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RESUMO

O aproveitamento de dejetos de suinos como fertilizante é uma pratica sustentavel de utilizacdo de residuos
solidos. Na suinocultura ocorre 0 uso de antimicrobianos, que favorece a sele¢cdo de micro-organismos
resistentes no trato intestinal dos animais e possibilita a disseminagéo de variantes multirresistentes para outros
seres vivos. Enterococcus estdo presentes no intestino de animais e sdo caracterizados como uma das bactérias
que mais causam infeccdes, sendo preocupacdo de saude publica. O objetivo deste estudo foi analisar a
presenca de micro-organismos do género Enterococcus em amostras provenientes de dejetos de suinos, que
passaram pelo tratamento de biodigestdo anaerdbia. Para tanto, as seguintes etapas foram realizadas: testes
microbiologicos presuntivos para identificagdo da bactéria Enterococcus; identificagdo dos Enterococcus por
meio de andlises moleculares; verificagdo da resisténcia dos micro-organismos identificados ao antibidtico
recomendado para todos os estdgios da producdo de suinos: amoxicilina; e realizacdo de ensaios
microbiolégicos com a amoxicilina acrescentando os aditivos alimentares utilizados na suinocultura, a fim de
verificar possiveis alteragdes na resisténcia dos micro-organismos. As amostras de dejetos foram coletadas em
uma granja de suinos no municipio de Ibitina (Sdo Paulo) em 2022. Os ensaios experimentais abrangeram a
determinagdo de pH e sdlidos (totais, fixos e volateis); as analises microbioldgicas como coloracdo de Gram,
teste da catalase, o isolamento bacteriano priméario das amostras em solucéo salina (incubadas a 37 °C por 24h)
e, apos, o cultivo em meios de cultura caldo azida (37 °C por 24h), agar de Infusdo de Cérebro e Coracédo
(BHI) (37 °C por 24h), meio agar seletivo para Enterococcus (37 °C por 24h); o antibiograma com discos de
amoxicilina (2ug e 10ug) em meios de cultura com e sem os aditivos alimentares. A partir do micro-organismo
isolado em caldo BHI com solucdo tampéo Tris-HCI pH 7,8, realizou-se a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) convencional com primers especificos para o género Enterococcus; o produto da PCR foi analisado em
gel de agarose a 1,5% e visualizado em transiluminador com o corante GelRed®. O controle positivo foi a cepa
ATCC 29212. Do total de 8 amostras (4 liquidas + 4 solidas), o estudo indicou a presenca de Enterococcus na
maior parte (87,5%) e os testes moleculares confirmaram a presenca de Enterococcus. O antibiograma néo
apresentou micro-organismos resistentes a amoxicilina, tanto nos meios de cultura onde houve o acréscimo dos
aditivos alimentares, assim como naqueles em que ndo houve.

PALAVRAS-CHAVE: Amoxicilina, biodigestdo anaerdbia, dejetos de animais, resisténcia, suinos.
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INTRODUCAO

A atividade de suinocultura é marcada pela geragdo de residuos de animais. O aproveitamento de dejetos de
suinos, tratados por biodigestdo anaerobia, € uma pratica sustentavel de utilizagao de residuos sélidos, e gera
produtos como o biofertilizante e o biogas (MIELE et al., 2015; SILVA et al., 2020).

A atencdo publica quanto ao uso de antimicrobianos, assim como a resisténcia a esses medicamentos na
atividade pecudria, tem aumentado (ZAHEER et al., 2020). Na suinocultura ocorre o uso de antimicrobianos,
como a amoxicilina, que favorece a selecdo de micro-organismos resistentes no trato intestinal dos animais e
possibilita a disseminagdo de variantes multirresistentes para outros seres vivos, incluindo animais e humanos,
considerando-se a cadeia trofica, ja que alimentos podem ser fertilizados com os dejetos que foram submetidos
ao tratamento de biodigestdo (WOOLHOUSE et al., 2015; TAN et al., 2018).

Tendo em vista 0 conhecimento de que antibidticos sdo usados para tratar ou prevenir a multiplicacédo de
bactérias, as que serdo abordadas neste trabalho sdo as do género Enterococcus, que estdo presentes no
intestino de animais e sdo caracterizados como uma das bactérias que mais causam infec¢des, sendo
preocupacdo de salde publica (KATHIRVEL et al., 2020).

No presente estudo, o foco é em analises de amostras de dejetos de suinos, que passaram pelo processo de
biodigestdo anaerdbia. A intencdo é verificar a presenca de Enterococcus nas amostras, relacionando com
resisténcia antimicrobiana, ja que, dada a importancia da potencial transmissdo de bactérias resistentes para
humanos através de cadeias de consumo de produtos alimenticios, pode haver Enterococcus resistentes nos
dejetos de suinos que sdo utilizados como fertilizantes agricolas.

Portanto, é valida a discussdo sobre o conhecimento acerca da resisténcia a antibidticos na suinocultura,
focando nos residuos provenientes dessa atividade a fim de responder os seguintes questionamentos: ha
Enterococcus nos dejetos utilizados como fertilizantes, mesmo apos tratamento por biodigestdo anaerdbia; se
sim, sdo resistentes & amoxicilina? Acredita-se que as respostas irdo colaborar com pesquisas futuras, ja que
fornecem dados sobre um residuo sélido que tem valor econémico e pode ser usado para fins agricolas: o
biofertilizante.

OBJETIVO GERAL

Analisar a presenga de micro-organismos do género Enterococcus em amostras provenientes de dejetos de
suinos que passaram pelo tratamento de biodigestdo anaerdbia e, ao identificar estes micro-organismos,
verificar a resisténcia e/ou modificagBes quanto a resisténcia dos Enterococcus ao antimicrobiano de estudo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e confirmar a presenca da bactéria Enterococcus nos dejetos;

o Verificar a resisténcia dos micro-organismos identificados a amoxicilina;

e Acrescentar aditivos alimentares (utilizados na alimentacdo dos suinos) aos ensaios experimentais, a
fim de verificar possiveis alteragfes na resisténcia dos micro-organismos;

o Detectar genes de resisténcia, caso haja resultados com micro-organismos resistentes nos ensaios
anteriores.
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MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada abrangeu ensaios microbiol6gicos presuntivos para identificacdo do género da
bactéria Enterococcus; identificacdo dos Enterococcus por meio de analises moleculares para confirmar os
testes presuntivos; verificacdo da resisténcia dos micro-organismos identificados ao antibidtico recomendado
para todos os estagios da producdo de suinos: amoxicilina; e realizacdo de ensaios microbioldgicos com a
amoxicilina acrescentando os aditivos alimentares utilizados na suinocultura, a fim de verificar possiveis
alterac@es na resisténcia dos micro-organismos.

As amostras de dejetos foram coletadas em uma granja de suinos no municipio de Ibitna - SP (Figura 1),
sendo quatro coletas realizadas em 2022. As amostras liquidas foram efluentes coletados da subsuperficie de
um tanque de decantacdo do biodigestor e as amostras solidas obtidas do efluente decantado depois de ter
passado pelo sistema de desaguamento e ter sido deixado em leito de secagem coberto.

Coleta de amostras: Granja — Ibiina (SP)

y
Biodigestor —‘

-
| Tanque de decantacio —> Efluente decantado —>|  Leito de secagem I
I |

| Tanque de i | el T

Amostra liquida Amostra solida

‘ Laboratorio ‘

Figura 1: Fluxograma das coletas de amostras. Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Os ensaios experimentais (Figura 2) foram realizados em laboratérios com a determinagéo das variaveis pH e
solidos (totais, fixos e volateis); as analises microbioldgicas abrangeram coloragdo de Gram, teste da catalase,
o isolamento bacteriano primario das amostras em solugdo salina (incubadas a 37 °C por 24h) e, ap0s, o cultivo
em meios de cultura caldo azida (37 °C por 24h), agar de Infuséo de Cérebro e Coragdo (BHI) (37 °C por 24h)
e meio agar seletivo para Enterococcus (37 °C por 24h); o antibiograma foi feito com discos de amoxicilina,
de 2ug e 10pg, em meios de cultura com e sem os aditivos alimentares (Biotop® e Selacid®).

A partir do micro-organismo isolado em caldo BHI com solucéo tamp&o Tris-HCI pH 7,8, realizou-se o teste
de biologia molecular de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional com primers especificos para o
género Enterococcus; o produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com
GelRed® e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta. O controle positivo foi a cepa ATCC 29212.

Laboratorio
¢ | ¥
Caracterizacfio das amostras Isolamento primario
I
v \ v ¥ v R v |
Solidos pH CeN ‘ Gram H Catalase ‘|L Meio seletivo p/ cultivo e diferenciacio |
: ¥ v
Caracterizacdo molecular || Agar BHI Caldo BHI
[ v v
v]r ‘ Disco-difuséo ‘ ‘ CIM ‘
‘ Preparo das amostras ‘

Se houver
Enterococcus |
resistentes

| Ensaios seme
| com aditivos

Eletroforese em Andlise Verificar presenca de
gelde agarose estatistica genes de resisténcia

Figura 2: Fluxograma dos ensaios experimentais. Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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RESULTADOS OBTIDOS

Os principais resultados experimentais obtidos, que sdo: identificacdo de Enterococcus por analise
microbiolédgica; confirmacdo do micro-organismos através de ensaio de biologia molecular; e testes
microbioldgicos de disco-difusdo realizados com os aditivos alimentares (Biotop® e Selacid®), com discos de
amoxicilina (2 ug e 10 ug), a fim de verificar a resisténcia do micro-organismo.

Conforme a Figura 3, houve a identificacdo de Enterococcus nas amostras de estudo, com excecdo de uma
amostra solida (Figura 3 (b)). Para confirmar a presenca do micro-organismos de estudo, realizou-se o ensaio
de PCR, que apresentou os mesmos resultados dos testes microbiol6gicos.

Figura 3: Placas de Petri com meio Enterococcosel referentes as coletas de 1 a 4: (a)
amostra liquida da 12 coleta; (b) amostra sélida da 12 coleta; (c) amostra liquida da 22 coleta;
(d) amostra s6lida da 22 coleta; (e) amostra liquida da 32 coleta; (f) amostra so6lida da 3?
coleta; (g) amostra liquida da 42 coleta; (h) amostra s6lida da 42 coleta. Fonte:
Elaborado pela autora (2022)
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A Figura 4 mostra os produtos da PCR analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v).
Para Enterococcus, com disco de 2 pg de amoxicilina, ha o seguinte ponto de corte, conforme o didmetro do
halo, em milimetros (mm) (BrCAST, 2022):

e Sensivel > 10 mm;

e Intermediario = 8-9 mm;

e Resistente <8 mm

500 pb

112 pb
100 pb

Figura 4: Gel de agarose (1,5%) da reacdo de PCR: (1) po¢co com marcador de peso
molecular de 100 pb; (2) a (5) amostras liquidas da 12 a 42 coleta; (6) a (9) amostras
solidas da 12 a 42 coleta; (10) controle positivo; (11) controle negativo. Fonte:
Elaborado pela autora (2022)

Portanto, o ensaio de disco-difusdo ndo apresentou Enterococcus resistentes (Tabela 1), conforme verificado
pelos valores dos halos de inibicéo.
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Tabela 1: Halos de inibicdo (mm) das placas (sem e com aditivos) com meio dgar Mueller Hinton e
discos de amoxicilina de 2 e 10 pg. Fonte: Elaborado pela autora (2022)

DISCO-DIFUSAO
COM ADITIVOS
SEM
ADITIVOS Biotop® +
Biotop® Selacid® Selacid®
TIPO DE Disco | Disco | Disco | Disco | Disco| Disco |Disco| Disco
COLETA|AMOSTRA 2pg | 10pg | 2png | 10pg | 2png | 10pg | 2 g | 10 pg
1 - - - - - - - -
sélidas
3 20 22 21 23 29 33 21 22
HALO DE
4 INIBICAO 18 25 33 34 18 20 17 23
(mm)
1 17 22 18 24 20 23 17 24
liquidas
3 18 19 19 24 21 25 22 24
4 18 15 19 23 17 21 16 25
Controle
- positivo 21 24 21 24 23 25 28 29

ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos nos ensaios de disco-difusdo foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), sendo as
médias das medidas dos halos de inibicdo comparadas pelo teste de Tukey, ambos a 5% de significancia,
utilizando-se o software PAST (versdo 3.22).

A andlise de variancia apresentou o valor de p maior que o nivel de significancia de 0,05, logo, ndo indicou
diferengas entre os tratamentos. O teste de Tukey ndo apresentou diferencas significativas (p > 0,05).

CONCLUSOES

Estabelecer a metodologia foi um ponto critico, principalmente na etapa de preparo de amostra, antes da
reacdo de PCR. Foram testados trés protocolos de extracdo de DNA, além de adaptacBes e modificaces na
metodologia.

Embora aditivos alimentares sejam usados na criagdo de animais para consumo, encontrar dados na literatura
sobre experimentos e interacdo dos aditivos com antimicrobianos tem sido uma adversidade, principalmente se
a busca tiver o intuito de relacionar essas informages com Enterococcus e suinos.

Das oito amostras analisadas (quatro liquidas e quatro solidas), apenas uma (solida) apresentou resultado
negativo quanto a presenca de Enterococcus. A eletroforese em gel de agarose confirmou a presenca do micro-
organismo de estudo, da mesma forma que as analises realizadas em meio de cultura.

Nenhum ensaio do método disco-difusdo apresentou Enterococcus resistentes a amoxicilina, de acordo com o
didmetro dos halos de inibicéo.
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