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Resumo

DRABER, Bruna Garofali Simone. Caracterizacdo de Escherichia coli e
Salmonella spp. multirresistentes veiculadas por linguicas coloniais
dessecadas vendidas em feiras livres no municipio de Pelotas. RS. 2025. 41f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinéria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2025.

A linguica colonial dessecada é um tipo de embutido amplamente consumido no sul
do Brasil. E um produto vendido pronto para o consumo que pode carrear patdgenos
para seus consumidores se ndo manipulada corretamente desde a fabricacao até a
venda. O risco de veiculacdo de microrganismos patogénicos e multirresistentes por
produtos de origem animal € amplamente conhecido ao redor do mundo, Vvisto isso, 0
objetivo deste trabalho foi verificar a presenca e isolar bactérias do género Salmonella
spp. e da espécie Escherichia coli de linguicas coloniais vendidas nas feiras livres do
municipio de Pelotas, verificar a multirresisténcia das mesmas e posteriormente,
realizar a caracterizagdo molecular destes isolados, também evidenciar seu risco a
saude dos consumidores, visto que sado produtos de facil acesso e vendidos prontos
para 0 consumo. Foram obtidas 88 amostras destes produtos. As analises
microbioldgicas foram realizadas seguindo a metodologia indicada pelo MAPA para
pesquisa de Salmonella spp. e detecgcédo e enumeracéo de E. coli. Para avaliagdo da
multirresisténcia, foi realizado o teste de disco difusdo de Kirby-Bauer para seis
classes diferentes de antimicrobianos. Foi pesquisada a presenca do gene InvA para
os isolados de Salmonella spp. pela técnica de PCR e 0s genes eae, stx, est, elt, ipaH.
aggR, CVD432 e aspU foram pesquisados por meio de multiplex PCR para os isolados
de E. coli, verificando os patotipos desta bactéria. O total de amostras positivas para
presenca de Salmonella spp. 39,7% (35/88), e 17% (15/88) apresentaram contagens
acima do permitido para E. coli. Destas amostras, 47,7% (42/88) foram positivas para
pelo menos um destes microrganismos patogénicos multirresistentes. Destas
amostras positivas, foram obtidos 35 isolados de Salmonella spp. e 25 isolados de E.
coli onde todos apresentaram resisténcia a pelo menos trés classes diferentes de
antimicrobianos. Foram identificados 30 (85,7%) isolados com a presenca do gene
InvA, caracterizando a espécie Salmonella Typhimurium e 5 isolados de E. coli
apresentaram a presenca do gene eae, caracterizando E. coli enteropatogénica
(EPEC). O presente estudo revela o alto risco aos consumidores devido a veiculagao
de bactérias patogénicas multirresistentes em linguicas coloniais dessecadas
vendidas em feiras livres de Pelotas. A presenca destes microrganismos, nestes
produtos, representa uma séria ameaca a saude publica.

Palavras-chave: doencas de transmissao hidrica e alimentar; Salmonella;
Escherichia coli; Saude Unica; Embutidos



Abstract

Draber, Bruna Garofali Simone. Characterization of Escherichia coli e Salmonella
spp. multidrug-resistant transmitted by dry colonial sausages sold at open
markets in the municipality of Pelotas, RS. 2025. 41f. Dissertation (Master degree
in Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterindria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas, 2025.

Colonial sausage is a type of processed meat widely consumed in southern Brazil. It
is a ready-to-eat product that can carry pathogens to consumers if not handled properly
from production to sale. The risk of transmitting pathogenic multidrug-resistant
microorganisms through animal-derived products is well-known worldwide. Therefore,
this study aimed to detect and isolate multidrug-resistant bacteria of the genus
Salmonella spp. and the species Escherichia coli from colonial sausages sold at open
markets in the city of Pelotas. The study also sought to perform molecular
characterization of these isolates present in these ready-to-eat products, highlighting
their health risks to consumers. A total of 88 samples of these products were obtained.
Microbiological analyses were conducted following the methodology recommended by
ANVISA for the detection of Salmonella spp. and detection and enumeration of
Escherichia coli. To assess multidrug resistance, the Bauer disk diffusion test was
performed for six different classes of antimicrobials. The presence of the invA gene
was investigated in Salmonella spp. isolates using PCR, and the genes eae, stx, est,
elt, ipaH, aggR, CVD432, and aspU were investigated using multiplex PCR for E. coli
isolates to determine the pathotypes of this bacterium. Results showed that 39.7%
(35/88) of the samples were positive for Salmonella spp., and 17% (15/88) had E. coli
counts above the legal limit. All isolates exhibited resistance to at least three different
classes of antimicrobials. Thirty isolates were identified with the presence of the invA
gene, characterizing the species Salmonella Typhimurium, and five E. coli isolates
presented the eae gene, characterizing enteropathogenic E. coli (EPEC). This study
reveals the high risk to consumers due to the transmission of pathogenic multidrug-
resistant bacteria in colonial sausages sold at open markets in Pelotas. The presence
of these microorganisms in these products represents a serious threat to public health.

Keywords: water and foodborne diseases; Salmonella; Escherichia coli; one health;
sausages
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1 Introducéao

O Decreto 6.124 (2018) regulamenta as feiras livres no municipio de Pelotas,
onde é citada como obrigatoria a obtencdo do alvara sanitario para a venda de
produtos de origem animal. Embutidos, como linguicas coloniais, passam por diversas
etapas de processamento, onde ocorre intensiva manipulagéo, podem veicular
diversos microrganismos patdégenos aos seus consumidores (PAVELQUESI et al.,
2021). A qualidade microbiolégica de um produto esta ligada a trés aspectos: a
preservacdo deste alimento, deteccao e prevencdo de patdgenos e o controle de
doencgas de transmissao hidrica e alimentar (DTHA’s) (MELO et al. 2018). Segundo o
Ministério da Saude (BRASIL, 2024), entre 0os anos de 2014 e 2023, foram notificados
6.874 surtos de DTHA’s no Brasil, onde bactérias dos géneros Salmonella spp. e

Staphylococcus spp. e da espécie Escherichia coli sdo as mais envolvidas.

Diversos microrganismos patogénicos podem desenvolver resisténcia a
antimicrobianos, que é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como a
capacidade do microrganismo de ser resistente a trés ou mais classes de
antimicrobianos, sendo uma ameaca a saude mundial visto a resisténcia a
antimicrobianos causa 1,27 milhdo de mortes diretas por ano e contribui para mais
4,19 milhdes de outras mortes (OMS, 2024). Qualquer produto de origem animal,
quando néo ocorre 0 seu armazenamento e refrigeracdo de forma adequada, pode

carrear patdgenos multirresistentes a antimicrobianos (MONTE et al., 2021).

Bactérias da espécie E. coli sGo comensais do trato gastrointestinal, entretanto,
possuem a capacidade de causar infecgcbes em humanos e animais (RAHMAN et al.,
2020). Esses microrganismos pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos
gram-negativos, moveis, ndo formadores de esporos, anaerobio facultativo, capazes
de fermentar lactose a 45 °C (FAULA et al. 2015). Essa espécie possui grande

diversidade, com diversos exemplares patogénicos, que podem causar diversos tipos



de sindromes diarreicas, sendo relacionadas ao consumo de diversos
alimentos e agua (SANTOS, 2023).

Exemplares do género Salmonella spp. aparecem muitas vezes associadas
a ingestao de produtos de origem animal, esses alimentos sdo a principal via de
veiculacdo destas bactérias para humanos (FERRARI et al., 2019). A infec¢éo
causada por esses patogenos € denominada salmonelose, onde individuos
infectados apresentam transtornos gastrointestinais, como vOmito e diarreia
(BARROS et al., 2020). Anualmente, microrganismos deste género causam de
200 milhdes a um bilhdo de infeccbes ao redor do mundo (CHLEBICZ,
SLIZEWSKA, 2018).

E de extrema importancia a identificacdo de bactérias patogénicas em
produtos de origem animal. Por conta disso as andlises microbiologicas
realizadas em carne e produtos carneos sado instituidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e seguem 0s parametros da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), encontrados na Instrucéo
normativa 313 (2024). Para a pesquisa de Salmonella spp. € requisitada a
auséncia deste patdogeno em 25 gramas do produto e a analise € realizada
seguindo a ISO 6579 (2017). Ja para a deteccdo e enumeracao de E. coli, tem
o limite de 102 UFC/g de segue a ISO 7251 (2005). Essas analises e parametros
sdo para produtos carneos maturados, dessecados, como presuntos crus,

copas, salames, linguicas dessecadas, charque, entre outros.

Ferramentas como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) promovem
uma identificacao precisa e mais rapida de microrganismos isolados de produtos
de origem animal, como as linguicas coloniais (SANTOS et al., 2001). E uma
técnica rapida, sensivel e especifica que permite a identificacdo de género e
espécie de diversos microrganismos, além de possibilitar a identificacdo de
fatores de viruléncia dos mesmos (ZSCHOCK et al., 2005). Utilizando essa
técnica para isolados do género Salmonella spp., pode-se identificar a espécie
S. enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium, utilizando a técnica
descrita por Rahn et al. (1992). J4 para exemplares da espécie E. coli, uma
multiplex PCR pode ser utilizada para identificacdo de patotipos, com a técnica

descrita por Toma et al. (2003).
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O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca e isolar bactérias do
género Salmonella spp. e da espécie E. coli de linguicas coloniais vendidas nas
feiras livres do municipio de Pelotas, RS, verificar a multirresisténcia das
mesmas e posteriormente, realizar a caracterizagdo molecular destes isolados,
também evidenciar seu risco a saude dos consumidores, visto que sdo produtos

de facil acesso e vendidos prontos para 0 consumo.



2 Revisao da Literatura

2.1 Linguica colonial

A cadeia produtiva de carne suina envolve desde os fornecedores de insumos
para a producdo animal, os pecuaristas, os transportadores dos animais Vvivos, 0S
frigorificos, os mercados, os agougues e, até os consumidores. E de extrema
importancia, para a garantia de um alimento in6cuo e de qualidade, que todos os

envolvidos neste processo estejam alinhados com este propdsito (SOUZA, 2019).

A carne suina é a fonte de proteina animal mais consumida ao redor do mundo.
Em 2024, o Brasil produziu mais de 5 milhdes de toneladas deste produto e ocupa 0
lugar de quarto maior produtor mundial de carne suina (CONAB, 2025). O consumo
de embutidos suinos pelos brasileiros apresenta um crescimento nos ultimos anos.
Embora o consumo de carne suina in natura tenha aumentado, os produtos
embutidos, como linguicas e salame, continuam agradando o paladar dos brasileiros.
A industria de embutidos suinos no pais é consolidada, movimentando bilh6es de
reais anualmente (TECNOCARNE, 2024).

Segundo a IN 04 de 2000 do MAPA (BRASIL), entende-se por linguica o
produto carneo industrializado, obtido de carnes de animais de acougue, adicionados
ou nao de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envolto natural ou artificial, e
submetido ao processo tecnoldgico adequado, sua classificagdo varia de acordo com
a tecnologia de fabricacéo, podendo ser um produto cozido, fresco, seco, curado e/ou
maturado, entre outros. Esses embutidos sdo denominados de acordo com a
composicdo da matéria prima e/ou da técnica de fabricacdo. Entdo linguicas
dessecadas passam pelo processo de dessecacdo, apresentando vantagem em
relacdo aos demais, visto que pode ser disponibilizado ao seu consumidor em curto
periodo de tempo, ja que ndo necessita de tempo de maturacdo para 0 consumo
(KAIPERS, 2017).

A linguica colonial é considerada um produto com elevado consumo, principalmente

no Sul do Brasil, devido a fatores como a influéncia das culturas germanica e italiana



e, também, a facilidade de aquisicdo e consumo destes industrializados, visto
gue sdo vendidos prontos, ndo precisando passar por qualquer processo de
cozimento para seu consumo (PRATI & HENRIQUE, 2017). Apesar da féacil
aquisicdo, produtos deste tipo podem veicular diversos patdgenos para seus
consumidores por conta das condicbes desfavoraveis de producdo e
comercializacdo, onde muitas vezes ndo sdo seguidas as boas praticas de
fabricacdo ou o produto fica exposto, e, por ser um produto carneo que nao sofre
etapas com calor no seu processo, passando diversos processos durante sua
fabricagdo, onde ocorre diversas manipulagbes do mesmo, esse risco é
aumentado (MUNARI, 2016).

A qualidade de produtos de origem animal pode ser verificada através de
andlise microbioldgicas, as quais devem estar de acordo com os padrdes
estabelecidos pela ANVISA, por meio da Instrucdo Normativa n° 313 de
setembro de 2024. Para embutidos carneos maturados, como o salame/linguica
colonial, 0 maximo tolerado de E. coli € de 102 UFC/g, ja para Staphylococcus
coagulase positiva é de 103 UFC/g e, ainda, auséncia de Salmonella spp. em 25
g de amostra (BRASIL, 2024).

2.2 Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA)

Doencas de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA) caracterizam-se
como sindromes que englobam sintomas como nauseas, vOmitos, anorexia,
diarreia, acompanhada ou nao de febre, sempre ligadas a ingestao de alimentos
ou agua contaminados. Apesar de 0s sintomas gastrointestinais serem 0s mais
comuns, também podem ocorrer outras manifestacées, relacionadas a outros
sistemas como renal, hepatico e até nervoso central. O quadro clinico depende
do agente etiolégico envolvido, podendo variar de um leve desconforto
abdominal a quadros mais sérios, cursando para insuficiéncia renal aguda e até
morte (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Caracteriza-se como surto quando duas ou mais pessoas possuem o
guadro clinico semelhante e relacdo de consumo de algum alimento ou 4gua da

mesma fonte e/ou com histérico de contado entre si ou alguma alteracdo no



18

comportamento da doenca. Esses surtos constituem eventos de saude publica,
podendo representar um risco a essa populacdo. Sao eventos de notificacado
compulsodria imediata, sendo obrigatdrio seu registro ao Sistema de Informacao
de Agravos de Notificacdo (Sinan) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Segundo o informe de surtos de DTHA de 2024 do Sinan, do ano de 2014
ao ano de 2023, foram notificados 6.874 surtos, dos quais, mais de 500 mil
individuos foram expostos e mais de 100 mil pessoas ficaram doentes. Surtos
sdo caracterizados quando dois ou mais individuos apresentam sintomas
similares apos ingerirem alimentos e/ou agua da mesma origem, normalmente
em um mesmo local. Também é mostrado que 34% dos surtos tiveram inicio em
residéncias e a agua e a maior causadora desses surtos, seguida de diversos
alimentos, incluindo produtos de origem animal. Bactérias como E. coli,
Salmonella spp., Staphylococcus spp. e Bacillus cereus aparecem como 0s
agentes responsaveis por esses surtos. Outros patdégenos como virus e

protozoarios também aparecem neste boletim (BRASIL, 2024).

A qualidade microbiol6gica dos produtos € de extrema importancia para
garantir a inocuidade dos alimentos e seguranca do consumidor.
Microrganismos sao encontrados em diversos lugares e ambientes, muitos deles
sao prejudiciais a saude e podem ser encontrados em alimentos, demonstrando
a grande preocupacdo com o controle e a prevencdo de doencas e
contaminagdes (MENDES & RIBEIRO, 2021). Condi¢des duvidosas de higiene,
tanto nas instalagdes quanto entre os manipuladores, sao as principais fontes de
contaminagdo dos produtos, ja que permitem a veiculacdo desses patdgenos
pelos alimentos (DE OLIVEIRA et al., 2021).

Destaca-se a importancia da legislacdo para padronizacdo e garantia dos
métodos de pesquisa, do controle da qualidade dos alimentos e os limites de
presenca de toxinas e patdgenos nestes produtos, entretanto, caso as normas
nao sejam cumpridas juntamente com as boas praticas de fabricacdo (BPF),
higienizacao, controle do processamento e producédo, ha o risco do surgimento
de contaminagcdo e possiveis surtos (NASCIMENTO et al., 2023). As BPF
funcionam em sintonia com a educag¢do continua dos colaboradores,
contribuindo para a reducdo da incidéncia de surtos de DTHA (SIRTOLI;
COMARELLA, 2018).
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2.3 Salmonella spp.

Bactérias do género Samonella spp. pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos,
fermentadores de glicose, ndo esporulados, moveis e conseguem se multiplicar
em temperaturas de 8 a 45 °C e pH de 4 a 8 (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).
A espécie Salmonella enterica subespécie enterica apresenta maior importancia
clinica, pois dois de seus exemplares causam doencas em seres humanos, 0s
sorovares Enteritidis e Typhimurium, apresentando grande relevancia para a
saude publica, podendo também atingir outros animais (ANTUNES et al., 2016).
J& o sorovar Gallinarum é o maior responsavel pela doenca em aves. Atualmente
sdo conhecidos mais de 2.600 sorovares deste género de bactéria, dos quais

grande parte é capaz de causar doencas em seres humanos (BRASIL, 2021).

Os individuos infectados pela espécie S. entérica apresentam um quadro
de gastroenterite, caracterizado por uma infeccdo autolimitada, que cursa por
conta da invasdo das bactérias na mucosa intestinal e da multiplicagdo, tendo
um periodo de incubacao entre 6 e 72 horas. Geralmente, febre moderada,
nauseas, dor abdominal, célicas e diarreia inflamatoria, com ou sem a presenca
de sangue, sao os sintomas desta infec¢ao, podendo durar de 4 a 7 dias (CDC,
2020). E uma infeccdo autolimitante, geralmente o tratamento utilizado é
baseado em reposicdo hidrica, sem a necessidade de utilizar antimicrobianos
(CDC, 2019). Entretanto, essas cepas podem atravessar a mucosa intestinal e
percorrer o sistema linfatico e circulatério, sendo disseminadas de forma
sistémica. Alguns individuos possuem maior probabilidade desta ocorréncia,
como por exemplo pacientes imunocomprometidos, pessoas subnutridas, idosos
e criangcas, mesmo que nao seja frequente, as infec¢cdes de maior gravidade
podem levar a Obito, desenvolvendo septicemia ou outras infec¢des fora do trato
gastrointestinal (ANTUNES et al., 2016; CDC, 2020).

O gene InvA codifica a proteina de mesmo nome, que desempenha uma
funcdo essencial na invasdo das células do hospedeiro principalmente das

células epiteliais do intestino, sendo um elemento de patogenicidade da
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Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium. Essa proteina
integra um sistema de secrecéo do tipo Il (T3SS), onde a estrutura especializada
auxilia o microrganismo a introduzir proteinas que modulam a célula do
hospedeiro, facilitando a insercéo da bactéria na mesma, conduzindo a infeccéo,
esse sistema abrange o meio intracelular, o espaco periplasmatico e a
membrana externa, permitindo que a bactéria estabeleca interagcdo com diversos
tipos de hospedeiros, onde as proteinas efetoras modulam diversas funcfes
bioldgicas, como expressdo génica (YEHIA et al., 2020).

2.4 Escherichia coli

Escherichia coli tem forma bacilar, € Gram-negativo, anaerobico
facultativo e pertence a familia Enterobacteriaceae. A maioria dos exemplares
desta espécie vive de forma comensal no trato gastrointestinal de animais e
dificiimente apresentam manifestacdes clinicas em hospedeiros saudaveis.
Entretanto, algumas cepas possuem fatores de viruléncia podendo causar
doencas como infec¢des intestinais (doencas diarreicas/entéricas) e infeccoes
do trato urinario, além de sepses e meningites. Cepas desta bactéria que
possuem a capacidade de cursar um quadro de diarreia sao classificadas como
E. coli diarreiogénicas. Além disso, também € classificada por patétipos, onde
seguem as categorias de acordo com o seu fator de viruléncia e os sintomas que

sdo apresentados no quadro clinico. (GOMES et al., 2016).

Escherichia coli produtor de Shiga toxina (STEC), constituem bactérias
caracterizadas pela producdo desta citotoxina capaz de causar a sindrome
urémica hemolitica, podendo ser fatal para individuos imunossuprimidos,
criangas e idosos. A infeccdo por essa cepa ocorre principalmente por meio da
ingestdo ou manipulagéo de alimentos contaminados (KIM, LEE e KIM, 2020).
Antigamente era chamada por Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), pois
esta cepa produz duas toxinas nomeadas verotoxinas (VT1 e VT2). Por conta da
similaridade de atividade e estrutura destas toxinas da produzida por Shigella
dysenteriae (ST), VT1 e VT2 sado conhecidas, também, como Shiga-like toxina 1

(SLT1) e Shiga-like toxina 2 (SLT2), posteriormente foram renomeadas como
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Stx1 (VT1 ou SLT1), Stx2 (VT2 ou SLT2) e, atualmente por STEC (MOURA et
al., 2009; GOMES et al., 2016).

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é um patétipos muito
identificado em escolas e hospitais (PARK et al., 2014). Essa cepa pode infectar
tanto humanos, como animais, tendo como principais sintomas diarreia aguosa,
dor abdominal, nausea, vomito e febre, por conta da colonizacdo das
microvilosidades das células intestinais, fazendo com que as bordas
desaparecam, causando diarreia crénica (SINGH et al., 2015). A lesdo desta
cepa é originada por genes que estdo inseridos numa ilha de patogenicidade
chamada LEE (Locus of Enterocyte Effacement); sinais de transdugcao e
aderéncia intima promovida pela intimina (gene eae) correspondem
respectivamente os estagios de interacdo entre EPEC e as células do epitélio
intestinal (ARAIS et al., 2018).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é conhecida como diarreia dos
vigjantes, principalmente em paises em desenvolvimento. Essas cepas
colonizam as proximidades do intestino delgado, produzindo toxinas que atuam
nessas ceélulas e causam diarreia aquosa e hipotermia (ROBINS-BROWNE et al.
2016).

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) € um patégeno intracelular
facultativo que possui a capacidade de causar diarreia. Causa distlurbios no
intestino grosso, onde invade e se prolifera nas células epiteliais, propagando-
se para as células vizinhas, por conta do seu mecanismo de invasdo. Causa
febre e diarreia profusa, contendo muco e sangue, podendo cursar para
ulceracdo deste 6rgdo (SANTOS, 2024).

Escherichia coli enteroagregativa (EaggeEC) € capaz de colonizar todo o
intestino, causando diarreia aquosa persistente, que pode durar mais de 14 dias.
Por conta da sua capacidade de formar biofilme, sua colonizacdo pode ser mais
persistente, causando esses sintomas (SANTOS, 2024). Algumas cepas de
EaggEC possuem o gene stx, presentes na STEC, responsaveis pela producdo

da Shiga toxina.
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2.5 Multirresisténcia a antimicrobianos

Muitos dos prejuizos causados por patdgenos podem ser exacerbados
caso 0S mesmos apresentem multirresisténcia aos antimicrobianos. A
resisténcia bacteriana a antimicrobianos tornou-se um grave problema de salde
publica. Ha evidéncias que o uso indiscriminado de antibioticos para o tratamento
de animais ou como estimulador de crescimento, tornem seus produtos e
derivados, fonte para a resisténcia aos antimicrobianos utilizados em humanos
(HENNING, 2021). A veiculagdo de patogenos multirresistentes é possivel por
diversos meios, até mesmo por alimentos, mas esses microrganismos também
estdo presentes em hospitais, ambientes agricolas, na aquicultura, agua, solo,

vida selvagem e muitos outros ambientes (MARQUES et al., 2023).

A resisténcia antimicrobiana é caracterizada pela perda de efetividade
destes farmacos contra bactérias, virus, fungos e parasitas. Com isso, as
enfermidades causadas pelos mesmos apresentam maior gravidade e o risco de
se disseminarem e serem transmitidas a um numero maior de individuos
aumenta, causando mais morbidade e mortalidade (OMS, 2024). Atualmente,
continuam sendo empregados antimicrobianos descobertos na década de 1980,
bem como suas variacdes, incluindo os beta-lactamicos, que pertencem a classe
da penicilina. A OMS considera a multirresisténcia a antimicrobianos uma
ameaca a saude global, seguranca dos alimentos e desenvolvimento social.
Essa resisténcia ocorre guando microrganismos, como bactérias, virus, fungos
e parasitas, sofrem mutacées que os tornam resistentes aos medicamentos
anteriormente eficazes, portanto essas bactérias resistentes sobrevivem,
podendo transmitir essas caracteristicas para outras, aumentando o risco de

disseminacéo de doencas e dificultando o tratamento (OMS, 2023).

Dentre os muitos fatores contribuintes para a resisténcia microbiana, tem-
se a falta de informac0es a respeito do uso adequado desses medicamentos,
levando parte da populacdo a tomar decisfes a respeito de antimicrobianos
baseadas em senso comum, como descarte incorreto e uso indiscriminado
(OMS, 2023). Orgdos internacionais alertam sobre esse assunto, ja que a

distribuicdo desses microrganismos pode causar grande prejuizo além da parte
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clinica, impactando na producédo de alimentos, racées, comércio e meios de
subsisténcia, visto que interfere tanto na saude humana, quanto na animal
(MONTE et al., 2021).

2.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase

A PCR é uma técnica de biologia molecular que permite a amplificacéo de
segmentos especificos de DNA, gerando bilhdes de coOpias a partir de uma
sequéncia-alvo. A PCR foi desenvolvida em 1983 por Kary Mullis revolucionando
varias areas cientificas, inclusive a microbiologia (OPENSTAX, 2016). E uma
ferramenta de extrema importancia para diversos estudos, visto que permite uma
analise com maior especificidade e maior rapidez, do que as técnicas

bioguimicas convencionais.

Na microbiologia, pode ser usada para identificacdo de espécies,
diagnéstico de infecgBes, estudos de resisténcia antimicrobiana, analise de
diversidade de microrganismos, entre outros. A preciséo, sensibilidade e rapidez
desta técnica, sdo caracteristicas que a tornam uma ferramenta essencial na
pesquisa. Atualmente, existem inumeras variacbes da PCR que foram
desenvolvidas para acatar as necessidades de pesquisa e diagndstico. Alguns
exemplos mais utilizados sédo: PCR convencional, que é a forma classica desta
reacdo; PCR em tempo real, que permite monitorar a amplificacdo do DNA em
tempo real por meio de sondas fluorescentes, possibilitando a quantificacéo
precisa do material genético presente na amostra; PCR multiplex, na qual ocorre
a amplificacdo simultdnea de mdltiplas sequéncias-alvo em uma unica reacao,
utilizando varios pares de primers e podendo ser no formato convencional ou em
tempo real; e PCR digital que divide a reacdo em muitas pequenas reacdes de
nanolitros (nL), permitindo a neutralizacdo de inibidores e a quantificacao
absoluta de moléculas de DNA ou cDNA (FACILLITATE, 2023).
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Resumo

A linguica colonial é um produto carneo extremamente consumido no Sul do Brasil, sendo pela influéncia da
cultura italiana e alema, além sua producdo simples e rapida. Porém, alguns embutidos podem favorecer o
crescimento de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp. e Escherichia coli, representando um risco a
salde publica. A multirresisténcia a antimicrobianos tem sido um problema global. Bactérias multirresistentes
podem estar presentes em alimentos e ser veiculadas por eles. Neste estudo, 88 amostras de lingui¢as coloniais
comercializadas em feiras livres de Pelotas, RS, Brasil, foram analisadas para pesquisa de Salmonella spp. e
contagem de E. coli, onde os isolados obtidos foram testados para multirresisténcia a antimicrobianos e feita sua
caracterizacdo molecular posteriormente. A presenca de Salmonella spp. foi constatada em 39,7% (35/88) das
amostras, enquanto 17% (25/88) apresentaram contagem superior ao permitido para E. coli. Todos os isolados de
Salmonella spp. demonstraram multirresisténcia, destacando-se a resisténcia a ciprofloxacino, indicando um
aumento comparado a estudos anteriores. A identificacdo molecular revelou Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium em 85,7% (30/35) dos isolados, um dos principais sorovares associados a surtos de
salmonelose. Foram obtidosv25 isolados de E. coli, onde todos apresentaram multirresisténcia, e 5 deles foram
classificados como E. coli enteropatogénica (EPEC). Os resultados evidenciam a importancia do monitoramento
da qualidade microbioldgica de produtos carneos e a presenca de patégenos multirresistentes, que pode ocorrer

pelo uso indiscriminado de antimicrobianos.

Palavras-chaves: Embutidos, EPEC, enterica, multirresisténcia, salide Unica
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Abstrat

Colonial sausage is a meat product that is extremely popular in southern Brazil, due to the influence of Italian and
German cultures, as well as its simple and quick production process. However, some processed meats can favor
the growth of pathogenic microorganisms, such as Salmonella spp. and Escherichia coli, posing a public health
risk. Multidrug resistance to antimicrobials has become a global problem. Multidrug-resistant bacteria may be
present in food and transmitted through it. In this study, 88 samples of colonial sausages sold at open-air markets
in Pelotas, RS, Brazil, were analyzed for the presence of Salmonella spp. and enumeration of E. coli. The isolates
obtained were tested for antimicrobial multidrug resistance and later subjected to molecular characterization. The
presence of Salmonella spp. was confirmed in 39.7% (35/88) of the samples, while 17% (25/88) showed E. coli
counts above the permitted limits. All Salmonella spp. isolates exhibited multidrug resistance, with ciprofloxacin
resistance standing out, indicating an increase compared to previous studies. Molecular identification revealed
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium in 85.7% (30/35) of the isolates, one of the main
serovars associated with salmonellosis outbreaks. A total of 25 E. coli isolates were obtained, all of which exhibited
multidrug resistance, and five of them were classified as enteropathogenic E. coli (EPEC). These results highlight
the importance of monitoring the microbiological quality of meat products and the presence of multidrug-resistant

pathogens, which may result from the indiscriminate use of antimicrobials.

Keywords: Sausages, EPEC, enterica, multidrug resistance, One Health
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Introduction

Colonial sausage is a highly consumed product in southern Brazil, as this region has been heavily influenced by
German and Italian cultures [1]. In addition to being easily accessible, its production is simple, and it is ready-to-
eat without the need for thermal processing [2]. Sausages in general contain nutrients that favor the growth of
pathogenic microorganisms [3]. Waterborne and foodborne diseases (WFDs) pose a significant risk to global

public health due to their mortality and morbidity rates, affecting all age groups and social classes [3].

Contamination by bacteria of the genus Salmonella typically occurs through the ingestion of contaminated food,
with animal-derived products being among the most implicated in the transmission of these bacteria [4]. These
microorganisms cause an infection known as salmonellosis, in which affected individuals may experience fever,
abdominal pain, diarrhea, nausea, and vomiting [5]. Many salmonellosis outbreaks require antimicrobial use for
control and treatment; however, strains of these species have shown multidrug resistance, highlighting the need to

study their antimicrobial resistance profiles, especially in foodborne strains [6].

Bacteria of the species Escherichia coli rank first as the most common etiological agents involved in WFD
outbreaks in Brazil [7]. These are commensal microorganisms in the intestines of humans [6], but they are
extremely versatile and capable of causing diarrheal infections with complications that may lead to death [8]. This
species is divided into pathotypes, classified according to their virulence factors and associated symptoms:
enteropathogenic (EPEC), enteroinvasive (EIEC), enterotoxigenic (ETEC), enteroaggregative (EAEC),
enterohemorrhagic (EHEC), and Shiga toxin-producing (STEC) [9].

Bacterial multidrug resistance to antimicrobials is a global public health challenge. These pathogens can resist at
least three different classes of antimicrobials [10], and such “superbugs” cause 1.27 million deaths annually
worldwide [11]. International agencies have expressed grave concern over this issue, developing measures and
warning about the consequences of bacterial spread [11]. Antimicrobials are widely used in both human and
veterinary medicine, but their indiscriminate and unnecessary use contributes to the emergence of multidrug-
resistant microorganisms [12]. Therefore, this study aimed to detect and isolate Salmonella spp. and E. coli from
colonial sausages sold at street markets in Pelotas, RS, assess their multidrug resistance, perform molecular
characterization of these isolates, and highlight the risk to consumer health, as these are readily accessible and

ready-to-eat products.

Materials and Methods

This study was conducted at the Laboratory of Inspection of Products of Animal Origin (LIPOA) and the
Veterinary Molecular Biology Laboratory (LaBMol-Vet), both located at the Faculty of Veterinary Medicine of
the Federal University of Pelotas (UFPEL). A total of 88 samples of dried colonial sausages were collected
biweekly from six different vendors between June 2023 and May 2024. These were sold at open-air markets in

Pelotas, RS, and were analyzed for the presence of Salmonella spp. [13], thermotolerant coliform count, and E.
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coli enumeration [14]. Only one of the vendors had legal permission to sell animal products at these markets; the

others sold informally.

The isolates obtained were subjected to antimicrobial resistance testing using the disk diffusion method on Kirby-
Bauer agar, standardized at 0.500 nm absorbance, and plated on Mueller-Hinton agar (KASVI, Italy) using a swab.
Different drugs were tested for each bacterial genus. Isolates were considered multidrug-resistant if they showed

resistance to three or more classes of antimicrobials [11]. The following drugs were used:

e Salmonella spp.: Ciprofloxacin, Cotrimoxazole, Chloramphenicol, Doxycycline, Ceftriaxone, and

Ampicillin
e E. coli: Levofloxacin, Cotrimoxazole, Chloramphenicol, Ampicillin, Azithromycin, and Ceftriaxone

These antimicrobials were chosen for their use in both human and veterinary medicine and to cover six different
drug classes. Inhibition zones were measured with a graduated ruler, and results were interpreted according to the

Clinical and Laboratory Standards Institute [15].

DNA extraction of the isolates followed the method of Sambrook and Russel [16]. PCR was performed to detect
the invA gene in Salmonella spp. isolates for identification of Salmonella Typhimurium [17]. For Escherichia coli
isolates, multiplex PCR was used to detect the following genes: eae, stx, est, elt, ipaH, aggR, CvVD432, and aspU,

identifying the different pathotypes of this bacterium [18]. The sequences of the primer pairs are listed in Table 1.

Descricio  Sequéncia (5’ - 3’) Gene alvo  Patotipos/sorovar Pares de
base

SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC

SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG eae EPEC 881

VTecom-U GAGCGAAATAATTTATATGTG

VTcom-D TGATGATGGCAATTCAGTAT stx STEC 518

ALG65 TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG

AL125 CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC est ETEC 147

LT-1 TCTCTATGTGCATACGGAGC

LT-r CCATACTGATTGCCGCAAT elt ETEC 322

ipalll GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC

ipalV GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC ipaH EIEC 619

aggRksl1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC

aggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC aggR EAEC 254

Eaggfp AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC

Eaggbp ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC CVD432 EAEC 194

aspU-3 GCCTTTGCGGGTGGTAGCGG

aspU-2 AACCCATTCGGTTAGAGCAC aspU EAEC 282

invA-F GTACTATTGAAAAGCTGTCT

invA-R TCGCACCGTCAAAGGAACCG invA Typhimurium 284
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Table 1. Primers used for the PCR’s performed in this study

Results and Discussion

A total of 88 samples of colonial sausages were analyzed, of which 39.7% (35/88) tested positive for Salmonella
spp. and 17% (15/88) showed E. coli counts above the acceptable limits established by IN 161 of 2022 [19] for
dried meat products, which requires the absence of Salmonella spp. in 25 g of product and a maximum count of
102 CFU/qg for E. coli. Multidrug-resistant microorganisms were found in 47.7% (42/88) of the samples analyzed,
with at least one of the tested pathogens present. According to Santos [20], high bacterial counts are linked to fecal
contamination at some stage of the food production chain. This is supported by Lopes et al. [21], who stated that
aproduct’s microbiological quality is tied to hygiene practices throughout the entire production process. Therefore,

the presence of these bacteria can be associated with a lack of good manufacturing practices.

The 88 samples resulted in 35 Salmonella spp. isolates, which were subjected to PCR for the invA gene—
responsible for cellular invasion—indicating Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium) in 85.7% (30/35) of the cases. S. Typhimurium is among the leading causes of salmonellosis
globally and is often linked to animal-derived products [22]. All isolates in this study were multidrug-resistant.
Notably, all isolates showed resistance to ciprofloxacin, a quinolone-class drug, which contrasts with findings by
Scheik et al. [3], where none of 14 isolates from sausages produced in a meat processing plant showed resistance
to this drug. However, those isolates were collected between 2010 and 2013, highlighting an increasing trend in
multidrug resistance. In a 2024 study by Rahman et al. [6], multidrug resistance was also reported in all S. enterica
isolates, consistent with the findings of this study.

Twenty-five E. coli isolates were obtained, all of which showed multidrug resistance. A study in China found that
59.2% (29/49) of isolates from raw meat samples were resistant to 13 of 18 antimicrobials tested [23]. Another
study conducted from 2015 to 2021 on imported meat in China showed a lower rate of multidrug resistance, with
16.7% (4/24) of isolates affected. This highlights a growing trend of multidrug resistance in E. coli as well [24].
Multiplex PCR of these isolates revealed the eae gene in five isolates, indicating that they were EPEC strains. This
pathotype is found in various foods and is known to cause acute diarrhea in children, which can be fatal [25]. These
results demonstrate a significant risk to consumers of these products, especially vulnerable groups such as children,

given the severity of infection and treatment challenges due to multidrug resistance.

Conclusion

This study shows that consumers of dried colonial sausages sold at street markets in Pelotas, RS, are at significant
risk of contamination. The study found that 47.7% (42/88) of these products carry pathogenic and multidrug-
resistant microorganisms. Species such as S. Typhimurium and enteropathogenic E. coli (EPEC) can be lethal,
especially in immunocompromised individuals, children, and the elderly. These products pose a public health

hazard. The implementation of good manufacturing practices from raw material processing to final sales is
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essential to reduce contamination risks, in addition to the need for active and consistent health surveillance at

points of sale.
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4 Consideracdes Finais

O presente estudo revela o alto risco aos consumidores devido a veicula¢éo de
bactérias patogénicas multirresistentes em linguicas coloniais vendidas em feiras
livres de Pelotas, RS. Por ser um produto que € vendido pronto para 0 consumo, 0
risco de contaminagdo ao consumi-lo aumenta, visto que ndo passara por nenhum
processo de cozimento. A venda de forma irresponsavel, ndo seguindo a legislacédo
vigente e ndo prezando pela higiene durante todo o processo de fabricagéo do produto
até sua venda, prejudica sua qualidade microbiolégica. A presenca destes
microrganismos nestes produtos, representa uma séria ameaca a saude publica,
aumentando a veiculacdo desses patdgenos entre a populacédo. Portanto, estudos
como estes demonstram que pode haver falhas na producdo desses alimentos, ou
também na sua venda, onde esta ocorrendo a contaminacdo do produto com esses
patdgenos, ressalta também, a importancia de uma producéo e venda responsavel,
respeitando as boas praticas de fabricacdo e higiene, diminuindo assim, o risco de
disseminagéo desses microrganismos em alimentos. Juntamente com esse trabalho,
foi realizada a producdo de uma cartilha de boas préticas para feirantes, com o intuito
de elucidar o assunto para esses vendedores e um guia ilustrado de embutidos, para
o melhor entendimento de seus produtos que estdo a venda que podem ser

encontrados em https://wp.ufpel.edu.br/inspleite/.
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