sendo a 

temperatura uma condição de controle de viabilidade. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

viabilidade de bactérias isoladas de carne bovina em diferentes pontos de cozimento e 

descrever o perfil de suscetibilidade antimicrobiana. Um churrasco foi simulado com três 

amostras de carne bovina (± 600g cada). Foi analisada carne crua, mal passada e assada. Ágar 

sangue e MacConkey foram utilizados para isolamento. A identificação dos micro-organismos 

foi realizada por testes bioquímicos. Teste de disco-difusão foi utilizado para determinar a 

suscetibilidade antimicrobiana. Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Listeria 

spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativo, Acinetobacter spp., 

Salmonella spp. e Serratia spp. foram isolados. Mesmo após serem submetidos à altas 

temperaturas, alguns micro-organismos permaneceram viáveis nas amostras de carne bovina. 

Citrobacter spp., Klebsiella spp. e Staphylococcus aureus foram isolados na carne mal 

passada e assada. No entanto, Salmonella spp. foi isolado nas amostras mal passadas, e não 

foi isolada nas amostras assadas. Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia 

spp. e Salmonella spp. apresentaram sensibilidade reduzida à cefazolina. Os isolados de 

Sthaphylococcus apresentaram importante resistência aos antibióticos clindamicina, penicilina 

e cefoxitina. Os isolados de Listeria spp. apresentaram resistência à penicilina. A presença de 
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micro-organismos deteriorantes com potencial risco patogênico em amostras de carne bovina, 

mesmo após a ação da temperatura e a importante resistência antimicrobiana relatada, 

apresentam um alerta para a nossa saúde. 

Palavras-chave: carne, resistência a antibióticos, viabilidade, microbiologia 

alimentar. 

 

Introduction 

 

Due to its chemical character, basically composed of water and proteins, bovine meat is a 

favorable environment for microbial growth and proliferation
(1,2)

. In addition to intrinsic 

factors, extrinsic factors such as manipulation, slaughter process and temperature may also 

influence the growth of microorganisms on bovine meat
(3)

.  

Intake contaminated food is the main reason for foodborne diseases, causing enteric 

symptoms that can result in outbreaks. In Brazil 12,503 cases have been reported since 2000, 

being Salmonella spp., Escherichia coli and Staphylococcus aureus etiologic the most agents 

described
(4,5)

. Microorganisms action on the meat product can accelerate the deterioration 

process, being the temperature a viability control condition of these bacteria
(6, 7)

. 

Used as promoters of growth and prophylaxis, antimicrobials are widely used in livestock 

farming
(8)

. However, the irrational use of these drugs can cause the presence of residues in the 

meat product, favoring the emergence of resistant bacteria that can easily reach our 

consumption
(9)

. 

The aim of this study was evaluate the viability of isolated bacteria from bovine meat at 

different cooking points and describe antimicrobial susceptibility profile. 

 

Materials and methods  

 

Samples collected and preparation 

Three samples of bovine fillet (±600g each) were acquired in different supermarkets and a 

butcher shop in the Uruguaiana city, South Brazil between May and July 2018. For the 

barbecue, the bovine meat was salted and roasted under coals. Each sample was analyzed at 

three different points: a portion of raw meat (R) was cut before the start of barbecue. After 

beginning of the barbecue, a medium-rare (MR) portion was cut, and finally, a well-done 

(WD) portion was cut for analysis. Aliquots 25 ± 0.2 g were aseptically removed from the 

internal part of each sample and added in 225 mL of 0.1% peptone saline
(10)

. An orbital 

shaking incubator was used for the homogenization of the samples for 18h / 15ºC. 
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Isolation and identification  

Serial dilutions ranging from 10
-1

 to 10
-5

 were prepared and aliquots of 25 μL were seeded on 

the blood agar and MacConkey agar plates in duplicate. Plates were incubated at 35 ± 2ºC for 

24 hours. For the identification, the isolated colonies with different morphological 

characteristics were selected. The technique of Gram straining was applied and biochemical 

identification tests were performed for each microorganism group
(10, 11)

. 

 

Antimicrobial susceptibility assay 

The antimicrobial susceptibility assay was performed by disk diffusion agar method, as 

described by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(12)

. Used amoxicillin clavulanic 

acid (20/10 µg), ampicillin (10 µg), azithromycin (15 µg), cefazolin (30 µg); cefoxitin (30 

µg), clindamycin (2 µg); erythromycin (15 µg); penicillin (10 UI) and tobramycin (10 µg) 

disks;  

 

Results and discussion 

A total of 34 microorganisms were isolated and identified. With temperature action the 

viability of microorganisms decreased, remaining thermotolerant microorganisms (TABLE 

1). It is possible to observe that some microorganisms only appear in the raw meat and well-

done samples meat, while others appear in the medium-rare and well-done samples meat. This 

may occur because representative samples of 25g were retired from each portion of meat. 

Table 1 All isolated microorganisms  

Samples  Isolates (n) Microorganisms (n) 

RM n=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) 

Coagulase negative Staphylococcus (n=1) 

MR n=12 Citrobacter spp. (n=1) 

Enterobacter spp. (n=3) 

Klebsiella spp. (n=4) 

Salmonella spp. (n=1) 

Staphylococcus aureus (n=2) 

Coagulase negative Staphylococcus (n=1) 
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WD n=06 Citrobacter spp. (n=2) 

Klebsiella spp. (n=1) 

Listeria spp.  (n=2) 

Staphylococcus aureus (n=1) 
R- raw; MR – medium-rare; WD – well-done.  

 

Citrobacter spp. (n = 9), Klebsiella spp. (n = 8) and Enterobacter spp. (n = 5) were the most 

genera isolated, similar a study by Sousa
(13)

, that detected the same genera after analysis of 

fresh crab meat. These microorganisms are part of the coliform group at 35ºC of non-fecal 

origin, indicative of food contamination
(3)

. Also, the genera Citrobacter spp., Klebsiella spp., 

Enterobacter spp., showed reduced sensitivity to cefazolin (TABLE 2), contrary reported by 

Alcântara
(14)

, where three samples of Klebsiella spp. isolated from bovine meat were sensitive 

to cephalosporin used.  

Table 2 Antimicrobial resistance profile of  Enterobacteriaceae isolates    

Microorganisms Isolates TOB AMP CFZ ERT AMC 

Citrobacter spp.  n=09 S R (n=3) R (n=8) S R (n=1) 

Klebsiella spp.  n=08 S R (n=3) R (n=7) R (n=1) R (n=1) 

Enterobacter spp.  n=05 S S R (n=4) S S 

Salmonella spp.  n=01 S R (n=1) R (n=1) S S 

Serratia spp.  n=01 S R (n=1) R (n=1) S R (n=1) 

TOB – tobramycin, AMP – ampicillin, CFZ cefazolin, ERT – erythromycin, AMC – amoxicillin clavulanic acid, 

S- sensitive; R – resistant. 

 

The Staphylococcus isolates presented important resistance to clindamycin, penicillin and 

cefoxitin antibiotics (TABLE 3), remaining viable in samples medium-rare and well-done 

bovine meat. Isolates of cefoxitin resistant Staphylococcus also present resistance to other β-

lactam antibiotics, according to CLSI
 (12)

, restricting the possibility of treatment in cases of 

infections by this microorganism. Resistant bacteria isolated in different animal foods and 

food-producing animals are reported as likely sources of transmission of this resistance to 

humans
(13)

 

 
Table 3 Antimicrobial resistance profile of Staphylococcus isolates  

Microorganisms Isolates AZI CLI PEN CFO 

Staphylococcus aureus n=03 S R(n=3) R(n=3) R(n=3) 

Coagulase-negative Staphylococcus  n=02 S R(n=2) R(n=2) R(n=2) 
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AZI – azithromycin, CLI – clindamycin, PEN – penicillin, CFO – cefoxitin, S- sensitive; R – resistant. 

 

In this study, were identified Salmonella spp. and Listeria spp., however, according to 

microbiological standards for food of the National Health Surveillance Agency
(16)

, is 

necessary the absence of these microorganisms in 25g of raw meat or ready-to-eat meat 

products. These disease-causing microorganisms are described in countless outbreaks of food 

infections in the world
(5)

. Yet, Listeria spp. isolates presented penicillin resistance (TABLE 4) 

corroborating the profile of the 11 strains of Listeria monocytogenes isolated in 2017 by 

Palma
(17)

, who were also resistant to penicillin. 

 
 

AZI – azithromycin, CLI – clindamycin, PEN – penicillin, S- sensitive; R – resistant. 

 

Conclusion 

We observed in this study that even after cooking some microorganisms remained viable in 

the bovine meat samples, in addition, some isolates presented important resistance profile to 

different antibiotics tested, which may limit therapeutic options in cases of infections, of 

being a possible source of transmission of resistant bacteria via food for humans. 
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PARTE III 

 

 

 

7. DISCUSSÃO GERAL 

 

 

A carne bovina é um alimento de alto valor nutricional, e, em especial, no Rio 

Grande do Sul, é muito valorizado para o consumo, haja vista que o churrasco é o prato típico 

dos gaúchos. Sendo composta por água e proteínas a carne acaba sendo um meio propício 

para proliferação microbiana. Essa pesquisa tem como resultado um estudo da diversidade de 

micro-organismos que podem estar presentes na carne bovina, diferentemente dos 

encontrados na literatura que realizam o levantamento de determinadas espécies de micro-

organismos. Durante o período de quinze meses, foi realizado o isolamento, identificação e 

testes de suscetibilidade aos antibióticos na carne bovina comercializada na cidade de 

Uruguaiana – RS, além do rastreamento de resíduos de agentes antimicrobianos e avaliação 

da viabilidade dos micro-organismos após submeter a carne a diferentes pontos de cozimento.   

Dentre os diferentes grupos de micro-organismos isolados da carne bovina in natura, 

os bacilos Gram-negativos, em especial, as enterobactérias (n=161) foram os mais isolados, 

seguidos dos cocos Gram-negativos (n=21), cocos Gram-positivos (n=15), e bacilos Gram-

positivos (n=03). 

Quanto à avaliação do perfil de resistência aos antibióticos, foram testados doze 

diferentes agentes pertencentes a cinco diferentes classes. Foi observada alta taxa de 

resistência bacteriana frente aos antibióticos beta-lactâmicos, onde 123(86%), 86(53,5%), 

29(18%), 25(15,5%) e 21(13%) isolados foram resistentes a cefazolina, amipicilina, 

cefoxitina, ceftriaxona e ceftazidima, respectivamente. Vale ressaltar a importância desse 

resultado, tendo em vista que os isolados testados são de origem alimentar (carne bovina) e 

esses micro-organismos apresentaram resistência à maior parte dos antibióticos comumente 

usados na prática clínica para tratamento de infecções bacterianas.   
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Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp., Citrobacter spp., 

E. coli e Salmonella spp. foram as enterobactérias mais isoladas. Além disso, Klebsiella spp., 

Enterobacter spp., Citrobacter spp. e E. coli fazem parte do grupo coliformes, indicativo de 

qualidade microbiológica em alimentos, sendo E. coli, exclusivamente de origem fecal. 

Ainda, de acordo com a RDC nº12/2001 da ANVISA, não é aceitável a presença da bactéria 

Salmonella em 25g de carnes frescas ou produtos cárneos prontos para o consumo, ao 

contrário do que relatamos.   

Fenotipicamente foram confirmados que 50 isolados produziam enzimas ESBL 

capazes de inativar os antibióticos beta-lactâmicos, exceto os carbapenêmicos; três isolados 

produziam MBL, enzimas inativadoras de todos beta-lactâmicos, exceto aztreonam e cinco 

isolados produziam KPC, capaz de inativar todos antibióticos beta-lactâmicos, sendo então, a 

produção enzimática o mecanismo de resistência produzido por essas bactérias encontradas na 

carne. A ampla utilização de antibióticos em animais produtores de alimentos é uma grande 

preocupação para a saúde humana, pois acabam induzindo o desenvolvimento de micro-

organismos resistentes que podem chegar via alimentar ao nosso consumo. 

Os cocos Gram-negativos isolados nesse estudo, apresentaram sensibilidade frente a 

todos os antimicrobianos testados.   

Dentre os cocos Gram-positivos isolados, foram identificados Staphylococcus aureus 

(n=9) e Staphylococcus coagulase negativa (n=6). A presença do gênero Staphylococcus em 

alimentos geralmente está associada à impraticabilidade higiênica durante a manipulação, haja 

vista que esse gênero faz parte da microbiota natural da pele, mucosas e trato respiratório do 

homem, o que facilita sua disseminação. Frente aos antibióticos, três isolados apresentaram 

resistência a cefoxitina, o que reporta esses isolados como resistentes a todos antibióticos 

beta-lactâmicos. Um dos isolados apresentou resistência a todos os antibióticos testados, 
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sendo reportado como multirresistente, restringindo bastante às opções de tratamento em 

casos de infecções causadas por essa espécie de micro-organismo. 

Embora em menor quantidade de isolados, os bacilos Gram-positivos (n=3), 

identificados como Listeria spp. também representam um resultado indesejável nas amostras 

de carne bovina, pois, segundo RDC nº12/2001 da ANVISA, do mesmo modo que exige a 

ausência de Salmonella spp, é exigida a ausência de Listeria spp. em 25g de carnes frescas ou 

produtos cárneos prontos para o consumo. Essa bactéria é causadora da listeriose, infecção 

alimentar pelo consumo de alimentos contaminados pelo micro-organismo, podendo estar 

presente inclusive em carnes mal passadas. Além disso, os isolados apresentaram resistência 

a, pelo menos, três antibióticos testados.  

Paralelamente ao estudo que determinou a diversidade de micro-organismos em 

carnes in natura, simulamos um churrasco, a fim de avaliarmos a viabilidade de micro-

organismos em diferentes pontos de cozimento da carne. Um total de 34 micro-organismos 

foram isolados das amostras, sendo dezesseis oriundos da carne crua, doze da carne mal 

passada e seis da carne assada. É possível perceber diante dos resultados obtidos que com a 

ação da temperatura a viabilidade de micro-organismos foi reduzida, porém, não foi 

eliminada.  

Micro-organismos do grupo coliformes, Citrobacter spp., Klebsiella spp. e 

Enterobacter spp. foram isolados nas amostras de carne crua e mal passada, e, Citrobacter 

spp. e Klebsiella permaneceram viáveis inclusive na carne assada, comprovando a capacidade 

dessas bactérias resistirem mesmo com ação da temperatura no alimento. Em 

desconformidade com a regulação sanitária vigente, por serem miro-organismos com 

potencial patogênico, novamente foram isolados Salmonella spp. (carne mal passada) e 

Listeria spp., (carne assada). Os isolados de Listeria spp. foram resistentes a todos 

antibióticos testados. Os demais isolados apresentaram resistência à maioria dos antibióticos 
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testados, incluindo cefazolina, cefoxitina, ampicilina, clindamicina e penicilina, geralmente 

utilizados na prática clínica.  

Embora o relato de bactérias resistentes aos antibióticos, nosso estudo não detectou 

nenhum resíduo dos agentes antimicrobianos testados, o que sugere que o período de espera 

entre a administração e eliminação total do medicamento até o momento do abate do animal 

foram respeitados.    

Este estudo trouxe uma abordagem ampla da diversidade de micro-organismos que 

podem estar presentes na carne bovina. Foram isoladas bactérias indicadoras de má qualidade 

higiênica e com potencial patogênico. Além disso, em geral, os isolados apresentaram perfil 

de resistência preocupante frente aos antibióticos testados. Isso significa que há uma forte 

relação entre os micro-organismos isolados na carne e a possível transferência de resistência 

aos seres humanos, sendo o alimento, uma das fontes dessa disseminação.  
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8. CONCLUSÃO GERAL  

 

 

 

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que a carne bovina comercializada em 

Uruguaiana apresentou: 

 contaminação microbiana predominantemente composta por 

Enterobacteriaceae; 

 presença de micro-organismos em desconformidade com a regulamentação 

sanitária vigente; 

 de modo geral, prevalência de resistência a diferentes e importantes agentes 

antimicrobianos;  

 ocorrência de bactérias produtoras de enzimas que inativam a maior parte dos 

antibióticos utilizados na terapia humana; 

 ocorrência de bactérias resistentes na carne mal passada e assada; 

 nenhum resíduo de antimicrobiano.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

71 

 

9. PERSPECTIVAS 

 

 

 

Como perspectivas para enriquecimento e complemento desse trabalho, estão previstas 

a determinação da sequência genotípica dos isolados que se mostraram fenotipicamente 

produtores de ESBL e carbapenemase para confirmar o mecanismo envolvido na resistência.  
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11. ANEXOS 

 

  

Anexo I 

Instruções para autores – Journal of Food Protection 

Disponível em: <https://www.foodprotection.org/upl/downloads/library/journal-of-food-

protection-instructions-for-authors.pdf> 
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Anexo II 

Instruções para autores – Brazilian Journal of Food Technology 

Disponível em: <http://bjft.ital.sp.gov.br/arquivos/NormaPublicacaoPortugues2018.pdf> 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://bjft.ital.sp.gov.br/arquivos/NormaPublicacaoPortugues2018.pdf


 

 

100 

 

 
 

 

 



 

 

101 

 

 
 

 

 



 

 

102 

 

 
 

 

 



 

 

103 

 

 
 

 

 



 

 

104 

 

 
 

 

 



 

 

105 

 

 
 

 

 



 

 

106 

 

 
 

 

 



 

 

107 

 

 
 

 

 



 

 

108 

 

 
 

 

 



 

 

109 

 

Anexo III 

Instruções para autores – Ciência Animal Brasileira 

Disponível em: <https://www.revistas.ufg.br/vet/about/submissions#authorGuidelines> 
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Ciência animal brasileira – ISSN: 1809-6891 

Diretrizes para Autores 

Os trabalhos podem ser redigidos em português ou inglês, mas artigos submetidos a 

partir de 2018 deverão ser publicados em inglês, com a revisão e/ou tradução correndo por 

conta dos autores, devendo ser feita em empresas com emissão de certificado. A revista tem 

uma lista de empresas preferenciais sugeridas, publicada nas diretrizes que os autores devem 

observar e checar para a submissão do artigo. 

Os nomes dos autores, bem como a filiação institucional de cada um dos mesmos, 

devem ser inseridos nos campos adequados a serem preenchidos durante a submissão e não 

devem aparecer no arquivo. Ciência Animal Brasileira sugere que o número máximo de 

autores por artigo seja 6 (seis). Artigos com número superior a 6 (seis) serão considerados 

exceções e avaliados pelo Conselho Editorial e, se necessário, solicitada a correção como 

condição para publicação. Sugere-se um número máximo de 20 páginas e as figuras, gráficos 

e tabelas devem ser colocados no corpo do texto onde forem citados. É importante ressaltar 

que pesquisas feitas com animais devem citar a aprovação da pesquisa pelo Comitê de Ética 

em Pesquisas com Animais da instituição onde o trabalho foi realizado. A falta dessa 

aprovação impede a publicação do artigo. 

Atualmente a revista não solicita nenhum pagamento financeiro pela submissão ou 

publicação do artigo, mas se reserva o direito de alterar essa política em circunstâncias 

futuras, mediante aviso prévio a todos os usuários. 

 Os textos devem ser organizados da seguinte forma: 

 Para submissões em português: 

 

Título em português: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito; 

Resumo: Fonte Times New Roman 12, espaço 1, justificado, com um máximo de 200 

palavras; 

Palavras-chave: idem, e no máximo 5 palavras chave; 

Título em inglês (obrigatório): Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado; 

Abstract (obrigatório): Fonte Times New Roman 12, espaço 1, justificado; 

Keywords: idem 

Introdução: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Resultados: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 
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Discussão: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5 (Os tópicos 

Resultados e Discussão podem ser apresentados juntos dependendo das especificidades da 

área); 

Conclusões: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 
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completa http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/; norma 

resumida http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). 

 Para as submissões em língua inglesa, a tipografia e espaçamentos são os mesmos, na 
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 Título em inglês (Title); 

Abstract; 

Keywords; 

Título em português (obrigatório); 

Resumo em português (obrigatório); 

Palavras-chave; 

Introduction; 

Material and Methods; 

Results and Discussion; 

Conclusions; 

Acknowledgments (opcional), 

References 

 

 Artigos do tipo Nota Científica, Relato de Caso e similares não estão sendo aceitos 

para submissão. Artigos de Revisão de Literatura somente serão publicados quando 

solicitados por convite do Conselho Editorial.  
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As referências a partir de resumos simples ou expandidos e trabalhos completos em 

anais de eventos são, em muitas ocasiões, de difícil recuperação. Por essa razão, solicitamos 

que esse tipo de fonte não seja utilizada como referência. 

 Com relação às teses, dissertações e monografias, solicitamos que sejam utilizados 

apenas documentos dos últimos três anos e quando não houver o respectivo artigo científico 

publicado em periódico. Esse tipo de referência deve, obrigatoriamente, apresentar o 

link que remeta ao cadastro nacional de teses da CAPES e os bancos locais das universidades 

que publicam esses documentos no formato .pdf. 

  

Solicita-se, também, priorizar referências de periódicos e não de livros-texto. 

  

O editor científico pode solicitar mais informações em relação às referências no 

momento de editoração do artigo. Seu pronto atendimento agilizará a sua publicação. O 
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