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RESUMO

Doengas provocadas por microrganismos resistentes a antibidticos ja superam 700 mil
mortes por ano, esse numero podera subir para mais de dez milhdes de mortes ao ano até
2050, causa o aumento com os gastos em saude, ¢ pode levar mais de 24 milhdes de
pessoas a pobreza extrema até 2030. A resisténcia a antimicrobianos ¢ um problema de
saude publica que preocupa liderangas do mundo inteiro e cresce a niveis alarmantes, onde
as causas podem ser controladas pelo uso consciente e correto de antibidticos. Um dos
efeitos que mais preocupam as liderancas em satde sdo o uso de antimicrobianos na dieta
animal para promocdo de crescimento e prevencdo de doencas, esse dado ¢ ainda mais
preocupante pelo fato de que 80% desses medicamentos sdo excretados por ndo serem
metabolizados. O presente estudo verificou a prevaléncia de microrganismos resistentes a
antibioticos em dejetos de animais domésticos (aves, suinos e bovinos), no solo, nos
vegetais adubados e nas aguas adjacentes pelo método de cultivo microbiolégico usando
discos de difusdo para trés farmacos. Dos trés farmacos testados para resisténcia o mais
eficiente foi a Tetraciclina 30 ug, seguido pela estreptomicina 10 ug, sendo a penicilina 10
ug o farmaco menos indicado a ser usado, onde 61,11% das amostras analisadas
apresentaram resisténcia a esse antibidtico. A persisténcia de patdgenos resistentes nos
hortifrutigranjeiros de consumo in natura ap6s limpeza e pré assepsia usando alcool a 70%
e hipoclorito de sédio a 2,5%, foi comprovada em pelo menos um dos antibidticos

examinados em 100% das amostras testadas.

Palavras-chave: dejetos; resisténcia; antibidticos; saude; persisténcia.



ABSTRACT

Dieases caused by microorganisms resistant to antibiotics already surpass 700 thousand
deaths per year, this number could rise to more than ten million deaths per year by 2050,
causes the increase in health spending, and can lead more than 24 million people to
extreme poverty by 2030. Antimicrobial resistance is a public health problem that worries
leaders worldwide and grows at alarming levels, where the causes can be controlled by the
conscious and correct use of ntimicrobials. One of the effects that most concern health
leaders is the use of antimicrobial in the animal diet for growth promotion and diease
prevention, this fact is even more worrying because 80% of these drugs are excreted
because they are metabolized. The present study verified the prevalence of microorganisms
resistant to antibiotics in the waste of domestic animals (birds, swine and cattle), in the
soil, in the fertilized vegetables an in the adjacent waters by the microbiologicals culture
method using diffusion discs. Of the three drugs tested for resistance, the most efficient
was tetracycline at 30 ug, followed by streptomycin 10 ug, with penicillin 10 ug being the
least indicated drug to be used, where 61,11% of the analyzed samples showed resistance
to this antibiotic. The persistence of resistant pathogens in fresh fruit and vegetables after
cleaning and pre-asepsis using 70% alcohl and 2,5% sodium hypoclorite, was proven in at

least of the antibiotics examined in 100% of the tested samples

Keywords: waste; resistance; antibiotics; health; persistence.
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1 INTRODUCAO

Uma pesquisa da ONU (Organizacao das Nag¢des Unidas) revelou: infecgdes que
nao respondem aos medicamentos sdao responsaveis por mais de 700 mil obitos ao ano, e
at¢é 2050 esse numero pode subir a dez milhdes ao ano pela resisténcia a
antimicrobianos (ONU, 2019).

Um fator preocupante ¢ a introdugdo de antibidticos na criagdo animal. Esses
medicamentos sao utilizados para profilaxia, uso terapéutico no tratamento de infecgdes,
preven¢do de doengas e promocao de crescimento como praticas rotineiras a produgdo
agropecuaria ja a mais de 50 anos (LOAYZA, et. al., 2020), além de oferecer riscos a
saude publica o uso de antibidticos limita a exportagao a paises com restri¢ao ao uso de
antibidticos na criacdo de animais. O uso de antibidticos na producao animal estd
disseminando microrganismos resistentes ao meio ambiente com impactos assustadores
na saude humana.

A utilizagdo de medicamentos que promovem resisténcia, assim como o tratamento
dos residuos excretados pelos animais, sdo motivos de investigagdo constante,
principalmente pelo uso dos dejetos na melhoria da qualidade do solo para cultivo de
vegetais. A associacao do uso dos dejetos produzidos pelos animais a fertilidade do solo
obtém-se resultados positivos a produtividade vegetal, o que melhora
consideravelmente a contribui¢do econdomica do meio rural, proporcionando ainda
melhorias nas propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas de um solo. Essa pratica
precisa de estudos para propor melhorias no tratamento dos dejetos da producao animal
com objetivo de impedir a propagacdo dos microrganismos resistentes no ambiente.

A incorporagdo de dejetos para melhoria da fertilidade modificam as variaveis
biologicas presentes em suas propriedades, pois, pode conter em sua composicao
microrganismos potencialmente prejudiciais a saude humana (MELO, 2007), (WHO,
2015). E o solo a base que sustenta todos os organismos e estruturas, é nele que habitam
grande nimero de espécies microscopicas, agentes de cura e disseminagdo de doengas.
E o solo que armazena e define a qualidade das 4guas servidas aos animais e humanos,
liquido indispensavel a vida ¢ fonte de satide que pode conter patdogenos que promovem
a doenga e até¢ a morte (MELO, 2007), um solo saudavel promove a satide dos vegetais

€ animais.
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A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um dos maiores desafios da saude publica,
segundo os organizadores do Plano de acdo nacional de prevencdo e controle da
resisténcia aos antimicrobianos. De acordo com Brasil, (2018) embora a resisténcia seja
um fendmeno natural, ha maior pressdo seletiva e disseminagdo desses por fatores
como: mau uso dos antimicrobianos na saide humana, programas deficientes ou
inexistentes em controle de infec¢des, antimicrobianos de ma qualidade, capacidade
laboratorial fraca, vigilincia e monitoramento inadequados, fiscalizagdo e
regulamenta¢do do uso de antimicrobianos insuficiente.

A preocupagdo com o tema ¢ de relevancia global que além de ocorrer em todo
o mundo, estd comprometendo a capacidade de tratar doengas infecciosas, além de
prejudicar outros avangos em saude e medicina, enfatiza a Organizacdo mundial da
Satde (WHO, 2015), (DRAME, et. al. 2020). Medidas importantes para conter a
problemadtica estdo sendo adotadas, apds a normativa da Unido Européia que desde 2006
proibe uso de antimicrobianos, varios paises vem aderindo a essa alternativa para conter
os avancos da resisténcia, ja em 2017 os estados Unidos da América proibiu a utilizagdo
de antimicrobianos de importancia humana para produc¢dao animal, medida esta que
restringe a comercializacdo de carne com uso de antimicrobianos (ICC BRASIL, 2021),
o Brasil desde dezembro de 2018 publicou a portaria N° 171 que proibe o uso de alguns
antimicrobianos na producao animal (MAPA, 2018).

Diante do contexto apresentado, diante da pandemia que o mundo enfrenta no
momento, faz-se necessdria a investigacdo para identificar e quantificar os
microrganismos resistentes presentes nos solos e aguas residuais fertilizados com
dejetos de suinos, aves e bovinos, testando 3 farmacos, doses, temperatura e tempo de
exposicdo para identificar agentes e fatores de resisténcia a medicamentos
antimicrobianos no solo, agua e nos vegetais produzidos com os dejetos desses animais

no ambiente rural de producao agropecuaria.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a sensibilidade a antimicrobianos em microrganismos cultivaveis in vitro,
presentes em solo, dgua e vegetais, sob influéncia do despejo de dejetos animais

(suinos, aves e bovinos).

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o desempenho de trés farmacos no controle de microrganismos
cultivaveis in vitro oriundos de solo, agua, e vegetais, fertilizados com dejetos de
animais,

- Identificar nivel de contdgio microbioldgico a suscetibilidade de organismos
resistentes nos diferentes substratos (solo e 4gua nos diferentes dejetos).

- Identificar a persisténcia dos microrganismos resistentes em vegetais,

- Avaliar o risco bioldgico em aguas servidas. (presenga de microrganismos

resistentes).
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3 JUSTIFICATIVA

Em alguns paises aproximadamente 80% do uso de antimicrobiano de
importancia clinica estd sendo utilizado para promover o crescimento de animais
saudaveis, sabendo que aproximadamente 80% do medicamento consumido ndo ¢
metabolizado, sendo excretado por estes ao ambiente natural (BRASIL, 2017). Esse
nimero retrata o ambiente que temos de acordo com os residuos gerados. Nos ultimos
60 anos, antimicrobianos sao rotineiramente administrados aos animais em pequenas
propor¢des para melhorar a conversdo alimentar e assim o desempenho produtivo
animal (RABELLO et. al., 2020).

A humanidade vive em momentos atuais uma pandemia, ja teve em décadas
passadas muitos problemas de saude sem solugdo, onde era comum perder membros da
familia, em qualquer idade, por doencas que foram solucionadas com a descoberta dos
antimicrobianos.

O uso excessivo de agentes antimicrobianos, tratamento empirico inadequado
tem contribuido para o aumento de infecgdes por microrganismos multirresistentes,
tornando os tratamentos mais complexos, aumentando os custos em hospitalizacao e
tratamentos para esses pacientes (SILVA & ARAUJO, 2019). Sem medicamentos
eficazes ou com surtos de cepas resistentes, a saide nacional e mundial pode sofrer um
colapso, onde serdo prejudicados os seres humanos em primeiro grau. Muitas pesquisas
realizadas demonstram a preocupagdo com a questdo da resisténcia dos microrganismos
enfatizada pelos autores (GHOETEM, et. al., 2018), (KHALED, 2016), (MACHADO,
et. al., 2006), (NESME, et. al., 2014), pela organizacdo mundial da satide (OMS) e pela
organizacao nacional de saude (NOS), que tragcou em 2018 um plano de agdao nacional
de prevengdo e controle da resisténcia a antimicrobianos no ambito da saide Unica até
2022 (BRASIL, 2018), (WHO, 2015).

A satde ambiental reflete a saide dos seres humanos, um exemplo ¢
comprovado pelo estudo recente que demonstra resisténcia ao antisséptico clorexidina,
de uso topico em ambientes hospitalares (KHAN, 2019), o que justifica maior
preocupacao relacionada a infeccdo hospitalar e a responsabilidade de todos os setores
envolvidos na promog¢ao da satde humana e animal.

A resisténcia a antimicrobianos impactam a morbidade e mortalidade humana e
animal, além de aumentar os custos com tratamentos em saude, (ANVISA, 2020).

Nesse contexto torna-se imprescindivel investigar a presenga de microrganismos
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resistentes a firmacos, empregados na medicina curativa humana e veterinaria, oriundos

de dejetos da cadeia de producdo de proteina animal, e sua prevaléncia no solo ¢ na

agua.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Resisténcia a antibidticos: o problema mundial

O tratamento com antibioticos proporcionou ao mundo, aumento da expectativa
de vida, reduziu a mortalidade e morbidade, melhorou o conforto, a capacidade de cura,
a qualidade de saude das pessoas, salvando inimeras vidas. Todavia, essa tecnologia de
valor terapéutico imensuravel a humanidade encontra-se ameacada (BINGYUN e
WEBSTER, 2018), (WHO, 2015). Dentre os microrganismos patogénicos com efeitos
deletérios significativos a satide humana pode-se destacar: Enterococcus faecium,
Streptococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Streptococcus pneumoniae; Salmonella
spp., Shigella spp.; Neisseria gonorrhoea; Eschericia coli; Acinetobacter baumannii;
Pseudomonas aeruginosa; Enterobacter spp. (BINGYUN e WEBSTER, 2018).

O relatorio global publicado pela Organizacdo Mundial de Satde, (2014) alerta
que a resisténcia antimicrobiana (RAM) ja ¢ uma ameaca a prevenc¢do e ao tratamento
de infec¢des causadas por bactérias, parasitas, virus e fungos, e faz uma adverténcia
séria a medicina moderna onde problemas de infecgdes comuns e ferimentos leves na
atualidade podem matar. O relatorio conta com a parceria de paises aliados e enfatiza
que a RAM atingiu niveis alarmantes em muitas partes do mundo, onde muitas opgdes
de tratamento ja sdo ineficazes.

A introducdo de antibioticos melhorou drasticamente o destino de pacientes
infectados por Staphylococus aureus, doenca antes tratada com a amputagcdo de
membros infectados pela bactéria como forma de paralisar a disseminagdo e evitar a
morte por bacteremia. Foi a causa da amputacdo em 70% dos casos infecciosos da
primeira guerra mundial (BINGYUN e WEBSTER, 2018).

Muitos antibidticos sdo essenciais como tratamentos de ultimo recurso para
infec¢cdes multirresistentes em humanos (BRASIL, 2017), e a prevaléncia de agentes de
resisténcia a antimicrobianos no solo representam um alto risco a ecologia do solo ¢ a
saude publica (FANG, et. al., 2015).

Estudos realizados por Bingyun e Webster (2018) revelam que somente nos
EUA (Estados Unidos da América) as bactérias resistentes causam ao menos 2 milhdes
de infeccdes e 23 mil 6bitos, com impacto economico aproximado de 55 a 70 bilhdes de

dolares ao ano. Os autores enfatizam a ocorréncia de resisténcia de S. aureus a
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meticilina, usada para tratamentos clinicos em cirurgias ortopédicas, relacionada a
maior morbidade e mortalidade para esses procedimentos. Esses nimeros podem subir
em escala geométrica se ndo forem adotadas medidas como diminui¢do do uso de
antibioticos em animais sadios, uso inadequado de medicamentos pelos pacientes e
tratamentos interrompidos (BINGYUN e WEBSTER, 2018).

Para diminuir a resisténcia € necessdrio conhecer 0s microrganismos
responsaveis pelo tipo de infecgdo a ser tratada, utilizar o medicamento apropriado, na
dose certa no tempo adequado para eliminar o patogeno (MELO et. al., 2012). Muito
importante ainda que toda a populagdo do globo se conscientize sobre as consequéncias
da RAM (WHO, 2015).

A Organizagdo Mundial da Sauade, (2015) salienta que a resisténcia a
medicamentos antimicrobianos estd acontecendo em todas as partes do mundo,
envolvendo uma ampla gama de microrganismos que ameagam a saude humana e
animal. As consequéncias diretas incluem aumento da mortalidade, estadias
prolongadas em hospitais, perda de protecdo a pacientes submetidos a cirurgias,
aumento dos custos em tratamentos de saude.

A RAM afeta todas as areas da saude, impactando todos os setores da sociedade.
A Organizacao mundial de satde cita ainda as doengas comunitarias associadas a RAM,
como exemplo infecgdes no trato urinario e pneumonia em todas as regides da
Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2015), ainda focos de RAM para as doengas
maldria e HIV.

O uso descontrolado, sem receituario médico e veterinario coloca em risco a
“saude unica”, que visa agOes para atender a saiide humana e animal com a finalidade de
reduzir impactos ambientais unindo as varias areas de saude enfatiza a Organizagdo
Mundial da Satde (BRASIL, 2018).

Instituigdes e profissionais somam esfor¢cos para construcdo, implantagao,
execucdo e acao global do plano sobre resisténcia a antimicrobianos (WHO, 2015), com
objetivo de fortalecer o conhecimento, reduzindo a incidéncia de infecgdes pela
prevencdo. Ainda priorizam agdes de saneamento com a finalidade de diminuir o uso de
antibidticos na satide preventiva, oportunizando o uso destes aos humanos e animais
(BRASIL, 2018, WHO, 2015), visto que microrganismos adquirem mecanismos de
resisténcia pela exposi¢do medicamentosa (WERTH, 2020). Muitas praticas estdo sendo
adotadas em muitos paises para diminuir e, possivelmente banir o uso de antibidticos,

incrementando na dieta animal, alternativas como, probidticos, dcido organico, enzimas
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e dleos essenciais (SAO PAULO, 2019), essa ¢ uma demanda crescente e necessaria,
pois, muitos paises restringem importagdes relativas ao uso de antibidticos na
alimentagdo animal.

A grande preocupacao com um dos maiores problemas de satde, uma das causas da
resisténcia ¢ a indevida liberagao de medicamentos e substancias quimicas na natureza,
pesquisas revelam que ao serem consumidos, até 80% dos antibidticos sdo excretados,
junto com microrganismos resistentes, sem serem metabolizados (ONU BR, 2018),
(ALAALI & BIN THANI, 2020).

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) promove agdes
na semana nacional de conscientizagdo ¢ alerta que a resisténcia aos antimicrobianos,
agravada pelo uso incorreto e indiscriminado desses produtos, podera causar 10 milhdes
de mortes até 2050 com gastos na ordem de 100 trilhdes de dolares (MAPA, 2018), uma
acdo do Ministério para execucao do plano nacional de ag¢do e controle da resisténcia a
antimicrobianos ¢ salientar a obrigagdo dos produtores em manter a saude animal pela
higiene e prevengdo de infecgdes com medidas sanitdrias eficazes, a fim de evitar

medicagdo preventiva e corretiva ¢ uma das agdes do 6rgdo.

4.2 Antibiotico/ antimicrobiano

Desde a descoberta da penicilina os antimicrobianos contribuiram para a cura e
combate de doencas que até¢ entdo levavam milhares de pessoas a morte ou deixavam
graves sequelas.

Os antimicrobianos sdo utilizados nos estabelecimentos de satde, ambientes
domésticos e uso agropecuario, no entanto sdao os fairmacos que afetam ndo somente
quem os utiliza, mas todo o ambiente por interferir de forma significativa em alterar a
ecologia microbiana (ANVISA, 2001), (ANVISA, 2007).

Os antimicrobianos ou antibidticos sdo uma classe de medicamentos, substancias
capazes de destruir, inibir o crescimento de microrganismos ou suprimir a sua
multiplicagdo. Podem ser produzidos por bactérias, fungos, podem ser total ou
parcialmente sintéticos, o principal objetivo do uso de um antimicrobiano ¢ prevenir ou
tratar uma infec¢do, diminuindo ou eliminando os organismos patogénicos e, se

possivel, preservando os microrganismos da microbiota normal (MELO et. al., 2012).
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Alexander Fleming apos voltar da 1* guerra mundial dedicou-se a estudar a
bactéria Staphiloccocus aureus, responsavel por abscessos em ferimentos abertos por
projéteis, apds cultivar a bactéria percebeu que onde crescia um mofo ndo havia
crescimento da bactéria. No ano de 1928, a descoberta deu inicio a uma grande industria
que passou a se dedicar a producao do farmaco que teve o teste no primeiro paciente
apenas em 1940. Apds a introdugdo da penicilina e outros firmacos antibidticos a
humanidade teve a possibilidade de vida com qualidade para aos pacientes que sofriam
de tuberculose, pneumonia, meningite, sifilis, entre outras infecgoes (SCIELO, 2009),
iniciando a era pos antibidtica conhecida como a “bala certeira” no combate aos
microrganismos patogénicos, abrindo as portas para a medicina moderna com respostas
concretas a infec¢des de origem até entdo desconhecidas.

Os principais grupos de antibioticos, mais utilizados, sdo os Beta Lactdmicos, os
bacteriostaticos e os aminoglicosidios, pela grande cobertura de acdo, facilidade de
acesso, vias de administracdo e baixo custo (ANVISA, 2019), o que os torna também
sensiveis a resisténcia microbioldgica exemplificando nesses grupos a penicilina,

tetraciclina e estreptomicina respectivamente.

4.2.1 Penicilina - B-lactamicos

A grande maioria das penicilinas ¢ derivada do acido 6-aminopenicilanico, sdo
classificados como B-lactamicos que confere atividade bactericida. Sua descoberta foi
atribuida ao médico Alexander Fleming no ano de 1928, e permanecem uma excelente
classe de antimicrobianos divididas em 4 categorias que sdo: penicilinas naturais ou
benzilpenicilinas, aminopenicilinas, penicilinas resistentes as penicilinases, € penicilinas
de amplo espectro que foram desenvolvidas com objetivo de evitar a aquisicdo de
resisténcia as bactérias (ANVISA, 2019).

Segundo a Anvisa (2019) as penicilinas apresentam baixa toxicidade,
hipersensibilidade com frequéncia em 8% dos pacientes, sensibilidade que pode variar
de uma simples urticaria a um choque anafilatico. Sdo uma classe de medicamento
largamente utilizada na medicina humana, veterinaria e também como promotoras de

crescimento aos animais a mais de 50 anos (TORRES, et. al., 2015).
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4.2.2 Tetraciclina - bacteriostaticos

Sdo antimicrobianos do grupo bacteriostaticos na concentragdo terapéutica,
apresentam ampla agdo antimicrobiana que incluem bactérias gram-positivas, gram-
negativas, aerobias e anaerdbias, espiroquetas, requétsias, clamidias, micoplasmas e
alguns protozoarios. Seu mecanismo de ag¢do ¢ bloqueando a ligacdo do RNA
transportador, entrando na célula por difusdo, impedindo a sintese proteica. Esses
farmacos ainda atravessam a barreira transplacentaria e sao excretados no leite materno,
seus mecanismos de resisténcia sdo pela diminuicdo de acumulagdo de residuos da
droga na célula (ANVISA, 2019).

Medicamentos muito utilizados na medicina veterinaria e humana, t€ém amplo
espectro de acdo, baixa toxicidade, baixo custo, e podem ser, na maioria dos casos,
administradas por via oral, também utilizadas como promotoras de crescimento animal

(MAIA, et.al., 2010).

4.2.3 Estreptomicina - Aminoglicosideos:

Pertencente ao grupo dos aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina,
amicacina, netilmicina, paramomicina e espectinomicina), estreptomicina € o primeiro e
o principal aminoglicosidio utilizado na clinica humana. Foi obtido a partir da bactéria
Streptomyces griseus em 1944, sdo antibacterianos destinados no tratamento de doencas
como tuberculose e brucelose (FURP-STREPTOMICINA, 2015), os autores ainda
afirmam que os aminoglicosideos sdao amplamente utilizados para o combate de
septicemias, infeccdes do trato urinério, respiratdrio, intra-abdominais, oculares, de
articulagdes, endocardites, meningites em recém-nascidos e osteomielites.

Os aminoglicosideos ainda tém grande atividade contra bacilos e cocos gram-
negativos aerobios como: Klebsiella spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Haemophilus
spp., Acinetobacter spp. e cepas de Pseudomonas aeruginosa, ainda apresentam
atividade contra bactérias gram-positivas, entre elas: Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis e Nocardia asteroides,
ativas contra micobactérias.

A estreptomicina ¢ amplamente utilizada no tratamento parental e quando ha

resisténcia a outras drogas (ANVISA, 2019). Suas moléculas agem inibindo a sintese
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proteica ou produzindo proteinas defeituosas na célula. Esse antibiotico ¢ muito
eficiente no combate ao Mycobacterium tuberculosis ¢ M. bovis, exerce uma agao

potente contra organismos Gram-negativos que ndo sao influenciados pela penicilina.

4.3 Causas da resisténcia

As causas da resisténcia sdo muitas, os microrganismos estdo por todos
os lugares, variedades de alimentos e fontes ambientais estdo repletas de
microrganismos resistentes de uma ou mais drogas (RASHEED et. al., 2014). O ser
humano com suas necessidades contribui para aumentar o nimero de microrganismos
em determinados lugares, de acordo com as ac¢des antropicas provocadas haverd maior
ou menor proliferacdo de microrganismos, que de acordo com as condig¢des e exposi¢ao
submetida, exercera ou nao resisténcia a antimicrobianos (ALAALI e BIN TAHNER,
2020).

Como principais causas temos o uso de antimicrobianos na prevengao de
doengas em animais saudaveis, uso de medicamentos sem exames clinicos para verificar
o farmaco mais eficaz, utilizagdo inadequada de antimicrobianos, falta ou precariedade
de tratamento de rejeitos de animais, exposi¢do direta e indireta de seres humanos aos
microrganismos resistentes (WHO, 2018). Muitos estudos sao feitos, e muito precisa ser
confirmado, sobre a resisténcia antimicrobiana. O fato ¢ que os animais sdo veiculos e
pontos de disseminacdo de resisténcia, pela complexidade alimentar a que expde os
humanos (THANNER et. al., 2016).

Essa resisténcia ocorre quando os microrganismos mudam a resposta aos
antibioticos, os agentes resistentes tem maior poder de infec¢do, tornando mais dificil o
tratamento comparado as mesmas infec¢des por microrganismos nao resistentes (WHO,
2018), (AIRES e ASENSI, 2017). A organizacdo Mundial da Satde enfatiza ainda que a
resisténcia tem varias origens, que novos mecanismos de resisténcia surgem e
espalham-se rapidamente ameacando a capacidade da medicina em tratar doencas. A
comunidade cientifica entre esses médicos veterinarios de bovinos e suinos concordam
que a alimentag@o animal com promotores de crescimento e de forma preventiva ¢ uma

das causas da resisténcia a antibioticos (POZZA et. al., 2020).
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4.3.1 Microbiologia do solo e adguas residuais — A disseminagao de RAM

A microbiota de um solo sdo importantes degradadores de moléculas quimicas e
organicas, onde os microrganismos proliferam-se de acordo com as condigdes do
ambiente. Locais com deposicao de dejetos de animais tendem a concentrar, dentre
outras substancias, grande volume de nitrogénio, elemento altamente nutritivo, junto
com outros nutrientes contidos nos dejetos, que serve de substrato para proliferagcdo de
microrganismos (VIEIRA, 2017). Estes microrganismos também fazem parte da
microbiota do trato digestivo dos animais como as aves, suinos e bovinos que os
eliminam naturalmente com os dejetos produzidos diariamente, (MACEDO, et. al.,
2020), (NETO et. al., 2007).

Cada individuo apresenta uma microbiota “normal” unica que devido a interacao
de fatores genéticos, contato com o ambiente, genotipo, dieta e doenca, se desenvolvem
o tempo todo. Esses seres microscopicos podem causar muitas doengas em
determinadas circunstancias. A patogenicidade dos microrganismos ¢ definida pelas
limitacdes do meio, em condicdes alteradas. Estes podem se tornar patogénicos devido
as circunstancias do ambiente e niveis populacionais, (PANIZZON et al., 2015),
(WERTH, 2021). Os autores salientam que a liberagdo de quantidades crescentes de
antibidticos nas adguas e solos cria uma ameaga potencial a todos os organismos nesses
ambientes. A RAM pode se espalhar rapidamente através de bactérias ambientais para
bactérias patogénicas pela transferéncia genética horizontal (MUKHERIJEE, et al.,
2020), (MORALIS, et. al., 2016).

Cycon, et. al, (2019) relatam sobre a degradacdo comparada ao tempo de
exposicao e ao tipo de solo. Se maior a exposi¢do e maior a concentragdo de animais em
um determinado local, unindo ao consumo de medicamentos, maior serdo os residuos
para os microrganismos, enfatizando a importancia do tratamento adequado dos rejeitos
para inativar os microrganismos antes de sua liberagdo ao ambiente natural.

A contaminagdo das aguas pelo langamento de efluentes diminuiu nos ultimos
anos, porém rios e lagos encontram-se poluidos e em processo de poluicao por dejetos
industriais, domésticos e agropecudrios, essas dguas estdo sendo usadas na irrigagcdo de
culturas vegetais sem critério técnico ou tratamento prévio, em consequéncia sao
dispersos células, ovos e cistos de microrganismos patogénicos (protozoarios), que
podem ser consumidos com as frutas e hortalicas in natura durante as varias etapas de

manipulacdo, desde a obtengdo ao consumo desses alimentos, (EMBRAPA, 2014),
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(CORZO-ARIYAMA, et. al., 2018). Os pesquisadores salientam os trés fatores de risco
a transmissdo de doengas pela irrigacdo de produtos agricolas que sdo: Precariedade do
saneamento basico, falta de esclarecimento aos agricultores e falta de informagdo as
donas de casa, sobre os processos de sanitizacao e desinfeccdo das frutas e hortalicas.
(CHECCUCKCI et. al., 2020) salientam sobre o uso de esterco de animais na produgao
vegetal, onde consideram ser essa a principal fonte de disseminagdo de genes de
resisténcia a antibidticos, contaminantes de solo e dgua.

Dentre as doencgas veiculadas pela agua de irrigacao contaminada estdo colera,
esquistossomose, ancilostomiase, ascaridiase, amebiase, febre tifoide, gastroenterite,
giardiase, hepatite infecciosa A, poliomielite, Shigelose, Rotavirose , teniase. Essas sdo
todas doencgas preveniveis com higiene ambiental, onde ocorre a destinagdo correta do
lixo, tratamento do esgoto e da 4gua servida (EMBRAPA, 2014). A intimidade agua e
solo assim como a deposicao de rejeitos que modifiquem essa estrutura natural alertam
as autoridades de saude, pois colocam em adverténcia a eficacia dos antimicrobianos.
Os stafilococos coagulase negativa (SNC) sdo ainda mais perigosos, pois podem abrigar
enterotoxinas multiplas e genes de resisténcia ameagando a seguranca alimentar de
forma emergente em varias regides da Etiopia, conforme estudo realizado por (GIZAW,
et. al., 2020). Estudo recente ainda revela a prevaléncia de E. coli em alimentos
preparados com maior predominancia em vegetais crus seguidos e cozidos (LIMA et.

al., 2017).

4.3.2 A Producao animal e o uso de medicamentos

A producdo animal ¢ uma das atividades mais expressivas do agronegdcio. Para
assegurar a produtividade e a competitividade do setor sdao utilizados muitos
medicamentos antibioticos como profilaxia, finalidade terapéutica e promocao de
crescimento. Por esse motivo estudos e andlises do comportamento microbioldgico nos
animais, no ambiente € no ser humano sdao motivo de preocupagdo, sdo muitos
microrganismos com RAM (Resisténcia a Antimicrobianos), (REGITANO & LEAL,
2010), (EMBRAPA, 2017).

Os antimicrobianos sdo utilizados a muitos anos na criagdo animal para melhoria
do desempenho zootécnico e como profilaxia (NOSCHAG, et. al.,, 2017). Estudo

realizado no estado do Parand demonstrou o uso das tetraciclinas e olaquindox como

promotores de crescimento e, as tetraciclinas como terap€uticas, penicilinas e sulfonamidas
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proibidas pelo Ministério da Agricultura na producéo de frango de corte (SAUDE PR., 2005), o
relatorio cita ainda que esses antibidticos estimulam a conversdo alimentar e o ganho de peso
animal.

As suspeitas e estudos evidenciam que residuos em carcaga de animais e nos
rejeitos disseminam os RAM aos seres humanos ameagando o tratamento eficiente com

uso de antibioticos mais acessiveis a populacao em geral (CYCON, et. al., 2019).

4.3.3 A avicultura, bovinocultura e suinocultura — o segredo do Sucesso.

A atividade agropecudria ¢ altamente significativa para a alimentagdo humana e
para a economia do pais, a avicultura ¢ uma atividade globalizada no Brasil sendo 30%
da produtividade exportada e 70% de seus produtos para o consumo interno
(EMBRAPA, 2018), representa alta concentragdo de animais em pequenos espagos, ¢
alta deposicao de dejetos em pequenas areas.

Sao mais de 13 milhdes de toneladas de carne de frango produzidas, atingindo o
consumo médio per capita de 42 kg em 2017. O Parand foi o estado que mais abateu
aves seguido por Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo o Brasil o segundo maior
produtor mundial de proteina de frango e o maior exportador desse produto (ABPA,
2018).

A produgdo de aves no Brasil representa mais de 15% da produ¢do mundial,
enquanto producdo total de carne representa mais de 48% da produgdo no mundo
ressalta a revista (AVINEWS, 2020).

Ser um pais lider na producdo de carne a nivel mundial traz muitas
preocupacdes, como poucos dados de vigilancia epidemioldgica disponiveis sobre a
resisténcia a antibidticos, em especial o Sul do pais, por concentrar grande volume de
producao de carne, ovos (aves e suinos confinados) (ALVIM, 2019) e leite.

A producdo de aves e suinos confinados envolve uma receita de tratos aos
animais para que estes tenham a méaxima conversdo alimentar em periodos de tempo
determinados, para atender a demanda de consumo; sanidade animal a fim de evitar
mortalidade e disseminagao de doengas que venham a prejudicar o desenvolvimento do
lote.

Em meados da década de 1950 teve inicio a utilizacdo de antimicrobianos como
aditivo alimentar incrementando na dieta de animais com objetivo da melhoria do

desempenho zootécnico que ocorre pela agdo desses antibidticos sobre a microbiota do
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trato digestorio, que diminui a competicdo por nutrientes e reduz a producdao de
metabolitos que deprimem o crescimento do animal. Nos monogastricos (suinos e aves)
mantém o nimero de bactérias benéficas adequadas ao melhor desempenho na producao
de carne (GONZALES et. al., 2012), (SANTOS et. al., 2019).

A atividade avicola na producdo de carne de corte requer uma produtividade
média de 45 dias para a recria dos pintainhos no sistema de integracdo, onde os
produtores recebem as aves, o alimento e todo o tratamento intermediado pela industria
que terceiriza o cuidado e paga por ele. No alimento, além de energia, proteina e fibra
vegetal, sdo incluidos ingredientes como: antioxidantes, aromatizantes, anticoccidianos,
emulsificadores, corantes, conservantes, vitaminas, nucleotideos, minerais e promotores
de crescimento (antimicrobianos). Esses promotores de crescimento provocam o efeito
metabolico direto no metabolismo do animal melhorando o desempenho de producao de
carne. Esses constituintes da alimentacao avicola sao estendidos a alimentagao suinicola
com balanceamento adequado ao porte do animal e tempo de crescimento (EMBRAPA,
2019), (GONZALES et. al, 2012).

Na bovinocultura de corte foi desenvolvido em 2005 o programa de boas
praticas agropecudrias em bovino de corte. Vdrias praticas de manejo, gestdo e
promog¢do da qualidade geral da propriedade produtora, define e proibe o uso de
hormonios e promotores de crescimento de efeito anabdlico, ou que ndo sejam
regulamentados pelo 6rgdo competente, salientando que alguns paises importadores nao
aceitam carne com uso de promotores de crescimento (EMBRAPA, 2007).

No primeiro trimestre de 2018 o Brasil passou a ocupar o primeiro lugar em
exportagdo seguido da India e Australia, sendo responsavel por 19,9% das exportagdes
mundiais, sendo Hong Kong o maior importador da carne bovina in natura brasileira
em 2018 (DEPEC-BRADESCO, 2019) (IBGE, 2018). A maioria da producao de carne
e leite bovina acontece em regime semi confinado, ou seja, parte do tempo o gado se
alimenta de pastagens tendo suplementagdo alimentar diaria com racao concentrada para
melhoria da conversdo alimentar em carne e leite (COSTA et. al., 2013). A produgdo
leiteira ultrapassou os 35,1 bilhoes de litros em 2017 (EMBRAPA, 2019).

Mas o controle da sanidade animal dos rebanhos leiteiros requer muitos cuidados
e praticas constantes de higiene e uso de medicamentos; em estudo realizado em
rebanho de 34.000 animais de 306 fazendas em uma area de 12.000 km* (MESQUITA

et. al., 2019), detectaram resisténcia a antimicrobianos em S. aureus e S. agalactiae aos
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medicamentos mais utilizados ao tratamento de mastites com alta prevaléncia em mais
de 47% dos animais testados.

Criadores de gado para abate usam antibidticos na alimentagdo, muitos sem
conhecimento sobre a real ameaga que € a resisténcia microbiologica. Estudo feito em
comunidade africana, na Africa do Sul, investigou o conhecimento de 70 produtores
rurais referente ao uso e implicagdes do uso de antibidticos, onde foram feitos testes de
sensibilidade a antimicrobianos retirando amostras de animais aparentemente saudaveis
com swabs retais. Os produtores confessaram ouvir falar sobre resisténcia
microbioldgica, mas nao entendiam do que se tratava exatamente, os pesquisadores
(MUPFUNYA et. al. 2020) obtiveram isolados de E. coli, E. faecium resistentes a
colistina, clortetraciclina, amoxicilina e enrofloxacina. Essa pesquisa ¢ uma amostra da
realidade mundial, muitos farmacos com RAM e muitos produtores rurais com pouco

conhecimento sobre o assunto.

4.3.4 Substratos, farmacos e patégenos da producao animal com ac¢do na produtividade

vegetal.

A pratica de uso de fertilizantes orgéanicos de origem animal tem sido cada vez maior
1sso devido a crescentes instalacdes de unidades produtoras de animais confinados no
pais, como os bovinos, suinos e aves (EMBRAPA, 2011). A empresa brasileira discorre
ainda sobre a diversidade de microrganismos patogénicos contidos nos rejeitos dos
suinos e sobre a importancia do tratamento para a eliminacao ou inativacao desses seres
microscOpicos patogénicos, com a vantagem de entregar ao ambiente um rejeito com
controle sanitario que ndo oferega riscos a saiide humana e ambiental. Os dejetos
animais oriundos de bovinos e aves geralmente passam pelo processo de compostagem
e depois sao distribuidos ao solo de acordo com a necessidade de adubagdo requerida. A
foto 01 evidenciando despejo eventual de residuos da lagoa de rejeitos suinicolas.

As concentragdes dos residuos de antibioticos nos dejetos apresentam variacdes
decorrentes do tipo de antibidtico, da duracdo do tratamento, do metabolismo do
farmaco nos animais e tempo da amostragem do residuo (CYCON et. al., 2019). Na foto
02 duas lagoas de fermentacao de rejeitos de suinos. O fato ¢ que o material fecal
oriundo de animais e humanos conterdo microrganismos em abundancia, e entre estes

havera muitos resistentes. Isso devido a fatores variados como a exposicao entérica e a
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antibioticos usados na medicina humana e em animais (ROMAIN et. al., 2013). Os
autores salientam ainda que as concentragdes microbiologicas com genes de resisténcia
a antibiodticos nos residuos de dejetos podem ter uma grande mobilidade ao solo com
transferéncia de patdgenos aos vegetais, reincidindo o contigio pela ingestdo de
hortifrutigranjeiros fertilizados com adubacdo oriunda de dejetos ndo tratados,
potencializando a dissemina¢do de microrganismos indesejaveis pelo consumo desses
vegetais in natura. Essa situacdo ¢ real e preocupante, que requer um tratamento
diferenciado aos produtos de consumo in natura visto que o consumo desses alimentos
podem ser uma rota de exposicdo direta aos microrganismos presentes no solo de

cultivo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obten¢ao das amostras

5.1.1 — Amostras de solo

Para coleta das amostras de solo foi utilizado amostrador tipo sonda (foto 03)
para amostragem de 1-40 cm, sendo realizadas coletas de 0-20 cm de profundidade. As
subamostras de cada tratamento foram homogeneizadas visando a representatividade
amostral do local de coleta seguindo orientagdes constantes no manual para coleta de

amostras de solo (EMBRAPA, 2019).

Foto 01 — Area de despejo de dejetos suinos.
N '

Fonte: a aur

Foto 02 - Residuos de suinos esterqueira

onte: a auoa (20). -
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Para compor cada amostra de solo foram coletadas 10 amostras por tratamento.
Estas subamostras foram misturadas e representam um tratamento (Foto 05). Os
tratamentos sdo descritos na tabela 01. Sendo que T1 o tratamento controle composto
por solo livre de transito de animais a mais de 10 anos, onde hé plantagdo de eucalipto e
arvores espontaneas que formaram o bosque. T2 solo composto de pastagens perenes
fertilizado com dejetos de suinos. T3 dejetos de bovinos em decomposicdo
imediatamente ao lado do galpao de confinamento. T4 solo imediatamente ap6s despejo
eventual da esterqueira com cultivo de capineira perene. TS Solo da horta doméstica
adubada com rejeitos fermentados de bovinos (local de cultivo das hortaligas
analisadas). T6 dejetos de bovino decomposto pronto para uso na agricultura ao lado do
galpao de ordenha. O lodo da esterqueira, T7 (solo 7) foi coletado das duas lagoas e
homogeneizados. As amostras de dejetos de aves foram cedidas por outra propriedade
rural em regime de integracdo de aves de corte, sendo amostra solo 8 (T8) coletada da
superficie da cama de aves, solo 09 (T9) fundo da cama do aviario e solo 10 (T10)

cama de aviario exposta ao solo (foto 04).
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Tabela 01- descrigdo dos tratamentos.

Localizaciao/ descricio da amostra

T1 Controle, solo livre do transito de animais a mais de 10 anos.
T2 Solo com pastagens perenes adubadas com dejetos de suinos.
T3 Dejetos de bovinos em decomposicao.

T4 Solo que recebe despejo de dejetos suinos da esterqueira

T5 Horta doméstica adubada com dejetos de bovinos decomposto.
T6 Dejetos de bovinos decomposto pronto para uso.

T7 Lodo das lagoas de fermentacdo de dejetos suinos.

T8 Amostra da superficie da cama de aviario.

T9 Amostra do fundo da cama de aves e solo.

T10 Amostra de cama de aves exposta ao solo.

Fonte: A autora (2021).

5.1.2 Amostras de agua

As amostras de agua foram coletadas obedecendo regras e orientagdes proposto
no manual de orientacdes para coleta de amostras de agua (SUS-LACEN, 2019) em
trés pontos de coleta para as amostras de 4gua do acude e dgua do corrego. Para a dgua
da fonte foi feita a coleta em um ponto (na fonte de 4gua). Amostra 01 (A01) agua da
fonte diretamente na fonte (uma coleta em na saida da fonte protegida), Amostra 02

(A02) agua do agude em trés pontos (lugares diferentes) no agude e, Amostra 03 (A03)
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agua do corrego (em trés pontos diferentes) no pequeno corrego que nasce na

propriedade, identificado na foto 05).

Tabela 02- Descrigdo das amostras de agua.

A0l Agua diretamente da fonte.
A02 Agua do acude.
A03 Agua do corrego.

Fonte: A autora (2021).

5.1.3 Amostras de vegetais

Para compor as amostras de vegetais foram colhidos 5 unidades de cada
variedade (alface, beterraba e almeirdo) no ponto de consumo cultivadas na horta
adubada com dejetos de bovinos.

Apds a coleta, cada amostra foi devidamente identificada, acondicionada em
caixa térmica contendo gelo artificial, transportadas até o laboratorio da UTFPR.

Foto 05 - Foto aérea do local de coleta das amostras - Propriedade rural de Guaruja do Sul, Extremo
Oeste de SC.

Fonte: Google Earth (2020).

5.2 Cultivo microbiologico

5.2.1 Preparo do material a ser utilizado em bancada

Foram separados tubos de ensaio, tampas (tubos de ensaio), placas de Petri, algas

de drigalski, alcas de agulha, pipetas de 1000ul e 20pl.
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5.2.2 Preparo dos meios de cultura

Para diluigcdo de todas as amostras foi preparado o meio caldo nutriente com 8
gramas de meio nutritivo para 1000 ml de dgua destilada, o pH foi ajustado para 6,8.
Apos esterilizacao o caldo nutriente foi acondicionado em tubos de ensaio, sendo 9 ml
de meio para cada tubo.

Para semeadura em placas foi preparado meio de cultivo caldo nutriente com 8
gramas de meio nutritivo, 12 gramas de agar puro para cada 1000 ml de 4gua destilada,
ajustado o pH para 6,8. O meio preparado foi acondicionado em autoclave para
esterilizagdo a 121°C durante 20 minutos. Em seguida o meio de cultura com éagar foi
vertido em porgdes de 20 ml por placas de Petri. Todos os materiais utilizados foram

esterilizados em autoclave em temperatura de 121 °C durante 30 minutos.

5.2.3 Inoculagao das amostras de solo/lodo

Cada amostra foi devidamente mensurada, onde 1g da amostra foi diluida em 9
ml de solu¢do de meio nutritivo, em tubo de ensaio esterilizado e sem agar. Essa
solugdo foi agitada durante 1 min. sendo essa amostra a primeira diluicdo. Em seguida
foi retirado dessa diluicdo 1 ml, esse foi acondicionado ao segundo tubo de cultivo, essa
amostra compde a segunda dilui¢do, foi agitada durante 1 min. Cada procedimento teve
trés repeticoes totalizando 6 amostras de cada tratamento para cultura em tubos
multiplos, sendo que foram feitas 2 concentragdes 10, 107, resultando 60 amostras em

3x2 (6 amostras em 2 concentragdes em 10 tratamentos de solo).

5.2.4 Inoculagdo das amostras de 4gua

De cada amostra de agua foi inoculado 1 ml, esse foi acondicionado em um tubo
de ensaio compondo a amostra na concentragio 107, e apds homogeneizagio foi
retirado 1 ml dessa amostra, acondicionado em outro tubo de ensaio com caldo nutriente
compondo a concentragdo 107, em triplicata para todas as amostras de 4gua resultando

em 18 amostras de agua.
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5.2.5 Preparo e inoculagao das amostras de vegetais

As amostras de vegetais foram lavadas em dgua corrente, em seguida foram
mergulhadas em solucdo contendo hipoclorito de sodio a 0,5% durante 5 minutos (foto
06). Apos a limpeza e a sanitizagdo foram coletadas partes de cada planta para compor
1g de amostra, nessa foi feita pré-assepsia: mergulhada em solugdo contendo hipoclorito
a 2% durante 1 min. Apo6s foram realizadas trés lavagens com agua destilada, em
seguida as amostras foram mergulhadas em alcool a 70% durante 30 segundos. Apds
essa pré-assepsia as amostras foram inoculadas em tubo de ensaio na propor¢do de 1 g
para 9 ml de solugio compondo a amostra na concentragdo 107, agitadas para
homogeneizagdo durante 1 minuto, em seguida foi retirado 1 ml dessa amostra e

inoculado outro tubo de ensaio com caldo nutritivo, compondo a amostra com a

concentragdo 107 em trés repeti¢des.

Fonte: a autora, (2019).
5.3 Incubacio das amostras

Ap6s identificacdo e armazenagem em prateleiras para tubos, as amostras foram
incubadas em estufa controlada durante 23 horas a temperatura de 32°C, apds esse
procedimento, de todas as 18 amostras de vegetais foram retiradas com micropipeta
uma amostra de 100 microlitros que foram acondicionados em placas de Petry com
auxilio de alca de drigalski. As amostras foram devidamente fechadas com papel filme,
identificadas e incubadas em estufa com temperatura controlada a 33°C durante 23

horas.
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5.3.1 Selecao dos microrganismos

Foi feita a selecdo dos microrganismos pelo teste de sensibilidade (pela
resisténcia aos antibioticos testados) pelo método padronizado proposto e revisado do
NCCLS, método de disco difusdo com padrdes de interpretagao (NCCLS, 2003), onde
foram selecionados os microrganismos resistentes aos antibidticos testados, apos a
selecdo os microrganismos serdo identificados pela coloracdo Gram como negativos e
positivos, em seguida sera feita a extracdo de DNA para identificacio dos
microrganismos resistentes aos antibioticos testados.

Apo6s diluicao das amostras foi feita a inoculagdo em placas de Petri sendo
semeada 1ml de cada amostra por placa, com auxilio da al¢a de drigalski foi feita a
semeadura de cada amostra onde foram acomodados os trés discos de difusao por placa
contendo os antibidticos penicilina 10ug , tetraciclina 30ug, estreptomicina 10ug, para a
selecdo dos microrganismos. Todas as placas foram acondicionadas em estufa com
temperatura constante a 33°C durante 20 horas (ACUMEDIA, 2010).

Os microrganismos foram selecionados apds crescimento microbioldgico nas
placas de Petri, onde por observacao verificou-se a auséncia e presenca de
microrganismos resistentes em area adjacente ao disco de difusdo com antibidtico (Foto
07).

Destas placas devidamente identificadas foram selecionadas amostragens com
aspectos diferenciados de cada tratamento (das placas com aspectos “parecidos” foi
selecionada apenas uma) para fazer a coloragdo de Gram e extracdo de DNA.

Para extracdo de DNA primeiramente foram (agrupadas semelhancas dos cultivos
e destes selecionada uma amostra) inoculadas amostras de cada tratamento com
crescimento de microrganismos resistentes em 200 ml meio nutritivo estéril em
erlenmeyer devidamente fechado, as amostras foram novamente incubadas em

incubadora sob agitacao constante durante 18 horas.
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Foto 07 — ncia de microrganismos resistentes.

Auséncia de

microrganismos

S

Fonte: a autora, (2019).
5.4 Coloracao de gram

A técnica de coloragdo de Gram desenvolvida em 1884 pelo dinamarqués Hans
Christian Joachim Gram permite identificar pela coloragdo bactérias com diferentes
estruturas em sua parede celular, pela coloragdo que estas adquirem apds tratamento
com agentes quimicos especificos (FIOCRUZ, 2018). E o primeiro passo para
caracterizar uma amostra microbioldgica. As bactérias Gram positivas sdo capazes de
reter o corante cristal violeta no citoplasma durante o tratamento com etanol-acetona, ja
0s microrganismos gram-negativos nao o fazem.

Esse processo permite separar as bactérias com paredes mais espessas ou menos
espessas de peptideoglicano. Em alguns casos somente a coloragao de Gram direciona o
clinico a proceder a interacdo medicamentosa como primeira alternativa ao tratamento
para o controle microbiologico, pois trata-se de uma andlise rapida, simples e

econdmica, (FIOCRUZ, 2018).

5 .5 Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA dos microrganismos foi coletado 100 ml de cada amostra
selecionada para coloragdo de Gram e extragdo do DNA. Apos obter os resultados da
coloragao de Gram foi feita a extracdo do DNA dos microrganismos. Para extra¢dao do
DNA procedeu-se a metodologia proposta pelo protocolo Wizard Genomic DNA
Purification Kit, (PROMEGA, 2020), onde sdo realizadas trés etapas distintas (lise
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celular, limpeza e precipitacao) para Gram positivas e Gram negativas, as quais podem

ser observadas de forma resumida na figura O1.

Figura 01 — Método Extragdo do DNA kit (PROMEGA, 2020).

Extracdo DNA (esquema)
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Fonte: A autora (2021).

Foto 08: Resfriamento das amostras a temperatura ambiente

Fonte: a autora, (2019.
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Foto 09: DNA precipitado na base do tubo

A foto 10 mostra a reidratagcao do DNA.

Foto 10- Reidratagdo DNA

Fonte: a autora, (2019).

De todas as amostras selecionadas foram feitas a extragdo do DNA e
armazenado para posterior verificagdo dos microrganismos presentes nas amostras

analisadas.
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6 ANALISE ESTATISTICA

6.1 A analise

A andlise baseou-se no manual antibiograma para determinagao de sensibilidade
ao antibidtico testado EUCAST (2019) como sensivel (S), Sensivel aumentando a
exposicao (I) e resistente (R). Onde o ponto de corte varia de acordo com o antibidtico
testado; sendo indicado para a penicilina o ponto de corte em 14 mm, j4 para a
Estreptomicina o ponto de corte fica para 18 mm e para tetraciclina ¢ indicado o ponto
de corte quando o didmetro do halo atingir 18 mm de acordo com as orientagdes
propostas no manual Eucast (EUCAST, 2019).

A defini¢do S, R ou I foi interpretada de acordo com a dimensao do halo o qual
tinha o ponto de corte de acordo com o antibidtico e dose testada onde, um
microrganismo ¢ considerado sensivel (S) quando ha chance de sucesso terapéutico com
a dosagem padrio indicada e testada. O microrganismo considerado sensivel
aumentando a exposi¢do ou intermediario (I) quando hé chance de sucesso terapéutico
com aumento da exposi¢cdo e ajuste da dosagem e concentracdo no local da infec¢do.
Considera-se agente resistente (R) quando hé alta probabilidade de falha no tratamento

mesmo com aumento da exposi¢dao. (EUCAST, 2019).

6.1.2 Anélises dos solos e dejetos

Para a andlise dos resultados encontrados utilizou-se a técnica de medi¢ao dos
halos, sendo realizadas anélises qualitativas dessas amostras.

Na medi¢do dos halos utilizou-se da ferramenta AntibiogramlJ, um software livre
de codigo aberto e gratuito, usado para medir, determinar de forma semi automaticas as
zonas de inibicdo de imagens dos discos de difusdo em testes de sensibilidade aos
antimicrobianos com esquema resumido de comandos demonstrados na figura 02.
Dentre muitas facilidades como leituras de qualquer dispositivo fotografico o software
inclui ainda deteccdo de erros e recursos para corrigir manualmente as medidas
inconsistentes detectadas. O AntibiogramlJ ¢ uma ferramenta de software completa para
analise de antibiograma sem custo e necessidades de investimentos de aparelhagens em

laboratério, (ALONSO, et. al., 2017), para categorizar se um microrganismo ¢ resistente
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(R), com chance de sucesso se aumentada a dose no local de exposi¢ao (I), e suscetivel

(S) ou seja com chance de éxito no tratamento para o organismo testado segundo

padroes (EUCAST, 2019).

Figura 02: Resumo de comandos para execucdo do software.

Antibiogram.J

(Comanido para Sbenclo
o 2 o mod dkeons
Ajustes dos s oos
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N | 0

A muabinkins 5 pstie e conine e
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Rissmu dur noailial: s impmssdas

Fonte: a autora (2021).

A andlise estatistica utilizou se dos dados estatisticos pela posicdo, dispersao,

simetria, cauda e outliers, valores adjacentes, (extremidades (bigodes)) demonstrados

em boxplot. O boxplot de Tukey proposto em 1977 é uma ferramenta grafica para

visualizar a distribuicdo de um conjunto de dadose apontar possiveis outliers

(WILCOX, 2017).

6.1.3 Agua e hortalicas

Para as amostras de agua e hortalicas foi feita apenas identificacdo visual,

considerando auséncia e presenga de colonias de microrganismos nos halos de inibi¢ao

dos antibioticos testados, sendo classificadas como sensiveis e resistentes aos

antibioticos testados.



7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 Amostras de solo
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Serdo apresentados graficos de cada tratamento de solo, sendo que desses

tratamentos foram selecionadas placas com aspectos parecidos dentre estas 20 placas

com amostras de solos tiveram os halos mensurados pelo método EUCAST, onde os

resultados sdo apresentados em graficos boxplot. Sendo que:

Grafico 01- T 1 — Solo sem transito de animais a dez anos.

Medidas Halos solo 1

40

30 ®

20

10 I
0

Solo 1

Tabela 03- Resultados amostra solo 01 (T1).

-

Antimicrobial Code Categary Diameter {mm)
Terraciclina-30 Tetraciclina 30 Resistant 13.0
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Resistant 9.5
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 8.5
Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 30.0
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 12.5

lPenicEEinaflo Penicilina 10 Resistant 9.0

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Microcolony

cooses

Interpretation

Standard

EUCAST (v. 9.0)
EUCAST (v. 9.0)
EUCAST (v. 9.0)
EUCAST (v. 9.0}
EUCAST (v. 9.0}
EUCAST (v. 9.0}

O grafico 01 e a tabela 03 mostram a mediana proxima de 13 mm, o menor valor

em 8,5mm e o valor discrepante 30 mm, onde demonstrou todos os halos analisados

dentre eles o disco do antibiotico tetraciclina 30 ug ¢ considerado um antibidtico com

chance de sucesso no controle ao microrganismo ((sensivel) S)) presente no cultivo

nesta dosagem onde o halo apresentou eficiéncia de 30mm (valor discrepante). Ja o

antibiotico penicilina 10 ug tem chance de sucesso se aumentada sua exposiciao e

concentragdo no local da infec¢do (I), apresentando necessidade de aumento da

dosagem em 12,5mm de halo. As demais amostras apresentaram resisténcia (R) aos

farmacos nas doses apresentadas para esse microrganismo encontrado segundo as

normas do manual (EUCAST, 2019), sendo motivo de escolha clinica para nao usar

esses medicamentos que oferecem resisténcia.
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Grafico 02 - T2 Solo adubado com dejeto suino.

Medidas Halos solo 2

——
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Tabela 04- Resultados amostra solo 02 (T2)
Antimicrobial Code Category Diameter {mm) Microcolony Interpretation Standard
Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 21.5 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 13.0 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 10.5 EUCAST (v. 9.0)
Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Resistant 8.0 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Resistant 7.0 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 7.0 EUCAST (v. 9.0)

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

O grafico 02 e a tabela 04 indicam que esse tratamento apresenta a mediana
proxima a 13 mm, onde o microrganismo apresentou sensibilidade a tetraciclina com o
halo no didmetro de 21,5mm sendo considerado um antibiético com chances de sucesso
para esse microrganismo presente segundo o padrdo de interpretagdo (EUCAST, 2019).
Para a estreptomicina o halo apresenta 13mm, considerado com chance de sucesso se
aumentar a sua exposicdo no local de infeccdo, essa amostra ndo obteve valor
discrepante significativo. Mais de 80% das amostras estdo no primeiro quartil, as quais
sdo consideradas resistentes apresentando medidas de 7 a 10 mm de halo, os
antibidticos com essas medidas de halos s3o considerados excluidos do tratamento

clinico para essa amostra.

Grafico 03- T3 Dejetos bovinos em decomposi¢ido
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Tabela 05- Resultados amostra solo 03 (T3)

Antimicrabial Caode Category Diameter (mm) Microcolony Interpretation Standard

Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Intermmediate 17.0 EUCAST (v.
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Resistant 9.0 EUCAST (v.
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 8.1 EUCAST (v.
Terraciclina-30 Terraciclina 30 Susceptible 25.5 EUCAST (v.
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 12.5 EUCAST (v.
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 6.5 EUCAST (v.

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Para esse tratamento a mediana esta proxima a 13 mm, o valor discrepante desse
tratamento ficou em 25,5 mm, o menor valor que apresenta a maior resisténcia ficou em

6,5 mm de halo de inibigdo, os resultados sdo apresentados na tabela 05 e no grafico 03.

9.0)
9.09
9.0)
9.0}
9.0}
9.0)
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Onde a estreptomicina com sensibilidade (S) em halo de 12,5mm, a tetraciclina com
halo de 25,5 mm, apresentam chance de sucesso para tratamento eficaz contra o
microrganismo testado, ja a tetraciclina na amostra mais concentrada 10-' apresenta
chance de sucesso no tratamento para esse microrganismo se aumentada a dose no local
de exposi¢ao, onde apresentou sensibilidade no halo de 17mm, as demais amostras
apresentaram resisténcia com halos de 6,5 a 12,5mm para os microrganismos presentes

nesse cultivo, (EUCAST, 2019).

Grafico 04 - T4 Solo adubado com dejetos suinos proximo a esterqueira.
"
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Tabela 06- Resultados amostra solo 04 (T4)

Antimicrobial Code Category Diameter (mm) Microcolony Interpretation Standard

Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Intermmediate 18.0 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 13.0 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina- 10 Penicilina 10 Resistant 8.0 EUCAST (v. 9.0)
Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 255 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Resistant 7.5 EUCAST (v. 9.0
Penicilina- 10 Penicilina 10 Resistant 7.0 EUCAST (v. 9.0)

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Nos resultados demonstrados no grafico 04 e tabela 06 para esse tratamento foi
mensurado a sensibilidade (S) para tetraciclina que apresentou um halo de 25,5mm
demonstrando que ha chance de sucesso no tratamento com esse antibidtico para esse
microrganismo presente. J4 em outra concentracdo ao agente microbiologico a
tetraciclina apresentou halo de 18mm e estreptomicina halo de 13mm, de acordo com o
manual de antibiograma ambos apresentam chance de sucesso no tratamento para os
microrganismos testados ao aumentar a exposi¢do ao agente no local de infecgdo. As
demais amostras apesentam resisténcia aos microrganismos testados e ndo devem ser
indicados pela grande possibilidade de falha no tratamento terapéutico, (EUCAST,
2019).
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Gréfico 05 - T5 Horta doméstica adubada com esterco bovino

Medidas dos halos |Solo 5

30
10

Solo 5

Tabela 07- Resultados amostra solo 05 (T5)

Antimicrobial Code Category Diameter (mm) Microcolony Interpretation Standard

Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 29.0 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 13.0 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina- 10 Penicilina 10 Resistant 6.0 EUCAST (v. 9.0)
Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 20.5 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina - 10 Estreptomicina 10 Intermmediate 12.5 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 6.5 EUCAST (v. 9.0)

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Os resultados apresentados no grafico 05 e tabela 07 sdo para o T5 onde foi
analisado o solo da horta doméstica adubada com dejetos decompostos de bovino a
tetraciclina apresentou sensibilidade (S) nas duas concentragdes 10-' e 10-2
apresentando halos de 20,5 e 29 mm respectivamente, onde seguindo a orientagdo do
manual de antibiograma ha chance de sucesso no uso desse antibidtico para o
microrganismo presente nesse tratamento. Ja a estreptomicina nas duas concentragdes
apresenta (I) com chance de sucesso com aumento da exposi¢do no local da infec¢do. A
penicilina nas duas concentracdes apresenta resisténcia ao microrganismo presente
nesse tratamento com alta probabilidade de falha ao administrar esse antibidtico no

controle do microrganismo testado.

Grafico 06- T6 Dejeto de bovino decomposto
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Tabela 08 — Resultados da amostra solo 6 (T6).

Antimicrobial Code Category Diameter (mm) Microcolony Interpretation Standard

Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Resistant 10.5 EUCAST (v.
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Resistant 8.0 EUCAST (v.
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 6.0 EUCAST (v.
Tetraciclina-30 Tertraciclina 30 Intermmediate 17.5 EUCAST (v,
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 12.0 EUCAST (v.
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 6.0 EUCAST (v.

Medidas (mm) dos halos EUCAST, (2019)

. 9.0)
. 9.0)
. 9.0)
. 9.0)
9.0
. 9.0)
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O grafico 06 e a tabela 08 apresentam os resultados da amostra T06 que sdo os
dejetos de bovinos ja decomposto (pronto para uso na adubacao do solo) os antibioticos
tetraciclina e estreptomicina apresentaram sensibilidade com chance de sucesso com
aumento da exposicao no local da infeccao (I) para o experimento na concentragao 10-?
com halos de 17,5 e 12mm. Ja os demais discos testados nesse tratamento apresentaram
resisténcia dos microrganismos presentes com halos de 6, 8 e 10,5mm, o que oferece
probabilidade de falhas no controle e tratamento contra o microrganismo testado para
penicilina nas duas concentragdes, estreptomicina e tetraciclina na concentracao 10-!, de
acordo com o manual antibiograma (EUCAST, 2019) que orienta o nao uso desses

antibidticos para o controle desse patdogeno.

Grafico 07- T7 Lodo das esterqueiras
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Tabela 09— Resultados da amostra solo 7 (T7).

iAnt\micrnbiaI Code Category Diameter {mm) Microcolony Interpretation Standard

| Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Resistant 13.5 EUCAST (v. 9.0)
iEstreptomcma -10 Estreptomicina 10 Resistant 10.0 EUCAST (v. 9.0)
EPemcl[ina—lO Penicilina 10 Resistant 7.0 EUCAST (v. 9.0)
| Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 22.5 EUCAST (v. 9.0)
iEsIremomicma =10 Estreptomicina 10 Intermmediate 11.5 EUCAST (v. 9.0)

EUCAST (v. 9.0)

il’enrcl[ina—lo Penicilina 10 Resistant 8.5

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Para o lodo de esterco suino em decomposicdo a tetraciclina apresentou
sensibilidade com halo de 22,5mm na dosagem da amostra na 10-2, oferecendo chance
de éxito no tratamento desse antibiotico para esse agente infeccioso testado como
apresenta o grafico 07 e tabela 09. J& para estreptomicina também na concentracdo da
amostra em 10-> que apresentou halo de 13,5mm ha chance de éxito com maior
exposicdo do agente antibacteriano no local da infec¢do. Para penicilina nas duas
concentragdes testadas, assim como estreptomicina e tetraciclina na concentracao 10-!
apresentam resisténcia (R) do agente com probabilidade de falha na administragdo
desses antibioticos para o microrganismo testado nessa concentracdo seguindo

orientagdes do manual (EUCAST, 2019).
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Tabela 10— Resultados da amostra solo 8 (T8).

Antimicrobial Caode Category Diameter {mm) Microcolony Interpretation Standard

Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 24.0 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Intermmediate 14.5 EUCAST (v. 9.0}
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 9.5 EUCAST (v. 9.0)
Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 37.5 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Susceptible 15.5 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina-10 Penicilina 10 Intermmediate 13.0 EUCAST (v. 9.0)

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Nesse tratamento (Grafico 08, tabela 10) a tetraciclina nas concentragdes 24mm
e 37,5mm, e estreptomicina na concentragdo 10-?> apresentam chance de sucesso no
combate ao agente microbioldgico presente na cultura, ja a estreptomicina e penicilina
na concentragdo do indculo 10-? apresentam chance de €xito se aumentada a exposi¢ao
no local de infecgdo, porém a exposi¢do do agente causal na concentracao 10-' oferece
resisténcia ao antibidtico penicilina, nesse caso a chance de falha no tratamento desse
microrganismo. Vale salientar aqui: ndo fosse a metodologia utilizando software
antibiogram]J essa cultura era caracterizada sem microrganismos resistentes por ndo

obter colonias de microrganismos na formagao do halo.

Grafico 09- T9 Dejetos de aves no fundo da cama
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Tabela 11— Resultados da amostra solo 9 (T9).

Antimicrobial Code Category Diameter (mm) Microcolony Interpretation Standard

Tetraciclina-30 Tetraciclina 30 Susceptible 36.5 EUCAST (v. 9.0)
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Susceptible 25.5 EUCAST (v. 9.0)
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 12.0 EUCAST (v. 9.0)

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Para esse tratamento (grafico 09, tabela 11) os halos de inibicdo foram maiores,

a penicilina apresentou resisténcia dos microrganismos com halo de 12mm, esses
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microrganismos sao suscetiveis (S) ao uso de estreptomicina e tetraciclina com halos de
inibi¢do microbioldgica de 25,5mm e 36,5 mm, nesse caso esses antibioticos oferecem
chance de éxito no tratamento contra os agentes microbiologicos presentes segundo
manual de antibiograma (EUCAST, 2019) . Nesse tratamento foi mensurada apenas
uma placa, por ambas apresentar grande semelhanca, sem crescimento microbiologico

visivel nos halos.

Grafico 10 - T10 Dejetos de aves em decomposi¢do ao solo fora do aviario
T e

Medidas Halo solo 10 s
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Tabela 12— Resultados da amostra solo 10 (T10).

Antimicrobial Code Category Diameter {mm) Microcolony N Interpretation Standard
Estreptomicina -10 Estreptomicina 10 Resistant 8.5 2 EUCAST (v. 9.C
Penicilina-10 Penicilina 10 Resistant 7.5 EUCAST (v. 9.C

Medidas (mm) EUCAST, (2019).

Nesse grafico 10 e tabela 12 pode-se observar a resisténcia do patdégeno aos
antibidticos estreptomicina e penicilina os quais apresentaram halos de 8,5mm e 7,5mm
respectivamente, indicando a chance de falha ou insucesso na administracdo desses
medicamentos para o controle desse agente patogénico, (EUCAST, 2019).

Vale salientar que as amostras de rejeitos de aves foram armazenadas durante 4 meses
onde sofreram o processo de fermentagao.

Um resumo no grafico 11 Box plot apresenta o resultado de todas as amostras de
solo. O que pode ser visto ainda para melhor compreensao na tabela 13, ainda no

grafico de dispersdo grafico 12.
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Grafico 11- Todos os tratamentos envolvendo solos e dejetos

Box plot resisténcia microbiologica em solos
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Fonte: a autora, (2020).
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A tabela 13 apresenta os resultados dos halos em milimetros, j& o grafico 12

reforca o resumo de forma a evidenciar os valor dos diferentes antibioticos em eixo X e

y.
Tabela 13 — Resumo dos resultados em mm de halo para cada antibidtico
Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
solo 1 8,5 9,5 13
9 12,5 30
Solo 2 10,5 7 8
7 13 21,5
Solo 3 8,1 6,5 8,1
12,5 9 12,5
Solo 4 8 7,5 18
7 13 25,5
Solo 5 6 12,5 29
6,5 13 20,5
Solo 6 6 8 10,5
6 12 17,5
Solo 7 7 10 13,5
8,5 11,5 22,5
Solo 8 24 14,5 24
37,5 15,5 37,5
Solo 9 36,5 25,5 36,5
Solo 10 7,5 8,5

Fonte: A autora (2021).
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Grafico 12 - Medida dos halos das amostras de solo - quanto mais distante do eixo X
mais sensivel ao antibidtico testado. Eixo Y = mm, eixo X= amostras.
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Fonte: A autora (2021).

Neste resumo de todas as amostras de solo exposto no grafico 12, pode-se
evidenciar o resultado de forma geral, no qual se verifica a mediana que apresenta halos
muito proximos a 10mm na maioria das amostras de solos. Para relatar a resisténcia (R),
sensibilidade (S), I (Sensivel com aumento da dose), foram somados os halos
mensurados para determinar a percentagem, sendo aqui a amostragem geral de 56 halos
(de 10 amostras totais) de 56 discos, desses sdo 53,57% % das amostras resistentes a
algum dos antibidticos testados, desses foram 30,36 % que oferecem resisténcia a
penicilina, 16,07% resistente a estreptomicina, 7,14% com resisténcia a tetraciclina.

Sao 21,43% das amostras (56 halos) consideradas 1 (sendo sensiveis com
aumento da exposicdo) nesse caso ha alta probabilidade de sucesso terapéutico
ajustando a dose ao local de exposicdo do agente infecioso, dessas amostras foram
encontradas 7,14% para tetraciclina, 10,71% para estreptomicina e 3,57% para
penicilina em interpretacdo seguindo as normas padroes segundo (EUCAST, 2019),
(ANVISA, 2020).

As chances de é€xito nos tratamentos terapéuticos para os microrganismos
presentes com as dosagens utilizadas nos farmacos apresentados foram encontradas em
25% das amostras analisadas, dessas amostras sdao 7,14% sensiveis a estreptomicina,
17,86% sensiveis a tetraciclina oferecendo grande probabilidade de éxito no tratamento
das infecgdes causadas pelos microrganismos testados nas dosagens utilizadas seguindo

o padrao (EUCAST, 2019).
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7.2 Amostras de agua

Nas amostras de agua e vegetais foram feitas apenas andlises visuais qualitativas

verificando a presenca e auséncia de halos em torno dos discos.

Grafico 13- visualizagdo das amostras de agua com presenga e auséncia de crescimento microbioldgico.

Amostras de agua
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Fonte: a autora, (2020).

No grafico (12) acima ¢ verificado o resultado do total de 18 amostras de dgua
realizadas, sendo que 61,1% apresentaram resisténcia. Todas essas amostras (61,1%)
apresentaram resisténcia a penicilina, 27,7% apresentaram resisténcia a estreptomicina,
5,55% resisténcia a tetraciclina. A 4gua da fonte ndo teve crescimento microbioldgico
em nenhuma das 6 amostras. Tanto a 4gua colhida do corrego como a agua do agude
tiveram todas as amostras com crescimento microbioldgico apresentando resisténcia a
pelo menos um antibiotico testado. Nessas amostras ndo foram mensurados os halos,
sendo apenas feita a observagdo qualitativa pela presenga e auséncia, como resistente e

suscetivel respectivamente.

7.3 Amostras de hortalicas adubadas com dejetos de bovinos

Foram semeadas o total de 18 placas, destas 100% apresentaram microrganismos
resistentes a algum antibidtico, foram 88,9% das amostras com organismos resistentes a
penicilina, 66,7% das amostras obtiveram resisténcia a estreptomicina, ¢ 5,5% das
amostras com microrganismos resistentes a tetraciclina (grafico 13). Nas amostras de
hortalicas ndo foram mensurados os didmetros dos halos, sendo feita aqui a observagao
qualitativa apenas. Identificado como resistente e suscetivel pela presenca e auséncia de

coldnias de microrganismos proximas aos discos de antibioticos.
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Nesse grafico ¢ possivel identificar o quanto a RAM estd disseminada, apos
limpeza e pré-assepsia mais rigorosa comparada a limpeza feita quando para consumo
in natura, observa-se a persisténcia de microrganismos com resisténcia microbioldgica
em mais de um antibidtico, esse grafico mostra os motivos da preocupagao dos varios
orgaos de saude.

As hortalicas como alface e almeirdo sdo consumidas in natura sempre, € por
mais que seja feita uma limpeza e pré-assepsia com cloro a 2% e alcool 70%, apos
lavagem os microrganismos resistentes ainda sobrevivem nos substratos que servem de
alimentos para pessoas que poderdo adquirir pela alimentacdo microrganismos

resistentes sem o menor contato direto com animais, seus dejetos ou antibioticos.

Grafico 14 — Resultados das amostras de hortali¢as analisadas
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Fonte: a autora, (2020).

Estudos a cerca da disseminacdo de RAM, identificacdo de antibioticos com
maior prevaléncia de resisténcia sdo feitos em todo o mundo. A inseguranga com
relacdo a administracdo medicamentosa e ainda a seguranca alimentar sdo motivos de
indagagdes de autoridades em satde, donas de casa, manipuladores de alimentos e
vigilancia sanitaria e epidemioldgica, corroborando com as analises efetivadas nesse
estudo (ALAALI & BIN THANI, 2020) que analisaram vérios artigos (66 de 2010 a
2019) onde salientam a disseminagdo de microrganismos resistentes em varios
ambientes como alimentos, aguas residuais e animais. Esses microrganismos adquirem
genes de resisténcia, e sao disseminados por meio de langamentos de aguas com

residuos de antibidticos, ou uso inadequado desses medicamentos, comprovando nesse
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estudo onde foram encontrados microrganismos resistentes em todos os ambientes
analisados, refor¢ando a importancia dos cuidados com os alimentos de consumo in
natura que apds limpeza e pré-assepsia, houve persisténcia de microrganismos
resistentes em todos os alimentos citados a pelo menos um antibidtico estudado.
Fortalecendo os resultados aqui encontrados salienta-se a pesquisa onde foram
analisadas mais de 400 amostras de alimentos crus e cozidos por (LIMA et. al., 2017)
onde comprovaram a dissemina¢do de RAM pelo consumo de alimentos vegetais em
pelo menos 9 antimicrobianos testados para E. coli. Comprovada ainda o aumento da
RAM pelas agdes antropicas humanas demonstrado em estudo sobre a disseminagao de
organismos resistentes pelo desmatamento na Amazonia, onde os pesquisadores
identificaram mecanismos de resisténcia em microrganismos nos ambientes desmatados
e intactos, porém em dareas desmatadas andlises apresentaram grande riqueza de
microrganismos resistentes em 4areas com as propriedades ambientais alteradas
(LEMOS, et. al., 2021), acredita-se que os microrganismos desenvolvem as defesas de
acordo com suas necessidades e ameagas, em ambientes onde ndo ha ameagas e
competigdes existe “equilibrio”.

O grupo de pesquisadores KHAN et. al., (2019) isolou o patdégeno salmonela
onde comprovaram a RAM em estudo feito com mais de 600 amostras oriundas de
granjas avicolas, carne e processados de mercados para 15 antibioticos diferentes, onde
obtiveram resultados positivos com 15% de prevaléncia de RAM nos mercados e 37,2%
nas granjas avicolas e prevaléncia geral de 12% para salmonela entérica. A salmonela ¢é
um género Gram negativos fermentadores, apresenta resisténcia aos aminoglicosidios e
outros antibioticos como cefalosporinas e cefuroxina (nesse estudo aqui apresentado a
estreptomicina) sdo organismos preferencialmente causadores de infeccdes
gastrointestinais, que segundo ANVISA, (2020) sdo fermentadores juntamente com F.
coli, bactérias também Gram negativas que apresentam resisténcia a varios antibioticos
inclusive penicilina G.

Estudos realizados no Canadd identificaram microrganismos do género
Compylobacter resistentes a pelo menos um antimicrobiano em 53% das amostras
testadas em diferentes regides geograficas com 1460 amostras de frango de corte de
estabelecimentos registrados no ambito federal, mercado e varejo. Desses isolados 39%
foram resistentes a tetraciclina e 6,6% resistentes a quinolona-tetraciclina (DRAME, et.
al., 2020). Pode haver também microrganismos do género Compylobacter no estudo

apresentado, onde houve resisténcia a tetraciclina. A resisténcia a tetraciclina entre
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outras drogas também foi verificada em estudo conduzido por MUKHERIJEE, et. al. em
2020, onde foi verificada resisténcia de E. coli a multiplas drogas em escoamento de
aguas pluviais e amostras de solo de trés bacias hidrograficas no Texas. O grupo de
pesquisadores enumerou, isolou e analisou para padrdes de resisténcia em E. coli que
em todos os locais, independentemente do uso do solo, exibiu a presenga de AMR
/MDR (resisténcia a antimicrobiano e resisténcia a multiplas drogas), sendo a
tetraciclina a segunda droga a qual esses microrganismos apresentaram maior
resisténcia.

A disseminagdo de microrganismos pode ocorrer de diversas formas, uma delas
¢ a cadeia alimentar salientam os autores (LOAYZA, et. al., 2020) que descrevem
varios fatores negligenciados durante investigagdes sobre a RAM, onde o ser humano
também ¢ um potencial vetor. J& o estudo feito por CORZO-ARIYAMA, et. al., (2019)
em uma fazenda de hortifrutigranjeiros conduzida no pais do México, isolaram cepas
resistentes de E. coli das maos dos agricultores, do solo e da agua, identificaram todas
as amostras apresentando alta resisténcia a tetraciclina e ampicilina, fortalecendo a
preocupacao com a higienizacao dos alimentos consumidos in natura que passam pelas
maos dos produtores rurais e por tantas maos nas bancas de supermercados, alimentos ja
prontos para o consumo também apresentaram microrganismos resistentes como E. coli
entérica na analise feita por LIMA et. al. (2017) em estabelecimentos como
restaurantes, e hotéis no municipio de Salvador, em 446 amostras de alimentos entre
eles vegetais cozidos e crus. E. coli pode também ser um dos provaveis patdogenos
presentes nos cultivos aqui realizados.

Em fazendas leiteiras e matadouros foram analisadas carcagas bovinas e leite do
ubere de bovinos, de pessoal e equipamentos onde, comprovou-se a prevaléncia de
estafilococos coagulase-negativos (SNC). Esses microrganismos sdo uma ameaga a
seguranca alimentar, pois podem abrigar multiplas enterotoxinas e genes de resisténcia
antimicrobiana por (GIZAW et. al., 2020). Os SNC causam também mastite bovina
com uma perda econdmica significativa na industria de laticinios e pode introduzir esses
genes na cadeia alimentar, apesar de nao ser identificado (analise em processamento) os
microrganismos que ofereceram resisténcia no estudo aqui apresentado, o estudo
realizado por GIZAW et. al. (2020) evidencia a presenca de SNC em rejeitos, onde esta
incluso o leite oriundo de mastite bovina (que ndo pode ser comercializado), o qual ¢
compostado juntamente com os dejetos bovinos, em carcagas bovinas, os pesquisadores

citam também a frequéncia desses patdgenos em subprodutos de origem animal como
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aves, suinos e bovinos, também nos manipuladores e tanques de armazenagem de leite
nesse estudo.

As variaveis que causam a resisténcia sao muitas € o uso abusivo, inadequado e
sem recomendagdao médica de medicamentos € uma importante porta de entrada para a
resisténcia se instalar em um ser humano, essa preocupacao ¢ tema de pesquisa proposto
por CHOLVI (2017) que alerta uma possivel epidemia de superbactérias pela
automedicacdo com antibidticos. A resisténcia ameaga o controle e o tratamento de
muitas doengas em todo o mundo salienta RUBIO, (2017) abordando origem e possiveis
solucdes dessa polémica em analise mundial sobre o assunto.

A prevaléncia de resisténcia microbiana a antibidticos também ¢ confirmada por
MESQUITA et. al. (2019), que conduziram um estudo envolvendo 34.000 vacas
leiteiras abrangendo uma area de mais de 12.500 km? no sul do Estado de Minas Gerais,
os resultados mostram a prevaléncia de S. aureus em 70,3%, e S. agalactiae em 67,0%
nas propriedades leiteiras estudadas, com 47,7% dos rebanhos apresentando ambos os
patogenos, principais causadores de mastite bovina.

Os S. aureus além de causar mastite bovina ¢ uma bactétria Gram positiva
resistente a alguns antibidticos inclusive a penicilina, sdo produtores de penicelinases, o
primeiro achado de resisténcia ocorreu ainda na década de 1940 principalmente em
pacientes hospitalizados. Esses microrganismos causam ainda infecgdes de pele,
algumas infec¢des agudas podem disseminar e provocar focos metastaticos, episodios
mais graves, como bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite,
pericardite e meningite, também podem ocorrer devido a esses patégenos (ANVISA,
2020).

Os S. agalactiae sdao organismos cocos Gram positivos resistentes ao
medicamento bacitracina, ANVISA (2020). Estudos realizados por FREY et. al., (2011)
e LEMOS, (2020) salientam que S. agalactiae sao organismos presentes na microbiota
humana, sdo colonizadores de tecidos moles, especialmente no sistema gastrointestinal
e urindrio, a bactéria por oportunismo causa infeccdes mais frequentemente em
gestantes, recém-nascidos e idosos acima de 60 anos de idade e portadores de doengas
cronicas.

Em estudo realizado na China, pesquisadores isolaram cepas resistentes de S.
agalactiae, S. aureus, E. coli em amostras de 27 fazendas leiteiras a fim de verificar
microrganismos resistentes a mastite bovina, as cepas encontradas demonstraram

resisténcia a varios farmacos como: tetraciclina, canamicina, gentamicina, vancomicina,
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clindamicina e eritromicina (ZHANG et. al.,, 2019). Baseado nas caracteristicas
fenotipicas dos microrganismos estudados possibilita a especular que esses
microrganismos podem também fazer parte dos microrganismos resistentes nesse
trabalho, pois todos sdo frequentemente encontrados em rejeitos de bovinos e suinos,
analisando principalmente que a mastite bovina ¢ um grande entrave na sanidade da
producdo de leite, gerando custos que podem variar de 15 a 24% da renda bruta na
produtividade leiteira, (VISSIO et. al. 2015), essa ¢ uma realidade da maioria das
propriedades leiteiras altos custos em prevengdo e tratamento das mastites clinicas e
subclinicas.

No Brasil foi realizado um estudo compilando dados de pesquisadores a partir de
2009, envolvendo o uso de promotores de crescimento, o desempenho animal e a
resisténcia a antimicrobianos. A fim de atualizar e discutir dados disponiveis sobre esse
tema, relacionado a producdo de aves, suinos e bovinos, envolvendo organismos como
Salmonella nao tifoide, E. coli. e S. aureus. Como demonstracao de preocupagdo estdo
os fatos de que muitas regulamentagdes foram construidas nos ultimos anos, ainda citam
os autores sobre a concentragdo dos rejeitos, da preocupagdo e investigagdo em regides
com maior concentracdo de producdo animal, (RABELLO, et. al., 2020).

Muitas investigagdes devem ser feitas, com indicagdes de manejo e uso de
antibidticos no controle microbioldgico em geral, bem como seu uso e implicagdes a
cerca da resisténcia pelo consumo destes por animais saudaveis. Ainda que, como visto
aqui e também analisado por outros pesquisadores como CORZO ARYIAMA, et. al.,
(2019), alguns vegetais consumidos in natura conseguem permanecer com
microrganismos resistentes mesmo apds limpeza com agentes de controle como alcool a
70% e hipoclorito de sodio a 2,5%, ambos altamente eficientes na limpeza e pré-
assepsia em geral. J4 em Mgungundlovu, na Africa do Sul, foi realizado um estudo por
AMOAKO, et. al. (2019) que analisaram 384 amostras de aves e produtos avicolas da
fazenda ao garfo, abrangendo toda malha de transmissdo, onde a taxa geral de
prevaléncia de S. aureus foi de 31,25%, envolvendo amostras da fazenda, transporte,
matadouro e pontos de varejo. Os isolados foram resistentes a varios medicamentos
entre esses a Tetraciclina em 61,7%, penicilina G em 55,8%, em primeiro e segundo
lugar respectivamente. Os pesquisadores relatam ainda a sensibilidade em 100% das
amostras a tigeciclina, teicoplanina, vancomicina, nitrofurantoina, cloranfenicol e
linezolida. Salientam sobre a taxa de multirresisténcia em 39,17% a multipla resisténcia

a antibioticos em 0,23% das cepas estudadas.
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Estudiosos como Yassin, et. al. (2017) investigaram a resisténcia microbiana em
E. coli isoladas de animais como galinhas, patos, suinos e vacas em Jiangsu na China,
usando o método de disco difusdo, analisaram 862 isolados clinicos, € determinara a
suscetibilidade a 18 agentes antimicrobianos, entre os anos de 2004 e¢ 2012, onde
verificaram a suscetibilidade a pelo menos um antibiotico em 94 dos isolados, onde
83% desses a trés classes diferentes de antimicrobianos, onde o antibidtico mais comum
dentre os medicamentos que oferecem resisténcia foi a tetraciclina. Nao obstante, no
estudo aqui apresentado, a tetraciclina foi o medicamento que ofereceu menor indice de
resisténcia na concentragdo utilizada, o que talvez possa ser explicado pelo seu menor
uso como promotor de crescimento na regido do estudo.

Para coloracao de Gram foram analisadas somente as placas selecionadas pelo
aspecto visual sendo feitas coloracdo Gram em 20 placas.

Desse total 5 placas coraram para Gram positivo e 15 coraram para Gram
negativo ou seja, 25% das placas coradas apresentaram o crescimento microbiologico
com organismos Gram positivos € 75% das culturas coradas e analisadas apresentaram
crescimento microbiologico resistente com organismos Gram negativos. Os organismos
Gram negativos podem ser fermentadores como exemplo as
Enterobacteriaceae (Salmonella  typhi, utras Salmonellas, Shigella spp.  Serratya,
Proteus, Yersinia enterocolitica e varios sorotipos de Escherichia coli) e nao
fermentadores temos os géneros: Pseudomonas, Acinetobacter; organismos do do
Complexo Burkholderi, as  Stenotrophomonas, as Chryseobacterium, essas sdo
consideradas oportunistas sendo que a principal dessas ¢ a Pseudomonas aeruginosa,
(ANVISA, 2021).0s microrganismos Gram positivos sdo os géneros: Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. e Enterococcus spp., todos os géneros sdo causadores de
enfermidades em humanos, frequentemente isolados de amostras humanas, (ANVISA,
2021).

Os resultados da extracdo de DNA, que possibilitaria a identificacdo das cepas
estudadas, ndo foi finalizado. Com o advento da pandemia muitos servigos pararam e
essa identificagdo ndo pode ser efetivada. A expectativa € que nos proximos meses, com
o sequenciamento do DNA e a identificagdo, seja possivel relacionar géneros e espécies
prevalentes no ambiente estudado e a resisténcia antimicrobiana, corroborando com

informagdes presente na literatura internacional.
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8 CONCLUSOES

O antibiodtico mais eficiente nesse estudo foi tetraciclina 30 ug,

O antibidtico menos eficiente nesse estudo foi penicilina 10 ug,

Houve persisténcia de microrganismos resistentes em hortalicas apds pré
assepsia e desinfec¢do com hipoclorito de s6dio a 2% e alcool a 70%

A seguridade para consumo de alimentos vegetais in natura pode estar
comprometida se usados dejetos sem decomposi¢cao adequada no cultivo de horticolas,

Estudos devem ser realizados a fim de substituir e/ ou diminuir o uso de
antibioticos na producdo animal,

Mais estudos ainda devem ser efetivados para verificar quais os microrganismos
envolvidos na resisténcia a antimicrobianos no estudo analisado com o sequenciamento

do DNA,
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Maiores estudos devem ser feitos com conclusdes mais acertadas apos
identificacdo, sequenciamento do DNA dos patdgenos presentes, resistentes aos

antibioticos testados.
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