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BACTERIAS GRAM NEGATIVAS RESISTENTES A
ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS

JOSE CAVALCANTE DE ALBUQUERQUE RIBEIRO DIAS & ERNESTO HOFER

A partir de 154 espécimens de alimentos, representados por hortalicas (alface), leite e
merenda escolar, obteve-se o isolamento e identificacdo de 400 amostras de bacilos Gram nega-
tivos. Esta amostragem se distribuiu em 339 enterobactérias (Escherichia, Shigella, Citrobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Proteus) e 61 de géneros afins (Acinetobacter, Flavobacterium,

Aeromonas e Pseudomonas).

Submetendo-se as culturas aos antimicrobianos. sulfadiazina {Su), estreptomicina {Sm),
tetraciclina (Tc), cloranfenicol (Cm), canamicing (Km), ampicilina (Ap), dcido nalidixico (Nalj e
gentamicina (Gm/, observou-se apenas seis estirpes sensiveis a todas as drogas e sensibilidade abso-
luta @ Gm. A predomindncia dos modelos Su {27,6%) e Su-Ap (39,6%) incidiu nas enterobactérias,
enquanto que, 18,0% para Ap e 9,8% para Su-Ap foram detectados nos géneros afins.

Para caracterizacdo da resisténcia foram realizados testes de conjugacdo e a totalidade das
culturas ndo revelou transferéncia para o gene que confere resisténcia ao dcido nalidixico.

Relevantes sdo as taxas de amostras RT observadas nos bacilos entéricos, oscilando em
torno de 90% (leite e merenda escolar) e aiface, em torno de 70%.

Palavras-chave : Plasmidios R — Enterobactérias — hortaligas
— merenda escolar — leite

Em parelelo aoc progresso alcangado pela antibioticoterapia identifica-se a emergéncia
gradativa de estirpes bacterianas revelando um espectro de resisténcia a varios antimicrobianos.

O fenémeno foi, inicialmente, observado no Japio, em 1956, por Kitamoto et al., que
constataram em casos de disenteria bacilar a presenca de amostras de Shigella resistentes a Su, Sm,
Tce Cm.

Estudos subseqgiientes de Ochiai et al. (1959; apud Watanabe, 1963) e Akiba et al. (1960)
demonstraram que os marcos de resisténcia poderiam ser transferidos em blocos para amostras sen-
siveis, mesmo entre espécies distintas, através do processo de recombina¢do genética, denominado
conjugacao.

Os trabalhos de Watanabe (1963) e Smith (1969) evidenciaram que tal transmissdo tam-
bém se realiza in vivo, tanto no homem como em animais.

As pesquisas no campo genético distingiiiram dois mecanismos de resisténcia bacteriana:
um envolvendo a expressdao génica de genes cromossémicos, e outro, representado pelo fendomeno
mediado por genes plasmidiais, isto é, cujos loci estdo situados em plasmidios R ou fatores R (Aki-
ba et al., 1960).

A andlise desses fatores constitui elemento fundamental de estudo em varias areas da
Bacteriologia, seja pela facilidade com que se transferem célula i célula, quer por sua importancia
médica, decorrente da incidéncia de bactérias resistentes em diversos nichos ecolégicos.

Em nosso pais as investigacGes, sobre este aspecto, foram realizadas por Trabulsi, Zuliani
& Toledo (1970), Santos (1972) e Palmeira (1975) concentrando-se, essencialmente, na pesquisa
de fatores R em membros da familia Enterobacteriaceae patogénicos para o homem ou naqueles
provindos de fontes animais e ambientais.

O trabalho em pauta teve por eleicdo analisar, em culturas isoladas de alimentos, 0 espec-
tro de resisténcia, bem como estabelecer as possiveis conexsGes da microflora resistente e suasimpli-

ca¢Ges em Saude Publica.
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MATERIAL E METODOS

Amostragen

Alface: os exemplares foram obtidos no comércio (feiras, supermercados, hortas, verdu-
reiros e quitandas) de diferentes bairros da cidade do Rio de Janeiro, no periodo de outubro de
1979 a dezembro de 1980. Concomitantemente, fez-se a colheita da agua utilizada no umedeci-

mento do vegetal.

Leite: concentrou-se em trés pontos a obtengdo das amostras: I — Lactdrio do Hospital
Geral de Bonsucesso — Rio de Janeiro, nos anos de 1974, 1975 e 1977, representado por duas mar-
cas de um produto industrializado. As coletas foram obtidas diretamente de latas de leite em uso €
daquele ja diluido e pronto para ser distribuido em mamadeiras; Il — Leite fervido ou apenas pas-
teurizado, servido em cantinas universitdrias e lanchonetes da cidade do Rio de Janeiro e munici-
pios adjacentes, correspondendo a leite tipo C com 3,2 ¢ ou 2% de gordura, oriundo de quatro
indistrias e I1I — Leite pasteurizado distribuido no comércio da cidade do Rio de Janeiro, adqui-
rido no momento da recepcdo, sendo da mesma origem industrial, que aquela referida anteriormen-

te, cognominado de controle.

Merenda escolar: consistindo de mingaus, sopas, canjas, arroz com carne moida, ovo cozi-
do, salsicha, molho de peixe e feijdo; base das refeigdes oferecidas pelos estabelecimentos da rede

oficial de ensino do Estado do Rio de Janeiro.

Técnicas

Coleta do material: os espécimens foram colhidos em baldo Erlenmeyer esterilizado, de
250ml de capacidade. Para o transporte ao laboratério fez-se uso de recipiente de isopor contendo

gelo,

Alface: com o auxilio de pinga esterilizada foram selecionadas trés a cinco folhas internas
da hortalica, limpas ¢ sem altera¢@o na sua estrutura.

Leite: do produto do hospital, eram tomados cerca de 10g do leite em pd, com auxilio
de espdtula estéril, enquanto daquele preparado no lactdrio foram recolhidos 100ml.

Quanto ao leite servido em cantinas, efetuou-se a colheita de 100ml tanto do alimento
fervido como in natura, conservado sob refrigeracdo na propria embalagem ou em jarras plasticas.

As amostras designadas de controle foram adquiridas no comércio varejista. No laborato-
rio, apds lavagem do invélucro em dgua corrente e desinfecgdo com dlcool iodado, uma quantidade
equivalente a 10ml foi, assepticamente, recolhida.

Merenda escolar: da merenda solida, colhiam-se, aproximadamente 100g e dos alimentos
liquidos ou pastosos, cerca de 100ml, na ocasido em que eram distribuidos aos colegiais.

Isolamento e identificacdo: como processo de enriquecimento utilizou-se caldo nutriente
lactosado a 2g% e posterior passagem do crescimento em meios seletivos-indicadores: Agar EMB e
Agar MacConkey. A incubagdo foi realizada a 370C por 18 a 24h.

As amostras de alface e merenda escolar foram transferidas do frasco coletor para reci-
pientes contendo 50ml de meio de enriquecimento.

No que se refere a dgua de umedecimento, as amostras eram centritugadas a 4.000rpm
(g = 2.500), por 15 minutos e, apds decantagdo parcial do sobrenadante, um volume de 5ml do
centrifugado era introduzido em 50ml do meio de enriquecimento.

Com relagdo ao leite preparado no lactirio e aqueles colhidos em cantinas e padarias, bem
como i merenda escolar (liquida ou pastosa), uma aliqiiota de 1 ml era semeada em tubos conten-
do 10ml de caldo lactosado. Igual procedimento foi usado para as amostras de merenda escolar,
sendo previamente homogeneizadas em liquidificador Blender, quando sélidas.

Apds a incubagdo, os recipientes que revelassem crescimento eram semeados em placas
contendo os meios seletivos para enterobacterias.

No dia subseqiiente, cerca de trés a cinco coldnias eram isoladas ¢ suspensas em volumes
de 5ml de dgua destilada estéril. As suspensdes eram distribuidas em kits para identificagdo bioqui-
mica, com base em 21 provas de API System do Laboratdrio Mérrieux, baseado no método classico
preconizado por Edwards & Ewing (1972).

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos: adotou-se o método de dilui¢d@o em placa, fa-
zendo-se uso do Agar Mueller-Hinton e dos firmacos: sulfadiazina (Su), Spofa United Pharmaceu-
tica Works-Praha: sulfato de estreptomicina (Sm), Fontoura Wyeth; cloridrato de tetraciclina (T¢c),
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Laborterdpica Bristol S.A.; cloranfenicol (Cm), Parke-Davies; suifato de canamicina (Km), Labor-
terapica Bristol S.A.; ampicilina (Ap), Laborterapica Bristol S.A.; dcido nalidixico (Nal), Winthrop
Products Inc. e sulfato de gentamicina (Gm), Laboratérios Schering. Foram utilizados nas seguin-
tes concentracoes: 10, 50 ¢ 100mcg/ml para Sm, Tc,Cm, Km, Ap e Nal: 1, 5, 10, 50 e 100mcg/ml
para Gm e para Su, 50, 100 e 200mcg/ml.

O indculo consistiu no espathamento de uma alga de 1,5mm de didgmetro da cultura, cres-
cido em caldo nutriente, a 370C, por 18 a 24h.

Paralelamente, foram semeadas estirpes de Escherichia coli reconhecidamente sensiveis e
resistentes, como controle do teste.

Foram consideradas culturas resistentes aquelas que apresentavam crescimento em con-
centracdo igual ou superior a 100mcg/ml, para Su: 10mcg/ml para Gm e Sm, ¢ 50mcg/ml para as

demais drogas.

Experimentos de conjugagdo: foram analisadas apenas as culturas que revelaram perfis
mono ou birresistentes.

Como receptoras foram utilizadas as linhagens-padrao de £. coli: K12 55e¢K 12 JC 3272,
respectivamente, portadoras de marcos de resisténcia cromossémica para Nal e Sm (cedidas gentil-
mente pelo Dr. W. Hayes da Universidade de Edinburg, Escécia).

A partir de um crescimento exponencial, isto €, com uma concentracao de 108 células,
procedeu-se a mistura das culturas-testes com as receptoras na propor¢do de 1:10, incubando-se
e banho-maria a 379C durante 3 e 24 horas. Ap6s as incubagdes, 0,1 ml das misturas foi semea-
do em placas contendo uma modificagao do meio de Mueller-Hinton com 2g% de lactose e 0,008g%
de azul de bromotimol, além da inclusio das drogas em concentragoes de 100mcg/ml para Su,
10mcg/ml para Sm e Gm e 25mcg/mi para outros antimicrobianos. Para contra-selecionar o cresci-
mento da amostra doadora, acrescentou-se Sm ou Nal, em concentragdo de 25 mcg/ml de acordo
com a natureza da cultura padrdo. Nesta etapa procurou-se analisar, além do perfil de resisténcia, a
fermentac@o de lactose como outro marcador para detecgao de transconjugantes.

Apés 24 a 48h a 370C, foram selecionadas cinco a dez colOnias transconjugantes para
confirmacio da resisténcia através do método de diluicdo em placa.

RESULTADOS

Qs espécimens analisados propiciaram o isolamento de 400 culturas de bactérias Gram
negativas (Tabela ). Apenas seis colheitas, correspondendo ao leite (hospitalar e de cantinas) nao
revelaram crescimento (Tabela II).

TABELA I
Origem e freqiiéncia das amostras bacterianas isoladas dos diferentes alimentos analisados
Numeros Numero de Isolamentos
Alimentos Fontes de
Coletas Enterobactérias Nao Entéricos Total
Hortas comerciails 5
Hortas domésticas 5
Feiras 5
Alface Quitandas 5 112 9 121
(35" Supermercados 5
Verdureiros ambulantes 10
Agua para umedecimento 5 24 1 25
Leite Lactario de hospital 26 56 13 69
(82) Cantinas e lanchonetes 50 70 30 100
Controle 6 6 3 9
Merenda Escolas municipais 24 71 5 76
Escolar Escolas estaduais
(32) 8
Total 154 339 61 400

» Os nimeros entre parénteses significam o total de coletas por alimentos.
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A determinagdo do perfil bioquimico permitiu a divisdo da amostragem em dois grupos:
o primeiro constituido de 339 estirpes pertencentes a familia Enterobacteriaceae, com predomi-
nancia dos géneros Klebsiella (39,5%) e Enterobacter (38,6%), incidindo principalmente em folhas

de alface e leite de lactario (Tabela III), ¢ o segundo, representado por 61 culturas de outros Gram
negativos, destacando-se como mai: freqlientes os géneros Acinetobacter (63,9%) e Pseudomonas

(27.8%), tendo ambos maior correla¢cdo com o leite obtido de cantinas (Tabela ['V).

O teste de sensibilidade a antimicrobianos possibilitou o reconhecimento de 98,2% de
amostras de enterobactérias com alguma resisténcia e 100% nos géneros afins (Tabelas V e VI).
Independente a caracterizagdo taxonGmica, as amostras expressaram taxas de maior resisténcia em

relacao a Su (64,2%) ¢ a Ap (62,6%) (Tabela VII).

TABLE LA 11

Freqiiéncia de isolamento de germes Gram negativos entre os produtos analisados

Niamero Crescimento em Caldo Gram Negativos
Natureza do Alimento de
Coletas Positivo Negativo Presenca Auséncia
Alface Folhas 35 35 0 35 0
Apua 5 5 0 5 0
Hospital 26 22 4 15 7
Leite Cantinas 50 48 2 36 12
Controle 6 6 0 2 4
Merenda 32 32 0 22 10
Escolar
Total 154 148 6 115 33
TABELA II

Freqiiéncia dos géneros da familia Fnterobacteriaceae segundo a origem de isolamento

Namero de Amostras [soladas
Total
(Géneros Alface Leite Merenda
Folhas Agua Lactdrio Cantinas Controle Escolar N©Q %
Klebsiella 56 15 9 22 2 30 134 395
Enterobacter 33 5 40 20 2 31 131 38,6
Citrobac ter 7 2 3 17 0 5 34 10,0
Escherichia 12 0 2 7 2 1 24 7,0
Serratia 2 2 2 2 0 2 10 2,9
Proteus 0 0 0 2 0 2 4 1,1
Skigella 2 0 0 0 0 0 2 0,5

Total 112 (33,00 24 (7,0) 56 (16,5) 70 (20,6) 6 (1,7) 71 (20,9) 339 99.7
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O comportamento das culturas, em presenca dos diferentes antibioticos, possibilitou a
identificacdo de ampla variedade de perfis de resisténcia distribuidos, segundo a origem, nas Tabe-
las VIII e IX.

Nos experimentos de conjugacao com as culturas mono e birresistentes, codificou-se co-
mo R, aquelas linhagens que transferiram genes de resisténcia, isto é, as portadoras eventuais de
fatores R, bem como, todas as culturas com perfis de resisténcia iguais ou superiores a trés marcos.
Em contraposicdo, quando o fenémeno de transferéncia génica ndo foi observado, as culturas fo-
ram cognominadas de R™. Neste particular as Tabelas X e XI retratam as interrelagdes das culturas
dos dois grupos taxondmicos com as fontes de isolamento, aspecto de resisténcia e sensibilidade as
drogas antimicrobianas, assim como, a possivel transferéncia genética da resisténcia.

TABLELA IV

Freqtiencia dos géneros de bactérias Gram negativas nio entéricas segundo a origem de isolamento

Altace Leite Merenda Total
(Géneros
Fothas Agua Lactério Cantinas Controle Escolar No© %
Acinetobacter 4 0 10 18 2 5 39 63,9
FPseudomonas | 1 3 11 1 0 17 27,8
Aeromonas 3 f 0 0 0 0 3 4.9
Flavobacterium i 0 0 1 0 0 2 32
Total (NQ e %) 9 (14.7) 1(1,6) 13(21,3) 30 (49,1) 3(4,9) 5(8&,1) 61 99.8
TABELA V
Distribui¢do numérica de amostras de enterobactérias resistentes segundo a origem
Numero de Amostras
Géneros Alface Leite Merenda
: — _ T Total
Folhas Agua Lactario Cantinas Controle Escolar

Klebsiella 56 i5 9 22 2 30 134
Enterobacter 33 5 35 20 2 31 126
Citrobacter 6 2 3 17 0 5 33
FEscherichia 12 0 2 7 2 1 24
Serratia 2 2 2 2 0 2 10
Proreus 0 § 0 2 0 2 4
Shigella 2 0 0 0 0 0 2
Total 111 24 51 70 6 71 333 (98,2)*

* O numero entre parénteses significa percentual.
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TABELA VI
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Distribuicdo numérica de culturas de bacilos Gram negativos ndo entéricos resistentes segundo a origem

Gé Alface Leite Merenda
ENeros Total
Folhas Agua Lactario Cantinas Controle Escolar
Acinetobacter 4 0 10 18 2 5 39
Pseudomonas 1 1 3 11 1 0 17
Aeromonas 3 0 0 0 0 0 3
Flavobacterium 1 0 0 1 0 0 2
Total por Origem 9 1 13 30 3 5 61 (100) *
* O niimero entre parénteses significa percentual.
TABELA VI
Distribuicdo numérica e percentual dos marcos de resisténcia nas culturas de estudo
Determinantes de Resisténcia
Culturas
Su Sm Tc Cm Km Ap Nal Gm
Enterobactérias
333 211 12 31 42 4 205 31 —

(98,2)*  (63,3) (3,6) (9,3) (12,6) (1,2) (61,5} (9.3) (0,0)
Bacilos nao
Entéricos 61 42 19 7 39 3 42 18 —

(100} (68,8) (3L,1) (11,4) (63.9) (4.9) (68,8) (29.5) (0,0)
Total 394 253 31 38 81 7 247 49 —

(98,5) (64,2) (7,8) (9,6) (20.5) (1,7) (62,6) (12,4) (0,0)

* s nimeros entre parénteses significam percentuais

TABELA VIII
Distribuic@o numeérica e percentual dos perfis de resisténcia mais freqiientcs nas enterobactérias segundo a origem
Origem
Perfis de i Lo Merond
FPP SR ace eite erenda
Resistencia ' Eecolas Total
Folhas Agua Lactario Cantinas Controle
g 33 7 1 22 5 24 92
. (35.8) (7.6) (1,0) (23,9) (5.4) (26,0) (27,6)
A 1 — 17 - — - 18
P (5.5) (94 ,4) (5.,4)
Su-T 7 — — 5 — 3 15
u-ie (46,6) (33.3) (20,0) (4,5)
Su-A 57 4 25 15 1 30 132
P (43,1) (3,0) (18,9) (11,3) (7.5) (22,7) (39,6)
2 9 — 4 — 5 20
277

(83,1)



TABELA IX

Distribuicio numérica e percentual dos perfis de resisténcia mais freqilentes entre os bacilos Gram negativos ndo

entéricos, segundo a origem

Origem
Perfis de
Resistérnicia Alface Leite Merenda
- - B Escolar Total
Folhas Agua Lactdrio Cantinas Controle
- - 10 1 - 11
AP (90,0) (9,0) (18,0)
1 _ _ 2 3 6
Su-A 5 1 — — — 6
u-Ap (83.3) (16,6) (9,8)
4 1 5
Su-Lm-Ap-Nal - - (80,0) (20,0) (8,1)
28
(45,9)
TABELA X
Distribuicdo numérica e percentual das culturas de enterobactérias (resistentes e sensiveis) isoladas dos diversos
altmentos
(Caracteristicas Alface Leite Merenda
Gerais - ) Escolar Total
Folhas Agua Total | Lactdrio L Cantinas | Controle Total
Amostras 112 24 136 56 70 6 132 71 339
Isoladas
. 111 24 135 51 70 6 127 71 333
Resistentes (99,1)  (100) (99,2)  (91,0) (100) (100)  (96,2) (100)  (98,2)
. 1 — 1 5 — — 5 — 6
Sensiveis (8.9) ©.7) (8,9) (3,7) (1,7)
78 17 35 46 66 6 118 65 278
R+ (70,2) (70,8) (70,3) (90,1) (94,2) (100) (92,9) (91,5) (83,4)
33 7 40 5 4 — g 6 5§
R-= 29,7y (29,1} (29.3) (9.8) (5,7) (7,0) (8,4) (16,5)
TABELA XI

Distribuicio numérica e percentual das culturas de bacilos nao entéricos (resistentes e sensiveis) isolados dos diver-

505 alimentos

Caracteristicas Alface Leite Merenda
Gerals - . ) Escolar Total
Folhas Agua Total Lactario r Cantinas J Controle l Total -
Amostras 9 1 10 13 30 3 46 5 61
[soladas
Resi 9 1 10 13 30 3 46 5 61
esistentes (100)  (100) (100)  (100)  (100)  (100) ~ (100)  (100) (100
Sensiveis (0.0) 0.0)  (0.0) (0.0) (0,0) (0,0) (0,0) {0,0) (0,Q)
R+ 4 — 4 13 23 1 37 2 43
{44 4) (0,0 40,0) (100) (76,6) (33,3) (801,4) {40,0) (70,4)
R 5 1 6 — 7 2 9 3 18
- (55,5) (100) (60,0) (0,0) (23,3) (66,6) (19.,5) (60,0)  (29,5)
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DISCUSSAO

Em principio, salienta-se que o trabalho desenvolvido tinha como intuito basico investigar
o comportamento de enterobactérias isoladas de alimentos, diante de drogas antimicrobianas. No
entanto, pelos resultados obtidos, procurou-se também valorizar os achados em relagdo aos outros
Gram negativos isolados, ndo pertencentes a familia £n rerobacteriaceae (Tabela I).

Muito embora a pesquisa apresente um carater qualitativo, um primeiro ponto de realce
emana da observacdo que apenas seis coletas de leite ndo propiciaram crescimento bacteriano (Ta-
bela 11). Nesse sentido pode-se apontar como causa a manipulacdo adequada do produto, pois das
quatro coletas de leite de origer hospitalar, tres correspondiam dquele em po, retirado asseptica-
mente do vasilhame e um outro preparado sob supervisio do chefe do Lactirio. Paralelamente,
nas duas colheitas de leite servido em cantinas, uma relacionava-se ao produto fervido ¢ a outra ao
leite pasteurizado aberto no momento da coleta.

Ainda nesta fase inicial é importante questionar o ¢levado numero de culturas Gram nega-
tivas obtidas (Tabelas I e II). Conquanto seja extremamente dificil caracterizar e responsabilizar
fatores de diversas ordens por tal acontecimento, admite-se que, provavelmente, a negligéncia aos
principios basicos de higiene dos alimentos, se constituiu na geratriz do tenomeno.

Outro aspecto de relevdncia na analise dos resultados se situa na identificagdo qualitativa
e quantitativa das bactérias Gram negativas, de acordo com as fontes de origem (Tabelas I11 ¢ IV).
Nas enterobactérias (Tabela III) salientam-se {rés caracteristicas: 1) predominancia de Escherichia
coli no cultivo das folhas de alface; 2) maior taxa de isolamentos de membros do género Citrobac-
ter obtida no leite de cantina, e 3) prevaléncia dos géneros Klebsiella e Enterobacter em quase

todas as fontes de ¢olheita.

No primeiro caso, considerando que este microrganismo é um indicador de contamina-
cdo fecal, admite-se sua origem atraves da veiculagdo hidrica, carreada pela matéria organica e a
manipulacdo da hortalica desde a colheita até a comercializacdo. Os resultados obtidos por Souto
& Correa (1945) e Gelli et al. (1979) na pesquisa das condicdes higiénico-sanitdrias de hortalicas,
na cidade de S3o Paulo, sdo compativeis com este achado.

Quanto 2 maior freqiiéncia de isolamentos do género Citrobacter do leite cothido em can-
tinas, ndo se obteve uma explicagdo plausivel, nem tao pouco encontram-se dados referenciados.
Todavia assinala-se que C. freundii, esta muitas vezes associada aos processos entéricos, principal-
mente em criangas, como relatam Suassuna, Suassuna & Costa (1958), Sedlak (1970) e Hodges,

Degener & Barnes (1978).

A ocorréncia expressiva de Klebsiella e Enterobacter em alimentos é¢ comumente assina-
lada por diversos autores. Neste sentido, Shooter et al. (1971) obtém taxas semelhantes em analise
de alimentos de diversas origens. Ercolani (1979) salienta a facilidade de colonizagdo de Entero-
bacter em vegetais. Cooke et al. (1980) relatam a predominancia de Klebsiella tanto em dgua usada
para lavagem de vegetais como em alimentos de origem hospitalar. Palmeira (1975); Palmeira, Dias
& Hauila (19752 e 1975b); Palmeira (1976) e Palmeira et al. (1977) admitem que a colonizagdo
ambiental destes germes, principalmente na area nosocomial, se constitui na causa basica das conta-
minag®es dos alimentos, em particular do leite de lactirio.

Concluindo esta etapa ressalta-se a presenga de Acinefobacter € Pseudomonas em leite ob-
tido de cantinas; tais bactérias sdo, em algumas circunstancias, apontadas como agentes de entero-
infec¢des como descrevem Gardner et al. (1970) e Grawenitz (1977). A natureza telurica destes
microrganismos poderd estar envolvida como causa da contaminagdo do produto, associado 4 vei-
culagdo aerdgena e talvez d participagdo de vetores mecanicos, representados por insetos.

Ao se analisar a resisténcia revelada pela amostragem, sdo enfatizadas as altas taxas obti-
das, quer para as enterobactérias (98,2%) como para os outros Gram negativos (100%) (Tabelas V
e VI). Este dado caracteriza, incontestavelmente, uma verdadeira “‘polui¢do” de marcadores genéti-
cos de resisténcia a drogas nas culturas. Desta circunstancia podem ser previstas as conseguencias
geradas pelo consumo permanente de alimento com uma microflora portadora de resisténcia infec-
ciosa. Alids, o estudo pioneiro de Smith (1969) confirma esta preocupagdo, tendo em vista que in
vivo, no homem ou animal, a transferéncia de resisténcia microbiana ocorre.

Confrontando as Tabelas III, IV, V e VI percebe-se que das 400 culturas submetidas ao

antibiograma, cinco amostras de Enterobacter, provindas do leite hospitalar e apenas uma cultura
de Citrobacter, isolada de folhas de alface (Tabelas III e V) manifestaram sensibilidade aos oito

antimicrobianos utilizados, fato ndo detectado nos géneros das outras familias (Tabelas IV e VI).
Assim, 394 estirpes bacterianas resistiram a ag¢do antibiotica, representando 98,5% de resisténcia
como revela a Tabela VIL
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Ainda na Tabela VII observa-se que o comportamento das culturas isoladas diante das
drogas antimicrobianas apresenta outras informagses de interesse. Assim, identifica-se a sensibili-
dade absoluta das culturas 4 gentamicina, que provavelmente pode ser explicada pela discreta utili-
zagdo deste antibidtico nesta microflora. Todavia, ao se considerar o ambiente hospitalar (ambula-
torio e enfermarias) onde seu uso é difundido, os resultados sdo inteiramente opostos, conforme 0s
trabalhos de Dias et al. (1979) que demonstraram o surgimento da resisténcia a este antimicro-
biano, em ambiente hospitalar, a partir de 1976, e de Magalhdes & Véras (1979) que se detiveram
na andlise de plasmidio que codifica a resisténcia a gentamicina em culturas de Salmonella typhi-
murium isoladas de uma unidade hospitalar.

Quanto ao determinante de tesisténcia para o acido nalidixico verificou-se uma frequiéncia
mais acentuada nas culturas de géneros afins, comparando-se com as enterobactérias (Tabela V).
E oportuno relatar que as amostras que manifestaram resisténcia ndo transferiram este marco gene-
tico, concordando com os achados de Santos (1972) e Palmeira (1975).

Por outro lado a resisténcia das culturas a sulfadiazina e ampicilina muito se assemelham
em aspecto numérico de freqiiéncia, tanto nas enterobactérias como nos outros generos. No que se
refere a resisténcia para o quimioterdpico Su é conveniente lembrar que esta droga vem sendo usa-
da desde a década de 30, tornando vidvel a suposicdo que germes Gram negativos revelam, em sua
grande maioria esta resisténcia, provavelmente oriunda da agao seletiva exercida pelo antimicrobia-
no. Reforcando esta idéia destacam-se as observagoes de Palmeira (1975) que ao analisar a dissemi-
nacdo da resisténcia infecciosa em nosso meio, situou o periodo de 1937-1951 para o aparecimento
da resisténcia a este farmaco.

Para os antimicrobianos Sm, T¢, Cm e Km as taxas obtidas sdo inferiores a 50%, excetuan-
do-se aquela verificada nos géneros afins para o determinante de resisténcia ao cloranfenicol.

Destaca-se que o teste de sensibilidade, no cémputo geral, permitiu detectar, 30 model os
distintos de resisténcia, variando os perfis de monorresistentes até heptarresistentes. Em decorrén-
cia da multiplicidade dos modelos, as andlises se concentraram somente naqueles com maior predo-

mindncia {(Tabelas VIII e IX).

Analisando os resultados referentes as 277 amostras de enterobactérias (Tabela VIII) assi-
nala-se uma freqiiéncia quase que equivalente dos modelos Su e Su-Ap nas culturas dos diversos ali-
mentos pesquisados. Salienta-se a incidéncia do perfil Ap nas entercbactérias do leite de lactario,
admitindo-se que seja resultante de contaminagdes no ambiente nosocomial, uma vez que as taxas
encontradas nas culturas dos outros alimentos sdo quase nulas. Quanto aos perfis Su-Tc e Su-Cm-
Ap, pode-se afirmar que apresentam expressividade nas culturas origindrias da maioria dos alimen-
tos, com excecdo do leite obtido do lactirio e controle, imaginando-se que, potencialmente, resui-
tem da selecdo natural imposta pelos antibidticos sobre esta microbiota. Entretanto, considerando
a observagdo de Hofer et al. (1979) que analisaram aspectos ecoldgicos e epidemiologicos em Sal-
monella typhimurium, admite-se também uma relacdo taxonOmica destes perfis com a espécie
bacteriana isolada e sua origem.

Este tltimo raciocicio talvez constitua explicagdo para a acentuada desuniformidade dos
resultados, no tocante aos Gram negativos afins (Tabela IX), nos quais reconheceu-se apenas 28
culturas, de um total de 61, que apresentaram identidade de comportamento. Inerente a esta supo-
si¢do cita-se a auséncia de identificagdo dos modelos Su e Su-Tc, bem como, a ocorréncia de Su-Cm
e Su-Cm-Ap-Nal, quando se confrontam os dados das Tabelas VIII e 1X.

Quando se tenta globalizar os resultados obtidos dispondo-0s em paralelo com a natureza
da amostragem (Tabelas X e XI), outras conclusGes sio possiveis de se aquilatar. Deste modo per-
cebe-se que dentre as enterobactérias (Tabela X} os percentuais de R™, isto &, aquelas culturas nas
quais se visualizou a transferéncia de marcos genéticos e ou aquelas que revelaram multirresisten-
cia, sdio em sua maioria proximos a 100. Curiosamente, constatou-se que as culturas de leite {(can-
tinas e controle) ¢ merenda escolar apresentaram freqiiéncias de resisténcia e R™ superiores dquela
obtida para os germes isolados do leite de lactario. Muito embora se reconhe¢a o tempo distinto
em que se efetuou o isolamento dessas culturas, este fendGmeno ndo pode ser ignorado, tendo em
yista que o ambiente hospitalar representa o modelo clissico e atual da pressdo seletiva imprimida
pelas drogas antimicrobianas. Em contraposi¢do, as amostras bacterianas originarias de alface ¢
agua revelaram percentuais inferiores. Talvez, a explicacdo para este achado resida na discreta
exposicio da microflora desta amostragem aos produtos antimicrobianos, embora este aspecto
ndo tenha sido avaliado no presente estudo.

J4 as amostras nio pertencentes & familia Enterobacteriaceae (Tabela XI) apresentam
caracteristicas pouco homogéneas distingiiindo-se, em parte, dos resultados até entdo discutidos.
A resisténcia das culturas, expressa em percentuais maximos, contrapde-se com uma variedade
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maior de taxas para as culturas R*. Esta evidéncia pode ser interpretada, talvez, como decorrente
de uma especificidade taxondmica dos germes em questao associada ao seu patrimdnio genético,
como ja se fez alusio em aspecto anterior desta anilise. Acrescentando mais um respaldo a esta
suposi¢do é conveniente citar que Camara & Cardoso (1981), detendo-se na epidemiologia da resis-
téncia plasmidial, relatam que a multirresisténcia em Salmonella, isolada de dgua de esgoto, se con-
centra nos sorotipos do grupo soroldgico B.

Sumarizando estas consideracdes enfatiza-se que a auséncia de transferencia de resisténcia,
através de conjugagdo — taxas de culturas R™ (Tabelas X e XI), ndo significa, categoricamente, que
esta resisténcia ndo seja mediada por plasmidios R, pois os fatores R podem ser defectivos, isto e,
perdem os genes que determinam sua transferéncia, como assinalam Rownd, Kasamatsu & Mickel

(1971).

Alicercando-se na presenca caracteristica de enterobactérias com resisténcia infecctosa em
taxas elevadas é 6bvio supor que a ingestdo de alimentos carreadores desses germes, amplia as possi-
bilidades de colonizacdo no trato intestinal de individuos sadios podendo acarretar problemas futu-
ros de ordem médica e sanitaria. Deste modo é admissivel incriminar os alimentos como um vel-
culo de transmissio e disseminacdo de bactérias portadoras de fatores R. Estas conciusdes contra-
dizem as deduces formuladas por Falcdo et al. (1982) que ao analisarem enterobacterias isoladas
de produtos carneos crus, ndo obtiveram altos niveis de resisténcia.

Sem divida que outros fatores, intrinsecos e extrinsecos, podem estar envolvidos no
mecanismo da incidéncia de bactérias portadoras de plasmidios R, tais como: o discreto controle
sobre o uso de antimicrobianos nos alimentos e ragGes; a indiscriminada utilizagdo dos antimicro-
bianos nas enfermidades humanas, animal e até certo ponto vegetal; a propaganda inadequada,
difundida através de veiculos de comunica¢do de massa, sugerindo o consumo de firmacos desta
natureza; a automedicagdo e as deficiéncias higiénico-sanitdrias relacionadas 4 producgdo, industria-
lizacdo e comercializagdo de produtos alimenticios.

Com base em tais consideracdes torna-se dificil sugerir solugdes preventivas imediatas. No
entanto, acredita-se que a orientagao € a conscientizagdo da comunidade, sobre o problema, ve-
nham constituir o caminho mais viavel, embora os resultados sejam obtidos a longo termo.

SUMMARY

From 154 food samples, including vegetables (lettuce), milk and meals served at school it
was possible to isolate and identify 400 Gram negative bacilli distributed among 339 enteric bacte-
ria { Escherichia, Shigella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia and Proteus) and other 61
non enteric bacilli {Acinetobacter, Flavobacterium, Aeromonas and Pseudomonas).

Submitting this cultures to the drugs sulfadiazine (Su), streptomycin (Sm), tetracycline
(Tc), chloranphenicol (Cm), kanamycin (Km), ampicilin (Ap), nalidixic acid (Nal) and gentamycin
(Gm) it was observed only six stocks susceptible to all drugs and total sensibility to Gm. Among
enteric bacteria the profiles Su (27,6%) and Su-Ap (39,6%) predominated, while for the non
enteric bacilli percentages of 18,0 for Ap and 9.8 for Su-Ap were detected.

Aiming to better characterization of resistance, experiments of conjugation were made
with standard strains of Escherichia coli K 12.

Great concern was raised by the recognition of these cultures due to the elevated R* taxes
for the enteric bacilli that were close to 90% (milk and food at school) and about 70% in relation
to lettuce.
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