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RESUMO

Atualmente a suinocultura é uma importante atividade econémica no
Brasil porém é associada a uma alta producao de dejeto. Estes dejetos
sao usualmente tratados por meio de digestores e lagoas anaerdbias e
deste tratamento gera-se um efluente com caracteristica de
biofertilizante, e que normalmente é aplicado no solo. Durante o
manejo dos animais, pode-se utilizar alguns antimicrobianos como
promotores de crescimento, porém, trata-se de uma pratica, cuja acao
indiscriminada, pode acarretar problemas no ambito da saude publica
devido a disseminacdo de bactérias resistentes a antibidticos e de seus
genes de resisténcia no solo. Um importante género bacteriano que
tem apresentado um aumento gradual na resisténcia a antibidticos é
o Enterococcus. O presente trabalho avaliou a presenca de bactérias
do género Enterecoccus em amostras de dejetos suinos antes e apds
0 seu tratamento bioldgico e investigou a prevaléncia da resisténcia a
antimicrobianos nos isolados. O isolamento foi realizado em meio Bile-
Esculina acrescido de azida sddica e o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos foi determinado pelo método de disco-difusdo. A partir
das amostras do dejeto bruto foram obtidas 44 col6nias, enquanto para
o eluente tratado foram obtidos 30 col6nias, ao longo de trés coletas.
Para a maioria dos antibidticos, a proporcao de isolados resistentes
aumentaram no efluente tratado em comparagao ao dejeto bruto,
alguns se mantiveram sem alteracao enquanto apenas o antibidtico
teicoplanina nao observou-se isolados resistentes na saida do
tratamento. A maior porcentagem de isolados resistentes foram
observados para a tetraciclina, 98% para o dejeto bruto e 87% para o
efluente tratado, seguidos da cifloxaxina ( 59% no DB e 67% no ET),
norfloxaxina (64% no DB), penicilina (67% no ET) e ciprofloxacina
(60% no ET). Por outro lado uma menor porporcao de isolados se
mostrou resistente a vancomicina, um importante farmaco no controle
de infeccdes enterocdcicas, sendo 9% no dejeto bruto e 7% no efluente
tratado. O perfil de multirresisténcia foi analisado e revelou que 63,5%
(n=47) dos isolados bacterianos se mostraram multirresistentes a pelo
menos trés classes de antibidticos. Portanto, a utilizacdo dos lodos e
efluentes como fertilizantes precisam ser avaliados antes de serem
usados na lavoura, devido a possibilidade de contaminacao por
bactérias resistentes a antibidticos.

Palavras-chave: mecanismos de resisténcia, agronegdcio,
antibiotico, resisténcia bacteriana, disco-difusao.



Resumen

Actualmente la suinocultura eres una importante actividad econdmica
en Brazil pero estd asociada a una alta produccion de desecho. Estos
desechos son usualmente tratados por medio de digestores y lagunas
anaerobias y de este tratamiento se genera un efluente con
caracteristica de biofertilizante, y que normalmente se aplica en el
suelo. Durante el manejo de los animales, se pueden utilizar algunos
antimicrobianos como promotores de crecimiento, pero se trata de
una practica, cuya accién indiscriminada, puede acarrear problemas
en el ambito de la salud publica debido a la diseminacién de bacterias
resistentes a antibioticos y de sus genes de resistencia en el suelo.
Un importante género bacteriano que ha presentado un aumento
gradual en la resistencia a los antibidticos es el Enterococcus. El
presente trabajo evalud la presencia de bacterias del género
Enterecoccus en muestras de desechos suinos antes y después de su
tratamiento bioldgico e investigd la prevalencia de la resistencia a
antimicrobianos en los aislados. El aislamiento fue realizado en medio
Bile-Esculina mas de azida sodica y el perfil de susceptibilidad a
antimicrobianos fue determinado por el método de disco-difusion. A
partir de las muestras del deyecto bruto se obtuvieron 44 colonias,
mientras que para el eluyente tratado se obtuvieron 30 colonias, a lo
largo de tres colectas. Para la mayoria de los antibidticos, la
proporcién de aislados resistentes aumenté en el efluente tratado en
comparacién con el de crudo, algunos se mantuvieron sin alteracién
mientras que sélo el antibidtico teicoplanina no se observo aislados
resistentes a la salida del tratamiento. El porcentaje de aislados
resistentes se observo para la tetraciclina, el 98% para el deyecto
bruto y el 87% para el efluente tratado, seguidos de la cifloxaxina
(59% en el DB y 67% en el ET), norfloxaxina (64% en el DB),
penicilina (67% en el ET) y ciprofloxacino (60% en el ET). Por otro
lado una menor porporcién de aislados se mostré resistente a la
vancomicina, un importante farmaco en el control de infecciones
enterocdcicas, siendo 9% en el deyecto bruto y 7% en el efluente
tratado. El perfil de multirresistencia fue analizado y revelé que
63,5% (n = 47) de los aislados bacterianos se mostraron
multirresistentes a al menos tres clases de antibioticos. Por lo tanto,
la utilizacién de los lodos y efluentes como fertilizantes necesitan ser
evaluados antes de ser usados en la labranza, debido a la posibilidad
de contaminacidn por bacterias resistentes a antibidticos.

Palabras clave: mecanismos de resistencia, agroindustria, antibiéticos,
resistencia bacteriana, difusion de discos.
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1. INTRODUCAO

O consumo de carne suina ocorre desde os tempos mais remotos
pelos humanos. O animal foi domesticado a cerca de 5000 A.C. (ABPA,
2018) e com o tempo a domesticacdo favoreceu a implantagcao de
sistemas confinados na producao de suinos e, portanto, o grande
numero de animais em um pequeno espaco levou a geracao de um
volume exacerbado de dejetos produzidos (ANGONESE et al., 2006b).

A utilizacdo do método de criagcdo em espago confinado confere
maior vantagem na producao em larga escala. Em 2016, o Brasil
ocupava a quarta posicao no ranking mundial como produtor e
exportador, e o quinto lugar em consumo (EMBRAPA, 2016a);
(EMBRAPA, 2016b).

A producao de carne promove o confinamento do animal e por
consequéncia uma série de agentes poluidores como diversos
patdégenos oriundos dos dejetos dos animais, antimicrobianos e seus
metabdlitos e outros contaminantes que ficam em contato com o
ambiente (HENRIQUE et al., 2001) (Figura 1).

Figura 1 - Granja de suinos. Exemplo do sistema de confinamento em criadouros de
porcos.
Fonte: freepik (jan. de 2018). Acesso em: 26 de jul. de 2018.
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Além da contaminacdo do ambiente, a presenca dos dejetos suinos
podem gerar agravantes a saude humana devido a possivel presenca

de microrganismos patogénicos resistentes a antimicrobianos.

1.1. SUINOCULTURA E ECONOMIA

A pecuaria suina é uma importante atividade socioecon0mica no
Brasil. Segundo estatisticas divulgadas em 2015 pelo IBGE, o efetivo
de suinos foi de 37,9 milhoes de individuos em 2014, um aumento de
3,2% em relacao a 2013. Quase metade (49,3%) encontrava-se na
regiao Sul, seguida pelas regides Sudeste (18,5%), Nordeste (14,9%),
Centro-Oeste (13,8%) e Norte (3,4%).

< \

Efetivo de suinos
nos estados
média 2013-2015

cabecas/ano

29.430 - 300.000
| 300.001 - 1.000.000
7] 1.000.001 - 3.000.000
Il 3.000.001 - 6.414.074

N

0 200 400 600 km

Brasil: 38.335.484 cabegas/ano

Fonte: IBGE/Produgéao Agricola Municipal
Elaboragao;: SPGG/DEPLAN - 08/2017

Figura 2 - Média do efetivo de suinos e cabecas abatidas, segundo as unidades da
Federacdo 2013-2015.

Fonte: Atlas socioecon6mico do Rio Grande do Sul, secretaria de planejamento,
orcamento e gestdao ago. de 2017. Acesso em 8 de jan. de 2019.
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As cidades Uberlandia (MG), Rio Verde (GO) e Toledo (PR)
detinham os maiores efetivos de suinos segundo dados do IBGE (2015)
(Figura 2).

A regido sul do pais, além de maior produtora de carne suina, é
também a maior consumidora per capita in natura sendo de 3,1 kg/ano
(7,9%) entre 2008 e 2009. As regides brasileiras com maior consumo
per capita de carne suina in natura sao a regiao Sul (4,4 kg/ano),
seguida pelas regides Centro-Oeste (4,0 kg/ano), Sudeste (3,5
kg/ano), Norte (2,5 kg/ano) e Nordeste (1,7 kg/ano) (ALVES MARCAL
et al., 2016).

Na suinocultura, a exemplo, uma granja com aproximadamente
1.500 matrizes (fémeas procriadoras) pode gerar lucro anual superior
a 20 mil reais ao suinocultor (KUNRATH, 2016). As granjas de
suinocultura no pais ndo sdo, em sua maioria, provenientes de grandes
fazendas, mas de pequenos e microempreendedores do ramo, como
agricultores familiares (ANGONESE et al., 2006a).

O grande numero de suinos apesar de contribuir para a economia
nacional, traz consigo um grande problema que é exacerbada produgao
de dejetos. E importante salientar que toneladas de residuos/dejetos
sao produzidos por ano (MOURA, 2017) que pode acarretar sérios
problemas ambientais (ANDRADE et al., 2002).

1.2. CARACTERIZACAO DE DEJETOS SUINOS

Os dejetos suinos sao compostos principalmente por urina, fezes,
agua dos bebedouros e de assepssia da granja, além de também,
restos de racdo (DAI PRA, 2009). Lancar dejetos in natura no solo pode
ser altamente prejudicial, por permitir o acimulo de metais pesados,
0S quais a presenca na suinocultuna ja é descrita na literatura além de

compostos organicos passiveis de lixiviagdo ou absorcdo por plantas
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(DAI PRA, 2009; SILVEIRA et al., 2011). Sendo assim a disposicdo

adequada é importante.

Estes dejetos sdo como um residuo de consisténcia pastosa a
liguida e escuro, de coloracdao que vai desde o preto, ao marrom ou
mesmo cinza (MOURA, 2017). A producao didria e a caracterizacao sao
influenciadas diretamente pela alimentacdao que os animais recebem
(MOURA, 2017). A composicao dos dejetos reflete muito sobre a dieta
pela qual os animais recebem (MARCATO; DE LIMA, 2005).

Em outras palavras, animais que comem alimentos volumosos
produzem dejetos com componentes fibrosos, acidos graxos volateis
(AGV), com alto teor de sodlidos totais (ST) e compostos tdxicos
(MOURA, 2017). Os principais constituintes dos dejetos suinos que
afetam as aguas superficiais sdo matéria organica, nutrientes,
coliformes termotolerantes e altas concentracdes de metais pesados
no material percolante (MOURA, 2017; SILVEIRA et al., 2011;
SMANHOTTO et al., 2010). Ja os que afetam aguas subterraneas sao
nitratos e bactérias (NOLASCO; BAGGIO; GRIEBELER, 2005).

Existe uma gama de compostos toxicos e destaca-se os residuos
de antibidticos usados no tratamento terapéutico e como aditivos para
melhorar o desenvolvimento animal, desinfetantes provenientes da
limpeza das baias e pesticidas, que influenciam de forma negativa a
populacdao microbiana (MOURA, 2017). Além destes compostos téxicos,
nas fezes estdo presentes bactérias capazes de metabolizar a matéria
organica por meio da fermentacdo, transfomando-a em um biogas
composto 80% de metano (CH,4), um biogas inodoro, que é uma
excelente fonte de energia limpa e renovavel (PORTARI, 2008; ROYA
et al., 2011).

17



1.3. IMPACTOS DOS DEJETOS NO MEIO AMBIENTE

A suinocultura apresenta potenciais impactos positivos como a
geracao de empregos, a compostagem de dejetos que pode ser usada
na adubacdo de solos (SALGADO et al., 2014), na nutricdo humana
(CAMPOS; LEMES, 2015). Pode também ocasionar melhoria as
pesquisas genéticas e cruzamentos de ragas e negativos como a

degradacao do meio ambiente.

A principal fonte poluidora na suinocultura é advinda das baias
em que vivem os suinos. Como citado anteriormente, a agua de
higienizacao e dos bebedouros, fezes, urinas e restos alimentares sao
uma fonte de contaminacao (MOURA, 2017). Os dejetos provenientes
de suinocultura tem alto potencial poluidor, se disperso na natureza

sem o devido tratamento.

A presenca dos dejetos no solo ou em corpos d’agua gera odores
desagradaveis, gases contribuintes para o efeito estufa e também
material particulado em suspensao nos efluentes. A degradacao
ambiental causada pelo acondicionamento inadequado dos dejetos
pode ser tanto do ar na emissdo de gases atmosféricos, do solo com
compostos sélidos de dificil degradacdo ou mesmo recalcitrantes e da
agua, com o lancamento de efluentes oriundos da atividade suinicola
(DERISIO, 2012) (Figura 3).

Nas regides Norte do Rio Grande do Sul e Oeste de Santa
Catarina e Parana, em que ha grandes populacdes de suinos ocorreu
a contaminacdo das fontes de agua, de forma que, na Regido Oeste de
Santa Catarina, cerca de 85% dos mananciais de agua foram
contaminados por coliformes termotolerantes oriundos da suinocultura
local (MARCATO; DE LIMA, 2005) (OLIVEIRA et al., 1993). Estes
dejetos acarretam sérios riscos ao meio ambiente, como, por exemplo,
a eutrofizacao de lagos e a mortalidade da fauna e flora (ESTEVES,
1988).
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Figura 3 — As escretas de suinocultura podem poluir ar, solo e aguas.
Sendo que estes fatores poluidores podem afetar direta ou indiretamente a sadde tanto
humana quanto animal.

A suinocultura contamina o solo com metais pesados presentes
nos efluentes, patdgenos e excesso de nutrientes, que se houver o
percolamento do material, contamina aguas subterraneas (OLIVEIRA
et al., 1993). E se carreado pela chuva, atinge ecossistémas léticos ou
lenticos, leva consigo matéria organica (MQO), patdégenos e nutrientes.
Devido a dispersao de patdgenos e contaminantes aumentam os riscos
a saude humana e animal (VIVAN et al., 2009).

1.4. TRATAMENTO DOS RESIDUOS

Os dejetos da suinocultura podem ser tratados em composteiras,
lagoas de estabilizacao e biodigestores. Os efluentes podem ser usados
em plantagdes, como biofertilizante (ANGONESE et al., 2006b). A
composteira tem como principal objetivo transformar a MO produzida

em adubo organico para as plantacdes (MENDES et al., 2016).
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Os sistemas de tratamento de dejetos suinos mais usados no
Brasil sdao aqueles baseados em esterqueiras, biodigestores e lagoas
de tratamento (KUNZ; HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005). As esterqueiras,
geralmente, sao de formato cilindrico, trapezoidal ou retangular, sendo
gue as retangulares sdo mais praticas de se construir e as cilindricas
proporcionam melhor distribuicio de carga nas paredes laterais,
portanto se mostram menos suscetiveis a rachaduras(KUNZ et al.,
2004).

E recomendavel para impedir a infiltracdo do dejeto para o solo,
que as esterqueiras sejam revestidas internamente, mesmo em solos
pouco percolantes, como os argilosos (KUNZ et al., 2004). Os materiais
mais comuns utilizados para revestimento de esterqueiras sao pedras,
argamassadas, alvenaria de tijolos ambas sao as mais duradouras,
mas existe a possibilidade de rachaduras, por onde pode haver um
vazamento e contaminagdao ambiental; podem ser também de lonas de
Policloreto de Vinila (PVC) ou PEAD (Polietileno de Alta Densidade)
(KUNZ et al., 2004).

Como alternativa tecnoldgica, as lagoas de tratamento de dejetos
de suinos sdo, via de regra, um sistema secundario de separacdo da
fase solido-liquido, que é fundamental para diminuir o assoreamento
do sistema e aumentar sua vida Util. Lagoas de tratamento, em
resumo, sdo de processo aerdobio ou anaerdbio que consiste na
degradacao de substancias organicas complexas por microrganismos e
sao capazes de gerar um efluente tratado de qualidade (MAGNO; DE
OLIVEIRA, 2008).

"Varias técnicas de tratamento de esgotos vém sendo
utilizadas para promover uma melhor qualidade ao efluente
final a ser langcado num corpo receptor, destacando-se: lagoas
de estabilizacdo, lagoas aeradas, filtro bioldgico, lodos
ativados, reator anaerdébio de manto de lodo, sistema de
tanque séptico seguido de filtro anaerdbio, disposicdo
controlada no solo, dentre outros.” (MEDEIROS, 2009)
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A lagoa de estabilizacdo é capaz de melhorar valores da demanda
bioquimica do oxigénio (DBO), demanda quimica do oxigénio (DQO),
NH; sdlidos totais e sdlidos sedimentaveis (OLIVEIRA et al., 1993). As
vantagens das lagoas facultativas estao associadas, portanto, a
predominancia dos processos naturais, o que izenta o sistema da
demanda de energia elétrica e reduz gastos com operacdo, além da
contrucao também ser de baixo custo (TAKEUTI, 2003).

Os biodigestores sdo uma alternativa dos sistemas de tratamento
de dejetos suinos e estes sistema sdo propicios a geracao de biogas
gue é uma boa fonte de energia (KUNZ; HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005).
A india foi o primeiro pais a instalar biodigestores e a primeira unidade
foi construida por volta de 1.908 (ANDRADE et al., 2002). A China,
iniciou seu programa de implantagao de biodigestores na década de
cinglienta e contava até 1992 com cerca de 7,2 milhdes de unidades
(ANDRADE et al., 2002). No Brasil, os biodigestores rurais surgiram na
década de 80 com grande apoio dos Ministérios da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento e de Minas e Energia (COELHO et al., 2006).

Os biodigestores sao uma solucao ideal para o tratamento de
dejetos (VIVAN et al., 2009) (GLEYSSON, 2013). Existem diversos
tipos de classificacdo de biodigestores, por exemplo os que tratam a
biomassa urbana e a rural (GLEYSSON, 2013). No tratamento a partir
de biodigestores, os dejetos oriundos das baias seguem para a caixa
de entrada, onde sao umidificados, caso possuam concentracao de
agua muito baixa (COLATTO; LANGER, 2011) (Figura 4). Deste ponto
sao conduzidos pela tubulacdo até o biodigestor em que ficam retidos
por tempo suficiente para ocorrer a fermentacao anaerdbica por
microrganismos na parte inferior, revestida de vinimanta, do
biodigestor (COLATTO; LANGER, 2011).
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Figura 4 - Esquema de tratamento dos efluentes de suinicultura por biodigestao
anaerobia.

A parte superior possui uma lona de PVC, que segura os gases
(didxido de carbono e metano), gerados na fermentagao, normalmente
ha uma valvula coletora presente na lona para a captacao dos gases,
principalmente, o metano que é de interesse econdmico (COLATTO;
LANGER, 2011). Quando tratado, o efluente vai para uma caixa de
saida para entdo secar e ser utilizado como biofertilizante (COLATTO;
LANGER, 2011).

A tecnologia de digestao anaerdbia por biodigestores para
estabilizacdao de dejetos de suinos ha muito tempo é conhecida (KUNZ;
HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005). Os  Dbiodigestores reduzem
consideravelmente os niveis de degradacao ambiental, no que diz
respeito aos dejetos gerados pelos suinos (SILVA; TESSARO; WADA,
2005). A utilizacao de biodigestores proporciona a producao de
biofertilizantes e biogas que pode gerar energia necessaria para a
granja. (PEREIRA; PAVAN, 2004). Esta unidade de tratamento é capaz
de proporcionar grande quantidade de energia, a partir da degradacao
dos dejetos por processo de digestdao anaerdbica, bactérias e arqueias
metanogénicas leva a formacao de CH, (COLATTO; LANGER, 2011).
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Independente do sistema utilizado, empreendimentos
potencialmente poluidores, como a suinocultura, devem adotar os
sistemas de tratamento de dejetos antes que os efluentes sejam
lancados em corpos d’agua. E preciso ressaltar que atualmente o Brasil
ndo possui legislagdes de ambito nacional para o reciclo de dejetos
suinos em especifico. O Conselho Nacional do Meio Ambiente possui
resolucao sobre o uso agricola de lodos de esgoto gerados em estacoes
de tratamento de esgoto sanitario e padrdes de lancamento de
efluentes, como a CONAMA 375, CONAMA 357 e CONAMA 430
(CONAMA, 2005, 2006, 2011).

1.5. ANTIBIOTICOS NA TERAPEUTICA ANIMAL

A introducao da antibioticoterapia na produgao animal surgiu
como uma possibilidade de melhorar ndo sé a salude dos animais, mas
também para melhorar a eficiéncia alimentar a partir do uso como
promotor de crescimento. (SANTOS et al., 2009). O uso como aditivos
alimentares na ragao favorece o ganho de peso e melhora a conversao
alimentar dos animais (SANTOS et al., 2009).

Os antimicrobianos vém sendo utilizados na produgao animal
como promotor do crescimento por mais de 50 anos e como isso afeta
a terapéutica humana ainda é muito debatido (SANTOS et al., 2009).
O uso indiscriminado dos antibiéticos tem sido relatado como um grave
problema de salde publica, devido ao surgimento de cepas bacterianas

com resisténcia simple ou multipla as drogas (MORES, 2014).

E valido ressaltar, que o uso de aditivos passou a ser rejeitado
por grupos na sociedade, preocupados com a inducdao de resisténcia
microbiana a antibidticos usados na terapéutica humana e devido a
contaminagao ambiental (ARIAS; DE MAIO CARRILHO, 2012). A partir
dessas pressoes, a Comunidade Europeia baniu o uso de antibidticos
promotores de crescimento desde 2005 (SANTOS et al., 2009).
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No Brasil, alguns antimicrobianos com finalidade de aditivos
adicionados a alimentacao foram proibidos. Exemplos das substancias
proibidas sdo: avoparcina, cloranfenicol, nitrofuranos, anfenicdis,
tetraciclinas, betalactamicos (benzilpenicilamicos e cefalospironas),
guinolonas, sulfonamidas sistémicas, espiramicina e eritromicina
(BRASIL, 2017). Apesar dessa proibicdo para uso animal, ainda ha
aqueles que sdo utilizados como aditivos. Dentre os antibidticos mais
utilizados em suinos, destaca-se alguns de grande importancia:
penicilinas, cefalosporina, tetraciclina, macrolideos, lincosamidas e
pleuromutilinas, sulfonamidas, sulfa-trimetoprim, quinolonas e
rifampicina (SANTOS et al., 2009).

O uso de antimicrobianos na suinocultura pode ser classificado
de acordo com as formas de aplicagao dos produtos (SANTOS e colab.,
2009):

a) Aplicacao terapéutica: utilizados no tratamento de infeccdes
bacterianas pré-existente, por meio da medicagao de animais doentes
e realizada de forma individual ou por terapia em massa (grupal ou de

rebanho);

b) Uso metafilatico: trata todos os individuos depois do
surgimento de sinais clinicos de determinada infeccdo em algum
individuo de um lote quando este pode infectar os demais animais

desse grupo.

1.6. PREVALENCIA E PERSISTENCIA DA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS ENTRE OS MICRORGANISMOS

Os microrganismos sao passiveis de doar e receber informacodes
genéticas entre si. Se uma bactéria de algum modo passa a resistir a
determinado antimicrobiano ela podera transmitir a informacdao a

outras bactérias, por exemplo através do DNA plasmidial que é capazes
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de se replicar independentemente do DNA cromoss6mico. (MADIGAN
et al., 2016).

E preciso ter controle do uso de agentes antimicrobianos ja que
propicia o surgimento de patdgenos resistentes a antibidticos também
usados na medicina humana. Por este motivo, a escolha de antibioticos
para uso na suinocultura é uma tarefa complexa e que deve ser
criteriosa, pois existem varias alternativas de escolha de principios

ativos nas mais diversas vias de aplicacao (BARCELLOS et al., 2009).

A transferéncia de genes de resisténcia ja foi relatada entre cepas
de Enterococcus faecalis em aguas de tratamento de esgoto,
possibilitando inferir sobre o papel de cepas ambientais na
disseminacdo destes genes (CORREA; FUENTEFRIA; CORGCAO, 2005).
Contudo a partir de estudos como este, pode ser elucidado, como uma
bactéria transmite informacdes genéticas a outras que ndo suas

descendentes.

Enterococcus spp. resistentes tém sido frequentemente
observados em animais de corte sugerindo que estes possam ser
reservatérios de linhagens resistentes e consequentemente de genes
de resisténcia (CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO, 2005). A parte isso,
tem se atribuido casos humanos de infecgdes por estes microrganismos

resistentes a ingestao de alimentos contaminados.

1.7. TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO ENTRE
BACTERIAS

Uma bactéria resistente a determinado antimicrobiano pode
transmitir seu gene resistente a outras bactérias, por meio de trés
mecanismos: transformacao, transdugdao e conjugacao (DEL FIO;
FILHO; GROPPO, 2000). Na transformagao, descoberta por estudos do
cientista Frederick Griffith em 1928, os genes sao transferidos de uma
bactéria para outra como moléculas de DNA livres no ambiente e

podem ser incorporadas por outras bactérias (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema simplificado do processo de transformacao bacteriana.
Fonte: Benjamin Cummings (2001, modificado).

Este mecanismo acontece quando a molécula de DNA
transformante é reconhecida por proteinas presentes na parede celular
de bactérias, permitindo seu aporte, sejam Gram positivas ou Gram
negativas. Ao adentrar o citoplasma celular, une-se ao DNA da
bactéria, ocasionando uma recombinagao (DEL FIO; FILHO; GROPPO,
2000).

Outro mecanismo € a conjugacdo, neste processo a transferéncia
de genes envolve o contato fisico entre duas células (a doadora e a
receptora). A mobilizacdo do segmento genético a ser transferido por
plasmideo conjugativo é por meio do pilus sexual que permite o
pareamento das células (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A Erro!
Fonte de referéncia nao encontrada. esquematiza a transferéncia
conjugativa. Podendo carrear plasmideos portando, genes
codificadores de pilus para uma bactéria que nao o possui, por

exemplo.
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Figura 6 — Transferéncia de DNA plasmidial por conjugacdo entre células bacterianas.
Fonte: CARLOS MOREIRA E DAVID MENDES, (1999, modificada).

Existe ainda a transferéncia de parte do material genético de uma
célula a outra mediada por um virus (bacteriéfago) e este mecanismo
se chama transdugao (VAZ, 2009) (Figura 7). O DNA bacteriano é
transferido de uma célula doadora para uma célula receptora dentro
de um virus bacteriéfago, ou fago (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

No decorrer do ciclo litico, novas particulas virais sdo liberadas

no ambiente e podem infectar novas células bacterianas.

"Durante a reproducdo dos fagos, o DNA e a proteina
sdo sintetizados pela célula bacteriana hospedeira. O DNA do
fago deve ser empacotado dentro do capsideo proteico que o
recobre. Entretanto, o DNA bacteriano, o DNA plasmidial ou
até mesmo o DNA de outro virus podem ser empacotados
dentro do capsideo proteico.” (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012)

No momento, em que o DNA viral se liga ao material genético da
bactéria pode acontecer recombinacdao (TORTORA; FUNKE; CASE,
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2012). Neste processo a recombinacdo é capaz de gerar uma terceira
célula com o gendtipo diferente de ambas as células inicias (doadora e
a receptora) (DEL FIO; FILHO; GROPPO, 2000). Apds este processo, a
bactéria poderda conter caracteristicas importantes, tanto
estruturalmente, quanto quimicamente das células bacterianas
antecedentes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Para a transdugao, existem duas formas: a generalizada em que
qualquer gene bacteriano da célula doadora pode ser transferido (Figura
7) e a especializada em que a transducao transfere apenas certos genes
da célula doadora podem ser transferidos (DEL FIO; FILHO; GROPPO,
2000).

1] Atague |

| Montagem do fago | /;;:;-\\\9 fago e degeneracdo

5 Liberacdo ( @ }{,

4/ 3 sintese do genoma e
proteinas virais

Figura 7 - Transducdo generalizada.
Fonte: JRank Artigos (2017, modificada).

1.8 MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A resisténcia antimicrobiana é a capacidade de um
microrganismo impedir que um antimicrobiano o afete, fazendo com
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que o tratamento padrao seja ineficaz em pacientes e estes
microrganismos podem ser dissiminados na populagao humana (WHO,
2017) (Figura 8). A definicdo de resisténcia ou multirresisténcia de quais
bactérias sao germes multirresistente (GMR) é arbitraria e dependendo
das necessidades e do perfil de sensibilidade de cada instituicao
(KUPLICH et al., 2011).

a) Blogueio
da entrada

b) Inativacdo
Antibidtico por enzimas

Molécula alvo alterada

¢) Alteragdo da —
molécula-alvo

a e) Alteracdo das vias
enzimaticas enzimas

d) Efluxo _
antibiotico

Figura 8 — Os principais mecanismos de resisténcia microbiana a agentes
antimicrobianos.

Sao eles: o blogueio da entrada da droga na célula (a), a inativacdao da droga por
enzimas (b), a ocorréncia de alteracdo nos sitios-alvo da droga (c), o efluxo celular
da droga (d) e alteracao das vias enzimaticas (e).

GMR sao definidos como bactérias predominantemente
resistentes a uma ou mais classes de agentes antimicrobianos segundo
KUPLICH et al. (2011). Bactérias resistentes, portanto, sao aquelas

resistentes a apenas uma classe de antibioticos e multirresistente como
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sendo resisténcia a pelo menos trés classes de antimicrobianos
(MARTINS: BARTH, 2013) (GOMES et al., 2007).

A resisténcia surge por meio de mutacao, amplificacdo génica,
plasmideos, transposons e genes cassetes e integrons (RANG et al.,
2016). Esses podem ser transferidos a outras bactérias por
transformacao, conjulgagcdo, transducao citados no item 1.7. A
resisténcia a antibioticos por bactérias (RAB) pode vir a ser de forma
inata ou adquirida (RANG et al., 2016).

A resisténcia € importante no ambito clinico para a correta gestao
dos medicamentos existentes e no desenvolvimento de novos farmacos
antibacterianos (RANG et al., 2016). Podendo, a resisténcia, acontecer
por meio dos mais diversos mecanismos, como por exemplo, apartir
da destruicdo ou inativacdo enzimatica do antibidtico, bloqueio da
entrada ou e alteracdao no sitio-alvo, além do efluxo e ejecao do
antibiotico (MOREIRA et al., 2013).

a. Producao de enzimas que inativa ou destroem o farmaco

A destruicao ou inativacdo enzimatica da droga é um dos mais
comuns mecanismos bioquimicos de resisténcia aos antibioticos,
produzindo enzimas que inativam o farmaco (RANG et al., 2016) (item
a, Figura 8). Ocorre quando bactérias, frequentemente Gram
negativas, inativam antibioticos do tipo penicilina e cefalosporinas,
cliva cabarpenemos (anel B-lactdmico), alvo das B-lactamases que o
inativam (TORTORA et al., 2012).

A resisténcia cruzada entre as duas classes de antibiéticos nao é
completa, porque algumas B-lactamases tém preferéncia pelas
penicilinas e outras pelas cefalosporinas (RANG et al., 2016). Os
microrganismos Gram negativos também podem produzir B-
lactamases e esse é um fator significativo em sua resisténcia aos
antibidticos B-lactamicos semissintéticos de amplo espectro (RANG et
al., 2016).
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Nesses caso, as enzimas que conferem a RAB podem ser
codificadas ou por genes cromossomicos ou por genes dos plasmideos.
Na hipdétese de condificagdo por genes cromossdmicos, as enzimas
podem ser indutiveis, porém na condicdao dos genes dos plasmideos,

elas sao produzidas constitutivamente (RANG et al., 2016).

"Quando isso ocorre, a enzima nédo inativa o farmaco
no meio circundante e sim mantém-se conectada a parede
celular, impedindo o acesso do farmaco aos locais-alvo
associados a membrana. Muitas dessas pB-lactamases sao
codificadas pelos transpdsons, alguns dos quais podem
também transportar determinantes de resisténcia a varios
outros antibidticos.” (RANG et al., 2016)

O cloranfenicol é inativado pela cloranfenicol acetiltransferase,
uma enzima produzida por cepas resistentes, tanto de microrganismos
Gram positivos quanto Gram negativos, sendo o gene da resisténcia
transportado por plasmideos (RANG et al., 2016). Nos Gram negativos,
mediante a producdo constitutivamente da enzima a resisténcia pode
ser cinco vezes maior que nas bactérias Gram-positivas, nas quais a
enzima é indutivel (RANG et al., 2016).

Genes de resisténcia aos aminoglicosideos sao transportados nos
plasmideos e varios sao encontrados nos transpdsons (RANG et al.,
2016). Sao inativados por fosforilacdo, adenilacdo ou acetilagao, e as
enzimas necessarias sao encontradas tanto em Gram negativos quanto
nos Gram positivos (RANG et al., 2016). Os genes de resisténcia sao
transportados nos plasmideos e varios sao encontrados nos
transposons (RANG et al., 2016).

b. Bloqueio da entrada no sitio-alvo dentro do micrébio

E quando ocorre alteracdo nos pontos de ligacdo do farmaco

(item b, Figura 8). Bactérias Gram negativas sao relativamente mais

31



resistentes a antibidticos devido a natureza de suas paredes celulares,
gue restringem a absorcdo de moléculas e seu movimento por porinas
(aberturas na membrana) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Alguns
mutantes bacterianos modificaram a abertura das porinas de forma
que os antibidticos sao incapazes de entrar no espago periplasmatico
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

As [B-lactamases podem estar presentes no espaco
periplasmatico, obstruindo o acesso do farmaco ao interior da célula
bacteriana, mantendo o antibidtico fora dela (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012). Nesses casos, a enzima € muito grande para penetrar até
mesmo uma porina normal, se mantendo nesse sitio, onde alcanca e
inativa o antibidtico (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

c. Alteracbes no sitio-alvo da droga

E a reducdo da captura do fdrmaco pela bactéria (item c, Figura
8). A sintese de proteinas envolve o movimento de um ribossomo ao
longo de uma fita de mRNA, mas acontece que varios antibidticos,
especialmente os grupos de aminoglicosideos, tetraciclinas e
macrolideos, inibem a sintese proteica nesse sitio (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Por uma mutacdao cromossdmica, uma pequena modificacao
pontual, no sitio de ligacdo podem neutralizar os efeitos dos
antibidticos sem que ocorram alteragdes significativas nas funcoes
celulares (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012) (RANG et al., 2016). De
modo interessante, o principal mecanismo pelo qual o micrébio ganha
ascendéncia sobre a meticilina é a modificacdo da proteina de ligacao
a penicilina (PBP, de penicillin-binding protein), presente na membrana
plasmatica bacteriana (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As cepas
passam a ser resistentes ao desenvolver uma PBP modificada,

adicional.
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Os antibidticos inibem a acdo da PBP normal. Contudo, a PBP
adicional presente nas células mutantes, embora se ligue fracamente
ao antibidtico, permite a sintese de uma parede celular adequada a
sobrevivéncia da bactéria resistente a antibiotico (BRA) (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012). Antibidticos B-lactamicos agem também pela
ligacdo a PBP, para iniciar a ligacao cruzada entre peptideoglicanos e a
formacao da parede celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

d. Efluxo e ejecdo do antibidtico na bactéria

O mecanismo de efluxo e ejecao de antibiéticos, como o préprio
nome diz, trata da capacidade de um microrganismo absorver e ejetar
o farmaco, item d da Figura 8. E fruto da ocorréncia de genes para
resisténcia no plasmideo que codificam proteinas indutiveis na
membrana bacteriana, agem como bombas que expelem os
antibioticos das tetraciclinas dependente de energia, e dai a resisténcia
(RANG et al., 2016).

Particularmente mais comum em bactérias Gram negativas, mas
as bactérias normalmente apresentam muitas dessas bombas de
efluxo para eliminar substancias tdxicas ou em excesso
intracelularmente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). E também é
responsavel pela resisténcia a praticamente todas as principais classes
de antibioticos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

e. Alteracdo das vias enzimaticas

A resisténcia a trimetoprima é o resultado da sintese dirigida por
plasmideo da di-hidrofolato redutase, com afinidade baixa ou zero, pela
trimetoprima. Ela é transferida por transducao e pode ser disseminada
pelos transposons (RANG et al., 2016). A resisténcia a sulfonamida em
muitas bactérias é mediada por plasmideos e resulta da producao de

uma forma de di-hidropteroato sintetase com baixa afinidade pelas
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sulfonamidas, mas sem alteracdo quanto ao acido p-aminobenzdico
(PABA) (RANG et al., 2016) (Figura 8, item e).

1.9. ANTIBIOGRAMA

O antibiograma foi descrito em 1966, por Bauer e Kirby, como
um teste qualitativo de suscetibilidade. Atualmente, ainda é
amplamente usado em laboratérios de analises microbioldgicas. Para a
realizacdo do método sdo utilizados antimicrobianos conhecidos e em
concentracgOes fixas que sdo colocados apds a semeadura do indculo
bacteriano (BAUER et al., 1966).

Um antibiograma é um ensaio qualitativo que permite inferir
sobre a susceptibilidade/resisténcia de uma bactéria a um ou mais
agentes antimicrobianos (MORETTI, 2007). Um método quantitativo é

a determinagdo da concentracdo minima inibitoria (MIC).

O teste de disco-difusao, é feito utilizando-se discos de difusao
antibioticos depositados sobre a superficie do meio onde se inoculou,
por espalhamento, uma amostra de uma cultura bacteriana
previamente crescida em meio liquido (MORETTI, 2007). Para a
interpretacao dos dados, os halos formados sao medidos em
milimetros e comparados com dados de referéncia para tracar o perfil

de suscetibilidade (sensivel, intermediario, resistente).

O &gar de Mueller Hinton é recomendado pelo U.S. FDA e pela
OMS para o teste de sensibilidade/resisténcia a antibidticos de
bactérias Gram positivas ou negativas, aerdbicas ou anaerdbicas
facultativas, comumente encontradas em alimentos e espécimes
clinicos (MORETTI, 2007).
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1.10. Enterococcus spp

Os enterococos sao cocos Gram positivos que ocorrem
isoladamente, em pares ou como cadeias curtas (FACKLAM;
CARVALHO; TEIXEIRA, 2002). Todas as cepas produzem leucina
aminopeptidase. A maioria dos enterococos como E. cecorum, E.
columbae, E. pollens e E. saccharolyticus hidrolisa pirrolidonil-p-
naftilamida (PYR) (FACKLAM; CARVALHO; TEIXEIRA, 2002).

Antes os Enterococcus spp. eram considerados parte do género
Streptococcus, mas atualmente constituem seu proprio género
(MURRAY, 1990). Até a década de 1990, 12 espécies patogénicas a
humanos estavam descritas, os isolados humanos mais comuns, sao
E. faecalis e E. faecium (MURRAY, 1990). Em 2012, 41 espécies
taxonomicamente validadas foram descritas na literatura (DOS
SANTOS, 2012). Em 2015 este nimero chegou a 54 espécies e duas
subespécies estao descritas no género, e os E. faecium, seguido do E.
faecalis sao as espécies mais frequentemente isoladas de casos de
infeccdo humana como as nosocomias, pélvicas e do trato urinario
(SACRAMENTO, 2015).

Espécies de Enterococcus podem ser encontrados em diversos
ambientes como: solo, &gua, plantas e animais (CORREA;
FUENTEFRIA; CORCAO, 2005). S3o capazes de resistir a ambientes
salinos (concentracdes de 6,5% de NaCl), em ambientes basicos com
pH 9,6 e em temperaturas entre 10-45°C (CORREA; FUENTEFRIA;
CORCAO, 2005).

Os enterococos patogénicos sdo cada vez mais resistentes aos
agentes antimicrobianos (MURRAY, 1990). O interesse nas patogenias
ocasionadas por eles, vem de sua alta resisténcia a antimicrobianos e
sua presenca na disseminacdao desta resisténcia na cadeia alimentar
(CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO, 2005). Um fato importante é que
muitos dos microrganismos viventes no sistema gastrintestinal de

suinos podem ndo oferecer risco a saude do préprio, no entanto,

35



quando entram em contato com outros organismos podem oferecer
algum mal a saude (ANVISA, 2007).

As duas espécies mais comuns, E. faecalis e E. Faecium,
normalmente promovem colonizacdao e infeccdes em humanos e,
portanto, sdo mais estudadas. Com relacdo a sua resisténcia
intrinseca, os Enterococcus spp se mostram resistentes a penicilinas
(oxacilina e meticilina), clindamicina, cefalosporinas e
sulfametoxazol/trimetoprim e apresentam baixa resisténcia em relagao
a agentes ativos na parede celular penicilina e vancomicina (ANVISA,
2018; SEJAS et al., 2003).

O baixo nivel de resisténcia também aos aminoglicosideos,
estreptomicina, gentamicina e tobramicina. Por outro lado, a
resisténcia adquirida estd associada a resisténcia a penicilina e nao
betalactamico mediados devido a alteracao de PBPs (proteinas de
ligacdo da penicilina) (ANVISA). Com a pB-lactamase mediada a
resisténcia a ampicilina e penicilina também pode ser atribuida a
producao da enzima B-lactamase, descrita quase que exclusivamente
para o E. faecalis e atribuida, na maioria dos casos, a aquisicao do
operon responsavel pela producdo de B-lactamase do Staphylococcus
aureus (ANVISA).

Os altos niveis de resisténcia a aminoglicosideos (HLAR - High-
level Resistance to Aminoglycosides), a resisténcia é mediada pela
aquisicdo de novos genes que codificam enzimas que promovem
modificacdes nos aminoglicosideos (ANVISA). Além disso, o interesse
nas patogenias ocasionadas por Enterococcus vem de sua alta
resisténcia a antimicrobianos e da sua importancia na disseminacao de
resisténcia no ambiente e na cadeia alimentar (CORREA; FUENTEFRIA;
CORGAO, 2005).

Os enterococus podem ser usados para avaliar a qualidade de
aguas e mensurar os riscos a saude publica, assim como os coliformes

termotolerantes, no entanto ndo ha& padrboes estabelecidos para
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enterococus, ou a despeito do reuso de lodos onde estes estao
presentes, nas legislacbes vigentes (CONAMA, 2005, 2006, 2011)
(VILANOVA et al., 2004). Em amostras de efluentes suinicolas, tais
microrganismos sdo observados com frequéncia (MOURA, 2017)
(CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO, 2005) e mesmo que amostrados
apos o tratamento, os efluentes podem ser lancados nos corpos d'agua,
caracterizando um foco dissiminador de patégenos (CONAMA, 2005,
2006, 2011).

Nos criadouros de suinos, temos a geracao em larga escala de
dejetos ao longo de toda a cadeia produtiva. Muitos trabalhos relatam
a presenca de uma variedade de cepas tanto nos dejetos quanto nos
efluentes tratados(CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO, 2005; FILSNER et
al., 2015; SILVEIRA et al., 2011). Estes fatos reforcam o quao
importante se faz o estudo desses microrganismos sob o ponto de vista

de salde publica.

Por serem organismos patogénicos, estes micrdbios, que afetam
a saude humana e de outros animais, se faz necessario estuda-los,
como medida preventiva de futuras epidemias. Além de ser facilitada
a conscientizacao de produtores de carne suina, por meio de maior
embasamento cientifico a cerca do uso indiscriminado de

antimicrobianos.
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3. OBJETIVOS
3.2. OBJETIVO GERAL

Avaliar apresenca de Enterecoccus spp. resistentes a
antimicrobianos em um sistema de tratamento de suinocultura,

composto por um biodigestor anaerdbio e uma lagoa facultativa.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar bactérias do género Enterecoccus em amostras de dejetos

brutos de suinocultura e do efluente tratado.

e Investigar a ocorréncia da resisténcia aos antimicrobianos dos

Enterecoccus spp. antes e apds o tratamento bioldgico.
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4. MATERIAS E METODOS
4.1. COLETA DAS AMOSTRAS

O presente estudo foi realizado a partir de amostras fornecidas
por uma granja de suinocultura localizada no estado de Minas Gerais,
Brasil. A granja é responsavel apenas pelas etapas de reproducao e
criacdo de suinos e nao conta com a etapa de abate. Como uma
empresa com potencial poluidor, possui um sistema de tratamento de
dejetos composto por um biodigestor seguido de uma lagoa facultativa
(Figura 9). O tempo de detencao hidraulico ndao foi informado pelo
proprietario.

—
——

S—

Blodigestor Lagos facultative

“;‘sa

Figura 9 - Imagens dos componentes do STD.

a) Imagem dos biodigestores anaerdbios — modelo lagoa coberta, demonstrando os
pontos de coleta 1.EB1 (afluente ao biodigestor 1) e 3.5B1 (efluente ao biodigestor
1). b) Imagem da lagoa facultativa e do ponto de coleta SB (saida do biodigestor).
Fonte: CAMILA DIAS (2018) modificado. Acesso em 8 de jan. de 2019.

O efluente tratado dessa lagoa é utilizado para irrigar plantacdes
proximas a granja. Foram realizadas trés coletas simples: setembro e
dezembro de 2017 e marco de 2018. A coleta se deu em dois pontos:
1) do dejeto afluente ao biodigestor e 2) efluente tratado da lagoa
(Figura 10). Para coletar, foram utilizados frascos de vidro com tampa
com volume de 1L, preenchidos com a sua capacidade maxima. A
Figura 11, ilustra amostras do dejeto bruto (DB) e do efluente tratado
(ET), do sistema.
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Lagoa facultativa

Figura 10 - Diagrama esquematico do sistema de tratamento da granja.

O diagrama representa os pontos das coletas no STD, demarcados como DB,
amostras do dejeto bruto a adentrar o biodigestor e ET, para amostras do efluente
tratado, a partir do efluente trado da lagoa.

Fonte: CAMILA DIAS (2018) modificado. Acesso em 8 de jan. de 2019.

a/
N

'

Dejeto bruto | | Efluente tratado

Figura 11 — Amostras da primeira coleta do dejeto bruto (DB) e efluente tratado (ET).
Fonte: CAMILA DIAS (2018) modificado. Acesso em 8 de jan. de 2019.

As analises bacterioldgicas se deram no Laboratério de Biologia
e Tecnologia de Micro-organimos (LBTM) localizado no Instituto de
Ciéncias Exatas e Bioldgicas (ICEB), da Universidade Federal de Ouro

Preto.
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4.2. ISOLAMENTO E SELECAO DOS ISOLADOS

As amostras passaram por uma etapa de diluicao em tampao de
Fosfato Salino (PBS) 1x, em que 1 mL da amostra foi colocada em um
tubo com 9 mL de PBS 1x, sofrendo diluicdes de 107 a 10~° para cada
um dos pontos de coleta. Posteriormente, foram plaqueados pelo
método de spread plate em placas de petri contendo o meio seletivo
Bile Esculina acrescido de 0,01% de azida sddica para selecao de

microrganismos do género Enterococcus (CAMARA, 2016).

Conforme descrito na literatura, as placas foram incubadas por
24 h, a 37°C (MOURA, 2017). Apos a incubacao, foram selecionadas
as placas para isolamento das col6nias, das quais optou-se por aquelas
que apresentavam aproximadamente 20 col6nias. Na sequéncia, foi
realizada repicagem das col6nias em novas placas contendo o mesmo
meio para confirmacdo da pureza das colonias e novamente incubadas,
por 48 h a 37°C. Obtidas as colbnias isoladas, estas foram inoculadas
em caldo nutriente, ficando incubadas a 37°C por 24h em shaker sob
agitacao constante. Uma aliquota da solucao de cada isolado dos
Enterococcus em caldo nutriente foi utilizada para armazenamento,
estocada em meio refrigerado com glicerol 20% e mantidos em freezer

a -70°C para manutengao e criacao da colecao.

4.5. AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS PELO METODO DE DISCO-DIFUSAO

Os antibiogramas foram executados conforme o indicado pela
CLLS1 2013. O indculo foi preparado a partir do método do crescimento
em caldo nutriente, em que 2 a 4 colbnias de cultura pura foi
transferida para um tubo contendo 5 mL de meio caldo nutriente e
incubada em uma estufa a 35°C até alcancar o grau de turbidez de
uma solucao padrao de McFarland 0,5 (de 6 a 18 horas). Este processo

foi repetido para cada isolado.
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Apds a incubacdao, cada uma das culturas em caldo nutriente
passou a ser inoculada individualmente em placas de petri contendo o
meio d&gar Mdueller-Hinton. Para a realizacdo do antibiograma,
mergulhou-se um swab de algodao estéril no indculo descartando o
excesso contido no swab e distribuindo o restante em toda a superficie
do agar Miueller-Hinton. Era passado o swab no agar em direcoes
opostas sobre o meio, a fim de assegurar a distribuicao uniforme do
indculo. Logo em seguida, foram colocados os discos-difusdao contendo
os antibidticos sobre o indculo. O antibiograma foi realizado com 12
antibioticos (Tabela 1), contidos em um disco da marca DME,

denominado Polisense Disck para Enterococcus spp.

As placas foram invertidas e incubadas em uma estufa a 37°C
por 16 a 18 horas. Os halos formados, incluindo o diametro do disco,
foram medidos em milimetros com o auxilio de um paquimetro e,
posteriormente, classificados em sensivel, intermediario e resistente
de acordo com o tamanho do diametro do halo e comparados aos dados

do fornecedor dos discos que condizem com os dados da CLLSI (2013).

Tabela 1 - Antimicrobianos testados para Enterococcus spp, fornecidos pela DME.

Amplitude do halo (mm)
Codigo/ Resi - s ,

. . a2 esisten |Intermedia Sensiv
Antibacteriano |Poténcia te rio el
Ampicilina AMP 10 < 16 - =17
Ciprofloxacina CIP 05 < 15 16-20 > 21
Estreptomicina _
(HLAR) EST 300 6 7-9 > 10
Gentamicina GEN 120 6 7-9 > 10
(HLAR) -
Levofloxacina LEV 05 <13 14-16 >17
Linezolida LNZ 30 < 20 21-22 > 23
Nitrofurantoina NIT 300 < 14 15-16 >17
Norfloxacina NOR 10 <12 13-16 >17
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Penincilina G PEN 10 UI < 14 - =15
Teicoplanina TEC 30 <10 11-13 > 14
Tetraciclina TET 30 <14 15-18 > 19
Vancomicina VAN 30 <14 15-16 =17

Os antibidticos testados pertenciam a sete grupos distintos de
farmacos utilizados na terapéutica humana, a saber: penicilinas,
flourquinolonas, glicopeptideos, aminoglicosideos, tetraciclinas,

oxazolidononas e nitrofuranos conforme o Quadro 1.

Para a analise das resisténcias a antibioticos pelos enterococus
isolados e testados, a porcentagem de resisténcia a cada antibiético foi

agrupada por classes de antibidticos por mecanismos de resisténcia.

Quadro 1 - Relacdo dos antibidticos testados separados por classe e os respectivos
mecanismos de acao.

principais

Antibiodtico Classe mecanismos de
resisténcia
Penicilina G Alteracgoes no sitio-
alvo da droga e
Penicilina destruicao ou
inativacao por
enzima

Ampicilina

Ciprofloxacina
Levofloxacina Flourquinolona Efluxo e ejecao
Norfloxacina
Teicoplanina
Vancomicina

Alteracao do sitio-

Glicopeptideo = 42 droga

Estreptomicina Destruicao ou
. . Aminoglicosideos inativacao por
Gentamicina enzima
Alteracoes no sitio-
Tetraciclina Tetraciclina alvo da droga e

efluxo e ejecao
Destruicao ou

Linezolida Oxazolidonona inativacao por
enzima

43



Blogueio da
Nitrofurantoina Nitrofurano entrada no sitio-
alvo

Fonte: TORTORA, FUNKE; CASE (2016); DME (2018); SILVEIRA et al. (2006); DA
SILVA; HOLLENBACH (2010); MOREIRA et al. (2013).

4.6. ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis no
software GraphPad Prism versao 5.0. Os resultados obtidos para a
andlise da resisténcia, sensibilidade e intermediario, foram
comparados em tabelas individuais nos testes de Qui-quadrado com
intervalo de confianca de 95% desenvolvidos no software GraphPad
Prism versao 5.0 as diferencas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento de isolamento foi conduzido para todas as
amostras coletadas. As trés coletas possibilitaram obter um total de 74
colonicas de bactérias do género Enterococcus. Este numero esta
proximo ao encontrado por CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO em 2005
(85 isolados) e inferior ao encontrado por MOURA, em 2017 (127
isolados). A partir das amostras do dejeto bruto (DB), foram obtidas
44 coldnias, enquanto para o eluente tratado (ET), foram obtidos 30

colonias (Tabela 2).

Tabela 2 — Total de isolados resistentes ou multirresistentes encontrados nas

amostras, distribuidos ao longo das trés coleta.

TOTAL POR
COLETA DB ET COLETA
1 12 19 31
2 16 11 27
3 16 0* 16
TOTAL 44 30 74

DB: dejeto bruto; ET: efluente tratado. * A amostra da terceira coleta ndo apresentou
crescimento em nenhuma das diluicdes apos plagueamento.

A amostra do efluente trado do biodigestor, na terceira coleta foi
plaqueada por trés tentativas, mas nao apresentou crescimento visivel
de col6nias enterocdcicas. Para verificacdo da auséncia dos
microrganismos, foram realizadas mais trés tentativas de inoculagao e
ndo apresentaram crescimento visivel de colonias de Enterococcus spp.
Os métodos utilizados foram os mesmos, assim como o meio seletivo
bile esculina acrescido de azida sddica foi o mesmo utilizado nas
demais coletas o que rechaca a hipotese de ser problema com a

suplementacdao do meio.

Inicialmente é apresentado o resultado da prevaléncia de
resisténcia a antimicrobianos. Cinco antibidticos estdao envolvidos com
mecanismo enzimatico para resisténcia, destes quatro (penicilina,

linezolida, ampicilina e estreptomicina) apresentaram aumento da
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porcentagem de isolados resistentes no efluente trado do sistema em
relacdo ao dejeto bruto. Sendo que a resisténcia a penicilina e a
estreptomicina se destacam, principalmente, devido ao numero de
isolados resistentes (aumento de 22 e 14%, respectivamente,
(p<0,05)) (Grafico 1). Resultados semelhantes foram obtidos por
MOURA (2017) em sistemas de tramento de efluentes suinos e também
por ALONSO et al. (2017) em isolados de Enterococcus faecalis
resistentes obtidos na Universidade Hospital Miguel Servet (HUMS),
clinica Universitaria Lozano Blesa (HCULB) Hospital Royo Villanova e
(VFC) Hospital.
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% de resisténcia
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Grafico 1 - Analise da resisténcia em porcentagem dos antibidticos cuja resisténcia
envolve o mecanismo enzimatico.

Em verde estdo os valores do afluente ao biodigestor (DB) e em azul, o efluente trado
da lagoa (ET). PEN-10 (penicilina), LNZ-30 (linezolida), AMP-10 (ampicilina), EST-
300 (estreptomicina) e GEN-120 (gentaminicina).

Apesar da penicilina e ampicilina pertencerem a mesma classe e
apresentarem aumento da resisténcia apds o tratamento, ampicilina
nao apresentou diferenca estatisticamente significativa. Apenas a
gentaminicina apresentou 6% de reducdao apdés o tratamento
(p=0,207). Moreno e colaboradores (2000) encontraram

aproximadamente 10% de resisténcia a gentaminicina nas fezes de
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suinos, porcentagem abaixo do encontrado no dejeto bruto deste

estudo, porém semelhante ao encontrado no efluente tratado.

A linezolida apresentou um acréscimo de 6% no efluente tratado
(p=0,157). Em dados encontrados por KOBAYASHI et al.
(2011), provenientes dos espécimes clinicos de pacientes internados
em um hospital publico de Goiadnia, referéncia em urgéncia e
emergéncia, a taxa de suscetibilidade a linezolida por E. faecium, foi
de 94,9%. Ja as amostras obtidas por incisdo com bisturi, no intestino
grosso de porcinos de abatedouros da unidao europeia estudadas por
De Jong e colaboradores (2009) (Enterococcus spp., n = 718) nao foi

observada resisténcia a linezolida.

No Grafico 2 estd apresentado os dados referentes ao Unico
antibiotico testado que esta ligado ao mecanismo de bloqueio da
entrada do antibidtico, a nitrofurantoina. Notou-se um aumento de

25% na resisténcia a nitrofurantoina apos o tratamento.
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Grafico 2 - Analise da resisténcia em porcentagem dos antibidticos cuja resisténcia
envolve o mecanismo de bloqueio da entrada no sitio-alvo dentro do microrganismo.
Em verde estdo os valores do afluente ao biodigestor (DB) e em azul, o
efluente trado da lagoa (ET). NIT-300 (nitrofurantoina)

Os resultados de resisténcia cujos mecanismos sdo a alteracao

do sitio-alvo da droga sdo observados no Grafico 3. Dentre os quatro
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antibidticos testados, trés deles mostram diminuicdo na proporcao de
isolados resistentes, sendo que a teicoplanina era o Unico com 100%
de decréscimo da resisténcia. Segundo PISSETTI (2016), a ocorréncia
da resisténcia a teicoplaninas nos suinos teria relacdao com o fato da
avoparcina, um glicopeptideo semelhante a vancomicina e
teicoplanina, ser acrescentado na ragao animal como um promotor do

crescimento.

Vancomicina e tetraciclina tém as menores redugdes de
resisténcia entre os pontos de coleta e, particularmente, a resisténcia
a tetraciclina alcangou os maiores valores relativos (90 e 100%).
Enquanto a resisténcia a vancomicina apresentou baixos percentuais
tanto na entrada quanto no efluente trado da lagoa. Ampicilina e
penicilina foram os Unicos antibiéticos que demonstraram aumento de
resisténcia. A prevaléncia de E. faecium resistente a vancomicina foi
avaliada nos estudos de MORENO et al. (2000), em que seus dados e
estudos com fezes de suinos em abatedouros mostraram uma

prevaléncia de 7,1% em 1998.
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Grafico 3 - Analise da resisténcia em porcentagem dos antibiéticos envolvidos no
mecanismo de alteragdo do sitio-alvo da droga.

Em verde estdo os valores do afluente ao biodigestor (DB) e em azul, o
efluente trado da lagoa (ET). TEC-30 (teicoplanina), VAN-30 (vancomicina), PEN-
10 (penicilina) e TET-30 é a tetraciclina).
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A anadlise da resisténcia por meio dos mecanismos de efluxo e
ejecao de antimicrobianos sao apresentados no Grafico 4. Para os
guatro antibidticos testados, o sistema teve pouca influéncia, seja no
aumento ou na diminuicdo da resisténcia. Para norfloxacina e
tetraciclina houve um pequeno decréscimo na proporcao de isolados
resistentes (10%), enquanto que para levofloxacina e ciprofloxacina o

nivel de resisténcia antes e depois do tratamento se mantiveram.

A levofloxacina em amostras de gado leiteiro foi o Unico farmaco
em que no trabalho de Resende (2013) foi relatado nao haver
resisténcia. Ja no trabalho de Tigre (2018), suas cepas apresentaram
sensibilidade a lefofloxacina. J& para norfloxaxina, Giraldi (2014)
obteve 83% de resisténcia a levofloxacina em E. faecalis em amostras
de carnes cruas de frango e suinos e em produtos de carnes
processadas adquiridos de diferentes supermercados no interior do

estado do Parana.
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Grafico 4 — Anadlise da resisténcia em porcentagem dos antibiéticos envolvidos no
mecanismo de efluxo e ejecdo do antibidtico no micrébio.

Em verde estdo os valores do afluente ao biodigestor (DB) e em azul, a saida da
lagoa (ET). TEC-30 ¢é a tetraciclina, VAN-30 (vancomicina), PEN-10 é a penicilina,
seguido de ampicilina (AMP-10) e tetraciclina (TET-30).

Um total de 36,5% (n=27) das cepas manifestaram resisténcia

a pelo menos uma classe dos farmacos testados e no maximo dois
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deles. Ao todo 63,5% (n=47) dos isolados se mostraram
multirresistentes a trés ou das classes dentre as sete classes
estudadas. A maior parte dos multirresistentes 33,8% (n=25) estava

contida no DB.

A multirresisténcia pode estar associada a aplicacao de variados
antimicrobianos na granja e também a metais pesados, como o cobre
comumente presente em amostras de suinocultura (SILVEIRA et al.,
2011). Os maiores numeros de cepas multirresistentes e as
multirresisténcias aos maiores numeros de classes farmacoldgicas
estavam frequentemente contidas nos isolados do efluente tratado. O
incremento de resisténcia a certos farmacos pode ser atribuido ao
tempo de detencdo, ao contato com outras bactérias em que algumas
destas poderiam estar dentro do biodigestor por tempos diferentes,
além da presenca de antibidticos e metabdlitos presentes nos dejetos

brutos.

Considerando os dados por antibidtico, em todas as coletas a
tetraciclina apresentou os maiores numeros de isolados resistentes,
tanto na entrada quanto na saida, salva a terceira coleta do efluente

tratado em que ndo houve crescimento bacteriano visivel.

Apenas nao apresentaram isolados resistentes em pelo menos
uma das coletas para: teicoplanina, vancomicina, linezolida e
ampicilina. Mas somente teicoplanina aparecia em todas coletas com
isolados resistentes. Muito embora, linezolida, ampicilina e
ciprofloxacina tenham apresentado aumento apds o tratamento,
apresentaram dados estatisticamente nao significativo (p>0,05),
portanto, ndo pode ser considerada eficiéncia de remocdo de

patdgenos resistentes pelo sistema de tratamento para estes.

Ja a penicilina, nitrofurantoina, tetraciclina e estreptomicina
apresentaram aumento da resisténcia com aumento estatisticamente

significativo (Tabela 3). As diferencas entre as porcentagens de
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resisténcia ndo foram discrepantes para a maioria dos antibidticos

testados.

Tabela 3 - Valores e diferenca da resisténcia encontrada antes e depois do
tratamento.

Antimicrobiano DB ET Diferenca
LEV-05 52% 50% -2%
TEC-30 7% 0% -7%
NOR-10 64% 50% -14%
VAN-30 9% 3% -6%
PEN-10 45% 67% 22%
LNZ-30 7% 13% 6%
AMP-10 14% 23% 9%
CIP-05 59% 60% 1%
NIT-300 25% 50% 25%
TET-30 98% 87% -11%
EST-300 39% 53% 14%

GEN-120 16% 10% -6%

Os antibidticos destacados em cinza apresentaram diferencga estatistica (p<0,05). DB
corresponde ao dejeto bruto, ET, o efluente tratado e a coluna diferencga, diz respeito
a porcentagem de aumento (positivos) e diminuicdo (negativos) de resisténcia.

O sistema de tratamento apresentou eficiéncia significativa para
remogao de resisténcia de teicoplanina, enquanto para penicilina,
nitrofurantoina, tetraciclina e estreptomicina, o sistema teve um
significativo aumento, demonstrando ineficiéncia na remocgao de
resisténcia a estas drogas. Os valores de qui-quadrados para sete dos
antibidticos testados (levofloxacina, norfloxacina, vancomicina,
linezolida, ampicilina, ciprofloxacina e gentaminicina) foram $>0,05,

logo, nao significativos.

Tem-se que levar em consideragao que o sistema de tratamento
nao é construido/dimensionado visando a remocdo de patdégenos e,
sim, para biodigestdao dos dejetos brutos com o fim de minimizar a
carga poluidora, removendo, por exemplo, matéria organica e sélidos.
O sistema utilizado neste estudo favoreceu o decréscimo de cepas
resistentes apenas a alguns dos farmacos testados, porém a maioria

dos dados significativos estatisticamente estavam associados ao
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incremento de resisténcia bacteriana pds tratamento. Logo, o STD em
questao, revelou nao ser capaz de eliminar totalmente as populacoes

bacterianas resistentes.

A empregabilidade do STD se mostrou eficiente apenas para a
remocdao da resisténcia a teicoplanina. Para penicilina, nitrofurantoina,
tetraciclina e estreptominica a passagem das bactérias pelo tratamento
favoreceu um aumento significativo na resisténcia a estes antibioticos.
Os testes mostraram que existem Enterococcus resistentes alguns
grupos dos farmacos proibidos na suinocultura como nitrofuranos
(nitrofurantoina), tetraciclinas e a estreptomicina (aminoglicosideos).
Apontando o fato de que ou estes antibidticos podem ter sido usados
na producdo, ou a presenga de genes de resisténcia, ou mesmo que ja
haveriam presentes bactérias resistentes no trato intestinal dos suinos
por apresentarem resisténcia a estes antibidticos nos dejetos brutos.
Houve acréscimo, também, da resisténcia a antibiéticos dentre os

grupos de uso permitido, como no caso de penicilinas.

J& para os aminoglicosideos, houve decréscimo como na
teicoplanina que obteve remocdo completa da resisténcia. Pode-se
atribuir esse decréscimo, ao fato dos aminoglicosideos nao terem sido
de uso constante, ou a resisténcia a esse tipo de farmaco pode estar

atrelada a outras condigdes necessarias para ser passada a diante.

O tipo de mecanismo de resisténcia existente parece ndo
apresentar um padrdo associado ao incremento ou decréscimo da
resisténcia em relacao a classe do antimicrobiano para Enterococcus
spp. E possivel que o tratamento eficiente de dejetos suinos possa
contribuir para a prevencgao da disseminagao de poluentes no ambiente
e, também, no carreamento de patdgenos resistentes a antibioticos,
reduzindo o impacto causado pela disposicao final de dejetos no solo e
como adubo organico (BESSA et al., 2011).

O efluente tratado poderia baratear gastos futuros com o manejo
de outros empreendimentos (LUDTKE, 2010) (HENRIQUE et al., 2001).
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Poucas adaptacdes seriam necessarias e o proprio biodigestor reduziria
parte dos microrganismos dos efluentes (OLIVEIRA et al., 1993). E se
na sequéncia houvesse um tratamento visando o reuso, seria possivel

remover patdgenos, melhorando sua qualidade.

Além disso, a reutilizacdo de aguas residudrias geradas na
suinocultura pode atender a demanda de agua e de fertilizantes para
manter as matrizes sunicolas, com o0 reuso no proprio processo e a
utilizacao na agricultura (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 2009). Para isso
a qualidade microbioldgica da agua precisa ser avaliada para que o

sistema seja confiavel (Mancuso e Santos, 2003).

Os enterococus sao frequentemente associados a infecgoes
nosocomiais em pacientes criticos, responsaveis por infeccoes
hospitalares por colonizarem cateteres e proteses articulares (Arias &
De Maio Carrilho, 2012; SFACIOTTE et al., 2014). Além disso, causam
infeccoes pélvicas, neonatais e do trato urinario, bacteremia,
meningite, infecciona feridas operatérias e, a mais comum e
preocupante, endocardite infecciosa (ARIAS & MURRAY,2008; Arias &
De Maio Carrilho, 2012). Essas caracteristicas fazem com que se tenha
uma preocupacao maior com a disseminacdo de resisténcia atribuida a
este género e, principalmente, por terem a capacidade de compartilhar
seus genes de resisténcia, ndo s6 com outros gram positivos, mas

também com gram negativos.
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6. CONCLUSAO

O sistema de tratamento de dejetos da suinocultura investigado
neste trabalho mostra a ocorréncia de bactérias do género
Enterococcus spp. resistentes a varios antibidticos no efluente tratado.
Para a maioria dos antibioticos, a proporcao de isolados resistentes
aumentaram no efluente tratado em comparacao ao dejeto bruto,
alguns se mantiveram sem alteragdao enquanto apenas para o
antibidtico teicoplanina nao foi observado isolados resistentes na saida
do tratamento. As resisténcias e multiresistencias aos antibioticos,
observados no presente trabalho, sugere que a pratica de aplicacdo do
efluente tratado no solo pode contribuir na disseminacdo de resisténcia

a antibidticos entre microrganismos no ambiente.
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