UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CAMPUS FREDERICO WESTPHALEN
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
AMBIENTAL

Ana Paula Corteze Locatelli

IDENTIFICACAO MOLECULAR E ANTIBIOGRAMA DE Salmonella
enterica ENCONTRADA EM MICROBACIA NO NOROESTE DO RIO
GRANDE DO SUL

Frederico Westphalen, RS
2023



Ana Paula Corteze Locatelli

IDENTIFICACAO MOLECULAR E ANTIBIOGRAMA DE Salmonella enterica
ENCONTRADA EM MICROBACIA NO NOROESTE DO RIO GRANDE DO SUL

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), campus Frederico
Westphalen, como requisito parcial para a
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental.

Orientadora: Prof* Dra. Hilda Hildebrand Soriani
Coorientador: Prof. Dr. Genesio Mario da Rosa

Frederico Westphalen, RS
2023



This study was financied in part by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pesscal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Fimance Code 001

Locatelli, Ana Faula Corteze

IDENTIFICACAD MOLECULAR E ANTIBIOGRAMA DE Salmonella
enterica ENCONTRADA EM MICROBACIA HO NOROEETE DO RIO
GRAMDE DO EUL / Ana Paula Corteze Locat=lli_- 2023.

Ed p.; 30 cm

Ori=ntadora: Hilda Hildebrand EBoriani

Coorientador: Genesic Marioc da Rosa

Dissertacio (mestrado} - Universidade Federal de Eanta
Maria, Campus de Frederico Westphalen, Programa de PSs
Graduagio =m CiSncia & Tecnologia Ambiental, RE, 2023

1. O presente trabalho teve como objetivo a
verificagio da existéncia do patSgeno Ealmonella enterica
= a spuscetibilidade antimicrobiana das cepas encontradas
na microbacia do Laj=ads do Pardo na zona rural do
mmicipio d= Frederico Westphalen, localizado na regifoc
noroeste do Estado do Ric Grande= do Eul. I. Hildebrand
Eoriani, Hilda II. Marioc da Posa, Genssioc  ITII. Titulo.

sistame 48 garagdo automdtlca de ficha catalograflcs da oPsM. Dados formaecldcs pelo
awtoria). sob supervisdc oo cireqdc da ndvisdD de rrocessos Técnicos 43 mibliokecs
central. miblicteciria respansdwvel seula schoenfaldt pakta CRS 10/1726.

Declaro, ANA PAULAR CORTEEE LOCATELLI, para os devidos fins e sob as
penas da lei, gue a pesguisa constante neste trabalho de conclusdc de
cursc (Dissertagdo) foi por mim elaborada & que as  informac8es
necesgirias objeto de consulta em literatura e outras fontes estdoc
devidamente referenciadas. Declaro, ainda, gue este trabalho ou parte
dele nic foi apresentado antericrmente para cbtengico de gualguer outro
grau académico, estando ciente de gque a inveracidadse da presente
declaraglc poderd resultar na anulaglo da titulagdo pela Universidade,
entre ocutras consegquéncias legais.



Ana Paula Corteze Locatelli

IDENTIFICACAO MOLECULAR E ANTIBIOGRAMA DE Salmonella enterica
ENCONTRADA EM MICROBACIA NO NOROESTE DO RIO GRANDE DO SUL

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), campus Frederico
Westphalen, como requisito parcial para a
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental.

Hilda Hildebrand Soriani, Dra. (UFSM)
(Presidente/Orientadora)

Jefferson Costa Junior, Dr. (UFSM)

Alexandre Tiburski Neto, Dr. (UNOESC)

Frederico Westphalen, RS
2023



Dedico esta dissertagdo a minha Familia, principalmente a minha mae que sempre me
apoiou e auxiliou neste periodo de tantas mudangas em minha vida. Ao meu marido e a minha
pessoa favorita neste mundo minha pequena Julia. Dedico também aos meus amigos e colegas

de laboratorio, por toda ajuda, neste periodo.



AGRADECIMENTOS

Sempre fui meio cética quanto as minhas crengas mas, apds esta nova fase da vida onde
tive o privilégio de gerar uma nova vida em meu ventre passamos a acreditar que realmente
deve haver algo maior regendo este universo por isto primeiramente agradeco a Deus, pela vida,
pela saude e pelas pessoas maravilhosas que fazem parte da minha jornada.

Aos meus pais, meu marido e minha irma cujo amor incondicional e encorajamento
constante foram fundamentais para a minha conquista. Obrigado por acreditarem em mim e por
me fornecerem todas as oportunidades necessarias para o meu crescimento intelectual.

A minha orientadora Hilda Hildebrand Soriani ¢ meu coorientador Genesio Mario da
Rosa, cuja sabedoria, orientagdo e paciéncia foram imprescindiveis para o desenvolvimento
desta pesquisa.

Aos meus amigos e colegas de laboratorio, que compartilharam comigo ndo apenas as
alegrias, mas também os desafios e obstaculos desta jornada académica. Suas discussoes
estimulantes e apoio mutuo foram essenciais para o meu crescimento pessoal e académico. Meu
muito obrigada principalmente aos meninos por toda a ajuda na parte experimental.

A todos os professores e demais membros da universidade, que me proporcionaram um
ambiente de aprendizado enriquecedor. Suas ligdes, conhecimentos e feedbacks foram
fundamentais para o meu desenvolvimento académico.

E por fim mas, ndo menos importante a luz dos meus dias minha pequena Julia a qual
me acompanhou por meses de pesquisa, a razao da minha vida.

Espero que todos os mencionados nesta dedicacdo sintam-se honrados por fazerem parte
desta jornada e saibam que sou grata pela contribuicao de cada um de vocés em minha formacgao

académica e pessoal.



“Educagao nao transforma o mundo. Educa¢ao muda
as pessoas. Pessoas transformam o mundo.”

(Paulo Freire)



RESUMO

IDENTIFICACAO MOLECULAR E ANTIBIOGRAMA DE Salmonella enterica
ENCONTRADA EM MICROBACIA NO NOROESTE DO RIO GRANDE DO SUL

AUTORA: Ana Paula Corteze Locatelli
ORIENTADORA: Hilda Hildebrand Soriani

A qualidade dos recursos hidricos utilizados para a agricultura, o consumo humano, a
cadeia produtiva e no processamento ¢ higienizacao dos alimentos, desempenham um impor-
tante papel na disseminagdo de doengas, principalmente aquelas associadas a presenca de con-
taminantes como coliformes termotolerantes e Sa/monella sp. A presenga de Salmonella nas
aguas de rios e mananciais, pode levar a graves problemas de contamina¢do alimenticia, po-
dendo provocar surtos de salmonelose e infec¢des associadas ao seu género. Outra preocupacao
¢ aresisténcia microbiana, relacionada a diminui¢do da sensibilidade da cepa frente a um agente
antimicrobiano, acarretando em infec¢des severas ¢ de dificil tratamento e controle. Em virtude
de todos esses fatores, o presente trabalho teve como objetivo a verificagao da existéncia do
patdgeno Salmonella enterica na microbacia do Lajeado do Pardo na zona rural do municipio
de Frederico Westphalen, localizado na regido noroeste do Estado do Rio Grande do Sul. As
coletas de amostras de 4gua foram realizadas em cinco pontos distintos ao longo do curso do
Lajeado do Pardo, as amostras foram analisadas no Laboratorio de Aguas da Universidade Fe-
deral de Santa Maria — Campus FW sendo verificadas a presenca de coliformes totais e E. coli
utilizando o método do teste Colilert®. As cepas de Salmonella enterica foram isoladas com a
metodologia ABNT NBR ISO 6579-1 modificada e a identificacdo ocorreu através da técnica
de PCR usando primers SE Inv. A resisténcia aos antimicrobianos foi verificada nas cepas am-
bientais encontradas, através do método de disco-difusdo para os antibioticos: AMP (ampici-
lina) 10 pg/mL, CLO (clorofenicol) 30 pg/mL, GEN (gentamicina) 10 pg/mL, CIP (ciprofloxa-
cina) 5 pg/mL e AMC (amoxicilina/acido clavulanico) 30 pg/mL. Os resultados obtidos foram
positivos para coliformes, E. coli e para Salmonella enterica em todos os cinco pontos de coleta.
Todas as cepas de Salmonella enterica avaliadas apresentaram resisténcia ao antibidtico AMP
e 60% das cepas de S. enferica apresentaram resisténcia ao antibidtico AMC. Em relagdo aos
demais antibidticos testados (CLO, CIP e GEN) as cepas de S. enterica foram suscetiveis.

Palavras-Chave: Antibiotico. Resisténcia. Cepas. PCR.



ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION AND ANTIBIOGRAM OYF Salmonella enterica
FOUND IN MICROBASIN IN THE NORTHWEST OF RIO GRANDE DO SUL

AUTHOR: Ana Paula Corteze Locatelli
ADVISOR: Hilda Hildebrand Soriani

The quality of water resources used for agriculture, human consumption, the production
chain and food processing and hygiene play an important role in the spread of diseases,
especially those associated with the presence of contaminants such as thermotolerant coliforms
and Salmonella sp. The presence of Salmonella in river and spring water can lead to serious
food contamination problems, which can cause outbreaks of salmonellosis and infections
associated with its genus. Another concern is microbial resistance, related to the strain's
decreased sensitivity to an antimicrobial agent, leading to severe infections that are difficult to
treat and control. In view of all these factors, the aim of this study was to verify the existence
of the pathogen Salmonella enterica in the Lajeado do Pardo watershed in the rural area of the
municipality of Frederico Westphalen, located in the northwestern region of the state of Rio
Grande do Sul. The samples were collected at five different points along the course of the
Lajeado do Pardo, after which they were analyzed at the Water Laboratory of the Federal
University of Santa Maria - FW Campus, where they were tested for total coliforms and E. coli
using the Colilert® test method. The Salmonella enterica strains were isolated using the
modified ABNT NBR ISO 6579-1 methodology and identified using the PCR technique using
SE Inv pri-mers. The antimicrobial resistance of the environmental strains found was checked
using the disk-diffusion method for the following antibiotics: AMP (ampicillin) 10 pg/mL, CLO
(chlorophenicol) 30 pg/mL, GEN (gentamicin) 10 pg/mL, CIP (ciprofloxacin) 5 pg/mL and
AMC (amoxicillin/clavulanic acid) 30 pg/mL. The results obtained were positive for colifor-
mes, E. coli and Salmonella enterica at all five collection points. All the Salmonella enterica
strains evaluated showed resistance to the AMP antibiotic and 60% of the S. enterica strains
showed resistance to the AMC antibiotic. S. enferica strains were susceptible to the other
antibiotics tested (CLO, CIP and GEN).

Keywords: Antibiotics. Resistance. Strains. PCR
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1 INTRODUCAO GERAL

A dgua ¢ um recurso indispensavel para a qualidade de vida e o bem-estar humano. Esse
recurso tém uma importancia inegéavel, pois € a base de outras praticas e medidas fundamentais,
como por exemplo a satide publica e o desenvolvimento das civilizagdes (SOUZA, 2014).

Para a espécie humana, os recursos hidricos desempenham um papel crucial na manu-
tencdo da higiene pessoal, nas fungdes corporais, na producao de alimentos e no desenvolvi-
mento economico. Porém, apesar de ser um recurso inesgotavel e cobrir cerca de 70% da su-
perficie do planeta, apenas uma pequena quantidade estd disponivel (CADORE, 2021). Nesse
contexto, torna-se fundamental proteger este recurso, para garantir o acesso a agua potavel para
todas as pessoas.

Estima-se que 2,2 bilhdes de pessoas ndo tém acesso a servigos de dgua potavel admi-
nistrados com seguranga (OPAS, 2019). Ainda, segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS, 2022), aproximadamente 829.000 individuos por ano em nag¢des com baixa e média
renda perdem a vida devido a escassez de 4dgua, falta de saneamento e higiene adequada, destas
fatalidades cerca de 60% do ntimero total de 6bitos sdo causados por diarreia.

Para manter a qualidade da adgua ¢ de suma importancia que haja saneamento basico,
que por sua vez, diz respeito as condigdes de tratamento e disposi¢do dos residuos solidos,
liquidos e esgotos, bem como a promocao de boas praticas de higiene. A falta de saneamento
basico adequado afeta a satde publica, promovendo a transmissao de doencas pela dgua, como
coOlera, diarreia, febre tifoide e hepatite A (MENEZES, 2023). Estima-se que 4,2 bilhdes de
pessoas vivem sem acesso a saneamento basico, aumentando o risco de manifestagdo de doen-
c¢as e comprometendo o desenvolvimento humano (ONU, 2020).

A garantia do acesso universal a 4gua potavel e ao saneamento basico ¢ uma questao de
direitos humanos e uma responsabilidade global. Investir nessas areas ¢ crucial para melhorar
a qualidade de vida das pessoas, reduzir as desigualdades sociais € promover um futuro susten-
tavel para as proximas geracdes, onde ndo haja tantas doengas causadas por veiculagdo hidrica.

As infecc¢des causadas por Salmonella spp. estdo entre as principais doengas transmiti-
das por agua e alimentos contaminados. De acordo com os dados disponiveis da OMS, estima-
se que 9 milhdes de pessoas adoecem de febre tifoide e 110.000 pessoas morrem no mundo
todos os anos em decorréncia desta enfermidade (OMS, 2019). A febre tifoide, ¢ causada pela
infeccdo por Salmonella enterica serovar Typhi, considerada um grande problema de satde pua-

blica principalmente em paises em desenvolvimento (LOU et al., 2019).
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Salmonella compreende um género de bactérias gram-negativas que pertencem a familia
das Enterobacteriaceae sendo seu habitat o trato intestinal de animais, portanto, sua presenca
no meio ambiente se da através da liberagdo de fezes contaminadas (BRASIL, 2011).

Segundo o Ministério da Satde (BRASIL, 2011), Salmonella spp. tem uma alta
resisténcia a varios fatores ambientais e no solo cultivado pode sobreviver por até 280 dias,
além de apresentar um elevado percentual de resisténcia aos antimicrobianos, que era de 17%
na década de 1970 e passou para 31% ao final dos anos 1980, incluindo-se a resisténcia as
fluoroquinolonas.

A evolugdo de microrganismos com resisténcia a antimicrobianos ¢ um fendmeno
natural, onde o ambiente seleciona os organismos mais adaptados para a sobrevivéncia
(NORBERG et al., 2022). Ainda, segundo Norberg et al. (2022), a resisténcia a antimicrobianos
¢ definida como a capacidade de um microrganismo (bactérias, virus, fungos, protozodrios e
helmintos) evitar a acdo do agente antimicrobiano através de métodos que impecam a agdo
dessas substancias.

Sabendo-se da importancia dos recursos hidricos, do descaso com as vias de
contaminacao e da aquisi¢ao de resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos, acredita-
se na importancia de estudos para identificar a presenca desses patégenos no ambiente. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo verificar a existéncia, isolar e identificar cepas
de Salmonella enterica no Lajeado do Pardo, no noroeste do Rio Grande do Sul e testar sua

resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
A presente investigagdo teve como objetivo determinar a presenga, identificagao mole-
cular e perfil de sensibilidade do microrganismo Salmonella sp. a partir da 4gua bruta da mi-

crobacia do Lajeado do Pardo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

| — Realizar coletas de agua bruta em cinco diferentes pontos da microbacia do Lajeado do
Pardo.

I1. Avaliar a presenca de Salmonella spp. na microbacia do Lajeado do Pardo, a partir de cultivo
e isolamento da cepa através da metodologia ABNT NBR ISO 6579-1 modificada.

I11. Realizar a Identificacdo molecular de Salmonella entérica pela metodologia PCR.

IV. Determinar o perfil de resisténcia microbiana das cepas ambientais de Salmonella spp. iden-
tificadas, pela técnica de antibiograma por difusdo em disco a frentes aos antibidticos, AMP
(ampicilina); CLO (clorofenicol); GEN (gentamicina); CIP (ciprofloxacina) e AMC (amoxici-

lina/acido clavulanico).
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3 REVISAO DA LITERATURA

As microbacias que sdo utilisadas como fontes de 4gua para irrigacao de culturas e con-
sumo humano, desempenha um papel importante na preservagao da satide publica e na protecao
do ecossistema, o controle microbioldgico de rios e mananciais, ¢ essencial para a agricultura
e para o abastecimento de comunidades, mas, esses recursos hidricos também podem conter
microrganismos patogénicos, como E. coli e Salmonella. As redes estaduais de monitoramento
da qualidade da agua utilizam como indicador da poluigdo fecal, a E. coli e coliformes termo-
tolerantes (ANA, 2019).

Para realizar o estudo sobre Salmonella utilizou-se o software VOSviewer, desenvolvido
na Universidade de Leiden, na Holanda, o qual realiza andlise de redes bibliométricas e gera
visualizacdes de termos de co-ocorréncia, € usado para analisar dados bibliogréaficos, como ar-
tigos cientificos, e criar mapas visuais das relagdes entre palavras-chave, autores, instituicdes e
outras entidades presentes na literatura cientifica (ARRUDA, 2022).

Com o VOSviewer (ECK; WALTMAN, 2018) foi construido um mapa de palavras-
chave (ou termos) que mostram a frequéncia e a relagdo entre essas palavras em um conjunto
de documentos cientificos. O software utiliza algoritmos para agrupar, sendo que o termo de
pesquisa utilizado foi Salmonella para se obter uma visualizacao dos termos mais citados atu-
almente sobre este patogeno.

As palavras mais citadas foram: resisténcia a antimicrobianos, Rea¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR), humanos, animal, genética, prevaléncia, sorotipo, agente antimicrobiano,
multipla resisténcia, ampicilina, ciprofloxacina, cloronfenicol, gentamicina e tetraciclina.

Essas palavras estdo todas correlacionadas com o agente microbiologico estudado em

questdo, Salmonella, e a partir destes dados foi realizada uma revisdo bibliografica.
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Figura 1- Mapa de palavras-chave (ou termos) relacionados com Salmonella spp.
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Fonte: Autor (2023).

3.1 GENERO SALMONELLA

A designagao do género Salmonella foi adotada em 1900 por Lignieres em homenagem
a Daniel Salmon, que isolou uma cepa de bactéria conhecida como Salmonella enterica sorovar
Choleraesuis de suinos, a partir de 1920, um grupo de microbiologistas liderados por Fritz
Kauffmann em Copenhagen e por Philip Bruce White em Londres unificou a taxonomia das
Salmonellas, ficando conhecido como esquema de Kauffmann-White e foi reconhecido pelo
subcomité de Salmonella da Sociedade Internacional de Microbiologia em 1933 (BRASIL,
2011). Esse esquema foi construido de acordo com antigenos presentes nas superficies dessas
bactérias (GRIMONT et al., 2000).

O género Salmonella faz parte da familia Enterobacteriaceae e possui uma morfologia

caracteristica de bastonetes Gram-negativos ndo esporulada que pode crescer em uma faixa de
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temperatura entre 5 a 46 °C (AMAGLIANI, 2012). Segundo Silva (2019) a temperatura ideal
para este microrganismo ¢ de 35 °C, mas, ele € capaz de resistir a dessecacao e ao congelamento,
e sobreviver por meses ou anos. Geralmente, sao moveis e t€ém a capacidade de produzir acido
e gas, a partir da fermentagao, no entanto, ha algumas exce¢des, como S. Typhi, S. Pullorum e
S. Gallinarum, que produzem gas em menos de 5% dos casos (BRASIL, 2011).

Esses microrganismos, de forma geral, entram no organismo através da via oral e inva-
dem a mucosa intestinal, onde se multiplicam, em algumas situagdes, podem atravessar a mu-
cosa intestinal por meio das células M, alcangando os sistemas linfatico e circulatorio, espa-
lhando-se para diversos o6rgaos, esse processo invasivo ¢ causado por sorotipos tifoides e tam-
bém por S. enterica ndo-tifoidal invasiva (NTSi) (BRASIL, 2011).

O género Salmonella ¢ dividido atualmente em duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori. Salmonella enterica é dividida em cinco subespécies: a subespécie I (en-
terica), subespécie Il (salamae), subespécie Illa (arizonae), subespécie I1Ib (diarizonae), su-
bespécie IV (houtenae) e a subespécie V (indica) (SANTOS, 2020). Esta espécie ¢ considerada
a mais patogénica e inclui mais de 2.600 sorotipos (JAJERE, 2019).

Ja Salmonella bongori é conhecida por infectar, principalmente, hospedeiros de sangue
frio, no entanto, também existem relatos de infec¢cdes em hospedeiros de sangue quente, uma
hipotese plausivel € que S. bongori tenha se divergido em linhagens filogenéticas distintas, al-
gumas delas adquirindo a capacidade de infectar hospedeiros de sangue quente (WANG, 2019).

Entretanto, em se tratando de doengas humanas, Salmonella ¢ classificada em dois gru-
pos principais: os sorotipos tifoides e os milhares de sorotipos ndo tifoides de Sa/monella (NTS)
(COUTINHO, 2022).

De acordo com Arshad (2021), bactérias da espécie Salmonella enterica sdo a causa
mais comum de infec¢des sanguineas humanas em paises com renda média e baixa, entre elas,
o sorotipoTyphi, um patdgeno restrito aos humanos e responsavel por uma doenca febril sisté-
mica conhecida como "febre entérica" ou "tifoide". As infecc¢des tifoide e paratifoide causam
especialmente doencas febris bacterémicas, com febre alta prolongada, dor de cabega e mal-
estar, podendo levar ao 6bto quando ndo tratadas (STANAWAY, 2019).

Stanaway (2019) em seu estudo realizado a partir de dados do GBD (Estudo Global de
Carga de Doengas, Lesoes e Fatores de Risco, 2017) atestou que, globalmente, ocorreram 14,3
milhdes de casos de febre tifoide e paratifoide no ano 2017 (intervalo de incerteza de 95%: 12,5
- 16,3), sendo que Salmonella enterica sorotipo Typhi causou 76,3% dos casos de febre entérica,

com estimativas de 135,9 mil mortes por febre tifoide e paratifoide globalmente no ano de 2017.
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As gastroenterites, causadas por salmonelose ndo tifoide (NTS) podem ser classificadas
como infecgdes entéricas causadas por outras salmonelas, sendo mais comuns os sorotipos En-
teritidis, Typhimurium e Newport (BERNARDES, 2018).

No Manual Técnico de Diagndstico Laboratorial de Salmonella spp. fornecido pelo Mi-
nistério da Saude (2011), nas NTS os sintomas da infec¢do sdo: diarreia, vomitos, febre mode-
rada, dor abdominal, mal-estar geral, cansaco, perda de apetite e calafrios. Esses sintomas sur-
gem geralmente em um periodo que varia entre 6 € 72 horas apds contaminagao, sendo mais
comum surgirem entre 12 e 36 horas, na maioria dos casos persistindo de 2 a 7 dias. A intensi-
dade dos sintomas pode variar de acordo com a quantidade de alimento contaminado ingerido
e o nivel de contaminagdo presente no alimento (BRASIL, 2011).

De acordo com Santos (2020), no Brasil, Sa/monella spp. ¢ o segundo maior agente
causador de doengas transmitidas por alimentos (DTAs), sendo a espécie entérica responsavel
pela maioria dos casos em que os seres humanos sao afetados através do consumo de agua e
alimentos contaminados.

No caso dos ovos e do leite a contaminagao ocorre frequentemente através da exposigao
a dgua contaminada por fezes; ja nos produtos carneos, a contamina¢ao ocorre principalmente

por meio de exposi¢ado direta, durante as operagdes de abate (BRASIL, 2011).

3.2 SOROTIPOS

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2022) a espé-
cie Salmonella enterica, subespécie enterica € a salmonela de maior importancia em saude ani-
mal e humana e abarca os sorotipos de Sa/monella Gallinarum (biovares Gallinarum e Pullo-
rum) e ainda Enteritidis e Typhimurium. Dentre estes os principais sorotipos que impactam a
saude publica ¢ Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium.

Os sorotipos de Salmonella nao tifoide (NTS), como Typhimurium e Enteritidis, sdo
considerados patogenos generalistas com ampla especificidade de hospedeiro, alguns sorovares
de S. enterica mostram uma alta adaptagcdo ao hospedeiro humano, usando-o como seu reser-
vatorio exclusivo, esses patdgenos especialistas sdo coletivamente referidos como sorotipos de
Salmonella tifoide e incluem os sorovares Typhi, Sendai e Paratyphi A, B ou C, eles sdo os
agentes responsaveis pela febre entérica, conhecida como febre tifoide ou paratifoide, sao cau-

sadas pelos sorovares Typhi ou Paratyphi, respectivamente (GAL-MOR et al., 2014).



20

A maioria dos mais 2600 sorotipos de Salmonella ndo apresenta uma preferéncia espe-
cifica pelo hospedeiro, podendo ser encontrados em diversas espécies. No entanto, alguns pou-

cos sorotipos demonstram uma propensao em infectar um hospedeiro em particular.

Tabela 1 - Sorotipos que tem propensao a infectar um hospedeiro em particular

Sorotipos Principal hospedeiro Referéncia

S. Typhi Humanos Gal-Mor et al., (2014);
MAPA (2022)

S. Paratyphi A Humanos Gal-Mor et al., (2014);
MAPA (2022)

S. Abortusovis Ovinos AMAGLIANI etal., (2021)

S. Abortusequi Equinos BUSTO et al., (2020)

S. Dublin Bovinos CAMPIONI et al., (2022)

S. Choleraesuis Suinos VILELA et al., (2022)

S. Gallinarum Aves MAPA (2022)

S. Pullorum Aves MAPA (2022)

3.3 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Geralmente a terapia antimicrobiana ¢ a primeira op¢ao de tratamento para essa infec¢ao
bacteriana, no entanto nas ultimas décadas, a resisténcia antimicrobiana (RAM) emergiu como
um problema significativo, devido ao uso inadequado de antibidticos tanto na pratica médica
humana quanto na criacao de animais. Estima-se que até 2050, patdgenos resistentes a antibio-
ticos poderdo causar aproximadamente 10 milhdes de mortes em todo o mundo, o que levou a
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) a enfatizar a necessidade de entrar na era pds-antibidti-
cos (VARGAS et al., 2020).

A resisténcia antimicrobiana ¢ um fendmeno global que representa uma das maiores
ameacas a saude publica do século XXI. Segundo Freire et al. (2022), os antibioticos sdo uma
verdadeira revolugdo no tratamento de doengas infecciosas causadas por bactérias, contribuindo
para a reducdo das taxas globais de morbidade e mortalidade associadas a essas infec¢des. No
entanto, o uso inadequado desses medicamentos acelera o desenvolvimento natural de resistén-
cia bacteriana. Isso acontece porque, no ambiente natural, os microbios resistentes trataram
esses antimicrobianos como uma forma de competi¢ao por recursos nutricionais e espago dentro

do micro-habitat que ocupam.
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A resisténcia bacteriana aos antibidticos ¢ influenciada pela expressdo de genes de re-
sisténcia, que podem agir de forma individual ou em conjunto, afetando a interrupgao de resis-
téncia, estruturas ou processos bioquimicos que levam a falha no mecanismo de acao do anti-
bidtico (ANDRADE et al., 2018).

Segundo Andrade et al. (2018) e Lima et al. (2017), pode-se classificar em duas formas
a aquisicdo de prote¢do da bactéria contra a agdo antimicrobiana:

1. Resisténcia intrinseca (inerente), é resisténcia natural que sao proprios de um deter-

minado género ou espécie bacteriana.

2. A resisténcia adquirida, por outro lado, refere-se aquela originada a partir de muta-
¢Oes nos préprios genes das bactérias ou através da aquisicdo de genes de resisténcia
provenientes de outras bactérias. 1sso pode ocorrer por meio de diferentes controles:
a) Conjugacdo, é um processo que requer o contato fisico entre duas bactérias,

sendo que uma delas atua como doadora, transferindo material genético para uma
bactéria receptora por meio de uma estrutura conhecida como fimbria ou pilus
sexual. Os plasmideos séo transferidos através dessas estruturas e neles podem
se encontrar 0s genes de resisténcia.

b) Transducdo, na qual bacteri6fagos carregam genes de resisténcia entre as bacté-
rias,

c) Transformacdo, na qual as bactérias capturam e incorporam fragmentos de DNA
contendo genes de resisténcia presentes no ambiente,

d) Transposicdo, é um processo em que uma bactéria requer pequenos segmentos
de DNA conhecidos como transposons, que contém genes de resisténcia para an-
tibidticos, mas ndo tém a capacidade de se replicar por si mesmos. Para a sua
replicacdo, os transposons vivem de replicons, que sdo regifes de DNA com a
capacidade de se duplicarem de forma independente.

Ja os mecanismos de resisténcia bacteriana foram divididos de acordo com a forma de
inativacao do antibiotico: sistemas de efluxo hiperexpressos; produgdo de enzimas que degra-
dam ou modificam antibidticos; alteracdo do sitio alvo (de ligacdo) do antibiotico; reducdo da
permeabilidade da membrana externa; bloqueio ou protecdo do sitio alvo do antibiotico (AN-
DRADE, et al. 2018). Embora sejam poucos mecanismos, eles sao expressados por milhares de
genes e proteinas que conferem resisténcia as bactérias (TORTORA et al., 2019).

De acordo com Colaboradores da Resisténcia Antimicrobiana (2022), a resisténcia an-

timicrobiana em bactérias foi responsavel por aproximadamente 1,27 milhdo de mortes em



22

2019 em nivel global. Estima-se que no ano de 2050, 10 milhdes de pessoas poderdo morrer
por ano devido as doengas resistentes a medicamentos em todo o mundo (ONU, 2019).

Em maio de 2015, na 68* Assembleia Mundial da Saude, foi endossado um plano de
acdo global para enfrentar o crescente problema da resisténcia a antibidticos e outros medica-
mentos antimicrobianos no qual o objetivo principal € promover a conscientizagdo e a compre-
ensdo da RAM por meio de comunicagdo, educagdo e treinamento eficazes (OMS, 2022).

A resisténcia antimicrobiana de Salmonella enterica é uma caracteristica inerente que
tem sido cada vez mais frequente, e sua prevaléncia ¢ crescente em cepas multirresistentes a
antimicrobianos (OLIVEIRA, 2019). Essa tendéncia ¢ motivo de grande preocupacao para os
sistemas de vigilancia em saude.

A Organizagao Mundial da Satide anunciou uma lista de bactérias que sdo resistentes a
antibidticos e que, segundo a agéncia da ONU, devem ser consideradas como prioridade nas
pesquisas por novos medicamentos contra microbios. O género Salmonella esta classificado
como prioridade 2, ou seja, de alta importancia devido a sua resisténcia as fluoroquinolonas

(ONU, 2017).

3.4 MULTIPLA RESISTENCIA

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) € um termo utilizado para descrever a capaci-
dade de um microrganismo, resistir a multiplas drogas, ou seja, quando diferentes classes de
medicamentos destinados a combater esses microrganismos (KHAN et al., 2015).

O indice de maltipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) ¢ determinado e interpre-
tado conforme método proposto por Krumperman (1983). O célculo do indice ¢ realizado atra-
vés da formula: a/b, onde 'a' representa o nimero de antibidticos aos quais um determinado
isolado apresentou resisténcia, e 'b' representa o nimero total de antibioticos testados.

Segundo Shu-kee et al. (2015) os estudos epidemiologicos apontam que os sorotipos de
Salmonella MDR tem maior viruléncia do que as cepas suscetiveis, pois eles demonstram maior

gravidade nos sintomas e doenca mais prolongada em pacientes infectados por cepas MDR.

3.5 AGENTES ANTIMICROBIANOS
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Os antimicrobianos sdo compostos naturais, como os antibioticos, ou substancias sinté-
ticas, como os quimioterapicos, que atuam contra microrganismos inibindo seu crescimento ou
promovendo sua destruicao (MOTA et al., 2010).

Os antibacterianos podem ser classificados de acordo com a planilha de pontos de corte
do Comité Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos - BrCAST (2023): Peni-
cilinas, Cefalosporinas, Carbapenémicos, Monobactamicos, Fluoroquinolonas, Aminoglicosi-
deos, Glicopeptideos, Lipopeptideos, Macrolideos, Lincosamidas, Estreptograminas, Tetraci-

clinas e Oxazolidinonas.

3.5.1 Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenémicos e Monobactimicos

As penicilinas sdo um grupo de antibioticos que pertencem a classe dos beta-lactamicos,
foram os primeiros antibidticos descobertos e continuam sendo amplamente utilizados na me-
dicina atual para tratar diversas infec¢des bacterianas (CALVO et al., 2009). A acdo das penici-
linas se baseia na interferéncia a sintese da parede celular bacteriana, e, portanto, enfraquecem
e destroem a estrutura da parede celular bacteriana, o que leva a morte da bactéria (CALVO et
al., 2009; DE ARRUDA et al., 2019).

Segundo Arruda et al. (2019) podemos classificar as penicilinas como:

e Benzilpenicilinas: como a Penicilina G cristalina e a Penicilina VV como exemplos.
e Aminopenicilinas: tem-se como exemplos a Amoxicilina e Ampicilina.
¢ Penicilinas resistente as beta-lactamases: exemplos como Meticilina e Oxacilina.

As cefalosporinas também pertencem a classe dos beta-lactamicos, assim como as pe-
nicilinas, sendo que foram descobertas em 1940 a partir de cepas do fungo Cephalosporium
(GUERREIRO, 2018). As cefalosporinas também interferem na sintese da parede celular bac-
teriana, o que leva a morte das bactérias sensiveis a elas, no entanto, as cefalosporinas tém
algumas caracteristicas distintas que as tornam uma opg¢ao importante no tratamento de bacté-
rias resistentes (DE ARRUDA et al., 2019; GUERREIRO, 2018).

De acordo com Arruda et al. (2019) as cefalosporina sdo classificadas de acordo com o
espectro de acdo em cinco geragdes:

e 1°Geragdo, exemplos: Cefalotina, Cefazolina, Cefalexina e Cefatrizina;
e 2°Geracao, exemplos: Cefamandol, Cefaclor, Cefonicida, Cefoxitina e Cefotetan;
e 3°Geracao, exemplos: Cefotaxima, Cefsulodina e Cefixima;

e 4°Geracdo, exemplos: Cefepime e Cefpiroma;
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e 5°Geracao, exemplos: Ceftaroline e Ceftobiprole.

Os carbapenémicos sao um grupo de antibidticos beta-lactamicos de amplo espectro,
conhecidos por sua eficacia contra uma ampla variedade de bactérias, incluindo bactérias resis-
tentes a outras classes de antibidticos, como as cefalosporinas e penicilinas (DE ARRUDA et
al., 2019). Esse grupo de antibioticos, entre eles o Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Doripe-
nem t€ém como mecanismo de acdo a alteragdo da membrana citoplasmatica (CALVO et al.,
2009; DE ARRUDA et al., 2019; GUERREIRO, 2018;)

Os monobactamicos sdo farmacos com um anel beta-lactdimico monociclico possuem
um espectro de atividade restrito, limitando-se a bastonetes Gram-negativos aerdbios, ndo apre-
sentando nenhuma atividade contra bactérias Gram-positivas, um exemplo desse firmaco o

Aztreonam (DE ARRUDA et al., 2019)

3.5.2 Fluoroquinolonas

De acordo com Da Silva et al. (2020), as fluoroquinolonas s3o uma classe de antibidticos
sintéticos de amplo espectro usados para tratar uma ampla variedade de infecgdes bacterianas.
As quinolonas apareceram, acidentalmente, como produto secunddrio da sintese de um agente
antimalarico, a cloroquina. J& na década de 1980, ap0s estudos realizados a partir das primeiras
quinolonas, surgiu as denominadas quinolonas de segunda geracgdo, as fluoroquinolonas (AP-
PELBAUM et al., 2000). As fluoroquinolonas funcionam inibindo a atividade das enzimas bac-
terianas responsaveis pela replicacdo do DNA e pela manutencdo da parede celular bacteriana,
levando a morte da bactéria (APPELBAUM et al. 2000; DA SILVA et al., 2020).

Algumas fluoroquinolonas incluem: Ciprofloxacina, Levofloxacina, Moxifloxacino,

Ofloxacina e Norfloxacina (BrCAST, 2023).

3.5.3 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao uma classe de antibidticos que sdo eficazes contra uma ampla
gama de bactérias Gram-negativas aerdbias, sendo utilizados para tratar infec¢des graves cau-
sadas por bactérias resistentes a outros tipos de antibidticos, sua absor¢ao no trato gastrointes-
tinal € muito ineficaz por isso aconselha-se a administragdo por via parenteral para o tratamento

de infeccdes sistémicas (DE FARIA et al., 2022). Os aminoglicosideos funcionam inibindo a
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sintese de proteinas bacterianas, levando a morte das bactérias entre eles podemos encotrar:

Gentamicina, Tobramicina e Amicacina (ROCHA, 2021).

3.5.4 Glicopeptideos e Lipopeptideos

Os glicopeptideos sao uma classe de antibioticos usados para tratar certas infec¢des bac-
terianas, causadas principalmente por bactérias Gram-positivas, todos os glicopeptideos, tém
um mecanismo de acgdo igual, sendo ativos contra bactérias em crescimento por inibi¢ao da
biossintese do peptidoglicano e tendo como resultado, geralmente a morte das bactérias; um
exemplo dessa classe de antibiodticos € a Vancomicina (FREITAS, 2022).

O antibiotico lipopeptideo aprovado para uso clinico ¢ a Daptomicina, € seu mecanismo
de agdo atua inserindo sua cauda lipidica na membrana celular bacteriana, causando despolari-
zagdo ¢ levando ao vazamento de ions intracelulares, matando a bactéria, esse antibiotico tém
um espectro de atividade relativamente estreito, principalmente eficaz contra bactérias Gram-

positivas, ndo sendo eficaz contra bactérias Gram-negativas (FREITAS, 2022).

3.5.5 Macrolideos e Lincosamidas

Os macrolideos sdao uma classe de antibidticos conhecidos por sua atividade de amplo
espectro contra varias infeccdes bacterianas e eles funcionam inibindo a sintese de proteinas
bacterianas, o que acaba causando a morte das bactérias, eles sdo eficazes contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e sdo comumente usados para tratar infec¢des do trato respi-
ratorio alguns exemplos sdo: Eritromicina, Claritromicina e Azitromicina (VELOSO, 2021).

As lincosamidas tém caracteristicas antibacterianas idénticas aos macrolideos e atuam
pelo mesmo mecanismo de agdo. Elas foram isoladas do micro-organismo de solo Streptomyces

lincolnensis e um exemplo deste farmaco ¢ a Clindamicina (GUIMARAES et al., 2010).

3.5.6 Estreptograminas

As estreptograminas sdo uma classe de antibidticos usados para tratar certas infeccoes,
principalmente causadas por bactérias Gram-positivas e sao comumente combinadas para criar
um efeito sinérgico, o antibidtico de estreptogramina mais notdvel ¢ a combinacdo de Qui-

nupristina-Dalfopristina, que funciona inibindo a sintese de proteinas bacterianas, visando o
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ribossomo bacteriano e interrompendo a formacao de novas cadeias peptidicas, levando a morte

celular bacteriana (GUIMARAES et al., 2010).

3.5.7 Tetraciclinas

As tetraciclinas sao uma classe de antibioticos frequentemente usados para tratar diver-
sas infecgdes bacterianas incluindo Gram-positivas e Gram-negativas, esses medicamentos
agem inibindo a sintese de proteinas nas bactérias, levando a morte dos microrganismos, seu
uso em criangas e gestantes ndo ¢ recomendado, pois podem afetar o desenvolvimento dos den-
tes e ossos do feto ou da crianga pequena, causando descoloragdo permanente dos dentes e
problemas esqueléticos (GUIMARAES et al., 2010; PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Alguns exemplos de tetraciclinas incluem Tetraciclina, Doxiciclina, Minociclina e De-

meclociclina (BrCAST, 2023).

3.5.8 Oxazolidinonas

As oxazolidinonas sdo uma classe de antibidticos utilizados principalmente contra bac-
térias Gram-positivas multi-resistentes, incluindo bactérias resistentes a outros antibioticos, a
Linezolida ¢ um representante desta classe e seu mecanismo de agdo € por inibir a sintese de
proteinas bacterianas, interferindo no inicio da tradu¢do do RNA em ribossomos bacterianos
508, essa agdo impede o desenvolvimento de proteinas essenciais para o crescimento € sobre-

vivéncia das bactérias (GONCALVES et al., 2019; GUIMARAES et al., 2010).
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4 MANUSCRITO - IDENTIFICACAO DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA RE-
SISTENTE A ANTIMICROBIANOS RECUPERADAS EM AMOSTRAS DE AGUA SU-
PERFICIAL DE UMA MICROBACIA NO NOROESTE DO RIO GRANDE DO SUL,
BRASIL

4.1 INTRODUCAO

Salmonella enterica ¢ uma bactéria em forma de bacilo Gram-negativo, medindo de 1 a
2 um, que faz parte da familia das Enterobacteriaceae ¢ esta relacionada com doengas de ori-
gem alimentar (CARNEIRO et al., 2020). O género Salmonella é conhecido por causar salmo-
nelose, uma doenga classificada como zoonose, pois o habitat natural desses microrganismos €
o sistema gastrointestinal de diversos animais, tanto de sangue quente quanto de sangue frio
(DA SILVA, 2019). Pode-se considerar Salmonella um microrganismo género bacteriano cos-
mopolita, pois atinge todos os grupos populacionais, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, tornando-se um problema de saude publica mundial (JAIMES-BERNAL et
al., 2023) e, reconhecidamente, como causa primdria de varios surtos de doencas de origem
alimentar no mundo (BRASIL, 2022).

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) sdo provocadas pela ingestao de ali-
mentos ou 4gua contaminada por microrganismos ou por toxinas produzidas por estes, gerando
intoxicagdes e infec¢des que podem ser agudas (quando provocam sintomas imediatos) e cro-
nicas ao longo do tempo (FERREIRA, 2021). A Salmonelose frequentemente resulta de fontes
alimentares ou animais, embora casos também possam ser desencadeados pela ingestao de agua
de superficie. Mesmo com avancadas tecnologias de tratamento de agua, essa ainda pode ser
uma fonte persistente de surtos de doencas (LEVANTESI et al., 2012), tornando a prevencao e
o controle dessas doencgas um grande desafio ha alguns anos (LAHIRI et al., 2010).

Na salmonelose, os sintomas mais comuns em seres humanos sao diarreia, febre e coli-
cas abdominais, com inicio entre 6 a 72 horas apos a ingestao de alimentos contaminados (CDC,
2010). Porém, Castro et al. (2020), salientam que o sintoma da doenca depende da imunidade
do hospedeiro, sorotipo envolvido, dose de infectante e fatores de viruléncia.

Segundo o 32° boletim epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Satde do Minis-
tério da Saude do Brasil de agosto de 2020, no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2015,
foram um total de 6.526 surtos de doengas transmitidas por alimentos ou 4gua no Brasil e apenas
2.243 dos surtos tiveram o agente etiologico identificado, sendo causados principalmente por

Salmonella (25,17%), E. coli (23,42%) e Staphylococcus (18,61%).
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Naturalmente, todos os organismos vivos estdo expostos a constante evolugao e selecdo
do ambiente, e com as cepas de Sa/monella enterica, ndo ¢ diferente. Esse microrganismo além
de desenvolver uma excelente adaptacao a diferentes ambientes, demonstra resisténcia a alguns
antibacterianos existentes (PAGANINI, 2022). As bactérias tém uma variedade de elementos
genéticos que transportam genes de resisténcia dispersos por todo o reino bacteriano, bem como
o dispositivo essencial para a recombinagdo desses genes (BENNETT, 1999).

Quando o microrganismo consegue interromper a acao de determinado agente antimi-
crobiano sobre ele, resulta em tratamentos ineficazes, tornando-o persistentes, aumentando o
risco de disseminagdo de doencas graves e morte devido a resisténcia aos antibidticos, sendo
que essas caracteristicas de acdo contra os antibidticos transmitidas para as futuras cepas desses
microrganismos (OMS, 2021). Segundo Ortega et al. (2017), o uso indiscriminado de substan-
cias na medicina veterinaria ¢ humana vem sendo frequentemente relacionado a crescente re-
sisténcia dos microrganismos.

Além de sua importancia como agente patogénico, Salmonella sp. ¢ também um orga-
nismo importante para a pesquisa em biologia molecular, microbiologia e imunologia. Atual-
mente, existem varias técnicas para a identificacdo dos patdgenos responsaveis por provocar 0s
surtos gastrointestinais sendo eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) considerada o "pa-
drao-ouro" para a tipagem molecular de Salmonella, mas ¢ uma técnica demorada e trabalhosa
(HASSENA et al., 2022).

No entanto, Hassana et al. (2022) salientam que a técnica de PCR est4 sendo empregada
com sucesso para a identificacdo de cepas de Salmonella, ja que ¢ uma técnica mais facil e
simples baseada em amplificacdes de DNA de alvos especificos. Segundo Rubio (2017), esta
técnica estabelece um diagnostico rapido e confiavel de diferentes patdgenos, incluindo aqueles
de dificil diagnostico. Para Jaimes-Bernal (2023), as técnicas moleculares atualmente superam
as limitacdes das técnicas tradicionais e sorologicas para a correta deteccao de patdgenos.

Diante da importancia de Salmonella enterica para a saide publica, e sabendo que no
Brasil ndo existem regulamentagdes e diretrizes gerais relacionadas a qualidade da agua potavel
que mencionem especificamente este patdogeno; apenas a Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio
de 2021 inclui a presenga de coliformes totais e termotolerantes.

O presente trabalho teve como objetivo identificar cepas de Salmonella enterica resis-
tente a antimicrobianos recuperadas em amostras de dgua superficial de uma microbacia agri-

cola no noroeste do Rio Grande do Sul, Brasil
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4.2 METODOLOGIA

O trabalho de pesquisa foi realizado entre os anos de 2021 e 2023 e desenvolvido no
Laboratério de Analise de Aguas da Universidade Federal de Santa Maria - campus Frederico

Westphalen.

4.2.1 Selecao dos pontos de coleta

A microbacia do Lajeado Pardo possui uma extensdo de 5.700 m, tendo sua nascente
nas coordenadas - latitude: 27°25 43”S e longitude: 53° 43' 25" W, e uma altitude média de
488 m. O método de coleta foi de forma linear ao longo da extensdo dos 5.700 m do curso do
Lajeado Pardo, em quatro setores (pontos 1, 2, 3 e 4), mais a nascente (ponto 5) como podemos
observar na (Figura 2). Em cada setor foram coletadas trés amostras, mais uma amostra em
triplicata bem préxima a nascente totalizando assim 5 pontos de coleta. Os 4 setores foram
previamentes definidos através de um estudo realizado por Volpi et al. (2021, no prelo) e

representam pontos amostrais homogéneos ao longo do lajeado.

Figura 2- Mapa identificando os pontos de coletas realizadas ao longo do Lajeado do Pardo.
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Fonte: Autor (2023).
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4.2.2 Coleta de amostras

A coleta das amostras foi realizada no dia 13 de dezembro de 2021 no sentido jusante
a montante do curso do rio (contra fluxo) para evitar alteragdes nos parametros analisados que
poderiam sofrer interferéncia pelo pisoteio das margens.

As amostragens de agua nos diferentes pontos foram do tipo manual e préximo a su-
perficie (Figura 3A), em razdo da pouca profundidade do manancial, sendo que as mesmas

foram coletadas em frascos estéreis com capacidade de 1000 mL (Figura 3B).

Figura 3 — Amostragem da agua: A) forma de coleta de agua, (B) frascos com amostras coletadas.

TN

Fonte: Autor (2023)

4.2.3 Analise microbiolégica das amostras de dgua

4.2.3.1 Detecgdo e quantificacdo simultanea coliformes totais e Escherichia coli

Apos coletadas, as amostras de agua foram submetidas a deteccdo de coliformes totais
e E. coli, utilizando o método Colilert®, padréo para agua e esgoto no Brasil (BRASIL, 2013),
método validado pelo Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(SMEWW) (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION-APHA, 2012). Para analisar
os dados dos pogos pequenos e pogos grandes positivos e gerar o NMP (Numero Mais Prova-
vel) no sistema Quanti-Tray/2000, utilizou-se o software gratuito IDEXX Water NMP Gene-
rator®, fornecido pelo laboratério da IDEXX. Ao inserir os valores dos po¢os pequenos e
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grandes positivos, o software fornece automaticamente o NMP de coliformes totais e de E.
coli, para cada amostra.

4.2.3.2 Isolamento de Salmonella enterica

Para isolar cepas de Salmonella enterica, as trés amostras de cada setor foram homo-
geneizadas, resultando em uma amostra por setor, além de uma da nascente, totalizando cinco
amostras. Para realizar o isolamento, utilizou-se a metodologia da ABNT NBR 1SO 6579-1
(2007) modificada, descrita no Manual Técnico de Diagnostico Laboratorial de Salmonella
spp. do Ministério da Saude.

Primeiramente, realizou-se um pré-enriquecimento de 25 mL da amostra, adicionando
225 mL de meio Agua Peptonada Tamponada incubados a 35 °C durante 24 horas. Posterior-
mente, 0,1 mL do cultivo acrescido de 10 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis modificado
(RV) a 42 °C por 24 h, sendo transferido novamente a amostra para placas de agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD) atraveés do método de esgotamento com a alca de platina e as pla-
cas encubadas mais 24 horas em uma temperatura de 35 °C. As colbnias caracteristicas de
Salmonella enterica foram retiradas e semeadas novamente em agar Salmonella-Shigella
(SS). Segundo Azevedo (2020) as coldnias de Salmonella spp. no agar XLD sdo vermelhas
transparentes, com ou sem centro negro brilhoso, ou totalmente negras e brilhosas como ob-
servado na (Figura 4).

Durante todas as etapas do processo utilizou-se como controle negativo agua estereli-
zada e controle positivo cepa de Salmonella enterica (ANEXO A), cepa doada pelo Labora-
torio de Microrganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Apartir deste ponto do trabalho a cepa 1 corespondera a setor 1, a cepa 2 ao setor 2 e

assim sucessivamente.
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Figura 4 - Col6nias caracteristicas de Salmonella spp. em XLD.
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Fonte: Autor 2023.

4.2.3.3 Armazenamento das amostras de bactérias.

As bactérias isoladas foram armazenadas em freezer (-20 °C) em uma solugéo de caldo
de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) 80% e 20% de glicerol (KOUADIO-NGBESSO et al.,
2019) para posteriormente realizacao da identificagdo molecular.

4.2.4 Identificacao das cepas
A identificag@o das cepas ocorreu através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase

(PCR) com a utilizacdo do primer utilizado e validado por Barmak et al. (2021), como mostrado

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Primer forward e reverse para sintese de DNA de Salmonella enterica.

Tamanho do produto

Type Primer Sequéncia da PCR (pb)

GTGAAATTATCGCCACGTT-
CGG 500

SE Inv-1R ATCGCCATTTACGCGGGTCA
Fonte: BARMAK et al. (2021).

Salmonella  SE Inv-1F

enterica

4.2.4.1 Tampao de corrida da amostra

A solucéo de TBE foi preparada com 108 g de Trisamino (Hidroximetil) Aminome-
tano, 55 g de acido borico e 7,5 g de acido etilenodiaminotetracético tetrassodico (EDTA),
completando-se o volume até 1000 mL com &gua desionizada em um baldo volumétrico. O
pH ndo precisou ser ajustado, mantendo-se em 8,0 ap6s o preparo.

Considerando o tamanho do fragmento a ser amplificado, o gel de agarose foi prepa-
rado com uma concentracdao de 0,8%, levando em consideracdo as observacdes de Serwer
(1983), que realizou um estudo sobre diferentes concentracfes de géis e resolucdo dos frag-

mentos.

4.2.4.2 Pré-Mix para PCR

O Pré-Mix usado na reacao é formado por todos os reagentes basicos para a reacao de
PCR: tamp&o de reagéo (Tris Hidroximetil Aminometano e KCI), pH 8,4, concentragéo de 2,0
mM de MgClz, 0,2 mM dNTP e 2,5 U de Tag DNA Polimerase (Sigma Alderich) recombi-

nante.

4.2.4.3 Preparo e diluicao dos oligonucleotideos — primers

Para a utilizacdo dos primers formulou-se uma solugéo estoque que foi diluida em 10
vezes multiplicada pela quantidade de primer em cada amostra. Para a solucéo de trabalho,
foram retirados 10 pL da solucéo estoque e a esta quantidade foram acresentados mais 100
pL de agua ultrapura. Desta forma, a concentracdo final da solugdo de trabalho ficou de 1

pmol/uL.
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4.2.4.4 Quantificagdo dos reagentes para amplificagdo

Utilizando um microtubo de 200 pL (livre de DNase e RNase) para cada reacdo foram
adicionados neste: 12,5 pL de Pré-Mix, 2,5 uL de cada primer (forward e reverse), 6,5 pL de
agua ultrapurae 1 pL de DNA molde em uma concentragdo aproximada de 5 ng, quantificados
em espectrofotdbmetro UV, em comprimento de onda de 260 nm.

4.2.4.5 Extracao de DNA e amplificagdo em termociclador

O DNA material genético bacteriano obteve-se através do método de fervura simples
conforme Bierhals et. al. (2020), que descreve a metodologia e a considera simples, rapida, de
baixo custo e eficaz.

Neste experimento especifico, utilizou-se termociclador (TECHNE, TC —512) e 0 me-
Ihor ajuste encontrado para a reacao foi de 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5 minu-
tos, posteriormente 40 ciclos de trés etapas: desnaturacédo (94 °C por 30 segundos), anelamento
(55 °C por 30 segundos) e extensdo (72 °C por 2,5 minutos). Para finalizar, foi programado
mais 1 ciclo a 72 °C por 5 minutos de extensdo no término da reacdo, segundo as especifica-
cOes do fabricante dos oligonucleotideos e reagentes.

4.2 4.6 Eletroforese

Para realizar a corrida no gel de agarose os parametros de eletroforese foram adaptados
de acordo com sugestdes ja encontradas na literatura. A cuba utilizada possui 10 cm de dis-
tancia entre os eletrodos e considerando um valor de aproximadamente 10 V/cm entre eles,
foram testadas diferentes voltagens entre 60 a 100 V, obtendo-se uma melhor resolucéo
quando utilizado 70 V por um tempo de 60 minutos. As leituras das amostras foram feitas
utilizando o UV (Kasvi K33 - 312 A).

4.2.5 Teste do Antibiograma
Para a realizacdo do teste do antibiograma das cepas de Salmonella entérica encontra-

das nas amostras de agua nos setores do Lajeado Pardo, foi utilizada a metodologia descrita

por Kirby-Bauer (1966), usando o método de disco-difusdo em placas, também conhecido
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como o teste do antibiograma. Para desenvolver essa metodologia, utilizou-se meio de cultura
ndo seletivo agar Mueller-Hinton (MH).

Inicialmente foram preparados tubos de agua salina a 0,85% esterilizados, nos quais
foram adicionadas col6nias previamente isoladas de Salmonella enterica até obter-se a turva-
cao correspondente a 0,5 da escala de McFarland, utilizou-se o espectrofotdmetro em absor-
bancia de 625 nm para conferir a escala. Ap0ds o indculo estar pronto, foi introduzido
um swab estéril dentro do tubo, e com 0 mesmo realizou-se a inoculagdo em forma de estrias
na superficie do agar em todas as direcdes, para que cobrisse toda a superficie da placa. A
aplicacdo dos discos dos antibidticos foi realizada com auxilio de uma pinca estéril para evitar
contaminacdo. Todos os discos foram sdo uniformemente distribuidos e levemente pressiona-
dos sobre a superficie do agar. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, posterior-

mente, mediu-se 0s halos com um paquimetro digital.

4.2.5.1 Antibiodticos selecionados

Os antibioticos utilizados foram discos da marca Cecon (Sensifar®), contendo os far-
macos antimicrobianos nas seguintes concentragdes: AMP (ampicilina) 10 pg/mL; CLO (clo-
rofenicol) 30 pg/mL; GEN (gentamicina) 10 ug/mL; CIP (ciprofloxacina) 5 pg/mL e AMC
(amoxicilina/acido clavulanico) 30 ug/mL. A interpretagdo dos halos de inibigao foi realizada
de acordo com o padrdo descrito no manual do Comité Brasileiro de Testes de Sensibilidade

aos Antimicrobianos (BrCAST).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise Microbiologica

Todas as amostras testadas apresentaram resultados positivos para as analises micro-
bioldgicas. De acordo com a Portaria n.° 518 de marco de 2004 do Ministério da Saude que
visa regular a vigilancia da qualidade dos recursos hidricos, estabelecendo que toda a agua
utilizada para consumo humano deve estar conforme os padrdes de potabilidade, incluindo

critérios microbioldgicos, fisicos, quimicos e radioativos (BRASIL, 2004). Nesse contexto, 0s
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critérios microbioldgicos requerem a auséncia de coliformes fecais e totais, pois, esses mi-
crorganismos sao indicadores de contaminacdo fecal e podem incluir patdgenos como os que
causam diversas doencas relacionadas ao consumo de 4gua contaminada.

Por este motivo, os coliformes sdo considerados bioindicadores da qualidade da agua,
e apos a coleta, primeiramente realizou-se o teste Colilert® das amostras (Figura 5), o qual
indicou o0 nimero mais provavel de coliformes totais e Escherichia coli (Figura 6).

Figura 5 — Teste Colilert®: A) cartela de Colilert® antes de ser incubada. B) cartela de Colilert® ap6s 24 horas
incubada indicando contaminacéo por coliformes totais. C) cartela de Colilert® ap6s 24 horas incubada e ava-

liada com fluorescéncia, sendo os pocos azuis indicativo de contaminag&o por E. coli.
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Fonte: Autor (2023).

A Resolucdo CONAMA n. ° 274, de 29 de novembro de 2000, a qual prevé os paréa-
metros da agua proprias para a balneabilidade, considera improprias quando, no percurso ava-
liado, for verificada as seguintes ocorréncias no que se refere a E. coli e coliformes totais:
valor obtido na ultima amostragem for superior a 2500 coliformes fecais (termotolerantes) ou
2000 Escherichia coli por 100 mililitros. Sendo assim, em todos os pontos de coleta (Figura
6) o namero de coliformes foram superiores aos estabelecidos pela resolucéo, e o nimero de
E. coli ficou acima apenas no ponto da nascente. Como mencionado anteriormente, as amos-
tras de agua coletadas ndo se enquadram nos parametros microbioldgicos de potabilidade para

0 consumo humano.
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Figura 6 — Numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli por 100 mL — Teste Colilert®
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Fonte: Autor (2023).

Nos cinco pontos de coleta foi possivel perceber que os niveis mais altos de ambos os
parametros foram encontrados nas amostras da nascente do Lajeado Pardo, a qual fica proxima
a uma pequena area urbana, o distrito de Osvaldo Cruz. Ao longo do seu percurso, o Lajeado
Pardo atravessa areas de producdo agricola e agropecudria e em alguns pontos encontra-se
também residéncias bem préximas as margens do lajeado. Segundo Perazzoli (2020), o esgoto
urbano representa uma fonte importante de veiculacdo de microrganismos patogénicos. Em
virtude da presenca de E. coli ser abundante em fezes de animais, podendo contribuir para a
identificacdo dessa bactéria em amostras de agua da nascente (SILVA, 2022).

Em estudo realizado por Silva (2022) em amostras de aguas superficiais do Rio Carioca
(RJ), foram encontrados resultados similares aos deste trabalho sendo encontrado coliformes
termotolerantes em 99,9% das amostras, 14 de 15 amostras foram submetidas a luz ultravioleta,
resultando em fluorescéncia positiva em todas as amostras, o teste de indol foi positivo em todas
as amostras, confirmando a presenca de E. coli em todas.

Em todos os pontos de coleta foram encotras cepas de Salmonella, porém na legislacéo
brasileira sobre recursos hidricos ndo ha nada referente a Salmonella especificamente, no en-
tanto, conforme a definicdo descrita no Decreto-Lei 986/1969, “alimento” é substéncia ou
mistura de substancias, no estado sélido, liquido, pastoso ou qualquer outra forma adequada,
destinadas a fornecer ao organismo humano os elementos normais a sua formagao, manuten-
cao e desenvolvimento (ANVISA, 2021). Sendo assim, agua desempenha um papel funda-
mental na formacgédo e funcionamento do corpo humano, ela é essencial para a vida e é um
componente principal de todas as células, tecidos e 6rgaos do corpo, entdo pode-se considera-

la como um alimento. Neste contexto, a Instru¢cdo Normativa n°® 60, de 23 de dezembro de
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2019, da ANVISA, que classifica como aceitavel a auséncia de Salmonella spp./25 g nas
amostras de alimentos prontos para o consumidor (BRASIL, 2019).

4.3.2 Identificacdo molecular de Salmonella spp.

Para todas as cepas ambientais observou-se a identificacdo positiva para Salmonella
enterica, ou seja, a técnica de PCR confirmou que as cepas encontradas sao do patdgeno Sal-
monella enterica em todos os setores do Lajeado Pardo. Na Figura 7, tem-se a fotografia do
gel de agarose, apds a corrida de eletroforese das amostras, mostrando o marcador de peso
molecular (PM), a amostra padrdo de Salmonella enterica (PD), e na sequéncia as cepas am-
bientais por setor de coleta (S1, S2, S3 e S4) mais a amostra coletada na nascente (Nas.).

SILVA (2023) em seu estudo, no qual coletou amostras de dgua de superficie de 29
pontos hidricos em nove municipios no estado da Paraiba, foi possivel observar que das 116
amostras coletadas durante os 4 meses, 75% foram positivas para Salmonella spp. a partir do
isolamento utilizando caldo Rappaport-Vassiliadis a confirmacdo do género Salmonella foi
realizado pela técnica de PCR também. Em outro estudo realizado no Vale de Culianca, no
estado de Sinaloa no noroeste do México foram isoladas cepas de Salmonella spp. (78/143)
das amostras de &gua de rio coletadas a técnica de identificacdo utilizada foi PCR (GON-
ZALEZ-LOPEZ et al., 2022).

Figura 7 — Fotografia do gel de agarose ap0s eletroforese com o marcador de peso molecular, a cepa padréo de
Salmonella enterica e as amostras ambientais.

PM PD S1 S2 S3 S4 Nas.
. .

*PM — Peso Molecular (10.000 a 500 pares de bases); PD — DNA cepa Padrdo Salmonella enterica; S1 — DNA
da Cepa do Setor 1; S2 — DNA da Cepa Setor 2; S3 — DNA da Cepa Setor 3; S4 — DNA da Cepa Setor 4; Nas.
— DNA da Cepa da Nascente.

Fonte: Autor (2023).
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4.3.3 Resultados do antibiograma

As cepas de Salmonella enterica encontradas foram testadas com alguns antibioticos
de diferentes classes e geracdes. Pode-se observar no (Quadro 1) que todas a cepas de Salmo-
nella encontradas nas amostras apresentaram resisténcia a ampicilina (AMP) e 60% delas fo-
ram resistentes também a amoxicilina/clavulanato (AMC). Quando testados os antibioticos
ciprofloxacino, cloranfenicol e gentamicina as cepas ambientais, das cinco amostras, apresen-
taram-se sensiveis (Quadro 1).

O resultado obtido neste trabalho foi semelhante a outros estudos encontrados na lite-
ratura, em uma pesquisa realizada em 2020 em isolados de Salmonellas spp. 75% das cepas
apresentaram resisténcia a ampicilina (AMP) (CARON, 2020). Cortez (2006), encontrou um
resultado de 86,2% de amostras resistentes ao aztreonam e a ampicilina e 55,2% de cepas
resistentes a amoxicilina/clavulanato. Machado et al. (2020) obtiveram resultados similares
com uma taxa de 89,95% de amostras resisténcia a ampicilina. As cepas ambientais e a padrdo
deste trabalho demonstraram sensibilidade aos demais antibacterianos utilizados neste teste.

Quadro 1 — Perfil de resisténcia bacteriano das cepas isoladas de Salmonella enterica.

Locais de coleta Cepa controle

Antibacterianos Salmonella en-

terica padrao

Amoxicilina/
Clavulanato (AMC)

*S — Sensivel; R — Resistente.

SETOR1  SETOR2 SETOR 3 SETOR 4 NASCENTE

Autor (2023).
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Todas as cepas ambientais apresentaram resisténcia a AMP, um antibidtico classifi-
cado como penicilinas de primeira geragdo. Além disso, algumas cepas apresentaram resis-
téncia a AMC sendo a amoxicilina um antibiético da classe das penicilinas. Porém, quando
associada com o clavulanato de potassio, um inibidor de beta-lactamase, uma enzima que al-
gumas bactérias produzem para se protegerem dos efeitos dos antibidticos beta-lactamicos,
como as penicilinas, sendo que a combinacdo dos dois amplia o espectro de acdo antibacteri-
ano, permitindo tratar infeccdes causadas por bactérias que seriam resistentes a amoxicilina
isoladamente (DUARTE, 2019).

A pressdo de selecdo aplicada pelos antibioticos, que sao utilizados nos ambientes agri-
colas e clinicos, tem contribuido para a evolugao e dispersdo de genes que conferem resisténcia
a bactérias em escala global, independentemente de suas origens e nos mais variados tipos de
sistemas ambientais (CASTRO et al., 2022).

No Brasil, a Portaria Ministerial n® 193, de 12 de maio de 1998, proibe o uso de peni-
cilinas, cloranfenicol, tetraciclinas, e sulfonamidas sistémicas para a alimentacdo animal
(BRASIL 1998), uma vez que, segundo Caron (2020), os diferentes antibidticos utilizados na
producdo animal ndo sdo completamente metabolizados pelo organismo, resultando na sua
excrecdo nas fezes e urina, ou ainda na forma original do composto, e 0 uso desses excremen-
tos como fertilizantes para o solo resulta no acimulo e dispersdo dos residuos, o que pode
eventualmente atingir corpos d'agua.

Além da utilizacdo de antimicrobianos na producdo animal, eles desempenham um
papel crucial no tratamento de doencas em seres humanos. No entanto, o uso irracional desses
medicamentos ocorre com frequéncia, como interrupcao prematura de tratamentos ou uso des-
necessario. Assim como no organismo dos animais ndo humanos, essas substancias muitas
vezes ndo sdo completamente metabolizadas em humanos, resultando no mesmo destino dos
residuos animais, que € a contaminacdo dos recursos hidricos e solo.

O aumento dos casos de resisténcia antimicrobiana dificulta a selecdo de um antibio-
tico sensivel, fazendo com que o uso de combinacfes de antibidticos torne-se uma pratica
comum na medicina clinica, principalmente no tratamento de pacientes gravemente enfermos
(TRAJANO, 2020).

Segundo Coutinho (2023), para o tratamento contra infec¢fes causadas por Salmonella
spp. os antibioticos mais indicados sdo: fluoroquinolonas, cloranfenicol e oxitetraciclina. No
presente estudo foi utilizado ciprofloxacino, o qual pertence a classe das fluoroquinolonas. De

acordo com Sarkoezy (2001), as fluoroquinolonas sdo antibacterianos sintéticos usados no
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tratamento de diversas infec¢Oes bacterianas, que inibem a DNA girase, abolindo sua ativi-
dade ao intervir na reacdo de reagrupamento do DNA, e a resisténcia a este antibacteriano
desenvolve-se lentamente e geralmente é cromossdémica e ndo mediada por plasmideos.

Por outro lado, conforme Pereira (2022), o antibiotico cloranfenicol age na inibicao da
sintese proteica, ligando-se de forma reversivel a cavidade da peptidil transferase (subunidade
50S) e inibe a ligacdo do aminoacil tRNA. Este medicamento deve ser utilizado para o trata-
mento da febre tifoide, doenca bacteriana aguda causada pela Salmonella enterica, uma vez
que esta bactéria é resistente a outros medicamentos (SILVA, 2022).

Outro antibidtico testado no estudo foi a gentamicina, que faz parte dos aminoglicosi-
deos, estes, por sua vez, apds entrarem na célula, ligam-se a subunidade 30S do ribossoma,
inibindo desta forma a sintese proteica (PEREIRA, 2022).

De acordo com a Tabela 3, trés cepas ambientais de Salmonella enterica apresentaram
maltipla resisténcia bacteriana, ou seja, 60% das amostras foram resistentes a dois ou mais

antibidticos o que caracteriza maltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR).

Tabela 3 — indice de multipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) nas cepas de Salmonella enterica isola-

das.

Pontos de coleta Drogas resistentes Mar
Setor 1 AMP, AMC 0,4
Setor 2 AMP, AMC 0,4
Setor 3 AMP, AMC 0,4
Setor 4 AMP 0,2

Nascente AMP 0,2

*AMP = Ampicilina, AMC = Amoxicilina/Clavulanato. Fonte Autor (2023).

Segundo Carvalho et al. (2009), em seus estudos sobre resisténcia no género Salmo-
nella os seguintes resultados para o indice MAR foram obtidos: em um total de 23 cepas
estudadas, trés (13%) apresentaram indice MAR (multipla resisténcia a antimicrobianos) igual
ou superior a 0,29, ou seja, resisténcia a dois ou mais antimicrobianos dos seis antimicrobianos
usados.

Ainda, em seus estudos, Carvalho et al. (2009), deixam claro que a alta frequéncia de

resisténcia maltipla encontrada nos microrganismos isolados da agua indica que existe um



42

grande potencial para a transferéncia de genes de resisténcia entre a microbiota. Isso pode ter
um papel crucial na disseminacado e prevaléncia da resisténcia antimicrobiana no ambiente.

A resisténcia aos antibacterianos pode ser considerada um fenémeno natural resultante
de mutaces, transducdo ou selecdo. Essas alteracGes podem surgir como uma resposta das
bactérias a exposicao a antibidticos e a sua presenca no ambiente, o que pode levar a transfe-
réncia de genes entre diferentes linhagens dentro do mesmo género ou até mesmo entre géne-
ros distintos (TEIXEIRA et al., 2019).

Com base nos resultados obtidos, supdem-se que fatores que estdo causando essa re-
sisténcia nos microrganismos, o uso indiscriminado e irresponsavel dos antibacterianos na
forma terapéutica ou profilaticamente, em humano e na produgédo animal. Segundo Machado
et al. (2020), mundialmente o principal fator que impulsiona a resisténcia antimicrobiana é a
sua utilizacdo na producdo animal, com diferentes finalidades, tratamento de doencas e como

promotor do crescimento.

4.4 CONCLUSAO

Nas amostras de agua coletadas nos diferentes setores do Lajeado do Pardo constatou-
se a ocorréncia de Salmonella enterica através do método de PCR, assim como foi verificada
a resisténcia de cepas aos antibidticos amoxicilina/clavulanato e ampicilina. Além disso, cons-
tatou-se multirresisténcia de algumas cepas avaliadas (n=3).

A (multi)resisténcia das cepas ambientais aos antimicrobianos testados, sugere que
deve haver maior controle no uso destes antibioticos, assim como a necessidade de mais estu-
dos sobre como prevenir que estes farmacos persistam no meio ambiente.

Evidencia-se a importancia de medidas de prevencéo e controle para reduzir a ocor-
réncia de Salmonella spp. em recursos hidricos. Além disso, é fundamental promover pesqui-
sas adicionais para aprofundar o conhecimento sobre a aquisi¢cdo de resisténcia das bactérias
aos antibidticos no meio ambiental, visando o desenvolvimento de estratégias mais eficazes

de controle e prevencado de surtos de doencas causadas por Salmonella na populacdo humana.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Sobre os recursos hidricos, € vital implementar praticas eficazes de tratamento de agua
e saneamento basico para assegurar a qualidade da 4dgua potavel. Sendo assim, as medidas de
controle ambiental e vigilancia epidemioldgica devem ser fortalecidas para evitar a contami-
nac¢do dos mananciais hidricos por residuos humanos e animais, minimizando assim o risco de
disseminagdo da agentes patogénicos como Salmonella.

A contaminacdo por Salmonella esté frequentemente associada ao consumo de alimen-
tos e agua contaminados, sendo os recursos hidricos uma importante via de transmissdo. O
género Salmonella representa uma séria ameaca a saude publica em todo o mundo e a anélise
das inter-relagdes entre Salmonella, recursos hidricos e resisténcia antimicrobiana destaca a
necessidade de abordar essa problematica de maneira integrada.

Sobre a resisténcia antimicrobiana, a utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos na
medicina humana, veterindria e na agricultura contribui para o desenvolvimento e disseminagao
de cepas resistentes de Salmonella. E imprescindivel promover o uso racional de antibidticos,
bem como investir em pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
eficazes.

Campanhas educativas devem ser difundidas para informar as pessoas sobre os riscos
associados a Salmonella e incentivar praticas seguras de higiene alimentar e pessoal. A edu-
cacdo dos profissionais de saude, agricultores e trabalhadores do setor alimenticio também ¢
essencial para garantir a aplicacao de boas praticas e o0 manejo adequado dos alimentos.

Portanto o controle de Salmonella, a preservagao dos recursos hidricos € o combate a
resisténcia antimicrobiana sdo problemas que estdo inter relacionados, sendo nescessaria uma
abordagem multidisciplinar e colaborativa. E indispensavel também a cooperacio entre gover-
nos, setores da saude, agricultura, industria alimenticia e a sociedade como um todo, para que
se possa reduzir significativamente os casos de salmonelose, proteger os recursos hidricos e

preservar a eficacia dos antimicrobianos para as geracdes futuras.
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ANEXO A - Laudo de Cepas de Salmonella enterica doada pelo Laboratorio de Microrganis-
mos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (IN-
CQS), da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).




