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Sobrevivéncia e perfil de resisténcia a antimicrobianos de Salmonella sp. isoladas em um
sistema de tratamento de dejetos de suinos!

Survival and resistance patterns of Salmonella sp. isolated in a pig slurry treatment plant

Veronica Schmidt’> Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso?

RESUMO

No presente estudo, foi avaliada a sobrevivéncia
de Salmonella sp., presente em dejetos suinos, durante
tratamento em um sistema de separagdo fisica e lagoas de
estabilizacdo ligadas em série. Nas amostras de Salmonella
sp. isoladas foi determinado o perfil de resisténcia pelo método
de difusdo em agar, usando 14 antimicrobianos. Das 20 coletas
realizadas, foi possivel isolar Salmonella sp. em 13 coletas
no ponto correspondente ao inicio do sistema de tratamento e
em apenas uma no ponto final do mesmo. Amostras de
Salmonella sp. isoladas (161/163) pertenciam ao sorotipo
Typhimurium e demonstraram resisténcia contra sulfonamida
(100%), tetraciclina (99,4%), estreptomicina (90,1%), sulfa/
trimetoprima (84,5%), acido nalidixico (77,6%), ampicilina
(76,4%), cloranfenicol (29,2%), cefaclor (25,5%), tobramicina
(13,7%), gentamicina (6,2%), amoxacilina/dacido clavuldnico
(5%), neomicina (5%) e amicacina (3,7%). A maioria (94,5%)
das amostras isoladas foram resistente a 4 ou mais
antimicrobianos e apresentaram grande variabilidade nos
perfis de resisténcia. O nivel de resisténcia e a variabilidade
dos perfis mantiveram-se em nivel semelhante ao longo do
sistema.

Palavras-chave: Salmonella Typhimurium; resisténcia a
antimicrobianos, suinos, lagoas de
estabilizagdo.

ABSTRACT

The survival of Salmonella sp. in pig slurry
submitted to treatment in successive stabilization ponds on a
pig-breeding farm was investigated. Furthermore, the isolated
Salmonella strains were tested for their resistance against 14
antibiotics, using the agar diffusion method. Of a total of 20
samples taken from different points in the stabilization ponds
system, 13 were positive for Salmonella sp. in the beginning
and only one at the end of the system. Most of the isolated
Salmonella strains (161/163) belonged to sorovar Typhimurium.

These strains were resistant to sulfonamide (100%), tetracycline
(9.4%), sulfamethoxazole/trimethoprin (84.5%), ampicillin
(76.4%), cloramphenicol (29.2%), streptomycin (90.1%),
nalidixic acid (77.6%), tobramycin (13.7%), neomycin (5%,),
amikacin (3.7%), cefaclor (25.5%), gentamicin (6.2%) and
amoxacilin/ clavulanic acid (5%). Most Salmonella
Typhimurium strains (94.5%) were resistant to 4 or more
antibiotics. The multi-resistance level and the pattern variability
of these strains were similar in the beginning and at the end of
the stabilization ponds system.

Key words: Salmonella Typhimurium; antibiotic-resistance,
swine, stabilization ponds.

INTRODUCAO

O aumento da importancia dos produtos de
origem suina como fonte de contaminagdo por
Salmonella sp. em humanos tem resultado na
preocupacdo em avaliar e controlar a presenca desta
bactéria em rebanhos de todo o mundo (BLAHA,
2001). Ao lado disto, o uso crescente de
antimicrobianos na suinocultura industrial tem sido
acompanhado pela emergéncia de linhagens resistentes
em diversos microrganismos, inclusive aqueles
patogénicos (FEDORKA-CRAY et al., 1999).

Bactérias resistentes a antimicrobianos
podem ser encontradas no ambiente contaminado com
efluente industrial, humano ou animal, local onde
sofrem pressdo de selecdo (LINTON, 1988). As
plantas de tratamento de aguas residuais podem ser
consideradas o recipiente principal dos
microorganismos entéricos carreadores de genes de
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resisténcia (ANDERSEN, 1993). Entretanto a
importancia destes sistemas de tratamento na selegdo
ou eliminag@o de cepas multi-resistentes permanece
controversa. No caso de E. coli, tem sido proposto
que a passagem por lagoas de estabilizagdo
selecionaria as linhagens mais resistentes e propiciaria
a troca de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos entre grupos de enterobactérias
(HASSANI et al., 1992; MEZRIOU & BALEUX,
1994). No que se refere a passagem de dejetos
contaminados com Salmonella sp. através de sistemas
aerdbios ou anaerobios de tratamento, parece haver a
remocdo das bactérias presentes (JURIS et al., 1995;
1996). Estudos quanto ao perfil de resisténcia das
linhagens de Salmonella sp. ao longo de sistemas de
tratamento ndo foram encontrados.

O objetivo do presente estudo foi
determinar a presenga de Salmonella sp. durante o
tratamento de dejetos suinos em lagoas de
estabilizacdo, bem como comparar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos das amostras bacterianas
isoladas em diferentes pontos da planta de tratamento.

MATERIAL E METODOS

O sistema de tratamento estudado
localiza-se no sul do Brasil, recebendo dejetos de
cerca de 4.000 matrizes e 30.000 suinos em
crescimento e terminagdo. Os dejetos ligiiefeitos sdo
levados até tanques de armazenamento localizados
imediatamente antes da planta de tratamento. Apos
a etapa de separagdo fisica em peneiras, a fragdo
solida ¢ direcionada para a lagoa de lodo ¢ a fragdo
liquida, para um tanque de sedimentagdo seguido
por sete lagoas em série (duas anaerdbias, uma
facultativa, uma com aera¢do mecédnica e trés
aerobias). Foram realizadas 20 coletas quinzenais
em sete pontos ao longo do sistema de tratamento:
ap6s os tanques de armazenamento (P1), apos o
tanque de sedimentacdo (P3), apos a lagoa de lodo
(PA), apos a segunda lagoa anaerobia (P9), apos a
lagoa facultativa (P10), apos a lagoa com aeragdo
mecanica (P11) e apos a terceira lagoa aerobia (P14)
(Figura 1). As amostras coletadas em cada ponto
foram refrigeradas e enviadas para serem
processadas no Setor de Medicina Veterinaria
Preventiva da UFRGS.

O isolamento de Salmonella sp. foi feito
como descrito por MICHAEL (2000). As coldnias
confirmadas como Salmonella sp. foram mantidas
congeladas (-20°C) em caldo Infusdo Cérebro e
Coragdo acrescido de 20% de glicerol, até serem
remetidas para sorotipagem no Instituto Oswaldo Cruz.

De todos os pontos nos quais houve
isolamento de Salmonella sp., no minimo duas
colonias confirmadas foram testadas quanto a
resisténcia a antimicrobianos. Para tanto, foi utilizado
o método de difusdo em agar (BARRY &
THORNSBERRY, 1985), sendo testados discos
(Cecon) impregnados com os seguintes
antimicrobianos: acido nalidixico (na; 30 pg),
amicacina (a; 30pg), amoxacilina/acido clavulanico
(ac; 20/10pg), ampicilina (ap; 10ug), cefaclor (cf;
30ug), ciprofloxacina (cp; 5Ug), cloranfenicol (c;
30ug), estreptomicina (e; 10ug), gentamicina (g;
10ug), neomicina (n; 30ug), sulfonamida (su; 300ug),
sulfa/trimetoprima (s; SUg); tetraciclina (t; 30Ug) e
tobramicina (tb; 10pg).

Para o calculo do indice de multiresisténcia
(MAR) das amostras de Salmonella sp., os resultados
obtidos nos sete pontos amostrados ao longo do
sistema foram divididos em trés grupos: S1 (PA, Pl e
P3),S2 (P9)e S3 (P10,P11 e P14). O indice MAR foi
calculado separadamente para cada grupo através da
formula a/(bxc), onde a é o escore de resisténcia
agregada de todas as amostras de Salmonella sp.
pertencentes ao grupo; b é o numero de
antimicrobianos testados no estudo e ¢ € o numero de
amostras de Salmonella sp. no grupo testado
(KRUMPERMAN, 1983; KASPAR & BURGES,
1990).

As diferencas significativas entre resisténcia
antimicrobiana nos diferentes pontos foram
determinadas pelo teste t (P< 0,05). Para a construgédo
do dendograma, os dados foram convertidos em codigo
binario ¢ a semelhanca entre as amostras foi medida
através do coeficiente de Dice entre grupos (Average
linkage). Os dados foram avaliados estatisticamente
utilizando o programa SPSS 8.0 (CACERES, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel confirmar a presenga de
Salmonella sp. em 13/20 coletas realizadas no P1
(tanque de armazenamento), indicando que a bactéria
estava presente na granja durante o periodo do estudo.
A constatacdo da presenga de Salmonella sp. em
sistemas de produgdo de suinos tem ocorrido
mundialmente, principalmente em funcdo de um
monitoramento mais rigoroso desencadeado por
programas de controle de microrganismos
potencialmente patogénicos na cadeia alimentar
(BLAHA, 2001). A possibilidade de eliminagdo de
elevado niimero de salmonelas nas fezes de animais
portadores assintomaticos acarreta, entre outros
problemas, na preocupagdo com o destino dos dejetos
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Figura 1 — Representagdo esquematica do fluxo hidrico de um sistema de tratamento de dejetos de uma granja de ciclo completo na produgao

de suinos, no Sul do Brasil. Onde TR ¢ o tempo de reteng@o (em dias).
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gerados no sistema de produgdo, o que pode ser um
fator importante na cadeia de transmiss@o da bactéria
para animais e humanos. (HEINONEN-TANSKI,
1998; BLAHA, 2001).

O tratamento de dejetos, além de ter
importancia nos sistemas intensivos como atenuador
do impacto que a deposi¢do de matéria-organica e
nutrientes causam no ambiente, também tem
demonstrado ser uma ferramenta para diminuir o risco
sanitario que os mesmos podem representar
(STRAUCH, 1991). Esta observagdo pode ser
confirmada no presente estudo, o qual demonstrou um
decréscimo gradual no isolamento de Salmonella sp.
ao longo das lagoas de estabilizagcdo (Figura 2),
encontrando-se apenas 1/20 amostras positivas no final
do sistema (P14). Avaliando o indice de isolamento
ao longo das diferentes lagoas que compdem o sistema,
observa-se que houve um decréscimo acentuado apds
as lagoas anaerdbias (P9) e facultativa (P10). Os
mecanismos que determinaram a reducdo da populagéo
de Salmonella sp. nestas lagoas podem estar
relacionados a mudangas nas condi¢cdes ambientais
como o pH, a concentragdo de oxigénio e de nutrientes
disponiveis (STRAUCH, 1991).

A diminui¢ao da populagio de Salmonella
sp. em dejetos suinos foi anteriormente relatada, tanto
em sistemas aerobios como anaerdbios (JURIS et al.,
1995; 1996; HAINONEN-TANSKI, 1998) em indices
que variaram entre 90-99%. No presente estudo, houve
também uma reducdo na ordem de 93% no numero de

ocasides em que houve isolamento de Salmonella sp.
no final do sistema em compara¢do como o inicio do
mesmo. Estes dados permitem afirmar que o sistema
foi eficiente na redugdo da populagdo desta bactéria
quando presente nos dejetos.

Ja quando analisamos as etapas (P1, P3 ¢
PA), anteriores ao tratamento bioldgico nas lagoas de
estabilizagdo, observa-se que os indices de isolamento
de Salmonella sp. foram semelhantes. Este fato indica
que o armazenamento e¢ separagdo fisica da fragdo
so6lida e liquida dos dejetos ndo influenciou na
viabilidade da bactéria. Também ndo parece ter havido
uma variacdo na presenca de Salmonella sp. nas
fragoes solida e liquida separadas. A tendéncia de um
menor indice de isolamento, observada no lodo
separado no tanque de sedimentacdo (P3) e
armazenado em lagoa adjacente ao sistema (PA), pode
ter sido resultante da grande dificuldade de
homogeneizagdo deste tipo de material no momento
da coleta das amostras.

Desta forma, a separagdo mecanica ndo
demonstrou ser eficiente na eliminagio de Salmonella
sp., indicando que tanto a fragdo liquida como a sélida
devem ser tratadas antes de serem depositadas no meio
ambiente. Principalmente o lodo gerado pela separagéo
fisica, se aplicado diretamente sobre o solo como
adubo em hortas e pastagens, pode vir a oferecer risco
para humanos e animais.

De um total de 163 col6nias submetidas a
caracterizacdo antigénica, 161 foram identificadas
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Figura 2 — Numero de coletas com isolamento de Salmonella sp. dentre 20 realizadas em sete pontos de um sistema de lagoas interligadas
para o tratamento de dejetos de suinos, onde: P1= apds o tanque de armazenamento, P3= apods o tanque de sedimentagdo, PA=
ap6s a lagoa de lodo, P9= apos a segunda lagoa anaerdbia, P10= apos a a lagoa facultativa, P11= apods a lagoa com aeragdo

mecanica e P14= apos apos a terceira lagoa aerdbia.
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como Salmonella Typhimurium. E surpreendente que,
ao longo de 10 meses de realizagdo de coletas, ndo
tenha havido variagdo no perfil de sorovares presentes
nos dejetos, uma vez que a infec¢do por salmonela
nos suinos caracteriza-se pela grande variabilidade de
sorovares encontrados nos animais e no ambiente
(BLAHA, 2001). A exemplo disto, MICHAEL et al.
(2002), no Rio Grande do Sul, identificou 15 sorovares
diferentes presentes numa granja onde estava
ocorrendo um surto de infecgdo por Salmonella sp.
Uma vez que a metodologia empregada no isolamento
ja foi capaz de detectar diferentes sorovares a partir
de fezes de suinos (BESSA et al., 2001) e as colonias
foram escolhidas aleatoriamente para identificagdo,
resta supor que a propriedade possa ter uma fonte
comum de contaminag@o, ou que esteja havendo algum
tipo de selecdo que acarrete a predominancia do
sorovar Typhimurium sobre os demais.

Outra preocupagdo crescente tem sido o
desenvolvimento de resisténcia em bactérias,
principalmente aquelas com risco de disseminagéo
entre animais e humanos, como € o caso da Salmonella
Typhimurium (WITTE, 2000). Exceto a
ciprofloxacina, contra a qual todas as amostras foram
sensiveis, os indices de resisténcia apresentados foram
variaveis: sulfonamida (100%), tetraciclina (99,4%),
estreptomicina (90,1%), sulfonamida/trimetoprima
(84,5%), acido nalidixico (77,6%), ampicilina
(76,4%), cloranfenicol (29,2%), cefaclor (25,5%),
tobramicina (13,7%), gentamicina (6,2%) e
amoxacilina/acido clavulanico (5%), neomicina (5%),
amicacina (3,7%). O nimero de marcadores de
resisténcia concomitantes apresentado pelas amostras
variou entre dois (2 amostras) e onze antimicrobianos
(2 amostras), sendo a maioria das amostras (30,4%)
resistentes a seis antimicrobianos.

Se a utilizagdo de antimicrobianos na ragao
tem demonstrado um efeito favoravel na produtividade
de sistemas intensivos de produ¢do de suinos
(STAHLY et al., 1980), o uso de antimicrobianos na
produgdo animal, por outro lado, tem sido apontado
como possivel causa de emergéncia de organismos
multi-resistentes (MATHEW et al., 1999). Trés fatores
sdo apontados como responsaveis pela emergéncia de
resisténcia: a associacdo de genes de resisténcia com
elementos transponiveis (transposons); o contato
estreito entre bactérias no ambiente; ¢ a pressdo de
selecdo exercida pelo uso de antimicrobianos
(SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001).

Nos sistemas de tratamento de dejetos, a
proximidade entre as populagdes microbianas e a
presenca de residuos de antimicrobianos podem
ocorrer, tornando-os um local apropriado para a

selecdo de linhagens resistentes e transferéncia dos
determinantes de resisténcia, conforme ja foi
demonstrado (ANDERSEN, 1993; MEZRIOUI &
BALEUX, 1994). No periodo de estudo, haviam sido
utilizados, como promotores de crescimento ou
terapeuticamente, lincomicina, amoxacilina,
sulfadiazina, trimetoprima, gentamicina, norfloxacina,
tilosina e oxitetraciclina. Comparando os niveis de
resisténcia encontrados entre os antimicrobianos
testados e o grupo utilizado, ¢ possivel observar que
apenas a gentamicina apresentou niveis baixos de
resisténcia na populagdo. Dentre os quatro
antimicrobianos com maior nivel de resisténcia
(sulfonamida, tetraciclina, estreptomicina e sulfa/
trimetoprima), trés foram utilizados como aditivos no
periodo. Apesar de estudos mais aprofundados a
respeito da associagdo entre a utilizagdo de
antimicrobianos ¢ a dindmica do aparecimento de
resisténcias ainda serem necessarios, a maior
resisténcia a tetraciclina em S. enterica ja foi
correlacionada, por ISAACSON et al. (2001), com o
tempo de uso deste antimicrobiano em uma
propriedade. Ao lado disto, parece haver uma variagdo
no aparecimento de linhagens resistentes em sistemas
de ciclo completo, como é o caso da propriedade
estudada. MATTHEW et al. (2000) observaram que,
em propriedades com uso intenso de antimicrobianos,
a idade dos animais era um fator importante no nivel
de resisténcia de E. coli presentes no trato
gastrintestinal. De acordo com este estudo, o aumento
de linhagens resistentes ocorria em animais apos o
desmame, sendo que as razdes para este fato seriam o
maior uso de antimicrobianos nesta idade, bem como
a colonizagdo com novas linhagens bacterianas que
ocorreriam nesta fase.

Dividindo-se as amostras isoladas em todos
os pontos em trés grupos: S1 (n=138), S2 (n=15)e S3
(n=11), ndo houve diferenca significativa no indice
de multi-resisténcia a antimicrobianos (MAR)
calculado para os diferentes grupos (S1=0,43; S2=0,46
e S3=0,41). A percentagem de amostras resistentes
aos diferentes antimicrobianos sofreu variacdo ao
longo do sistema, tendo havido um aumento
consideravel nas amostras resistentes ao cloranfenicol
no final do sistema (Figura 3).

Embora a reducéo de indices de resisténcia
em microorganismos entéricos ja tenha sido relatado
em sistemas de tratamento de dejetos suinos e urbanos
(AVIGNON & LAFONT, 1985), outros estudos
afirmam haver uma tendéncia ao aumento do
percentual de resisténcia a antimicrobianos,
principalmente durante o tratamento aerdbico de
esgotos (MOROZZI et al.,, 1988). Ainda,
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Figura 3 — Resisténcia antimicrobiana (%) de 161 amostras de Salmonella Typhimurim isoladas em diferentes pontos de um sistema de
tratamento de dejetos suinos. S1= apo6s tratamento fisico (pontos PA, P1 E P3); S2= apos lagoa anaerobia (P9); S3= apos lagoas
facultativas (P10, P11 e P14); tb= tobramicina, t= tetracilina, na= acido nalidixico, a= amicacina, c= cloranfenicol, e=
estreptomicina, g= gentamicina, ap= ampicilina, ac= amoxacilina, cp= ciprofloxacina, s= cotrimoxazol, su= sulfonamida, cf=

cefaclor, n= neomicina.

KRUPERMAN (1983) observou uma aumento no
indice MAR em amostras de E.coli isoladas de dejetos
humanos, em comparagdo com amostras isoladas de
fezes individuais. O autor apontou como possivel
causa a troca de determinantes de resisténcia que
ocorreria entre bactérias durante a permanéncia no
ambiente.

Da mesma forma , KRUMPERMAN
(1983) definiu, arbitrariamente, o indice MAR de 0,2
para classificar as amostras de E. coli como potenciais
reservatorios de determinantes de resisténcia. Segundo
o indice proposto, a média do indice MAR das
amostras de Salmonella Typhimurium encontrada em
todos os grupos estaria dentro da faixa de alto risco.
Resultado semelhante foi também encontrado por
KRUMPERMAN (1983), para amostras de E. coli
isoladas de suinos.

Apesar de todas as amostras pertencerem
ao sorotipo Typhimurium, foi possivel identificar 57
perfis de resisténcia diferentes. O perfil mais freqiiente
(ap-c-e-na-su-t) foi identificado em 38 (23,6%) das
amostras, porém 28,6% dos perfis encontrados foram
representados por apenas uma. Esta elevada
variabilidade nos perfis pode ser constatada na analise
do coeficiente de similaridade medida pelo coeficiente
de Dice (Figura 4). Tenover et al. (1995), em estudos

genotipicos, sugerem que amostras que apresentem
coeficinete maior que 70% sejam considerados
similares. No presente estudo, observou-se amostras
com perfis de resisténcia com coeficiente menor que
70% formaram 20 grupamentos distintos (clusters)
sendo que destes, nove foram representados por apenas
uma amostra, caracterizando a alta variabilidade nos
perfis encontrados no sistema estudado.

A alta variabilidade de perfis de resisténcia
esteve presente ja no inicio do sistema (P1). Da mesma
forma, analisando as trés amostras isoladas na tnica
coleta positiva no final do sistema (P14), observou-se
a ocorréncia de perfis diferentes para cada uma das
amostras, sendo que o coeficiente de similaridade,
estre estas, variou entre 70 e 85%. A partir disto, tudo
indica que as amostras ja chegaram ao sistema de
tratamento com alta variabilidade de perfis de
resisténcia e que ndo houve uma selegdo de qualquer
um dos perfis ao longo do tratamento.

CONCLUSOES
O processo biologico, no sistema de lagoas
em série para o tratamento de dejetos de suinos, foi

capaz de diminuir a populacdo de Salmonella sp.
presente, sendo a etapa anaerdbia a que apresentou

Ciéncia Rural, v. 33, n. 5, set-out, 2003.
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Figura 4 — Dendrograma do perfil de resisténcia antimicrobiana de 161 amostras de Salmonella Typhimurium determinadas através da
medida Euclidiana. Os clusters foram definidos na distancia Euclidiana de 2,0. Numeros no dendograma re presentam padrdes de

resisténcia antimicrobiana e ndo o nimeroda amostra

maior decréscimo no indice de isolamento. Nas
amostras de Salmonella Typhimurium isoladas nédo
se verificou modificagdo da multi-resisténcia a
antimicrobrobianos ao longo do sistema de tratamento,
bem como néo foi possivel observar a selegdo de um
perfil de resisténcia.
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