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“Até cortar os proprios defeitos pode ser
perigoso. Nunca se sabe qual ¢ o defeito
que sustenta nosso edificio inteiro...”

(Lispector, 1948)



RESUMO

A carne bovina é um alimento muito consumido em todo mundo, € o Brasil é um dos maiores
exportadores, com uma participacdo no mercado internacional cada vez maior. O aumento da
producao consequentemente aumenta também os potenciais risco de doengas de transmissao
hidrica e alimentar (DTHA) para os consumidores desses produtos. Uma das principais DTHA
¢ a Salmonelose, doenga causada por cepas patogénicas de Salmonella spp. uma bactéria, gram-
negativa, distribuida mundialmente que pode causar  desconforto abdominal, vomitos e
diarreia em humanos e até quadros mais graves. A Salmonella também ¢ uma bacteria que
pode ser multirresistente. Essa multirresisténcia antimicrobiana ¢ um problema global e vem
se tornando cada vez mais preocupante. Objetivou-se com o presente estudo, investigar a
presenca e o perfil de resisténcia a antimicrobianos de Salmonella spp. em bovinos abatidos no
municipio de Uberldndia-MG. Foram coletadas amostras de swab de fezes de bovinos de 8
lotes diferentes, sendo 10 animais por lote (n=80). Essas amostras foram submetidas ao
isolamento e confirmac¢do por PCR da presenca de Salmonella spp., e andlise do perfil de
resisténcia a 16 antimicrobianos. Dessas amostras, 2,5% (2/80) foram positivas para
Salmonella spp. sendo isolada uma cepa de cada amostra (S1 e S2). S1 foi resistente a quatro
antibidticos (Cefuroxima, Cefuroxina Axetil, Amicacina e Gentamicina) de duas classes
(Cefalosporina ¢ Aminoglicosideos) diferentes e o S2 foi resistente a cinco antibidticos
(Cefuroxima, Cefuroxina Axetil, Amicacina, Gentamicina e Tigeciclina) de trés classes
(Cefalosporina, Aminoglicosideos e Glicilciclinas) diferentes, sendo este tltimo considerado
multirresistente. Conclui-se entdo, que apesar de uma baixa ocorréncia de amostras positivas
para Salmonella spp., os dois isolados apresentaram resisténcia aos antimocrobianos € um

deles foi multirresistente.

Palavras-chave: Carne bovina; bactéria; resisténcia; antibiotico; multirresisténcia



ABSTRACT

Bovine meet is a food widely consumed worldwide, and Brazil is one of the largest exporters,
with an increasing participation in the international market. The growth in production
consequently also increases the potential risk of food and water-borne diseases (FWBD) for
consumers of these products. One of the main FWBD is salmonellosis, a illness caused by
pathogenic strains of salmonella SPP., a gram-negative bacterium globally distributed that can
cause abdominal discomfort, vomiting and diarrhea in humans and even more serious
conditions. Salmonella is also a bacteria that can be multiresistant. This antimicrobial
multidrug resistance is a global problem becoming increasingly worrying. The objective of
this study was to investigate the presence and antimicrobial resistance profile of salmonella
SPP in cattle slaughtered in the city of Uberlandia, state of Minas Gerais. Swab samples of
bovine feces were collected from 8 different batches, 10 animals per batch (n=80). These
samples were subjected to isolation and confirmation by PCR of the presence of salmonella
SPP., and analysis of the profile of resistance to 16 antimicrobials. Between these samples,
2.5% (2/80) were positive for salmonella spp. being isolated one strain of each sample (s1 and
s2). S1 was resistant to 4 antibiotics (cefuroxime, cefuroxin axethyl, amikacin and
gentamicin) of 2 different classes (cephalosporin and aminoglycosides) and S2 was resistant to
5 different antibiotics (cefuroxime, cefuroxin axethyl, amikacin, gentamicin and tigecycline) of
3 classes (cephalosporin, aminoglycosides and glicilcyclins), the latter being considered
multiresistant. We conclude that despite a low occurrence of positive samples for salmonella

SPP., the two isolates had resistance and one of them was multidrug-resistant.

Keywords: Bovine meet; bacteria; resistance; antibiotic; multidrug resistance
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1 INTRODUCAO

A carne bovina ¢ um dos produtos mais consumidos em todo o mundo, segundo a
Organizac¢ao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO), a produ¢do mundial
de carne bovina em 2024 deve atingir aproximadamente 77,2 milhdes de toneladas. Aliado ao
aumento mundial de produgdo, alguns paises, como EUA, Argentina, Canadd e Unido
Europeia estao reduzindo suas criagdes internas, consequentemente, aumentando a importagao
dos produtos. O Brasil foi um dos responsaveis por arcar com a manutengdo destes paises,
aumentando, desta forma, suas exportagdes. Segundo a Secretaria de Comércio Exterior
(Secex) , entre janeiro e maio de 2024, os EUA importaram do Brasil 50 mil toneladas de
carne bovina in natura. Estima-se que, neste ano, o comércio internacional de carne bovina
tenha registrado um crescimento de aproximadamente 1,9% em comparagdo a 2023 (FAO,
2024).

O crescimento no consumo ¢ na producdo de carne também eleva os riscos para os
consumidores, especialmente no que diz respeito 4s doengas transmitidas pela dgua e pelos
alimentos (DTHA). Essas doencas representam um desafio importante para a seguranga
alimentar, incluindo a carne bovina, j4 que a ingestdo de alimentos contaminados pode
transmitir mais de 250 enfemidades, com consequencia para a saide publica e a economia
(Oliveira et al., 2010). A Salmonelose ¢ considerada uma das principais zoonoses de grande
importancia para saude publica e sua principal forma de transmissdo ¢ a ingestdo de alimentos
contaminados. Por muitos quadros de gastroenterite cursarem sem internagdo e pesquisa de
agente etiologico envolvido, acredita-se que a prevaléncia de Salmonelose humana ¢
subestimada (Santos et al., 2013).

Em conjunto, a resisténcia a tratamentos com antimicrobianos cresce rapidamente. A
resisténcia antimicrobiana (RAM) se d4 quando o microrganismo cria um método de resisténcia
aos antiflingicos, antivirais ou antibacterianos indicados para o tratamento da enfermidade. Essa
resisténcia impacta diretamente no tratamento de enfermidades infectocontagiosas aumentando
sua morbidade e mortalidade. O aumento da RAM ocorre por multiplos fatores, como as
medicagdes utilizadas em animais de produgdo, principalmente os aditivos em ragdes, mas
também ocorre pelo uso indiscriminado de antimicrobianos em humanos (Ferreira; Campos,
2008). De acordo com a OMS, em 2001, 12% das prescricdes médicas sdo associadas a
antibioticos e mais de 50% de forma indevida (Wannmacher, 2004; Organiza¢gdo Mundial da
Saude, 2001).

Tendo em vista a importancia da salmonelose para a economia e saude publica, a
dificuldade diagnodstica e a importancia de controle deste microrganismo dentro da producao

de produtos de origem animal, este trabalho visou investigar a presenca de Salmonella spp.
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em carnes bovinas oriundas de um abatedouro frigorifico localizado na cidade de Uberlandia
Além disso, visando a importancia da RAM para o tratamento e progndstico de doengas
microbianas, os isolados de Salmonella spp. foram testados em relagdo a resisténcia aos

principais antimicrobianos utilizados para seu tratamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producio, exportacio e consumo de carne bovina no Brasil e no mundo

De acordo com o relatorio da Organizagdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentagao (FAO), a produ¢dao mundial de carne bovina em 2024 terd um aumento de
aproximadamente 0,7% em relagdo a 2023. No ano de 2023, a produ¢do mundial atingiu 76,7
milhdes de toneladas, e a previsdo para 2024 ¢ de 77,2 milhdes. O relatério indicou também,
uma redugdo da producdo de alguns paises como EUA, Argentina, Unido Europeia e Canada.
Porém, outros paises como Brasil, China, Australia e [ndia compensardo esta reducao na
produgdo (FAO, 2024).

A reducdo na producdo de carne bovina nestes paises acarretou um aumento de sua
importacdo para abastecer o mercado interno. De acordo com a Secretaria de Comércio Exterior
(Secex), entre janeiro e maio de 2024 os EUA importaram 50 mil toneladas de carne bovina in
natura do Brasil. Estima-se que o comércio mundial estd movimentando cerca de 12,1
milhdes de toneladas de carne bovina entre os paises em 2024, um aumento de 1,9% em
relagcdo a 2023, segundo a FAO. Ja a China permaneceu crescendo em produgao, cerca de 2%
em relacdo ao ultimo ano, com consequente redu¢do nas importagdes (FAO, 2024).

Conforme os dados da FAO, o crescimento mundial da produgdo de carne bovina foi de
apenas 0,7%, em parte devido 4 reducdo da produgdo em alguns paises. No entanto, no Brasil,
a producdo registrou um aumento de 7,1% em relagao a 2023, segundo a Campanha Nascional
de Abastecimento (conab), o que resultou em um crescimento de 13,4% nas exportagdes. Esse
cenario superou as projecdes do Ministério da Acricultura e Pecuaria (FAO, 2024; Companha
Nacional de Abastecimento, 2024).

Ja no Brasil, apds uma redugdo consideravel do consumo do mercado interno durante a
pandemia, entre 2020 e 2022, desde 2023 este mercado vem crescendo novamente e
permanece em crescimento em 2024. Mantendo um consumo per capita de 32 kg/ano, similar
ao observado em 2023, enquanto que em 2020 observou-se um consumo de 29,9 kg/ano, em
2021 29,3 kg/ano e em 2022 28,2 kg/ano. Porém, mesmo com a retomada do crescimento, o
pais ainda ndo atingiu o patamar observado em 2018 onde o consumo foi de 35,5 kg/ano
(Conab, 2024). A nivel mundial, a Organizacdo para a Cooperagdao e Desenvolvimento
Econdémico (OCDE) prevé que até 2032 o consumo mundial de carne atingird

aproximadamente 77,6 milhdes de toneladas, sendo que
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em 2023 este consumo atingiu 71,92 milhdes de toneladas. Acredita-se que este crescimento
esta associado a um avango populacional, tendo em vista que a média do consumo per capita
anual permanece estdvel em 5,91 kg/ano. Observa-se, ainda, um crescimento rapido no
consumo mundial de carne bovina, que em 1970 era de 34 milhdes de toneladas e em 2022
atingiu 57,5 milhdes de toneladas, acompanhando o crescimento populacional que duplicou

dentro deste periodo (OCDE, 2024).

2.2. DTHA e sua relacio com os produtos de origem animal

As DTHA sdo oriundas da ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados por agentes
parasitarios, quimicos ou fisicos, ou ainda, contaminados por microrganismos patogénicos ou
suas toxinas, que acarretam uma série de problemas no organismo humano acometido (Vargas
et al., 2021). Essas enfermidades podem gerar surtos, os quais sdo caracterizados por quadros
em que duas ou mais pessoas se encontram com sintomas semelhantes, frutos da mesma
contaminac¢ao alimentar (Seixas; Muttoni, 2022).

Existem formas eficientes na prevencdo da propagacdo de agentes contaminantes, as
quais podem ocorrer em qualquer etapa da cadeia de produgdo do alimento até o consumo.
Essas medidas envolvem a utilizagdo de agua potdvel, a manipulagdo em temperatura
adequada, capacitacdo e higienizagdo dos colaboradores que manuseiam os alimentos, bem
como a manutencao da higiene nos locais onde serd realizado o manuseio (Vargas et al.,
2021).

A ingestdo de alimentos contaminados se relaciona com mais de 250 tipos de doengas,
que causam sé€rios danos a saude publica e grandes impactos econdmicos (Oliveira et al., 2010).
Em quase duas décadas, se destacam como principais bactérias envolvidas em doengas
transmitidas por alimentos no Brasil: Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (Brasil, 2018).

Em 14 anos (2000 a 2014), os dados do Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica
das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) indicam a ocorréncia de mais de 9 mil
surtos de DTHA, que em grande parte teve a notificagdao realizada. Dados do Ministério da
Saude relataram a ocorréncia de surtos de origem alimentar entre os anos de 2014 a 2023 e
observou-se que houve um aumento de 351 surtos entre 2022 e 2023. Apesar de 2022 apresentar
um maior numero de expostos em relacdo a 2023, notou-se um aumento importante do nimero
de doentes, hospitalizagdes, Obitos e letalidade. Entre os nove anos avaliados, observaram-se
573.969 expostos a DTHAs e 121 6bitos. Os principais microrganismos envolvidos foram E.

coli (34,8%), Staphylococcus spp. (9,7%) e Salmonella spp. (9,6%) e a carne bovina foi
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apontada como a quinta maior causadora dos surtos observados (Sinan/SVSA/Ministério da
Saude, 2024). Na maioria das ocorréncias, mais de 50% dos surtos, ndo houve a identificagao
do patogeno, entretanto Salmonella spp. e E. coli foram relacionadas as incidéncias em 18,09%
e 6,33% respectivamente (Resende Filho; Souza; Lima., 2016).

A Salmonella spp. se destaca como um dos patdégenos mais importantes relacionados a
produtos alimentares, com um grande risco a saide humana (Silva ef al., 2022). Foi registrado
entre 1999 e 2004, pelo Programa de Vigilancia Epidemiologica das Doengas Transmitidas
por Alimentos (VE-DTA), surtos de salmonelose totalizando 186.776 casos. (Savaiz et al.,
2017). Como destaque, pode-se citar duas espécies do género Salmonella sendo as maiores
causadoras de impacto ao se tratar de Salmonelose humana: Salmonella entérica e Salmonella
bongori. A primeira, de maior importancia para saide publica, é composta por 6 subespécies,
sendo que a subespécie S. entérica ¢ a principal quando localizada em casos de DTHAs

notificadas (Silva ef al., 2022).

2.3. Impacto da Salmonella spp. na carne bovina e nas Doencas Tranmitidas por Agua e
pelos Alimentos (DTHAS)

A Salmonelose ¢ uma doenga bacteriana que frequentemente causa enfermidades em
humanos e animais, sua principal forma de transmissdo ¢ o consumo de alimentos
contaminados. Ela ¢ considerada uma das principais zoonoses de importancia para saude
publica em nivel mundial, principalmente por suas caracteristicas endémicas, de alta
morbidade e dificuldade de controle (Santos et al., 2013). Tendo em vista que grande parte dos
quadros de gastroenterite frequentemente ndo transcorrem em interna¢do e isolamento do
agente, acredita- se que a salmonelose humana transmitida por alimentos seja subestimada
(Santos et.al, 2013). De acordo com Forsythe e Germano, apenas 10% dos surtos de DTHA
sao notificados no Brasil, devido a falhas no sistema em relacdo a notificagao e fiscalizacao
(Forsythe, 2002; Germano, 1993). A subnotifica¢do dessas doencas causa uma deficiéncia nos
dados sobre estas afeccdes, como transcorrem e suas origens. O Brasil ¢ um dos principais
paises exportadores de carne bovina do mundo, portanto se torna necessario estabelecer
medidas rigidas de controle evitando grandes prejuizos e embargos econOmicos de paises
importadores (Santos et. al, 2013).

Os principais sorotipos envolvidos nas infec¢des por Salmonella variam de acordo com a
regido e vem mudando ao longo das décadas, dentre os mais observados atualmente estao S.
Agona, S. Hadar, S. Typhimurium e principalmente S. Enteritidis. Em um estudo realizado na

zona oeste de Sdo Paulo (SP), foram coletadas 15 amostras de carne bovina in natura de
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supermercados e outros locais para avaliar a prevaléncia de Staphylococcus aureus e
Salmonella spp. € uma carcacga testou positivo para Salmonella spp. € uma para S. aureus.
Apesar da baixa incidéncia observada, ¢ preocupante que estes patdgenos estejam presentes
em alimentos fornecidos para alimentagcao humana em uma rede conceituada da capital de Sao
Paulo (Shinohara et. al, 2008).

Em um estudo realizado em um abatedouro frigorifico de Sao Paulo (SP), foram
avaliadas 200 carcagas de bovinos adultos oriundos de 12 fazendas de diferentes estados como
Goias, Mato Grosso do Sul, Parana e Sao Paulo (Azevedo, 2009). Foram estabelecidos trés
pontos de coleta de amostras (ponto 1 na pele, logo apds a sangria; ponto 2 na carcaca no
momento I, logo apoés a esfola; ponto 3 na carcaca no momento II, logo apds a lavagem).
Observou-se que, dez carcagas foram positivas para Salmonella spp. somente na pele , quatro
na carcaga no momento II e uma apenas no momento I, enquanto uma carcaga foi positiva para
os trés pontos de analise e outras trés amostras positivaram tanto na pele, quanto no momento
L. Entre as 25 cepas isoladas, a prevaléncia foi de 52% de S. Give, 16% de S. Abaetetuba e 8%
de S. Typhimurium (Azevedo, 2009).

2.4. Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana (RAM) acontece quando nao € possivel combater com
antimicrobianos, como por exemplo antibidticos, antivirais, antifiungicos, os microrganismos
relacionados a eles. Tal cendrio, gera uma problematica em relagdo ao tratamento de doengas
infectocontagiosas onde medicamentos se tornam ineficientes, aumentando a morbidade e
mortalidade dos hospedeiros (Organizacao Pan-Americana da Saude, 2023).

Em paises industrializados, o aumento da RAM ocorre principalmente pelo uso de doses
medicamentosas de antibioticos em animais e/ou para o desenvolvimento maior na produgao

dos mesmos (aditivos de ragdes) (Ferreira; Campos, 2008). Também, pode ser associada ao uso
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indiscriminado de medicamentos antimicrobianos em humanos, o que € muito preocupante para
a satde publica. Dados da OMS mostram que 12% de todas as prescri¢des sdo associadas a
antibidticos e mais de 50% das receitas acontecem de forma indevida (Wannmacher, 2004;
Organiza¢ao Mundial da Saude, 2001).

Os antibidticos possuem varios mecanismos de acao contra 0s microrganismos, por
exemplo, inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese proteica e destruicao da
membrana plasmatica. Tendo esse principio de destruicdo dos mecanismos invasores, 0S
antibidticos proporcionaram uma melhoria terapéutica na farmacologia, entretanto esses
mesmos microrganismos também desenvolvem formas de combater os efeitos dos
medicamentos (Macedo et al., 2023). As superbactérias alcangaram um nivel alarmante de
resisténcia, no qual se tornam imunes a diversos tipos de antimicrobianos (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, 2021).

O processo da RAM traz um principio de Charles Darwin, a sele¢do natural, o qual
estabelece que, quando um microrganismo € exposto a um antibidtico desconhecido, a chance
de ser mais fragilizado e causar sua morte ¢ maior. Entretanto, aqueles que conseguirem
sobreviver transformam-se e adquirem genes resistentes ao fArmaco utilizado, e assim toda
progénie torna-se igualmente resistente (Tortora et al., 2012).

A pecuaria tem o potencial de servir como reservatorio de bactérias resistentes. Sendo
assim, a utilizacdo de antimicrobianos na criagdo de animais exerce pressdo seletiva em sua
microbiota e estd diretamente associada a identificagdo de microrganismos resistentes.
Portanto, esse uso em larga escala tem a capacidade de acelerar o surgimento de
microrganismos patogénicos resistentes. De acordo com a FAO, o uso estipulado de
antimicrobianos na agricultura em ambito mundial pode variar entre 63 mil a 240 mil toneladas
anualmente; isso se justifica pelo pouco monitoramento das informagdes em muitos paises
(Lentz, 2022).

Se tratando dos seres humanos, a resisténcia antimicrobiana também se torna alarmante
nos paises, independentemente do nivel economico. Nesse contexto, a RAM foi eleita pela

OMS (Organizagdo Mundial da Satide) como uma das 10 principais ameagas a saude publica.
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(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2022). Nos paises que integram a OCDE
(Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico) cerca de 35% das infecgdes
humanas que sdo consideradas corriqueiras ja se encontram com resisténcia a farmacos
disponiveis no mercado.

Dados mostram que anualmente mais de 2,8 milhdes de infecgdes resistentes a
antibidticos ocorrem nos Estados Unidos, segundo o Centro de Controle ¢ Prevengao de
Doengas (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) e que consequentemente, mais
de 35 mil doentes falecem como resultado. J4 na Unido Europeia, a mortalidade pelo mesmo
motivo ¢ cerca de 33 mil pessoas por ano (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2021).
Sem medidas drésticas para essa problemadtica, estima-se que proximo a 2050, as vitimas
anuais serdo em torno de 10 milhdes de vidas mundialmente (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, 2022).

2.5. Métodos de avaliacao da resisténcia aos antimicrobianos

As avaliagdes de teste de susceptibilidade aos antimicrobianos sdo de extrema
importancia nos laboratérios de microbiologia, principalmente por avaliar a fragilidade dos
microrganismos a diferentes medicamentos (Ansiliero et al., 2019). A escolha embasada nos
resultados ¢ um diferencial para a terapéutica mais precisa e de qualidade, que pode influenciar
diretamente na melhora do paciente, diminuindo os riscos de falha no tratamento. A crescente
resisténcia a antimicrobianos tem causado um impulso a industria farmacéutica em produzir e
lancar no mercado inéditos farmacos, tornando cada vez mais dificultosos os testes de
sensibilidade (Sejas et. al, 2003).

A avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos pode ser realizada utilizando métodos
qualitativos e quantitativos, os quais ainda se diferem na avaliacao fenotipica, mais utilizada, e
genotipica, menos utilizada, visto que envolve métodos biomoleculares para detectar genes de
resisténcia (Ansiliero et al., 2019). Para o desenvolvimento de testes de sensibilidade
antimicrobiana qualificados, existe um subcomité do NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards), o qual € constituido de autoridades da satde, governo e industria,
abrangendo laboratdrios de microbiologia, educadores e agentes governamentais. Eles tém
como objetivo desenvolver formas de referéncia padrdo para os testes de sensibilidade
antimicrobiana; elaborar meios de controle de qualidade e critérios avaliativos para estes testes;
ensinar e promover dialogo entre os usuarios por meio de comunicagdo multimidia (Clinical

and Laboratory Standards Institute - NCCLS, 2003).
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O principal método fenotipico qualitativo ¢ o disco de difusdao, também conhecido por
método Kirby-Bauer, nome do pesquisador que padronizou o teste em 1966 (Ansiliero et al.,
2019). Este método ¢ um dos mais utilizados na rotina dos laboratorios e se baseia em difusdo
por intermédio de um dgar com antimicrobiano banhado em um disco de papel-filtro. A difusao
desse antimicrobiano acarreta a forma¢ao de um halo de inibi¢cdo do desenvolvimento do
microrganismo, ¢ seu didmetro € inversamente proporcional a concentragdo inibitéria minima
(MIC) por se tratar de um método qualitativo, dessa forma, é possivel verificar se a amostra ¢
suscetivel (S), resistente (R) ou intermediaria (I). Mesmo sendo um método de facil execugao,
de reagentes econdmicos e pouco utilizacdo de equipamentos, ele pode apresentar algumas
desvantagens, como a dificuldade na interpretacao de bactérias fastidiosas e anaerobicas. Além
disso, ndo ¢ quantitativo e apresenta algumas limitagcdes para avaliacdo da suscetibilidade aos
antimicrobianos que se difundem pouco, como por exemplo,a Polimixina (Sejas et. al, 2003).

Os métodos fenotipicos quantitativos sao menos utilizados por constituirem técnicas mais
trabalhosas, mas podem ser utilizadas para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM). As principais técnicas envolvidas nestes métodos sdo os kits comerciais, que
compreendem tiras plasticas com antibidticos as quais sdo colocadas em placas com meio de
cultura inoculado e ainda, a macrodiluicdo em tubos, em que a cultura ¢ adicionada em tubos
de ensaio com concentragdes seriadas de antibidtico a fim de determinar a concentragao
necessaria para inibir o crescimento bacteriano. Porém, esta ¢ uma técnica que requer varios
equipamentos de laboratorio e muitos reagentes, enquanto a técnica por kits pode ser onerosa
(Brasil, 2011). Todavia, os dados quantitativos avaliados através da concentracdo inibitoria
minima, ou zonas de inibi¢do, permitem uma caracterizagdo mais robusta para avaliacdo dos
dados epidemioldgicos, permitindo a identificagdo de subpopulagdes bacterianas e avaliagdo
dos niveis de resisténcia (World Health Organization, 2016).

Por fim, os métodos genotipicos ou biomoleculares envolvem as técnicas de PCR e qPCR
as quais podem ser separadas didaticamente em trés etapas: a desnaturacdo inicial, a
termociclagem e a extensdo final. Na desnaturagdo inicial, ocorre o processo em 2-5 minutos
em temperatura a 95°C com objetivo de quebrar as ligagdes de hidrogénio entre as cadeias
complementares e assim converter os dsDNA em ssDNA. A segunda etapa seria a
termociclagem, que consiste na desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, o pareamento (ou
anelamento) em 30 segundos em temperatura aproximada de 57°C e a extensdo em 1 minuto a
72°C. E por fim, a fase de extensdo, que se resume no aumento da temperatura a 72°C gerando

uma condicao propicia para atividade da enzima DNA polimerase que constréi a nova fita de
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DNA utilizando os primers como ponto inicial e formando novas cadeias a partir de
nucleotideos trifosfatados presentes na reagdo (Hérida et al., 2019).

Essas técnicas visam identificar genes de resisténcia a antimicrobianos, porém, ¢ valido
ressaltar que o microrganismo pode apresentar o gene de resisténcia, mas ndo expressar a
proteina promotora de resisténcia, tornando o gene inativo e a bactéria sensivel ao antibidtico.
Um estudo conduzido por Capuano (2012) avaliou o uso do disco de difusdao, macrodilui¢ao
em tubos e PCR e observou-se uma alta concordancia entre os diferentes métodos, cerca de

98,6%, os antibidticos que mais divergiram foram: ampicilina, gentamicina e tetraciclina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacao do local e etapas de coleta das amostras

As coletas foram realizadas no periodo entre junho e setembro do ano de 2024 em um
abatedouro frigorifico registrado pelo Servico de Inspe¢do Municipal (SIM) e vinculado ao
Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SISBI-POA) da cidade de
Uberlandia, com média de abate de 300 bovinos/dia. O estabelecimento recebe bovinos de corte
provenientes principalmente de produtores do estado de Minas Gerais. Foram feitas 4 visitas ao
estabelecimento onde foram coletadas amostras de 20 bovinos abatidos a cada visita (10
animais por lote), totalizando 80 amostras.

As amostras foram coletadas na etapa anterior & oclusao do reto, onde, com um auxilio de
um swab estéril, devidamente identificado com numeragdo, foram coletadas fezes desses
animais recém abatidos. Por conseguinte, os materiais coletados foram acondicionados em
caixa térmica ¢ ao término da coleta eram transportados até o Laboratorio de Inspecao e
Tecnologia de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV)-
UFU, Campus Umuarama para a realizacdo das andlises microbiologicas. As analises
moleculares foram realizadas no Laboratorio de Epidemiologia Molecular Experimental

(Lepimol) também da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

3.2. Isolamento convencional de Salmonella spp. e confirmacao por PCR

Para a pesquisa de Sal/monella spp. foi acrescentado em cada amostra coletada, 10 mL do
meio para pré-enriquecimento Agua Peptonada Tamponada a 1% (APT) e depois feita a
homogeneizagdo com o auxilio do vortex,. O conjunto foi incubado a 37°C por 24 horas.
Ap0s este tempo, foi transferido 1 ml da mistura (amostra + APT 1%) para tubo contendo 10
ml de caldo de Tetrationato (TT), e 0,1 ml para tubo contendo 10 ml de caldo Rappaport
Vassiliadis (RV). Os tubos inoculados de TT e RV foram incubados respectivamente em
estufa a 37°C e banho maria a 42,5°C por 24 horas.

Em seguida, foi realizada a semeadura em placas de Agar Desoxicolato-lisina-xilose,
Oxoid (XLD) e Agar Bismuto Sulfito, Oxoid (BS) incubando-as a 37°C/24 horas. As coldnias
vermelhas com um precipitado preto de sulfeto de hidrogénio no centro, caracteristicas de
Salmonella (ISO 6579), foram submetidas aos testes bioquimicos Lisina Iron Agar, Oxoid

(LIA) e Triple Sugar Iron Agar, Oxoid (TSI), ambos incubados a 37°C/24 horas. As reagdes
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tipicas de LIA e TSI foram guardadas em eppendorf contendo caldo BHI com glicerol e em
eppendorf com Agar nutriente (AN).

Os isolados, para sua confirmagdo, foram submetidos a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase). No inicio do processo, foi feita a extragdo do DNA das amostras através da técnica
de fervura (DE MEDICI et al., 2003). Procurou-se os genes ompC, conforme o procedimento
apresentado por Alvarez et al. (2004) e invA, um segundo gene marcador para Salmonella
spp., conforme o protocolo de Oliveira et al. (2003).

As reagdes foram compostas por 2 pL. de DNA, 12,5 pL do mix GoTaq® (Promega,
Madison, WI, EUA), 8,5 uL de dgua livre de nuclease e 1 uL. dos primers (Forward: ATC GCT
GACTTA TGC AAT CG e Reverse: CGG GTT GCG TTA TAG GTC TG, 204 pares de bases),
totalizando uma reagdo de 25 pL para o gene ompC. E para o gene invA, as reagdes foram
compostas por 2 uL. de DNA, 12,5 pLL do mix GoTaq® (Promega, Madison, WI, EUA), 8,5 uL.
de dgua livre de nuclease e 1 pL. dos primers (Forward: GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG
GGC AA; Reverse: TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C com 284 pares de bases),
totalizando uma reagdo de 25 pL.. A metodologia empregada para a execugdo da reacao incluiu:
desnaturagdo inicial a 95° C por 2 minutos; 30 ciclos de desnaturagdo a 95° C por 1 minuto;
anelamento a 27° C por 1 minuto; extensdo a 72° C por 2 minutos e extensado final a 72° C por
5 minutos. Para os dois genes, ompC e invA, foram utilizados controles positivos. Considerou-

se como resultado positivo, as amostras que apresentaram pelo menos um dos genes testados.

3.3. Teste de suscetibilidade antimicrobiana

Os isolados que apresentaram resultados positivos para os genes ompC ou invA foram
submetidos ao teste de suscetibilidade antimicrobiana. Esse teste foi realizado utilizando o
sistema VITEK® 2 COMPACT (Biomérieux), com cartdes VITEK® 2 AST. especificos para
bactérias Gram-negativas. Inicialmente, os isolados foram reativados em dgar XLD e incubados
a 37°C por 24 horas. Apds a incubagdo, selecionaram-se coldnias tipicas, € um indculo foi
preparado em solucdo salina a 0,45%, ajustando-se a turbidez para 0,5 a 0,63 na escala de
McFarland. Em seguida, o cartdo foi inserido no indculo e processado pelo equipamento.

O sistema VitekWeb fornece os resultados com valores de Concentracdo Minima
Inibitéria (CIM) para os seguintes antimicrobianos: Amoxicilina/Acido clavulanico (AMC);
Piperacilina/Tazobactam (PIT); Cefuroxima (CXM), Cefuroxima Axetil (CXM); Ceftazidima
(CAZ), Ceftriaxona (CRO); Ceftazidima/ Avibactam (CZA); Ceftolozane/Tazobactam (C/T);



21

Cefepima (FEP); Aztreonam (ATM); Ertapenem (ETP); Meropenem (MRP); Amicacina (AK);
Gentamicina (CN); Ciprofloxacina (CIP); Tigeciclina (TGC).

Os resultados foram analisados e apresentados conforme as diretrizes definidas pelo
BRCAST (2024). Foram considerados multirresistentes, as amostras que apresentaram

resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,

2018).
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4. RESULTADOS

Dentre as 80 amostras de fezes avaliadas, 4 (quatro) apresentaram coldnias suspeitas para
Salmonella spp., sendo estes isolados pertencentes a 2 (dois) lotes. Dos 4 (quatro) isolados
submetidos a PCR, 2 (dois) foram confirmados como Salmonella spp. (S1 e S2), caracterizando
uma frequéncia de 2,5% (2/80) de positividade. Ambos os isolados foram obtidos de fezes de

animais de um mesmo lote (Lote 5) (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo da presenca de Salmonella spp. em amostras de swab fezes de bovinos em

abatedouro frigorifico da regido de Uberlandia.

Lote n Positivos % Isolados
1 10 0 -
2 10 0 -
3 10 0 -
4 10 0 -
5 10 2 20 S1;S2
6 10 0 -
7 10 0 -
8 10 0 -
Total 80 2 2,5

A analise do perfil de resisténcia pode ser visualizada na tabela abaixo, onde ela
indicou que, S1 foi resistente a 25% (4/16) dos antibidticos, sendo eles: Cefuroxima,
Cefuroxina Axetil, Amicacina e Gentamicina. Ja S2 foi resistente a 31,25% (5/16) sendo eles:
Cefuroxima, Cefuroxina Axetil, Amicacina, Gentamicina e Tigeciclina. Ainda, S2 foi
considerado multirresistente, ao apresentar resisténcia as classes de antibidticos:

Cefalosporina, Aminoglicosideos e Glicilciclinas.
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Tabela 2 — Analises de resisténcia a antibioticos de isolados de Salmonella spp. provenientes

de swab fezes de bovinos em abatedouro frigorifico da regido de Uberlandia.

Isolados de Salmonella spp.*

Classe Antibiotico

S1 S2
Amoxicilina/Acido

L A S S

Penicilina clavulanico
Ureidopelicilinas  Piperacilina/Tazobactam S S
Cefalosporina Cefuroxima R R
Cefalosporina Cefuroxina Axetil R R
Cefalosporina Ceftazidima S S
Cefalosporina Ceftriaxona S S
Cefalosporina Ceftazidima/Avibactam S S
Cefalosporina Ceftolozane/Tazobactam S S
Cefalosporina Cefepima S S
Monobactans Aztreonam S S
Carbapenemas Ertapenem S S
Carbapenemas Meropenem S S
Aminoglicosideos Amicacina R R
Aminoglicosideos  Gentamicina R R
Fluoroquinolonas  Ciprofloxacina S S
Glicilciclinas Tigeciclina S R

*S: Sensivel - R: Resistente
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5. DISCUSSAO

Sendo um dos principais patogenos de veiculagdo hidrica e alimentar, a Salmonella spp.
tem importancia a nivel mundial por ser amplamente distribuida e causadora de morbidades e
mortalidades em seres humanos. Pode estar presente em diversos alimentos, inclusive na carne
bovina (Santos, 2020). Alimento este que ¢ muito consumido pela populagdo mundial segundo
a Organizagao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO) (FAO, 2024).

Neste trabalho, foi constatado a frequéncia de 2,5% (2/80) de positivos para Salmonella
spp. nas amostras de fezes de bovino de um abatedouro frigorifico da regido de Uberlandia.
Frequéncia pequena, que se assemelha ao trabalho de Alves (2021), em que foram testadas 429
amostras fecais de bovinos abatidos em um periodo de 9 meses, e obteve-se 100% das amostras
negativas para Salmonella. Esses dados sugeriram que os animais testados ndo apresentavam a
bactéria ou que poderiam estar excretando pouca quantidade a ponto de ndo serem recuperadas
em laboratorio (Alves et al., 2021).

Em um outro estudo, realizado por Bonifait et al., (2021) na Fran¢a, em um dos maiores
abatedouros da regido, foram coletadas 959 amostras de intestinos de bovino, sendo elas 476
de bezerros (menos de 8 meses de idade) e 483 de gado adulto. Como resultado, foi encontrado
3% (29/959) de amostras positivas para Salmonella spp. De acordo com o autor, € possivel que
tenha uma subestimag¢do na quantidade de isolados positivos.

Os bovinos podem ser reservatdrios para o patdogeno, sem manifestar sintomatologia.
Nesse sentido, a salmonelose em bovinos ¢ mais observada nos animais jovens, em que a
suscetibilidade pode ser maior por conta da imaturidade do sistema imune e o declinio da
imunidade passiva adquirida pelo colostro (Radostits et al., 2007). Além disso, 0 manejo € o
transporte, como agentes causadores de estresse que podem prejudicar o sistema imune, e ainda,
mudangas drésticas na alimentagdo, sdo fatores que podem influenciar na manifestacdo da
doenca (Uzal, Plattner, Hostetter, 2016).

Além da importancia do grau de distribuicdo mundial que o patéogeno possui, outro
agravante ¢ o aumento da resisténcia a antimicrobianos observado em isolados de Salmonella
spp. Os antimicrobianos sdo utilizados em tratamento de doengas ocasionadas principalmente
por bactérias, mas, o seu uso excessivo e indiscriminado em humanos pode levar a resisténcia

dos patogenos a acao do farmaco (Brasil, 2021).
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Neste estudo, as duas amostras positivas para Salmonella foram testadas para
identificar o perfil de resisténcia antimicrobiana (Tabela 2). Em um estudo realizado por
Pandini et al. (2015), foram testadas 39 amostras positivas para Sa/monella, nas quais o perfil
de resisténcia foi: tetraciclina, acido nalidixico, ampicilina e cefalotina. A Cefalotina, assim
como o Cefuroxima e Cefuroxina Axetil, que aparecem no perfil de resisténcia das amostras
S1 e S2 (Tabela 2), ¢ da classe cefalosporina. Almeida et al. (2018), identificaram 39 genes
associados a resisténcia ao aminoglicosideo, tetraciclina, sulfonamida, trimetoprima, beta-
lactamico, fluoroquinolona, fenicol e macrolideo, como também a ocorréncia de mutagdes
pontuais em alguns dos genes. Fazendo comparacdo com o presente estudo, o antibidtico
Gentamicina ¢ também da classe dos aminoglicosideos, assim como no trabalho de Almeida
et al. (2018), onde as amostras foram resistentes a esse antibiotico.

De acordo com o estudo de Chen et al. (2019), a pecudria contribui muito para a
resisténcia bacteriana, pois 0s animais sdo um potencial reservatorio de patégenos; além disso,
o uso indiscriminado de antibiotico nesses animais acelera a selecdo de Salmonella e outras
bactérias que podem vir a se tornar resistentes. De acordo com Pandini et al. (2015), essa
resisténcia ainda pode estar relacionada ao uso intensivo desses farmacos como promotores de
crescimento na produgdo animal, levando também a disseminagdo desses genes resistentes a
outros microrganismos.

Apesar da pequena quantidade de amostras positivas para Sa/monella no presente estudo,
observa-se que ambos os isolados foram resistentes a pelo menos quatro farmacos. Pode-se
comparar o estudo de Capuano (2012) que avaliou a resisténcia antimicrobiana de 107 cepas de
Salmonella spp. isoladas da pele, carcaca e produtos carneos oriundos de bovinos. As cepas
foram testadas com ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina,
imipenem, tetraciclina e trimetoprima. Dentre as cepas, 24% (26 cepas) demonstraram
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano testado, destas 77% (20 cepas) se provaram
multirresistentes em todos os testes empregados.

Outro resultado do presente estudo foi relacionado a amostra S2, na qual o perfil foi de
multirresistente para antibioticos das classes cefalosporina, aminoglicosideos e glicilciclinas.
Thong e Modarressi (2011) também fizeram um estudo direcionado a carne de bovinos e aves
cruas comercializadas em mercado, feiras e restaurantes na Maldsia. Os resultados apontaram
que 67% dos isolados era multirresistentes.

A presenga de um resultado multirresistente ¢ muito alarmante para satide publica, quando
se trata de animais destinado ao consumo humano. O estudo de Silva et al. (2020) estabeleceu
que na Unido Europeia, 37 mil pessoas morrem por infecgdes resistentes associadas a

ambientes
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hospitalares e que 67,6% sdo causadas por bactérias multirresistentes. Atrelado a esse aumento
de patoégenos multirresistentes, o estudo de Rocha er al. (2015) aborda que muitas das
infecgdes se tornam mais complexas de serem tratadas, resultando em interna¢des mais
longas, com elevados custos financeiros tanto para o servico de satde publico quanto para

familias que sao afetadas.
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6. CONCLUSAO

Amostras de dois animais foram positivas para Salmonella, sendo ambas pertencentes a0 mesmo
lote. Apesar da baixa ocorréncia de amostras positivas para o patogeno, um dos isolados foi
multirresistente a trés classes de antibioticos. O presente estudo revela a importancia do
monitoramento em relagdo a presenca do patégeno em bovinos, para avaliar se 0 comportamento
permanece o mesmo ao longo do tempo ou se tem aumento dessa ocorrencia. E também a
necessidade de estudos que ajudem a subsidiar agdes de combate ao crescente aumento da

resisténcia aos antimicrobianos.
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