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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia dos diferentes sistemas
de criacdo (sistema intensivo e extensivo) na determinacdo de perfis de
resisténcia aos antibidticos em isolados de Escherichia coli de um abatedouro
frigorifico de bovinos. Foram coletadas amostras de 40 animais de cada
sistema de producdo nos pontos: carcacas durante abate no poés-sangria
(n=80), pobs-evisceracao (n=80) e pobs-lavagem final (n=80); fezes de bovinos
(n=80), agua residual (n=5); superficie de equipamentos (n=20); cortes carneos
(n=50); e fezes de funcionarios (n=10). Foi seguido o protocolo conforme a
ISO/TS 13136 com modificacbes para a deteccao e isolamento de Escherichia
coli. Os isolados confirmados foram submetidos ao teste de resisténcia a 10
antimicrobianos pelo método de disco-difusdo em agar e os resultados foram
analisados para identificacdo de perfis de resisténcia. A frequéncia de animais
portadores de cepas resistentes foi comparada pelo teste exato de Fisher
(P<0,05). Foi observado que 97,5% (78/80) dos animais, 70% (7/10) dos
funcionarios e 6,6% (5/75) das amostras de ambiente industrial apresentaram
resisténcia a pelo menos uma classe de antimicrobianos. O sistema de criacéo
dos animais nao influenciou na frequéncia de animais com cepas
multirresistentes, porém foi observada uma maior frequéncia de bovinos, do
sistema intensivo, resistentes a classe das fluoroquinolonas (P<0,05). Mesmo
ndo havendo influéncia do sistema de criacdo sobre a multirresisténcia,
observou-se uma alta frequéncia de animais portadores de E. coli resistentes a
antimicrobianos relevantes para a saude publica. Esse fato ressalta a
importancia da vigilancia e do controle de bactérias que apresentam resisténcia
a antimicrobianos.

Palavras-chave: Antibi6ticos, Pecuaria de corte, Saude Unica.



ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the influence of different
rearing systems (intensive and extensive systems) on the determination of
antibiotic resistance profiles in Escherichia coli isolates from a cattle
slaughterhouse. Samples of 40 animals from each production system were
collected at the following points: carcasses during slaughter in the post-bleeding
(n=80), post-evisceration (n=80) and post-final washing (n=80); bovine feces
(n=80), residual water (n=5); equipment surface (n=20); meat cuts (n=50); and
feces from employees (n=10). The protocol according to ISO/TS 13136 was
followed with modifications for the detection and isolation of E. coli. Confirmed
isolates were tested for resistance to 10 antimicrobials using the disk-diffusion
agar method and the results were analyzed to identify resistance profiles. The
frequency of animals carrying resistant strains was compared using Fisher's
exact test (P<0.05). It was observed that 97.5% (78/80) of animals, 70% (7/10)
of humans and 6.6% (5/75) of samples from industrial environments showed
resistance to at least one class of antimicrobials. The animal husbandry system
did not influence the frequency of animals with multidrug-resistant strains, but a
higher frequency of cattle, from the intensive system, resistant to the
fluoroquinolone class (P<0.05) was observed. Even though there was no
influence of the breeding system on multidrug resistance, a high frequency of
animals carrying E. coli resistant to antimicrobials relevant to public health was
observed. This fact highlights the importance of surveillance and control of
bacteria that are resistant to antimicrobials.

Keywords: Antibiotics, Beef Livestock, One Health.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um grande destaque na pecuaria de corte mundial, pois
€ 0 maior exportador de carne bovina, possui o0 maior rebanho de bovinos e a
segunda maior producdo de carne bovina. Além disso, ainda se posiciona
como o terceiro maior consumidor de carne bovina, com um consumo anual de
cerca de 35,69 kg/habitante, ficando atras apenas dos Estados Unidos e da
China (ABIEC, 2021).

Os sistemas de criagdo na bovinocultura de corte sao classificados de
acordo com o regime alimentar que os bovinos sdo submetidos, sendo dois
tipos de sistema principais, o extensivo e o intensivo. O sistema extensivo é o
predominante no Brasil e é caracterizado pela utilizacdo das pastagens como
unica fonte de alimento para os animais, ja no sistema intensivo ocorre uma
suplementacao energética e proteica na dieta e um confinamento dos animais
(CEZAR et al., 2005; BRAGA, 2010).

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados na produgéo de bovinos
de corte, podendo ser utilizados de forma terapéutica (para o tratamento de
doencas), profilatica (para prevenir a ocorréncia de doencas), metafilatica (para
impedir a propagacdo de doencas em rebanhos) ou como promotores de
crescimento (para melhorar a eficiéncia alimentar do animal) em qualquer uma
das etapas da producdo (CAMERON e MCALLISTER, 2016).

Pesquisadores apontam que o grande volume de antimicrobianos
utilizados na criacdo animal e seu uso terapéutico inadequado na medicina
humana e veterinaria favorecem ao surgimento de bactérias patogénicas
resistentes a diferentes tipos de antimicrobianos (ADENIPEKUN et al., 2015;
CAMERON e MCALLISTER, 2016; GARCIA-MIGURA, et al., 2014). Casos de
bactérias multirresistentes a antibiéticos de importancia terapéutica, vem sendo
relatados na producdo animal e em casos clinicos que acometem humanos.
(ABRAHAM et al., 2015; BONELLI et al., 2014; LIU et al., 2016).

Os animais de producdo podem ser considerados reservatorios de
bactérias resistentes a antimicrobianos e possiveis fontes de infec¢bes a
humanos, seja através do contato direto com a cadeia de producdo ou pelo
consumo de alimentos de origem animal. (RAO et al, 2010). Os
enteropatégenos de potencial zoonético como a Escherichia coli sao utilizados

como indicadores de resisténcia a antimicrobianos em animais de producgéo



devido a caracteristicas como: serem de facil cultivo, causarem doengas em
humanos e estarem presentes na microbiota normal do animal (ABRAHAM et
al., 2015; CAMERON e MCALLISTER, 2016).

Apesar da resisténcia a antimicrobianos ser um assunto considerado um
dos grandes desafios para a salde humana e da possibilidade dos sistemas de
criacdo desses animais contribuir para a disseminacao de bactérias resistentes,
h4 falta de dados epidemiolégicos sobre este tema envolvendo cadeias
produtivas de carne bovinas no Brasil.

Assim, € de suma importancia a realizacdo de estudos que indiquem a
prevaléncia de Escherichia coli multirresistentes e avaliem o papel da cadeia
produtiva na manutencdo e disseminacdo destas cepas. Assim o0 objetivo do
presente trabalho é definir a influéncia dos diferentes sistemas de criacdo de
bovinos (intensivo e extensivo) na determinacdo de perfis de resisténcia a

antibidticos em Escherichia coli.



2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econémica da pecuaria de corte

Segundo a Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de carne
(ABIEC) no ano de 2020, mesmo com a queda de 4,1% do Produto Interno
Bruto (PIB) nacional, o PIB da pecuaria de corte apresentou um crescimento de
20,8%, em relagédo ao ano de 2019, atingindo a marca de 747,05 bilhdes de
reais movimentados, o que representou 10% de todo o PIB nacional do ano de
2020 (ABIEC, 2021).

Segundo a Companhia Nacional de Alimentos (CONAB) o rebanho
brasileiro de bovinos no ano de 2020 foi de 214,6 milhdes cabecas bovinas,
dado esse que diverge do apresentado pela ABIEC, que aponta que o rebanho
brasileiro possui cerca de 187,55 milh6es de cabecas bovinas, porém mesmo
com os dados divergindo entre as duas instituicées, ambas colocam o rebanho
comercial bovino brasileiro como o maior do mundo (CONAB, 2021; ABIEC,
2021).

Em 2020, no Brasil, foram abatidas cerca de 41,5 milhdes de cabecas
bovinas, o que apresentou uma queda de 4,2% em relacdo aos abates do ano
de 2019, e foi produzido 10,32 milhdes Tonelada de Equivalente Carcacas
(TEC) de carne, onde 73,93% do total da carne produzida foi destinada ao
mercado interno e 26,07% para o mercado externo (ABIEC, 2021).

Apersar de todos os entraves gerados pela pandemia, em 2020 o Brasil
atingiu o maior nivel de exportacdo de carne bovina da sua histéria,
apresentando um aumento de 8% em relacdo ao ano de 2019. A exportacao
brasileira de carne bovina, em 2020, foi de cerca de 2,69 milhdes TEC o que
configura o Brasil como o maior exportador de carne bovina do mundo,
exportando carne para cerca de 157 paises. A China, Hong Kong e Egito se
apresentam, respectivamente, como os trés maiores compradores da carne
bovina brasileira, importando juntos cerca de 69% do total de carne bovina in
natura exportada pelo Brasil (ABIEC, 2021).

Projecbes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) apontam que entre os anos de 2020/2021 e 2030/2031 a carne bovina



terd um aumento de 17% na sua producdo e de 30,5% na sua exportacao,
atingindo uma producgéo de 9.728 toneladas de carne bovina e uma exportacéo
de cerca de 3.582 toneladas de carne bovina. Os principais mercados para a
carne bovina Brasileira serdo a China, os Estados Unidos, o Japéo e a Coreia
do Sul, sendo que a China sera responsavel por comprar cerca de 40% da
carne bovina exportada em 2030 (MAPA, 2021).

J& projecdes do USDA (United States Department of Agriculture) séo
mais otimistas, apontando um aumento de 18 pontos percentuais em ralacao
as projecbes do MAPA, onde o Brasil aumentara a sua exportacdo em 48,5%
até 2030 e sera responsavel por 29% das exportacbes de carne bovina no
mundo, o que mostra o potencial da pecuéria de corte brasileira (MAPA, 2021).

2.2. Sistemas de criacao

A bovinocultura de corte possui dois principais sistemas de criagdo que
séo classificados de acordo com o regime alimentar em que o0s bovinos séo
submetidos. A predominancia desses sistemas de criacdo, nas diferentes
regides do pais, depende de fatores como as condi¢cdes culturais e ambientais
da regido (solo, pastagem, clima, etc.), o tipo de criacdo, as condicfes de
manejo e de sanidade animal e ainda fatores como preco e mercado (CEZAR
et al., 2005; BRAGA, 2010; MIGUEL et al., 2007; FILHO et al., 2000; MORETTI
et al., 2013).

O sistema extensivo € o predominante no Brasil e corresponde a cerca
de 80% da producédo de bovinos de corte do pais. Este sistema é caracterizado
pela utilizacdo de pastagens como Unica fonte de alimento dos animais, sendo
gue o unico tipo de suplementacdo alimentar que os animais recebem € a
suplementacdo com minerais como o sal e a ureia. Essas caracteristicas fazem
com que esse sistema seja considerado o mais econdmico para a criacao de
bovinos, porém ele apresenta restricbes na producdo de alimentos para o0s
animais em decorréncia da sua sazonalidade (CEZAR et al., 2005).

J& no sistema intensivo ocorre uma suplementacao energética e proteica
na dieta e confinamento dos animais e ele pode ser realizado de duas

maneiras, sistema completo e sistema acabamento ou terminacdo. No sistema



completo o animal permanece confinado desde o desmame até o abate e no
sistema de acabamento ou terminacéo, que é o mais utilizado no pais, o animal
€ confinado quando atinge de 2,5 a 3 anos e permanece no confinamento por
cerca de 120 dias no periodo de seca (CEZAR et al., 2005; BRAGA, 2010;
MARTIN 1999).

Segundo dados da ABIEC (2021) do total de 41,5 milhdes de cabecas
bovinas abatidas no ano de 2020, 15,62% (6,48 milhdes de cabecas) eram
oriundas de sistemas intensivos de criacdo e 84,38% (milhdes de cabecas) de
sistemas extensivos de criagao.

Devido a caracteristica de utilizacdo das pastagens como Unica fonte de
alimento no sistema extensivo, 0os animais criados nesse sistema estdo mais
susceptiveis a contaminacao por organismos presentes no solo. Ja no sistema
intensivo os bovinos séo alojados em piquetes ou currais onde séao fornecidas
alimentacdo e agua nos cochos, porém, este tipo de alojamento proporciona
uma maior aproximacdo dos animais, o que faz com que a pele deles fique
mais susceptivel a contaminacéo por organismos de origem fecal, como E. coli
(CEZAR et al., 2005; BRAGA, 2010; JARDIM, 2006).

2.3. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa que foi descoberta em
1885 pelo médico pediatra alemdo Theodore Escherich, que a isolou de fezes
de humanos saudaveis e a chamou de Bacillus coli commune (MACZULAK,
2001; FRIEDMANN, 2014). Em 1918 os médicos Aldo Castellani e Albert John
Chalmers propuseram a mudanca do nome da bactéria para Escherichia coli,
nome pelo qual ela é denominada até os dias auais (FRIEDMANN, 2014). O
género Escherichia faz parte da familia Enterobacteriaceae e apresenta
diversas espécies como Escherichia albertii, Escherichia hermanii, Escherichia
blattae, Escherichia vulneris, Escherichia fergusonii e Escherichia coli
(GARRITY et al., 2004; TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

Escherichia coli € uma bactéria mesofila, com temperatura de
crescimento e pH ideais de 37°C e 7 a 7,5, respectivamente (TORTORA et al.,
2012; KONEMAN et al., 2001). E caracterizada como um bacilo, n&o



esporulado, catalase positivo e oxidase negativo, movel através de flagelos
peritriquios, formador de biofilmes, anaerébio facultativo, apresentando
metabolismo respiratério e fermentativo, com capacidade de fermentar a
glicose e a lactose com producdo de gas carbonico e de &cido latico
(KONEMAN et al., 2001; BARDIAU et al., 2010; FORSYTHE, 2013; ACHA e
SZYFRES, 2001).

Para isolar esse microorganismo podem ser utilizados meios de cultura
gue contenham lactose, como o agar MacConkey (MAC). Neste agar, as
cblonias tipicas de E. coli apresentam coloracdo roseo-avermelhadas em
decorrencia da fermentacdo da lactose (KOEMAN, et al.,, 2001; NATARO E
KAPER, 1998). A realizacdo de testes bioquimicos € uma maneira rapida e
presuntiva para a confirmacdo de E. coli e para a realizacdo desses testes
podem ser utilizados meios de cultura como: EPM, Mlli e Citrato de Simons.
Nestes meios serdo avaliadas algumas caracteristicas como a capacidade de
hidrolisar a ureia e a de utilizar o citrato, a presenca de gas, a motilidade e a
descarboxilacdo da lisina, entre outras (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008;
MARTINS et al., 1992; TOLEDO et al., 1982% TOLEDO et al., 1982").

Esse microrganismo € muito versatil, possui o intestino humano e o
animal como reservetoério e € excretado nas fezes, podendo infectar o humano
de forma direta atraves da via fecal-oral ou de forma indireta pelo consumo de
alimentos e agua contaminados ou através do solo (ERCUMEN et al., 2017;
DOYLE e BUCHANAN, 2007).

E. coli podem ser classificadas em sorotipos de acordo com a sua
composicao antigénica, através dos antigenos somaticos (O), flagelares (H) e
capsilares (K), sendo que ja foram identificados 179 tipos de antigenos O, 53
tipos de antigenos H e 103 tipos de antigenos K (CAMPOS et al., 2004;
DOYLE e BUCHANAN, 2007).

Esse microrganismo pode ainda ser classificado como comensal,
associado a infec¢des extraintestinais (EXPEC) ou a doencas entéricas sendo
estes chamados de E. coli diarreiogénicas (DEC) (NATARO e KAPER, 1998;
FOCACCIA, 2005). As EXPEC podem causar disturbios no trato urinério, sepse
e meningite, sendo causadas principalmente pelas E. coli uropatogénicas
(UPEC), E. coli associada a meningite (MNEC) e E. coli patogénica aviaria
(APEC) (RUSSO e JOHNSON, 2000). J4 as DEC podem ser divididas em E.
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coli enteropatogénicas (EPEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli
enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteroagregativas (EAEC), E. coli
enterohemorragicas (EHEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli
produtoras de Shiga toxina (STEC) (NATARO e KAPER, 1998; CROXEN et
al.,2013).

E. coli patbgenicas sdo de grande importancia para saude publica, pois
podem causar desde diarreia, dores abdominais, febre e vomitos, até quadros
mais graves como a Sindrome Urémico-Hemolitica, a les@o renal e Purpura
Trombicitopénica e a colite hemorragica (SENERWA et al., 1989; FRANCO e
LANDGRAF, 1996; TARR et al., 2005; CASTRO et al., 2017; KAPER et al.,
2004).

Nos ultimos anos o Center for Disease Control and Prevention (CDC)
vem investigando varios casos de surtos de doencas de origem alimentar
causados por E. coli com o envolvimento de diferentes tipos de alimentos,
desde carne moida até massa para bolo e alface romana. Em 2018 ocorreu um
surto de E. coli 0157:H7, envolvendo alface romana, atingiu 36 estados dos
Estados Unidos, causou 210 casos de doenca, 96 hospitalizacées e 5 mortes.
Ja em 2019 ocorreu um surto de E. coli O103 produtora de Shiga toxina
envolvendo carne moida, atingiu 10 estados norte-americanos, provocando 209
casos de doenca e 29 hospitalizagdes (CDC, 2021).

A utilizacdo de antibidticos na pecuaria é apontada como um dos
principais fatores para o surgimento de cepas de Escherichia coli resistentes a
antibidticos. Isto pode causar um aumento no impacto dos surtos de E. coli
patogenicas, devido a reducdo de opcles de tratamentos disponiveis e
aumento nos custos do tratamento (ECDC et al., 2017; JOHNSON et al., 2007;
ADENIPEKUN et al., 2015).

A E. coli é bastante utilizada como indicadora de resisténcia a
antimicrobianos em animais de produ¢do e em humanos devido a
caracteristicas como: ser de facil cultivo, causar doencas em humanos, estar
presentes na microbiota normal de animais e humanos, ocorrer no meio
ambiente e por possuir um papel na transferéncia de genes de resisténcia entre
humanos e animais (CAMERON e MCALLISTER, 2016; ABRAHAM et al.,
2015; YASSIN et al., 2017; MESA-VERONA et al., 2021).
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Pesquisas com isolados de E. coli realizadas em diversas partes do
mundo vém demostrando uma alta prevaléncia de isolados resistentes a
antimicrobianos e de isolados classificados como multirresistentes (MDR), que
€ quando os isolados sao resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos
(MAGIORAKOS et al., 2011).

Estudos realizados com bovinos no Brasil, no México e em Gana
apontaram uma prevaléncia de isolados de E. coli resistentes a pelo menos
uma classe de antimicrobiano de 50, 94 e 100%, respectivamente, na China a
prevaléncia foi de 94% em isolados obtidos de galinhas, patos, suinos e
bovinos. Esses estudos apontaram ainda que 75% dos isolados resistentes
encontrados no trabalho realizado no México, 83% dos encontrados na China e
64% dos encontrados em Gana foram classificados como MDR (STELLA et al.,
2017; VAZQUEZ et al., 2021; YASSIN et al., 2017; LARBI et al., 2021).

Um estudo realizado com saladas, vegetais, leite ndo pasteurizado,
ovos, frangos e carnes cruas na india demostrou uma prevaléncia de 14,7% de
amostras de E. coli resistentes a antimicrobianos, sendo que dessas 91% eram
classificadas como MDR (RASHEED et al., 2014). Outro estudo realizado entre
os anos de 2014 a 2019 em Portugal com animais de producéao (frangos, perus
e suinos) e alimentos (produtos de frango e de suinos) demonstraram uma
prevaléncia de cepas de E. coli classificadas como MDR que variavam entre 74
e 90% nos animais de producdo e 94 a 100% nos produtos alimenticios
(COSTA et al., 2022)

Rasheed et al. (2014) apontam que a presenca de isolados de E. coli
classificados como MDR em alimentos é um motivo de preocupacao, pois isso
torna esses alimentos um reservatoério de isolados MDR, podendo transferir os
genes que causam essa multirresisténcia para bactérias patogénicas trazendo
risco assim a saude de quem consome esses alimentos.

Um estudo com isolados de E. coli oriundos de urina de humanos
doentes na Alemanha mostrou que, entre os anos de 2015 e 2017, 40,2% das
amostras de humanos analisadas apresentaram resisténcia as penicilinas e
16,7 % apresentaram resisténcia as fluoroguinolonas (MESA-VARONA et al.,
2021). Um estudo realizado por Korb et al. (2015) com tratadores de granjas de
frango localizadas no Brasil apontou que 37,5% dos tratadores possuiam

isolados de E. coli classificados como MDR.
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As classes de antimicrobianos que foram menos efetivas aos isolados
dos estudos citados (penicilinas, tetraciclinas, cefalosporinas de primeira e de
terceira geracdo, macrolideos, carbapenens, quinolonas, fluoroquinolonas,
sulfonamidas e inibidores de folato) s&o classificadas pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como criticamente importantes ou de alta importancia
para a saude humana (WHO, 2019; STELLA et al.,, 2017; VAZQUEZ et al.,
2021; YASSIN et al., 2017; LARBI et al., 2021; MESA-VARONA et al., 2021;
KORB et al., 2015).

2.4. Uso de antibidticos na producdo pecuaria e Resisténcia a

Antimicrobianos

A partir da descoberta e do uso de antibidticos em 1928, por Alexander
Fleming, foi possivel controlar diversas doencas de origem bacteriana que
acometem humanos e animais. Com a evolucdo da eficiéncia desses
antibidticos foi possivel alcancar um decréscimo nas taxas de mortalidade e de
morbidade causadas por doencas infecciosas, através da melhora no
tratamento dessas doencas. Com isso, na producdo animal foi possivel notar
um aumento no desempenho produtivo dos animais, favorencendo o
desenvolvimento da agropecuaria (COSTA et al., 2012; EMBRAPA, 2006;
PEREIRA e PITA, 2005).

Na Medicina Veterinaria os antibidticos podem ser utilizados de forma
profilatica (quando ele é usado para prevenir infeccbes), de forma terapéutica
(quando ele é usado para o tratamento de infeccBes), como promotores de
crescimento (quando ele € usado em doses subterapéuticas com o objetivo
promover um maior ganho de peso dos animais de producdo) e para
metafilaxia (quando ele é usado em um rebanho para impedir a propagacao de
doencas) (ABRAHAM et al., 2015; DIBNER e RICHARDS, 2005; SCHARWZ et
al., 2010; URBANCHMIEL e GROOMS, 2012; CAMERON e MCALLISTER,
2016).

Os antibidticos apresentam diferentes mecanismos de atuacdo contra
uma infecgdo bacteriana. Sua acdo pode ser na inibicdo da sintese de parede

celular, como os B-lactamicos; na inibi¢cdo da sintese de &cidos nucleicos, como
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as Quinolonas; na desorganica¢cdo da menbrana celular das bactérias, como as
Polimixinas; e podem ainda interferir no metabolismo celular das bactérias,
como as Sulfonamidas (DZIDIC et al., 2008).

O Brasil se apresenta como um dos paises que mais utilizam
antimicrobianos veterinarios no mundo, sendo responsavel por consumir cerca
de 8% dos antimicrobianos utilizados em animais e ficando atrds apenas da
China que € o maior consumidor de antimicrobianos veterinario do mundo
(TISEO et al., 2020)

Estudos mostram que cerca de dois ter¢os (73%) dos antimicrobianos
utilizados no mundo sédo destinados para 0 uso em animais que produzem
alimentos para humanos. Os frangos, 0s bovinos e os suinos sdo os principais
animais produtores e juntos consumiram cerca de 93.309 toneladas de
antibidtico no ano de 2017 e projecbes apontam que esse consumo ira
aumentar em 11,5% até o ano de 2030, onde ele ira atingir a marca de 104.079
toneladas (PIRES et al., 2022; VAN BOECKEL et al., 2019; TISEO et al., 2020).

Esse alto nivel de utilizacdo de antimicrobianos se deve principalmente
ao aumento na demanda de proteina animal no Mundo. Esse aumento levou a
uma expansdo do uso de sistemas intensivos de producdo de animais, que
utilizam altos niveis de antimicrobianos rotineiramente para preservar a saude e
aumentar a produtividade animal (TISEO et al.,, 2020; VAN BOECKEL et al.,
2019).

A grande utilizacdo de antimicrobianos cria uma pressao seletiva que
favorece o0 surgimento e a disseminacdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos em animais produtores de alimentos para humanos.
Pesquisadores apontam que o alto nivel se antimicrobianos utilizados em
animais e o surgimento de bactérias resistentes a antimicrobianos podem levar
a ocorrencia de infeccdes resistentes em animais e em humanos (STELLA et
al., 2017; PIRES et al., 2022; VAN BOECKEL et al., 2019).

A resisténcia a antimicrobianos tem sido apontada como uma das
principais ameacas a saude humana, pois ela vem atingindo niveis alarmantes
enquanto a descoberta de novos antibiéticos para o tratamento de bactérias
resisténtes vem acontecendo em um ritmo menor (GROSSI et al.,, 2015).
Anualmente ela € responsavel por 700 mil mortes no mundo e projecdes

apontam que até o ano de 2050 as mortes causadas por infecgbes com
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bactérias resisténtes ultrapassem o niumero de mortes causadas pelo cancer e
pela diabetes, atingindo a marca de mais de 10 milhdes de mortes
(POKHAREL et al., 2020).

Existem dois tipos de resisténcia a antimicrobianos: o primeiro é a
resisténcia intrinseca, onde algumas espécies de bactérias sao resistentes a
determinados antimicrobianos devido a caracteristicas naturais, e o segundo é
a resisténcia adiquirida, onde as bactérias adiquirem a resisténcia através de
mutacdes ou pela transferéncia de material genético (BLAIR et al., 2014;
BAPTISTA, 2013; AARESTRUP et al., 2008).

Diversos pesquisadores vém debatendo sobre a influéncia do uso de
antimicrobianos em animais de producdo no desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos e qual seria 0 seu impacto na saude humana.

Pires et al. (2022) relatam que a tendéncia mundial de aumento na
resisténcia e na multirresisténcia a antimicrobianos traz grandes preocupacdes
para a saude animal e para a saude humana. Ele aponta que o alto nivel de
antimicrobianos utilizados na producéo animal e o surgimento de co-resisténcia
entre esses antimicrobianos e os antimicrobianos utilizados na saude humana
séo associados as altas taxas de resisténcia (PIRES et al., 2022)

Van Boeckel et al. (2019) indicaram que os altos niveis de resisténcia
podem ser consequéncia de baixas praticas de biosseguridade nas
propriedades produtoras de animais, de uma alimentacdo com baixa nutricao
para os animais e da falta de normas sobre o uso de antimicrobianos na
medicina veterinaria. Ja Yassin et al. (2017) sugeriram que o0 grande
responsavel pela promocdo da resisténcia € o0 uso indevido dos
antimicrobianos, que leva ao surgimento de bactérias resistentes e a uma
reducdo na eficacia de tratamentos de infec¢cdes bacterianas para animais e
humanos.

Adenipekun et al. (2015) e Siqueira (2004) sugerem que O USO
indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e na medicina
veterinaria e ainda a utilizacdo desses antimicrobianos como promotores de
crescimento em animais de producdo como 0s principais vildes para o aumento
da resisténcia a antimicrobianos.

Pesquisadores apontam que a pecuaria € um dos grandes responsaveis

pela promocédo da resisténcia antimicrobiana, pois alguns estudos indicam que
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o alto volume de antimicrobianos utilizados na produgao promove uma pressao
seletiva por organismos resistentes nos animais e no ambiente em que eles
sdo criados e que o aumento de infecgBes resistentes em humanos esta
relacionado a essa pressao seletiva promovida pelo uso dos antimicrobianos
(AGGA et al., 2015; LARBI et al., 2021; MESA-VARONA et al., 2021).

As altas taxas de resisténcia a antimicrobianos impactam principalmente
na reducdo das opcdes de tratamentos disponiveis para humanos e animais,
aumento nas complicacdes de pacientes hospitalizados e aumento nos custos
para a recuperacao do paciente, devido a um aumento na permanéncia nos
hospitais (ADENIPEKUN et al., 2015; SIQUEIRA, 2004; MESA-VARONA et al.,
2021).

Alguns estudos demonstram que um dos motivos da resisténcia a
antimicrobianos em humanos pode ser o consumo de alimentos de origem
animal, como a carne, contaminados com bactérias resistentes (ZORN et al.,
2012; HAMMERUM et al., 2009; VAN DEN BOGAARD et al., 2001). Esses
alimentos podem atuar como reservatorios de genes responsaveis pela
resisténcia antimicrobiana, podendo transferi-los para bactérias patogénicas
gue afetam os humanos (STELLA et al., 2020).

A carne pode ser contaminada em diversas etapas do seu
processamento durante o processo de abate, como a esfola e a evisceracao;
através de habitos inadequados de higiene de manipuladores e higienizacéo
deficiente das instalacfes e dos equipamentos; falhas no armazenamento do
produto final; durante o transporte; e/ou durante sua comercializacdo (VELHO
et al., 2015; SANTOS et al., 2017; BRANDAO et al., 2012).

Outro meio pelo qual o humano pode se infectar com bactérias
resistentes é atravez do contado direto com a producdo animal, estudos
demostram que ja foi relatada a transmissdo direta de bactérias resistentes
entre trabalhadores de fazendas e animais de producédo (STELLA et al., 2017).

Dessa forma, os animais de producdo podem ser considerados
reservatorios de bactérias resistentes a antimicrobianos e possiveis fontes de
infeccbes alimentares, o que coloca os humanos expostos ao problema, por
contato direto com os animais ou pelo consumo de alimentos de origem animal
(SCHWARZ et al., 2010).
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Devido a alta complexidade na determinacéo do impacto do consumo de
antimicrobiano em animais de producdo na saude humana e ao fato de que a
dindmica da propagacdo da resisténcia antimicrobiana envolve animais,
humanos e meio ambiente € de extrema importancia realizar uma abordagem
multissetorial e interdisciplinar em sintonia com o conceito de Salde Unica
(One Health). Para promover politicas publicas com o intuito de monitorar e
minimizar os impactos causados pela resisténcia a antimicrobianos na saude
humana e na animal (POKHAREL et al., 2020; TISEO et al., 2020; BOURELY
et al., 2020).

2.4.1. Mecanismos de acao e de resisténcia das principais classes de

antimicrobianos

Os B-Lactamicos sdo uma das classes de antimicrobianos mais
utilizadas na medicina humana e na medicina veterinaria, eles possuem como
caracteristica a presenga de um anel B-lactamico em sua estrutura molecular e
incluem as penicilinas, os carbapénicos, as cefalosporinas, os monobactamicos
e os inibidores de B-lactamases (AZEVEDO, 2014).

O mecanismo de acdo dessa classe de antimicrobianos € determinado
pelo anel B-Lactamico que atua inibindo a sintese da parede celular das
bactérias, mais especificamente inibindo a sintese de peptidoglicano
(PALZKILL, 2012).

A reducdo da penetracdo dos [(-Lactamicos na bactéria através de
alteracdes na permeabilidade da parede celular, a alteracdo do alvo de ligacéo
dos B-Lactamicos nas bactérias e o efluxo ativo ja foram descritos como
mecanismos de resisténcia a B-Lactamicos. Porém, a producdo de enzimas f3-
Lactamases é apontada como o principal mecanismo de resisténcia a essa
classe de antimicrobianos (TANG et al., 2014; LIEBANA et al., 2013).

As enzimas B-Lactamases possuem a capacidade de degradar os aneis
B-Lactamicos promovendo assim a neutralizacdo do efeito bactericida desses
antimicrobianos (TANG et al., 2014; LIEBANA et al., 2013). Elas podem ser
produzidas por genes cromossomais ou plasmidiais e podem ser de espectro

estreito, agindo apenas contra as penicilinas e as cefalosporinas, ou de
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espectro estendido, as chamadas ESBL (Enzimas B-Lactamases de espectro
estendido) que agem contra varios 3-Lactamicos (WILKE et al., 2005; MEYER
e PICOLI, 2011; RUPPE et al., 2015).

Existem dois modelos de classificacdo dos p-Lactamicos, o primeiro feito
por Ambler (1980) que classifica os [-Lactamicos segundo a sua estrutura
molecuar em classes da A a D. Segundo Ambler (1980), sdo classidicados
como classe A as serino-beta-lactamases, como B as metalo-beta-lactamases
dependentes de ions de zinco, como C as beta-lactamases cromossOmicas do
tipo AmpC e como D as oxacilinases. Ja o segundo modelo que foi proposto
por Bush e Jacoby (2010) classifica os B-Lactamicos em trés grupos de acordo
com a sua funcionalidade, sendo o grupo | formado pelas Cefalosporinases, o
grupo Il pelas Serino-beta-lactamases e o grupo Il pelas Metalo-beta-
lactamases.

As bactérias produtoras de ESBL possuem uma grande importancia para
a saude humana e animal, sendo que os animais de producdo sédo apontados
como importantes reservatorios dessas bactérias, podendo transmiti-las para
os humanos (LIEBANA et al., 2013; MICHAEL et al., 2015; SMET et al., 2009).
As principais ESBL sdo a CTX-M, TEM e a SHV e os principais genes de
resisténcia aos B-Lactamicos sao o blaCTX-M, o blaSHV-1, o blaTEM, blaTEM-
1, blaOXA-1 e o blaCY-2. Devido a sua localizacao plasmidial, o que favorece a
sua transmissdo para outra bactérias, o gene blaCTX-M é um dos mais
difundidos no mundo (LIEBANA et al.,, 2013; BUSH e JACOBY, 2010;
D’ANDREA et al., 2013; DAY et al., 2016; BONNET, 2004).

A classe dos aminoglicosideos atua inibindo a sintese proteica das
bactérias através da ligacdo da regido do rRNA 16S e da subunidade
ribossémica 30S. Os antimicrobianos dessa classe sdo considerados de amplo
esprectro e ela é representada pela gentamicina, trobamicina, estreptomicina,
neomicina, amicacina, netilmicina e canamicina (KRAUSE et al., 2016). A
resisténcia aos aminoglicosideos pode ser causada pela modificacdo do local
de alvo dos aminoglicosideos, pelas bombas de efluxo, pela diminuicdo da
permeabilidade celular e pela modificacdo enzimatica (WACHINO et al., 2020;
DOl et al., 2016).

Os antibi6ticos da classe das quinolonas sdo bastante utilizados e atuam

inibindo DNA girase e toposisomerase IV 0 que leva a inibicdo da sintese do
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DNA bactériano. Dentre as quinolonas estéo a ciprofloxacina, a levofloxacina, a
ofloxacina e a norfloxacina (ALDRED et al., 2014). Os principais mecanismos
de resisténcia a quinolonas sao a modificacao do local de alvo das quinolonas,
as bombas de efluxo, a diminuicdo da permeabilidade celular e a transferéncia
do gene gnr por plasmideoo que confere uma protecdo a DNA girase e a
toposisomerase 1V (FABREGA et al., 2009; ALDRED et al., 2014, REZAZADEH
et al., 2016).

A tetraciclina, a clortetraciclina e a oxitetraciclina sdo antimicrobianos da
classe tetraciclina, bastante utilizados na Medicina Veterindria como
promotores de crescimento e para tratamento terapéutico. O seu mecanismo
de acdo consiste na inibicdo da sintese proteica das bactérias através da sua
ligacdo com a subunidade ribossomica 30S, e os principais mecanismos de
resisténcia sédo a inativacao enzimatica, a prote¢cao cromossodmica e as bombas
de efluxo (KOO e WOO, 2011; CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS,
2005).

Alguns dos antibioticos da classe dos anfenicois tem o0 seu uso proibido
em animais, como o cloranfenicol, e 0 seu mecanismo de acéo é realizado pela
inibicho da sintese proteica bacteriana através da sua ligagdo com a
subunidade ribossémica 50S. Ja os principais mecanismos de resisténcia aos
anfenicois séo a alteracdo da permeabilidade celular, a alteracédo do local alvo,
as bombas de efluxo e a inativacdo enzimatica (SHAW, 1983; SCHWARZ et
al., 2004).

Alguns farmacos como as sulfonamida e o trimetoprim atuam na via do
acido folico e sao classificados como inibidores da via folato. Eles agem
inibindo a producdo de acido diidrofélico através da inibicdo da diidropteroato
sintase e do dihidrofolato redutase, respectivamente. O seu principal
mecanismo de resisténcia é a producdo das enzimas diidropteroato sintase e
da dihidrofolato redutase insensiveis a acdo das sulfonamidas (FRYE e
JACKSON, 2013).

A eritromicina e a azitromicina sdo antibioticos da classe dos
macrolideos que atuam inibindo a sintese proteica bacteriana através da
ligacdo com a subunidade 50S e apresentam como principais mecanismos de
resisténcia as bombas de efluxo, a alteracdo da permeabilidade célular e a
modificacdo do sitio alvo (FYFE et al., 2016).
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Uma pesquisa feita com amostras de urina de humanos doentes na
Alemanha, entre os anos de 2015 e 2017, relatou uma taxa de resisténcia de
40,2% para as penicilinas, de 23,2% para as sulfonamidas, de 22% para o0s
inibidores de folato, de 16,7% para as quinolonas e de 6,3% para 0sS
aminoglicosideos (MESA-VERONA et al., 2021).

Um estudo, feito com aves, bovinos e ovelhas no Brasil, descreveu taxas
gerais de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos. Segundo este
estudo, a taxa de resisténcia a penicilinas foi 56,5%, a cefalosporinas foi
77,7%, a macrolideos foi 63,3%, a aminoglicosideos variou entre 8,6 e 38,8%,
a tetracilinas foi 26,2%, a inibidores de folato foi 26,2% e a quinolonas foi
13,6% (STELLA et al., 2017).

Yassin et al. (2017) em seu trabalho com galinhas, suinos, bovinos e
patos na China demonstraram uma taxa de resisténcia geral de 88,3% para as
tetraciclinas, 78% para as quinolonas, 74,4% para as sulfonamidas, 72,8% para
os inibidores de folato, 70,4% para as penicilinas, 63,8% para o0s
aminoglicosideos, 42,4% para os anfenicois, 16,1% para as cefalosporinas,
11,5% para os monobactamicos e 0,1% para os carbapenems.

Um estudo relatou taxas de resisténcia de 95,7% para tetraciclinas e
qguinolonas, de 98,4% para aminoglicosideos, de 80,9% para penicilinas e de
61,8 % para quinolonas em aves na Gana. Nesse mesmo estudo as taxas de
resisténcias para bovinos e suinos foram de 100% para os carbapenems,
75,4% para as penicilinas, 35,3% para as cefalosporinas, 13% para as
quinolonas, 10,6% para os inibidores de folaro, 8,2% para os anfenicois, 5,9%

para os aminoglicosideos e para as cefalosporinas (LARBI et al., 2021).
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Influéncia dos diferentes sistemas de criacdo de bovinos (intensivo e extensivo) na

determinacao de perfis de resisténcia a antibioticos em Escherichia coli

Influence of different cattle breeding systems (intensive and extensive) on the

determination of antibiotic resistance profiles in Escherichia coli

Yago F. Nascimento'*, Leticia R. M. Costa?, Sthéfany Da C. Dias*, Marcus V. C.

Cossi?, Ricardo S. Yamatogi®, Luis A. Nero® e Juliano G. Pereiral

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia dos diferentes sistemas de criagdo
(sistema intensivo e extensivo) na determinacdo de perfis de resisténcia aos antibioticos em
isolados de Escherichia coli de um abatedouro frigorifico de bovinos. Foram coletadas
amostras de 40 animais de cada sistema de producdo nos pontos: carcagas durante abate no
pos-sangria (n=80), pds-evisceracdo (n=80) e pos-lavagem final (n=80); fezes de bovinos
(n=80), agua residual (n=5); superficie de equipamentos (n=20); cortes carneos (n=50); e
fezes de funcionarios (n=10). Foi seguido o protocolo conforme a ISO/TS 13136 com
modificacdes para a deteccdo e isolamento de Escherichia coli. Os isolados confirmados
foram submetidos ao teste de resisténcia a 10 antimicrobianos pelo método de disco-difusdo
em agar e os resultados foram analisados para identificacdo de perfis de resisténcia. A

frequéncia de animais portadores de cepas resistentes foi comparada pelo teste exato de Fisher
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(P<0,05). Foi observado que 97,5% (78/80) dos animais, 70% (7/10) dos funcionarios e 6,6%
(5/75) das amostras de ambiente industrial apresentaram resisténcia a pelo menos uma classe
de antimicrobianos. O sistema de criagdo dos animais ndo influenciou na frequéncia de
animais com cepas multirresistentes, porém foi observada uma maior frequéncia de bovinos,
do sistema intensivo, resistentes a classe das fluoroquinolonas (P<0,05). Mesmo ndo havendo
influéncia do sistema de criacdo sobre a multirresisténcia, observou-se uma alta frequéncia de
animais portadores de E. coli resistentes a antimicrobianos relevantes para a satde publica.
Esse fato ressalta a importancia da vigilancia e do controle de bactérias que apresentam
resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: Saude Unica, Pecuaria de corte, Antibiéticos.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the influence of different rearing systems
(intensive and extensive systems) on the determination of antibiotic resistance profiles in
Escherichia coli isolates from a cattle slaughternouse. Samples of 40 animals from each
production system were collected at the following points: carcasses during slaughter in the
post-bleeding (n=80), post-evisceration (n=80) and post-final washing (n=80); bovine feces
(n=80), residual water (n=5); equipment surface (n=20); meat cuts (n=50); and feces from
employees (n=10). The protocol according to ISO/TS 13136 was followed with modifications
for the detection and isolation of E. coli. Confirmed isolates were tested for resistance to 10
antimicrobials using the disk-diffusion agar method and the results were analyzed to identify
resistance profiles. The frequency of animals carrying resistant strains was compared using
Fisher's exact test (P<0.05). It was observed that 97.5% (78/80) of animals, 70% (7/10) of
humans and 6.6% (5/75) of samples from industrial environments showed resistance to at

least one class of antimicrobials. The animal husbandry system did not influence the
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frequency of animals with multidrug-resistant strains, but a higher frequency of cattle, from
the intensive system, resistant to the fluoroquinolone class (P<0.05) was observed. Even
though there was no influence of the breeding system on multidrug resistance, a high
frequency of animals carrying E. coli resistant to antimicrobials relevant to public health was
observed. This fact highlights the importance of surveillance and control of bacteria that are
resistant to antimicrobials.

Keywords: One Health, Beef Livestock, Antibiotics.

INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados na producdo de bovinos de corte,
podendo ser utilizados de forma terapéutica (para o tratamento de doencas), profilatica (para
prevenir a ocorréncia de doengas), metafilatica (para impedir a propagacdo de doencas em
rebanhos) ou como promotores de crescimento (para melhorar a eficiéncia alimentar do
animal) em qualquer uma das etapas da produ¢do (CAMERON & MCALLISTER, 2016).

Pesquisadores apontam que o grande volume de antimicrobianos utilizados na criacao
animal e seu uso terapéutico inadequado na medicina humana e veterinaria favorecem ao
surgimento de bactérias patogénicas resistentes a diferentes tipos de antimicrobianos
(ADENIPEKUN et al., 2015; CAMERON & MCALLISTER, 2016, GARCIA-MIGURA et
al., 2014). Casos de bactérias multirresistentes a antibiéticos de importancia terapéutica, vem
sendo relatados na producdo animal e em casos clinicos que acometem humanos.
(ABRAHAN et al., 2015; BONELLI et al., 2014; LIU et al., 2016).

Os animais de producdo podem ser considerados reservatérios de bactérias resistentes
a antimicrobianos e possiveis fontes de infeccbes a humanos, seja através do contato direto
com a cadeia de producgéo ou pelo consumo de alimentos de origem animal. (SCHWARZ et

al., 2010). Os enteropatégenos de potencial zoondtico como a Escherichia coli sdo utilizados
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como indicadores de resisténcia a antimicrobianos em animais de producdo devido a
caracteristicas como: serem de facil cultivo, causarem doencas em humanos e estarem
presentes na microbiota normal do animal (ABRAHAN et al, 2015, CAMERON &
MCALLISTER, 2016).

Apesar da resisténcia a antimicrobianos ser um assunto considerado um dos grandes
desafios para a salide humana e da possibilidade dos sistemas de criacdo desses animais
contribuir para a disseminacdo de bactérias resistentes, ha falta de dados epidemioldégicos
sobre este tema envolvendo cadeias produtivas de carne bovinas no Brasil.

Assim, é de suma importancia a realizacdo de estudos que indiquem a prevaléncia de
Escherichia coli multirresistentes e avaliem o papel da cadeia produtiva na manutencdo e
disseminagdo destas cepas. Diante disso o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia dos diferentes sistemas de criacdo de bovinos (intensivo e extensivo) na
determinacdo de perfis de resisténcia a antibidticos em Escherichia coli oriundas de um

abatedouro frigorifico localizado no estado de Minas Gerais — Brasil.

MATERIAL E METODOS

Coleta de Amostras. Foram amostrados lotes de bovinos oriundos dos sistemas de
criacdo extensivo (SE) e intensivo (Sl), abatidos em um abatedouro frigorifico de bovinos. O
estabelecimento funcionava sob inspecdo do Servigo de Inspecdo Federal brasileiro e era
habilitado para exportacdo. A determinacdo do nimero de amostras que foram coletadas foi
realizada por conveniéncia e ndao houve critérios de inclusdo especificos para a determinacéo
dos lotes de animais a serem amostrados. Foram coletadas amostras de quatro lotes de cada
sistema de criacdo, contendo dez animais cada, procedentes de diferentes propriedades. As
amostras para analise microbioldgica foram oriundas das carcacas, produtos finais, ambiente,

fezes dos bovinos e fezes dos funcionérios.
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As amostras das carcagas foram obtidas durante a operacdo de abate nos pontos apés
sangria (A) (n=80), apos evisceracdo (B) (n=80) e apos lavagem final (C) (n=80), nas areas do
pescoco, membro pélvico, gliteo e xifoidiana— 1SO17604 (ISSO, 2018). As amostras de
cortes carneos (n=50) foram obtidas de diferentes tipos de cortes carneos (por conveniéncia,
coletou-se de cortes que estavam sendo processadas no momento da visita) e as amostras do
ambiente foram obtidas da esteira transportadora dos cortes carneos (n=20). Para as amostras
obtidas pela técnica de esfregaco superficial, utilizou-se esponjas estéreis do tipo Nasco
Whirl-Pak previamente hidratadas com solucdo salina NaCL a 0,85% (m/v) e moldes estéreis
de 10x10 cm, totalizando 400 cm?. A coleta de agua (n=5) foi realizada com auxilio de frasco
estéril, sendo este procedimento realizado no tanque de coleta da agua residual da industria,
antes do tratamento (Tabela 1).

As amostras de fezes (ponto F) (n=80) dos animais foram coletadas através da técnica
de swab retal imediatamente antes da etapa de ocluséo do reto no processo de abate. As fezes
dos funcionarios foram coletadas com o consentimento dos mesmos e contou com o auxilio
do setor de enfermaria do estabelecimento. Além de receberem um manual com instrucdes de
coleta, cada participante recebeu um copo plastico préprio para a coleta de fezes e um swab.
As amostras foram estocadas em meio de transporte Cary Blair e encaminhadas para o
laboratério (Projeto aprovado no CEP — CAAE: 04536218.6.3001.5152).

Apo6s o término das coletas, as amostras ficaram acondicionadas em uma caixa
isotérmica com gelo, até a chegada ao laboratorio para a realizacéo das analises.

Isolamento de Escherichia coli. As amostras seguiram o protocolo conforme a
ISO/TS 13136 com modificacBes para a deteccdo e o isolamento de Escherichia coli (I1SO,
2012). Foram adicionadas 180 mL de Agua Peptonada Tamponada 1% (APT) aos sacos
estéreis contendo as esponjas provenientes do swab das carcacas, do ambiente e dos produtos

finais. Ja& para as amostras de agua residual, foram aliquotadas 10 mL das amostras e
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adicionados 90 mL de APT em sacos estéreis. Todas as amostras foram homogeneizadas em
Stomacher e incubadas durante 18 a 24 horas a uma temperatura de 37°C. Apds esses
periodos as amostras foram estriadas em agar MacConkey (MAC) e incubadas durante 18 a
24 horas a uma temperatura de 37°C.

Apds essa etapa de incubacdo foram escolhidas cinco coldnias fermentadoras de
lactose com morfologia tipicas para E. coli e uma coldnia ndo fermentadora de lactose de cada
morfologia identificada.

As colonias selecionadas foram confirmadas através dos testes bioquimicos: EPM
(Escola Paulista de Medicina), MILi (motilidade, indol e lisina) e Citrato de Simmons
(TOLEDO et al., 1982% TOLEDO et al., 1982°). As amostras consideradas positivas através
dos resultados dos testes bioquimicos foram armazenadas em caldo BHI (Infuséo de cérebro
coracao) e em agar nutriente que foram incubados durante 18 a 24 horas a 37°C. Ap0s esse
periodo foi adicionado glicerol 15% ao caldo BHI sendo posteriormente congelado (18°C). Ja
0 agar nutriente foi refrigerado (4°C) para serem realizadas analises posteriores.

Perfil fenotipico da resisténcia a antimicrobianos. Foi utilizado a técnica de Disco-
difusdo em agar Mueller-Hinton (MH) para a caracterizacdo fenotipica da resisténcia a
antibioticos dos isolados de Escherichia coli, conforme o protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017).

Para a realizacdo da técnica, os isolados de E. coli foram inoculados em caldo BHI e
incubados durante 18 a 24 horas a 37°C. Apds esse periodo os cultivos foram ajustados na
escala 0,5 de McFarland em BHI, estriados em placa de agar MH com posterior aplicacdo dos
discos de antibioticos. Essas placas foram incubadas durante 18 a 24 horas a 37°C, sendo que
apos esse periodo foi realizada a leitura do halos de inibicdo, sendo os resultados

interpretados com base nas diretrizes do CLSI 2020 (CLSI, 2020).
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As classes de antibidticos a serem testados e as concentragdes foram: penicilinas
(amoxicilina 10 pg — AMO), cefalosporinas de terceira geracdo (ceftiofur 30 pg — CEF),
monobactamicos (aztreonam 30 pg - ATM), carbapenémicos (imipenem 10 pg — IMP),
fluoroquinolonas (ciprofloxacina 5 pg — CIP), tetraciclinas (tetraciclina 30 pg — TET),
aminoglicosideos (gentamicina 10 pg — GEN), inibidores de folato (sulfametoxazol +
trimetoprima 23,78/1,25 pug — SUT), anfenicdis (cloranfenicol 30 ug — CLO) e macrolideos
(azitromicina 15 pg — AZI) (CLSI, 2020).

Isolados de E. coli foram considerados sensiveis ou resistentes (resistentes e/ou
intermediarios) de acordo com as recomendagfes da CLSI (2020), e os isolados resistentes a
trés ou mais classes de antimicrobianos foram definidos como multirresistentes (MDR)
(MAGIORAKOS et al., 2011).

Para triagem dos isolados de E. coli produtoras de ESBL foram utilizados duas
cefalosporinas de terceira geracdo, a ceftazidima 10 pg (CAZ) e a cefotaxima 5 pg (CTX)
(EUCAST, 2013). Os isolados que apresentaram resultados com halos de inibicdo menor que
22mm para ceftadizima e que 21 mm para cefotaxima foram submetidos ao teste fenotipico
confirmatorio de ESBL que consistiu na realizacdo do método de disco-difusdo duplo
(EUCAST, 2013).

Para a realizacdo deste teste confirmatério, os isolados foram inoculados em caldo
BHI e incubados durante 18 a 24 horas a 37°C. Ap0s esse periodo os cultivos foram ajustados
na escala 0,5 de McFarland em BHI, estriados em placa de agar MH e realizada a aplicacéo
dos discos de antibidticos. Utilizou-se um disco central contendo amoxicilina com &cido
clavulanico 20/10 pug (AMC) e trés discos em um raio de 20 mm do disco central, dois de
cefalosporinas de terceira geragdo (ceftazidima 30 pg — CAZ e cefotaxima 30 pg — CTX) e
uma cefalosporina de quarta geragao (cefepima 30 pg — CPM). Foram considerados positivos

para producdo de enzimas ESBL os isolados de Escherichia coli que apresentaram zonas de
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inibicdo aumentadas em torno de qualquer cefalosporina na diregéo do disco com amoxicilina
com &cido clavulanico (EUCAST, 2013).

Anédlise de dados. Os sistemas de producdo e pontos de coleta foram comparados
quanto a positividade para presenca de E. coli. Os sistemas de produgdo, amostras humanas e
pontos ambientais foram também comparados quanto a positividade para E. coli resistente aos
antimicrobianos. Para esta comparacdo, considerou-se animais positivos para a presenca de
cepa resistente, aquele que em pelo menos uma das etapas do processo de abate (A, B, Ce F)
tenha sido isolado E. coli com resisténcia pelo teste de difusdo em disco.

Os resultados de resisténcia foram planilhados em Excel® e os perfis avaliados por
estatistica descritiva. Por fim, avaliou-se o possivel impacto do sistema de criacdo e dos lotes
dos animais na identificacdo de isolados MDR. Para todas essas comparagdes, utilizou-se o

Teste Exato de Fisher (P<0,05).

RESULTADOS

E. coli foi identificada em 25,92% (105/405) das amostras analisadas. Com excecao
do ponto C de animais oriundos de producéo intensiva, todos os demais tiveram pelo menos
uma amostra positiva. As maiores frequéncias de positividade foram observadas nas fezes dos
animais (80/80), sequida pelas fezes de funcionarios (8/10) e amostras do ambiente industrial
(6/75). N&@o houve diferenca entres os sistemas de criacdo e o numero de animais positivos
para E. coli em nenhuma das etapas analisadas (P>0,05) (Tabela 2).

Ao observar os resultados de resisténcia é possivel notar que 97,5% (78/80) das
amostras de bovinos (fezes ou carcaca), 70% (7/10) de funcionéarios e 6,6% (5/75) do
ambiente industrial apresentaram isolado de E. coli resistente a pelo menos uma das classes
de antimicrobianos testadas. Apenas um animal de cada tipo de sistema de criagdo néo

apresentou isolados resistentes as classes de antimicrobianos (Tabela 3).
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Ainda foi possivel observar que, considerando os isolados de E. coli obtidos dos
animais, houve resisténcia a todas as dez classes de antimicrobianos testadas. Ja nos isolados
de funcionarios e ambiente industrial, foi identificado E. coli resistente a seis e trés classes de
antimicrobianos, respectivamente (Tabela 3).

Identificou-se isolados de E. coli resistente a penicilinas em 93,7% dos bovinos
(75/80) e 70% (3/10) dos funcionarios avaliados, sendo a classe de antimicrobianos com
maior frequéncia de resisténcia, seguida por cefalosporina de terceira geracdo e
monobactamicos. No caso das amostras oriundas do ambiente industrial, observou-se baixa
frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos, sendo o valor maximo de 6,6% identificado
para penicilinas (Tabela 3).

Ao comparar o sistema de criacdo dos animais com a frequéncia de positividade para
cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos, identificou-se variagdo apenas para a classe
das fluoroquinolonas (Tabela 3). Para esta classe, o sistema intensivo de criacdo apresentou
uma frequéncia de animais portadores de E. coli resistente, 22,5% superior ao sistema
extensivo (P<0,05).

Ao observarmos os perfis de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de E. coli foi
possivel definir 47 tipos de padrdes diferentes, onde 50,5 % (198/392) dos isolados de E. coli
apresentaram resisténcia a apenas uma classe de antimicrobianos e 13% (51/392)
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos, sendo considerados MDR
(Tabela 4).

Nos isolados de E. coli classificados como MDR o padrdo de resisténcia mais
recorrente foi o de resisténcia a classe das penicilinas, monobactamicos e tetraciclinas com
sete isolados, seguido pelo padrdo penicilinas, cefalosporinas de terceira geracdo e
monobactamicos e pelo de resisténcia a classe das penicilinas, cefalosporinas de terceira

geragdo, monobactamicos, fluoroquinolonas e anfenicois com cinco isolados cada (Tabela 4).
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Foram encontrados seis padrdes com resisténcia a cinco ou mais classes de
antimicrobianos, sendo que cinco deles foram oriundos de isolados de E. coli obtidos do
sistema intensivo e um de isolado obtido em humano. O maior padréo encontrado apresentou
resisténcia a sete classes de antimicrobianos e foi oriundo do sistema intensivo de criacdo
(Tabela 4).

Vinte e nove (36,2%) animais, dois (20%) funcionarios e duas (2,6%) amostras de
Ambiente industrial apresentaram amostras MDR (Tabela 5). N&o foi observada influéncia do
sistema de criagdo dos animais na identificacdo de animais com amostras MDR (P>0,05).

Todos os isolados de E. coli foram testados para detectar a presenca de producdo de

ESBL, porém nenhum isolado foi positivo.

DISCUSSAO

Os resultados da ocorréncia de E. coli encontrados no presente trabalho (26,18%)
foram superiores aos resultados encontrados por CASAGRANDE et al. (2013) e por
BOHAYCHUK et al. (2011) que encontraram uma ocorréncia de 4,4% em amostras de
carcacas bovinas oriundas de um abatedouro frigorifico localizado no Mato Grosso e de
14,6% em amostras de carcacas bovinas oriundas de um abatedouro frigorifico localizado no
Canada, respectivamente. Porém foram inferiores aos encontrados por HAUGE et al. (2010)
gue encontraram uma ocorréncia de 46% em amostras de carcacas bovinas e ovinas oriundas
de um abatedouro frigorifico da Noruega. Assim como no presente trabalho JARDIM et al.
(2006) ndo conseguiram identificar a influéncia do sistema de criacdo na ocorréncia de E. coli
em bovinos oriundos dos sistemas intensivo e extensivo.

A alta presenca de animais com E. coli resistentes a pelo menos uma classe de
antimicrobianos encontrada no presente trabalho (97,5%), vai ao encontro do que SANCHEZ

et al. (2020) e VAZQUEZ et al. (2021) relataram em seus trabalhos. Estes autores, ao
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analisarem a resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas de carcacas e fezes de bovinos
oriundos do México, encontraram respectivamente, 75% e 94,8% dos isolados de E. coli
resistentes a pelo menos um antibiotico.

As classes das penicilinas, das cefalosporinas de terceira geracdo e dos
monobactamicos foram as que mais apresentaram animais com E. coli resistentes, sendo as
duas primeiras as que mais apresentaram funcionarios com E. coli resistentes. Esse dado é um
preocupante sinal para a saude publica, pois essas classes sdo consideradas, pela Organizacao
Mundial da Saude (WHO), como criticamente importantes para a medicina humana. Segundo
a WHO, estes medicamentos sdo essenciais no tratamento de infecgdes bacterianas graves em
humanos, pois possuem poucas ou nenhuma classe de antimicrobianos substitutas para o
tratamento dessas infec¢es (WHO, 2019).

VAZQUEZ et al. (2021) encontraram prevaléncias de resisténcia de E. coli a
antimicrobianos das classes das penicilinas, das cefalosporinas de terceira geracdo e das
tetraciclinas de 83%, 27,2% e 69% respectivamente. A frequéncia da resisténcia a classe das
tetraciclinas foi diferente da encontrada no presente trabalho (21,2%), porém a resisténcia as
classes das penicilinas e das cefalosporinas de terceira geracdo foram semelhantes (93% e
31,2%, respectivamente). Os resultados da prevaléncia de animais com E. coli resistentes as
classes das penicilinas (93%) e das tetraciclinas (31,2%) foram semelhantes aos encontrados
por STELLA et al. (2017), que encontraram prevaléncias de 73,9% e 38,6%, respectivamente.

A prevaléncia de funcionarios com E. coli resistente a antimicrobianos das classes das
penicilinas (70%) e das cefalosporinas de terceira geracdo (30%) encontradas no presente
trabalho foram maiores do que as encontradas por KORB et al. (2015), que encontraram uma
prevaléncia de 40% para penicilinas e 15% para cefalosporinas de terceira geracdo em

funcionarios de granjas de frango no Parana, Brasil.
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As classes de antimicrobianos que mais apresentaram cepas de E.coli resistentes em
funcionarios, penicilinas e cefalosporinas de terceira geragdo, foram as mesmas classes que
mais apresentaram cepas de E. coli resistentes em animais, esse resultado corrobora com a
hipotese de que o contato direto com os animais de producdo, o consumo de alimentos de
origem animal e uso destes medicamentos em bovinos e humanos, contribuem para este
padréo semelhante de resisténcia observada. (RAO et al., 2010; SCHWARZ et al., 2010).

A baixa prevaléncia de cepas de E. coli apresentando resisténcia a antimicrobianos
encontrada no ambiente industrial vai de encontro ao encontrado por SCHMIDT et al. (2015)
que indicaram uma reducdo na prevaléncia de resisténcia em cepas de E. coli no decorrer das
etapas do abate. Esse dado pode indicar que as praticas de higiene adotadas durante o abate e
que o tratamento da agua residual sdo importantes pontos de controle para evitar a
disseminacdo de cepas com resisténcia a antimicrobianos (CAMERON & MCALLISTER,
2016).

Diferente dos resultados encontrados no presente trabalho onde o sistema intensivo de
criacdo so influenciou no aumento na frequéncia de E. coli a antimicrobianos da classe das
fluoroquinolonas, CARSON et al. (2008) e RAO et al. (2010) relataram um aumento na
resisténcia a tetraciclinas e aminoglicosideos no decorrer do periodo em que 0s animais
ficavam em confinamentos localizados no Canada.

A susceptibilidade dos animais do sistema intensivo a problemas sanitarios como o
complexo das doencas respiratorias dos bovinos, devido a alta densidade de animais nesse
tipo de criacdo, pode explicar a maior prevaléncia de animais com resisténcia a
antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas. Esta classe de antimicrobianos ¢ uma das
mais utilizadas para o tratamento desse complexo de doencas (CARROL & FORSBERG,

2007; EDWARDS, 2010; PORTIS et al., 2012; SMITH, 1988).
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Outro resultado encontrado no presente trabalho que chamou a atencdo foi a
observacdo da presenca de treze animais com cepas de E. coli resistentes ao cloranfenicol.
Este € um antibidtico de amplo espectro indicado para uso frente a bactérias resistentes a
antibiéticos menos potentes e que apresenta vantagens terapéuticas frente a bactérias gram-
negativas, gram-positivas e riquétsias (PAES et al., 2009; PEZZA et al., 2006; STEFFENS et
al., 2010).

No Brasil o uso desse antibiotico é proibido nos animais desde 2003, devido aos
efeitos colaterais que ele pode causar nos humanos (BRASIL, 2003; PAES et al., 2009). O
possivel motivo para a ocorréncia dessa resisténcia € o uso de florfenicol em animais. O
florfenicol € um antibidtico da classe dos anfenicois e pode ocasionar resisténcia cruzada
entre as bactérias, gerando bactérias resistentes ao cloranfenicol (WHITE et al., 2000).

VAZQUEZ et al. (2021) encontraram uma grande variedade de padrées de resisténcia
em amostras de E. coli oriundas bovinos, tendo encontrado um total de cinquenta e sete
padrdes diferentes, dez a mais do que os encontrados no presente trabalho. Um trabalho
realizado nos Estados Unidos mostrou que a maior frequéncia de padréo de resisténcia de E.
coli isoladas de bovinos, foi a resisténcia a uma unica classe de antimicrobianos, semelhante
ao observado neste trabalho (BENEDICT et al., 2015).

Os sistemas intensivos de criagdio comumente utilizam diversos tipos de
antimicrobianos para a realizacdo da profilaxia e do tratamento de doencas e como
promotores de crescimento. Apesar de ndo ter sido identificada diferenca entre os sistemas de
criacdo e a frequéncia de animais positivos para cepas MDR, isso pode justificar o fato do
sistema intensivo ser responsavel pelos padrdes de resisténcia com maior numero de classes
de antimicrobianos (CARSON et al., 2008; RAO et al., 2010).

A prevaléncia de cepas de E. coli oriundas de bovinos que apresentavam MDR

encontrada no presente trabalho (36,2%) foi semelhante a encontrada por SANCHEZ et al.
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(2020) que relataram uma prevaléncia de 28,1% e inferior a encontrada por VAZQUEZ et al.
(2021) que descreveram uma prevaléncia de 72,7% em amostras de E. coli obtidas de bovinos
no México.

J& a prevaléncia de cepas de E. coli oriundas de funcionarios positivas para MDR
(20%) foram semelhantes a encontradas por esse mesmo pesquisador, que relatou uma
prevaléncia de 18,7% de cepas de E. coli positivas para MDR oriundas de humanos (KORB et

al., 2015).

CONCLUSAO

Foi observada uma alta prevaléncia de animais com E. coli resistentes a
antimicrobianos importantes para a saide publica, esse fato serve para ressaltar a importancia
da vigilancia e do controle de bactérias que apresentam resisténcia a antimicrobianos.

Conclui-se que ha uma frequéncia maior de animais do sistema de criacdo intensivo
portadores de E. coli resistente a antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas. Além disso,
apesar de ndo ter sido identificada diferenca entre os sistemas de criacao e a positividade para
MDR, o sistema intensivo foi a fonte de isolados com perfil de resisténcia a um maior namero
de classes antimicrobianas. A grande variedade de perfis de resisténcia entre animais,
humanos e ambiente industrial evidenciam as boas praticas de processamento da industria em

mitigar a disseminacao e interacdo microbiana entre 0s pontos avaliados.
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Tabela 1. Descricdo dos pontos, amostras e métodos de coleta para detecgdo de

Escherichia coli realizados no abatedouro de bovinos.

Tipos de i Numero de
Amostras Pontos de coleta Método Area/Volume Amostras
Animal Carcaca apés sangria Swab 400 cm? 80
Animal Carcaca ap0és evisceragdo ~ Swab 400 cm? 80
Animal Carcaca apo6s lavagem final  Swab 400 cm? 80
Animal Fezes na pré-oclusdo do Swab 80
reto
Ambiente Agua residual antes do Frasco 100 Ml 5
tratamento
Ambiente Superficie de Swab 400 cm? 20
equipamentos
Funcionarios Fezes dos Funcionarios Swab 10
Produto Alcatra, Acém, Coxao Swab 400 cm? 50
Final duro, Paleta e Lombo
Total 405
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Tabela 2. Frequéncia de carcacas (sistema intensivo e extensivo), funcionarios e amostras
de ambiente industrial, positivas para Escherichia coli, em um abatedouro frigorifico de
bovinos.
Intensivo Extensivo Funciondrios Amb. Ind. *** Val
alor
Etapa* Amostras Amostras Amostras Amostras
" % " % " % " % deP**
Positivas Positivas Positivas Positivas
A 6/40°A 15,0 1/40°A 25 - - - - 0,1084
B 1/40°¢A 25 2/4QPA 50 - - - - >0,9999
C 0/40%4 0,0 1/40°A 25 - - - - >0,9999
F 40/40*~  100,0 40/40*~  100,0 - - - - >0,9999
H - - - - 8/102 80 - -
AR - - - - - - 152 20
CcC - - - - - - 2/50° 4
S - - - - - - 3/20° 15
Valor de P** <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*A: Pos-Sangria; B: Pos-Evisceracdo; C: Pos-lavagem; CC: Cortes Carneos; F: Fezes dos

animais; S: Superficies; AR: Agua Residual; e H: Fezes de funcionarios.

**|_etras minasculas indicam comparacdes entre as frequéncias de uma mesma coluna e

letras mailsculas comparac6es em uma mesma linha (P<0,05)

***  Ambiente Industrial: amostras oriundas dos pontos C.C: Cortes Carneos; S:

Superficies e AR: Agua Residual.
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Tabela 3. Frequéncia de carcagas (sistema intensivo e extensivo), funcionarios e amostras

de ambiente industrial, positivas para Escherichia coli resistente a antimicrobianos, em um

abatedouro frigorifico de bovinos.

Sistema de Criacéo Funcionario Amb.In.
Classes de i i Total
o . Extensivo Intensivo S *
Antimicrobianos n(%o)
n(%) n(%) n(%) n(%6)
penicilinas 38 (95,0%)" 37 (92,5%)*B 7 (70%)® 5 (6,6%)¢ 87 (52,7%)
cefalosporina de
e T 9(22,5%)A 16 (40,0%)* 3 (30%)” 08 28 (17,0%)
erceira geragao
monobactamicos 10 (25,0%)* 15 (37,5%)" 1 (10%)"B 1(1,3%)® 27 (16,4%)
carbapenémicos 6 (15,0%)" 10 (25,0%)" 1 (10%)"B 08 17 (10,3%)
fluoroquinolonas 2 (5,0%)® 11 (27,5%)" 1 (10%)"B 08 14 (8,5%)
tetraciclinas 5(12,5%)*8 12 (30,0%)*  0AB 4 (5,3%)8 21 (12,7%)
aminoglicosideos 1 (2,5%)*8 7 (17,5%)" 0AB 08 8 (4,8%)
inibidores do
. 1(2,5%)*8 5 (12,5%)” 0AB 08 6 (3,6%)
olato
anfenicois 3 (7,5%)” 10 (25,0%)" 1 (10%)~8 0B 14 (8,5%)
macrolideos 1(2,5%)*B 6 (15,0%)” 1 (10%)A8  2(2,6%)® 10 (6,0%)

*Ambiente Industrial: amostras oriundas dos pontos C.C: Cortes Carneos; S: Superficies e

AR: Agua Residual.

**|_etras maiuscula indicam comparacfes entre as frequéncias de uma mesma linha

(P<0,05)
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532  Tabela 4. Padrbes de resisténcia a antimicrobianos de isolados de E. coli obtidos em
533  diferentes etapas de processamento de um abatedouro frigorifico de bovinos: animais

534  (sistema intensivo extensivo), funcionarios e ambiente industrial.

NUmero de isolados identificados

Padroes de Origem
Resisténcia** EXTENSIVO INTENSIVO Humanos ﬁ]rztl ol Amostra

AML/ATM/TET/CIP/ 0 1 - - FA Al24

SUT/CLO/AZM

AML/ATM/TET/CIP/ 0 1 - - FA Al22

SUT/AZM

AML/CEF/IMP/GEN/ 0 1 - - FA Al29

TET

AML/CEF/ATM/CIP/ 0 0 5 - FH H7(5)

CLO

AML/IMP/ATM/GEN/ 0 1 - - FA Al40

CIP

AML/ATM/TETICIP/ 0 1 - - FA Al26

SUT

AML/CEF/IMP/TET 0 1 - - FA Al29

AML/CEF/IMP/CLO 0 1 - - FA Al35

AML/CEF/ATMITET 1 1 - - FA AE12; Al26

AML/CEF/ATM/CLO O 3 - - FA/PS  All4(2); Al18

AML/IMP/GEN/CIP 0 1 - - FA Al38

AML/IMP/TET/CIP 0 1 - - FA Al30

AML/ATM/CIP/SUT 1 0 - - FA AE25

AML/CEF/IMP 1 0 1 - FA/FH AE3; H10

AML/CEF/ATM 4 1 - - FA AE2; AES8; AE12;
AE25; Al18

AML/CEF/TET 1 1 - - FA AE22; Al30

AML/CEF/CLO 1 3 - - FA AE31; All7,
Al19; AI20

AML/IMP/CIP 1 1 - - FA AE30; Al40
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AML/IMP/GEN
AML/IMP/AZM
AML/ATM/GEN
AML/ATMITET

AML/TET/CIP
AML/TET/AZM
AML/SUT/CLO
CEF/ATM/TET

= O O

(o T = =

1
0
1
1

31

6

2

FA
FA
FA
FA/PS

FA
CC/S
FA
FA

Al35

Al37

AE15; AI8
AE37; Al4; Al23;
Al25(2); Al28;
Al30

Al26

5.1CC; 2.1S

Al7

Al28

535  *Ambiente Industrial: amostras oriundas dos pontos C.C: Cortes Carneos; S: Superficies e

536  AR: Agua Residual.

537  ** AMO: amoxicilina (penicilina) 10 pg; CEF: ceftiofur (cefalosporinas de terceira

538  geracgdo) 30 pg; ATM: aztreonam (monobactamicos) 30 pg; IMP: imipenem

539  (carbapenémicos) 10 pg; CIP: ciprofloxacina (fluoroquinolonas) 5 pg; TET: tetraciclina

540  (tetraciclinas) 30 pg; GEN: gentamicina (aminoglicosideos) 10 pg; SUT: sulfametoxazol +

541  trimetoprima (inibiores de Folato) 23,78/1,25 ug; CLO: cloranfenicol (anfenicois) 30 pg e

542  AZI: azitromicina 15 pg (macrolideos).
543  *** Qrigem: FA: Fezes de animais, FH: Fezes de Funcionarios, PS: p6s-sangria, CC:

544  cortes carneos e S: superficies.
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Tabela 5. Frequéncia de amostras oriundas de diferentes sistemas de criagdo bovina (intensivo e

extensivo), de funcionarios e de ambiente industrial que apresentaram isolados de Escherichia coli

multirresistentes.

Sistema Coleta n Amostras positivas por lote Total
EXTENSIVO
Lote 1 1° coleta 10 32P
Lote 2 1° coleta 10 2°
Lote 3 2° coleta 10 3P 10140 (25%)°
Lote 4 2° coleta 10 2°
INTENSIVO
Lote 5 2° coleta 10 3P
Lote 6 3°coleta 10 5P

19/40 (47,5%)?
Lote 7 4° coleta 10 8°
Lote 8 5°coleta 10 3%°
Fezes de funcionarios* 10 2/10 (20%) 2P
Amb. Ind.** 2175 (2,6%)"
Cortes 50 1/50 (2,0%)
Superficie 20 1/20 (5,0%)
Agua residual 5 0/5(-)

*Todas amostras foram coletas em um mesmo dia.

** Ambiente Industrial: amostras oriundas dos pontos C.C: Cortes Carneos; S: Superficies e AR: Agua

Residual.

***|etras mindscula indicam comparacfes entre as frequéncias de uma mesma Coluna (P<0,05).
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Normas para publicagao

ESCOPO:

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas
referentes a drea de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués
poderdo ser traduzidos apds a 12 rodada de avaliacdo para que ainda sejam revisados
pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto,

caso nao traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicacdo, terdo que

ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas credenciadas pela Ciéncia
Rural e obrigatoriamente terdao que apresentar o certificado de traducao pelas mesmas
para seguir tramitacdo na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform
Crural10 code.

- Editione (http://www.editione.com)

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special
rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

LIMITE DE PAGINAS:

Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho
devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por
pagina em espaco duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm,
fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo
cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e
figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e


http://www.journalexperts.com/
http://www.bioedit.co.uk/
http://www.biomedproofreading.com/
http://www.edanzediting.com/
http://www.editage.com.br/
http://www.editione.com/
http://www.enago.com.br/forjournal/
http://www.globaledico.com/
http://www.journalprep.com/
http://libertymedcom.com/
http://www.proof-reading-service.com/pt/
https://www.readytopub.com/home
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individualmente por pdgina, sendo que ndo poderao ultrapassar as margens e nem
estar com apresentac¢do paisagem.

Tendo em vista o formato de publicacdo eletronica estaremos considerando
manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os trabalhos
aprovados que possuirem paginas excedentes terdo um custo adicional para a
publicacdo (vide taxa).

ESTRUTURA:

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugdo com
Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdao ou
resultados/discussAfo (juntos); Conclusdo; Referéncias e Declarac¢do de conflito de
interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicdo dos autores; Fontes de
Aquisicdo; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovag¢do de um comité de ética institucional ja na
submissdo. Alternativamente, pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragao
Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes

topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introducdo; Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias e Declaracdo de conflito de
interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicdo dos autores; Fontes de
Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes
das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente
devem apresentar parecer de aprova¢ao de um comité de ética institucional ja na
submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracao
Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém
com Introdugdo; Metodologia; Resultados e Discussao e Conclusdo; podendo conter
tabelas ou figuras); Referéncias e Declaragdo de conflito de interesses.
Agradecimento(s) e Apresentacao; Contribuicdo dos autores; Fontes de Aquisi¢ao e
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovag¢do de um comité de ética institucional ja na
submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo
Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

COVER LETTER:


http://coral.ufsm.br/ccr/cienciarural/taxas_extras.htm
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo1a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo3a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo3a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
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6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
seguintes informacdes em inglés, exceto para artigos submetidos em

portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em
inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

c) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informacdes acesse o seguinte tutorial.

7. N3o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf
no endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

TiTULOS:

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo
deve ser maiuscula exceto no caso de nomes préprios. Evitar abreviaturas e nomes
cientificos no titulo. O nome cientifico sé deve ser empregado quando estritamente
necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando
necessarios.

9. As citagOes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas seguidas
do ano de publicagdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formagao congénita (MOULTON, 1978).

10. Nesse link é disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o

software EndNote (o EndNote é um software de gerenciamento de referéncias, usado
para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também é disponibilizado
nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.

REFERENCIAS:

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proéprias da revista.

11.1. Citacao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/coverletter_pt.htm
http://www.scielo.br/cr
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/ciencia_rural.ens
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/crural.csl
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TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazonia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The
thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas em

animais de grande porte. S3o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:
O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de
identificacdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera:

Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus

granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37,
p.153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/50022-474X(00)00016-
3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/50022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus

oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to
different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural ,
Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi:
10.1590/50103-84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'Sertanejo'. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 47, n. 3, 20150705, 2017 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016.
doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pés-graduacao e Pesquisa, 1992.
V.1.420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

11.6. Tese, dissertagdo:
COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese
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(Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pds-graduagdo em
Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de
citacdo).

11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produgao Animal, 1942.
20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

11.8. Informacao verbal:

Identificada no proéprio texto logo apds a informacao, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentacdo na qual foi emitida a
informacao.

11.9. Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. AfecgOes cirurgicas da coluna vertebral: andlise sobre as possibilidades
do tratamento cirurgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1
CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague:
WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>.
Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online.
Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18,
2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34,n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-
java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de
recuperacado de Ulcera de cérnea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes,
Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997.
Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de
citacdo).

DESENHOS, GRAFICOS E FOTOGRAFIAS:
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12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de
ordem em algarismos ardbicos. A revista ndo usa a denominacado quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pdgina. Os desenhos, as figuras e
osgraficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico
sempre em qualidade mdxima com pelo menos 300 dpi em extensao .tiff. As tabelas
devem conter a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e
nao devem exceder uma lauda.

13. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).

14. Serd obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O
artigo ndo tramitarad enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente,
mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser
utilizado.

15. Lista de verificagao (Checklist .doc, .pdf).
16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacao.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se
a Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisao de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacdao novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo n3do terdo a taxa de
tramitagao reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardao por um processo de verificagao de plagio
usando o programa “Cross Check”.

CONTRIBUICAO DOS AUTORES:

21. Contribuigao dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados
deveriam ter contribui¢des intelectuais substanciais tanto para a pesquisa quanto para
sua preparagao. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faga o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os
experimentos, BB realizou as andlises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou os
experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou andlises estatisticas
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de dados experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos
0s autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois
Todos os autores contribuiram igualmente para a concepcdo e redacdo do manuscrito.
Todos os autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito

ORCID:

22. O ORCID (Open Research and Contributors Identification) permite a criacdo de
identificadores digitais Unicos (ORCID ID) para pesquisadores, facilitando a
identificacdo nacional e internacional do pesquisador e sua producao.

Dessa forma recomendamos que todos os autores de cada submissdo adotem o
registro ORCiD em suas publicacdes.

CIENCIA ABERTA:

23. A Ciéncia Rural vem se alinhando as praticas de comunicacdo da Ciéncia Aberta,
em atendimento ao promovido pelo Programa SciELO. Por isto, a partir de 01/01/2022
os autores devem fazer uso do Formulario sobre Conformidade com a Ciéncia

Aberta que devera ser submetido como arquivo suplementar a todo manuscrito
submetido na Ciéncia Rural. A conformidade informada pelos autores sera verificada
na revisao inicial dos manuscritos e posteriormente pelos editores e pareceristas.
Informamos aos autores que os artigos publicados no fasciculo v52n1 ja irdo conter a
identificacdo dos editor-chefe e editor de area responsdveis pela tramitagao dos
manuscritos na CR, conforme orientado pelas praticas da Ciéncia Aberta.

24. Ciéncia Rural (CR) recomenda a todos os autores depositar preprints para acelerar
a circulacdao de dados de artigos antes da avaliagdao por pares. Caso uma pesquisa com
um preprint for aceita para publicagdao na CR, o preprint e o manuscrito publicado
serdo ligados um com o outro na publicagdao online. Todos os autores deverao ligar seu
respectivo ORCID tanto ao preprint como ao manuscrito publicado.

CR também recomenda editores a considerar os comentarios e informacgdes
disponiveis no preprint para suportar o processo editorial e, quando relevantes,
editores podem incorporar as informac¢des na decisao editorial aos autores.

CR recomenda integralmente repositdrios de preprint tais
como BioRXiv, AgriRxiv e SciELO Preprints.
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https://agrirxiv.org/
https://preprints.scielo.org/index.php/scielo
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POLITICAS DE ACESSO ABERTO, DIREITOS AUTORAIS E AUTOARQUIVAMENTO:

25. Todo o conteudo da Ciéncia Rural e os artigos publicados pela revista , exceto onde
explicitada de outra forma, estdo licenciados sob a licenca Creative Commons
Attribution.

Autores de artigos publicados pela Ciéncia Rural mantém os direitos autorais de seus
trabalhos, licenciando-os sob a licenca Creative Commons Attribution, que permite
gue os artigos sejam reutilizados e distribuidos sem restricao, desde que o trabalho
original seja corretamente citado.

A Ciéncia Rural encoraja os autores a autoarquivar seus manuscritos aceitos,
publicando-os em blogs pessoais, repositdrios institucionais e midias sociais
académicas, bem como postando-os em suas midias sociais pessoais, desde que seja
incluida a citagao completa a versao do website da revista.
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