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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar aspectos moleculares associados a resisténcia a tetraciclina
em Escherichia coli isoladas de um sistema de biodigestdo anaerdbica alimentados com dejetos
bovinos, no intuito de avaliar o potencial risco clinico-microbiol6gico associado a utilizacdo dos residuos
finais como biofertilizantes. Neste sentido, procedeu-se a pesquisa do gene de resisténcia tetA pela
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando oligoiniciador especifico e condi¢des de
amplificacdo descritas na literatura. No total, 90 linhagens do efluente e 90 do biofertilizante foram
avaliadas e destas, 10% apresentaram o marcador de resisténcia, ndo havendo diferenca significativa
entre os pontos de coleta efluente e biofertilizante. Apesar da baixa prevaléncia do gene, a deteccéo
de isolados resistentes suscita a necessidade de promover discussdes sobre o uso de drogas
antimicrobianas na pecuaria leiteira, bem como sobre a seguranc¢a do uso de biofertilizantes.

Palavras-chave: tetA. biodigestor anaerébio. bovinocultura. PCR.
Area do Conhecimento: Biologia Molecular.
Introducéo

A bovinocultura leiteira é de grande importancia para o setor econémico do Brasil, sendo uma das
atividades mais lucrativas do setor pecuério e significativa para o crescimento econdmico. Essa
atividade estd amplamente presente em todo territério brasileiro, abrangendo a criacéo de gado bovino
e a comercializacdo dos seus produtos (BELONI et al., 2020). Com o aumento da populacdo humana
e da demanda por proteina animal, o confinamento ou semiconfinamento de animais de producéo
aumenta, assim como também aumenta os residuos gerados pela pecuéria leiteira. Os dejetos da
pecuéria, quando descartados de maneira incorreta, podem aumentar a proliferacdo de microrganismos
patogénicos a salde animal e humana. Para evitar que os residuos do setor da pecuaria leiteira sejam
lancados diramente no solo e em corpos hidricos, uma opcdo é a implementagdo e 0 uso de
biodigestores anaerdbios (TANNUS, 2023).

O uso de biodigestores anaerébios na pecudria leiteira € uma alternativa empregada em fazendas
para agregar valor aos residuos dos animais. O biodigestor é composto por duas partes: uma camara
hermeticamente fechada que permite a decomposicdo da biomassa e uma campanula que permite o
armazenamento do biogas produzido durante a biodigestdo (AMARAL; STEINMETZ; KUNTZ, 2019). O
destaque da digestao anaerdébia é a eficiéncia na degradacao dos residuos orgéanicos solidos que, ap6s
a digestéo, viabiliza o uso do biogas, para geracdo de energia, e do biofertilizante que pode ser
empregado na agricultura (SILVA et al., 2020).

Na pecuéria € comum o0 uso de antimicrobianos para tratar animais com manifestacdes clinicas
especificas, como a mastite bovina, ou uso preventivo em doses subterapéuticos na prevencéo de
doencas infecciosos (TORRES, 2019). Destaca-se que uma proporcdo significativa da dose de
antimicrobiano administrada, variando de 40% a 90% (dependendo da classe), é excretada nas fezes
e na urina na forma ativa (forma original), podendo eventualmente atingir o meio ambiente e impactar
em outros ecossistemas (POLIANCIUC et al., 2020). Portanto, a utilizacdo de antimicrobianos na
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bovinocultura leiteira pode influenciar diretamente na ocorréncia de genes de resisténcia a
antimicrobianos (GRA) e promover a resisténcia aos antimicrobianos.

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é um problema mundial. A sele¢do de linhagens
bacterianas resistentes aos antimicrobianos pode ser acelerada pelo uso excessivo e inadequado
deste tipo de medicamento (XU et al., 2022). Estudos demonstram que o uso de antimicrobianos em
concentracdes subclinicas pode estimular a transferéncia horizontal de genes relacionados a
resisténcia. Assim, a administracdo de baixas concentracdes de antimcirobianos nos animais pode
selecionar bactérias portadoras de GRA, levando a multiplicacao e disseminacéo desses genes entre
as linhagens bacterianas (ALMEIDA, 2020; PEREZ et al., 2020).

A tetraciclina € um antimicrobiano popular na medicina humana e veterinaria devido ao seu amplo
espectro de atividade e baixo custo (BALSALOBRE et al., 2014; BENEDITO et al., 2015). Esta droga
exerce um efeito bacteriostatico, interferindo no processo de sintese proteica por atuar na subunidade
ribossomal 30S e 70S (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Mais de 38 genes que codificam
resisténcia a esta classe ja foram identificados, eles tém sido tipicamente associados a elementos
genéticos moveis, como plasmideos e integrons. Genes de resisténcia a tetracilina ja foram detectados
em diferentes ambientes, por exemplo, em dejetos de animais e solo (SCHMITT et al., 2006).

A prevaléncia de genes de resisténcia nos sistemas de biodigestdo é uma importante questédo de
saude publica, uma vez que esses genes podem persistir no ambiente por longos periodos e serem
transferidos de forma horizontal (MATOS et al., 2017). Do exposto, conhecer a persisténcia de bactérias
resistentes em sistemas de biodigestores anaerdbios é fundamental. Tais informacdes sdo essenciais
a tomada de decisdo quanto a gestdo dos dejetos da pecuaria, com vista a redu¢do do impacto
ambiental negativo do descarte inadequado destes dejetos. Assim, o objetivo desta pesquisa é
descrever qualitativamente a prevaléncia de um gene de resisténcia a tetraciclina (tetA) em isolados de
E. coli provenientes de um sistema de biodigestao anaerdbio em escala real alimentados com dejetos
bovinos.

Metodologia

As linhagens de Escherichia coli avaliadas neste estudo foram isoladas de um sistema de
biodigestdo anaerébia de escala real e operado em continuo. O digestor € mantido em temperatura
ambiente, com capacidade Util de volume de 540 m?3 e o tempo de retencgao hidraulico (TRH) de 32 dias
(x6,4). O substrato utilizado para abastecimento do biodigestor (efluente) é proveniente de dejetos de
bovinos leiteiros do sistema de limpeza dos pisos de um sistema de semi-confinamento. Foram
coletadas amostras do liquido provenientes da entrada do biodigestor (efluente) e apds o processo de
biodigestao provenientes do tanque reservatério de biofertilizante.

Para o isolamento e identificacdo das linhagens sugestivas de E. coli, as amostras do efluente e
biofertilizante foram inoculados sem diluicdo em meios 3M Petrifilm 6404 e a identificacdo presuntiva
foi realizada por cultivo em agar Eosin Methylene Blue (EMB) e posterior cultivo em cultivo em agar
Triple Sugar Iron (TSI). Apos identificagdo, as linhagens foram armazenadas em meio de
congelamento, em congelador a -80°C, e enviadas para o Laboratério de Microbiologia Farmacéutica
do Departamento de Farmécia e Nutricdo, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alegre,
ES, onde a pesquisa de genes de resisténcia antimicrobiana foi realizada.

Neste estudo foram avaliadas 180 linhagens sugestivas de E. coli do efluente (h=90) e do
biofertilizante (n=90).

Para a obtencao de DNA gendmico, as linhagens bacterianas congeladas foram reativadas em agar
Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas, a 35°C, posteriormente foram cultivadas em caldo caseina
soja, por 24 horas, a 35°C. A seguir, 1 mL da cultura foi utilizada para extracdo de DNA gendmico total,
usando-se o Kit de extracdo comercial (QIAamp DNA Mini Kit), de acordo com as instrucbes do
fabricante. As linhagens foram quantificadas e diluidas para a concentracao de 10 pg/uL em agua livre
de RNAase, em volume final de 50 pL. O DNA foi estocado em freezer a —20 °C para, posteriormente,
ser utilizado como DNA molde em reacBes em cadeia da polimerase (PCR).

Para a PCR foram adicionados 2 pyL do DNA diluido juntamente com 1 pL de primer F tetA (5’- GCT
ACA TCC TGGC TTG CCT TC), 1 ul Primer R tetA (5- CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG), 2 uL de
Master Mix e completado com 8 L de agua ultrapura, totalizando um volume final de 14 pL. O protocolo
de amplificacéo utilizado conta com: desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 minutos, 30 ciclos de 94 °C por

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIII Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdoe 2
XIII Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023
DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0502.23



ano
inior

ino
Uni Al ciacaoa

cano

XXVilainic XXIMEpg XVil=MinicJr NaMEnexun XillaInid

> P

A era digital e suas implicacdes sociais:
L';I IC Desafios e contribuicoes

30 segundos, 55 °C por 45 segundos, 72 °C de por 1 minuto. A extenséo final foi na temperatura de 72
°C por 5 minutos. As reac¢des foram realizadas em termociclador automatizado (Dlab, TC1000-G). Os
amplicons foram visualizados em fotodocumentador (Gel DocTM XR+, Bio-Rad) apos eletroforese em
gel de agarose 1,5% (80v, 500mA, 150W a 45min), e foram corados com corante nao mutagénico Safer
Dye (Kasvi). Amplicons com tamanho de 210pb foram considerados positivos para a presenca do gene
tetA. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA ladder 1000 Kb (Kasvi). Para o controle
negativo foi realizado reac6es sem DNA molde. Como controle positivo foi utilizado um isolado
bacteriano de E. coli ja caracterizado como positivo para este gene a partir do trabalho de Gomes Junior
(2021). As amostras foram analisadas estatisticamente utilizando o software Genes.

Resultados

A partir da andlise de eletroforese das reagfes de PCR foi possivel identificar a presenca do gene
tetA nas amostras. A Figura 1 apresenta algumas das linhagens analisadas derivadas do ponto de
coleta biofertilizante. E possivel observar a presenca do gene tetA nos isolados 199, 201, 203 e 212 do
biofertilizante (Figura 1).

Figura 1 - Fotografia de gel de agarose contendo os amplicons de tetA (210 pb) presentes em E. coli isolados de
biofertilizante.

Fonte: Os autores
Legenda: MM= Marcador Molecular (DNA ladder 1000 Kb); CP= Controle Positivo e CN= Controle Negativo.

Dentre as 180 linhagens sugestivas de E. coli avaliadas, 18 (10%) apresentaram o marcador de
resisténcia testado, dessas 7 pertencem ao efluente e 11 ao biofertilizante (Tabela 1). Um aumento de
4,42% de tetA em relagdo as amostras de entrada (efluente) e de saida (biofertilizante) foi observado,
no entanto sem diferenca estatistica.

Tabela 1 - Frequéncia de deteccéo do gene de resisténcia a tetraciclina (tetA) em linhagens de E. coli isoladas
de efluente e biofertizante de biodigestor anaerébico.

Deteccido dos marcadores de resisténcia (%)

Gene

Efluente (n= 90) Biofertilizante (n=90) Total (n=180)
tetA 7,78% (n=7) 12,2% (n=11) 10% (n=18)
Fonte: Os autores
Discusséo

As tetraciclinas sdo antimicrobianos de amplo uso na pecuaria leiteira e salde humana (BURCH et
al. 2021; ANDERSON, et al. 2023). O uso excessivo de antimicrobianos em animais de producéo
resulta no desenvolvido de resisténcia a antimicrobianos em patdgenos (ISKANDAR et al., 2020).
Segundo Kumar, Patyal e Panda (2018) existem evidéncias de que a resisténcia de alguns patégenos
entéricos humanos surgiu através da transferéncia de bactérias resistentes ou GRA de animais para
humanos através da cadeia alimentar.

Linhagens de E. coli foram escolhidas devido sua importéncia a sadde Unica, pois além de ser
residente permanente do trato intestinal de animais de sangue quente, pode estar presente tanto no
meio ambiente, quanto no solo e na agua, além de ter a capacidade de adquirir material genético por
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transferéncia horizontal de genes; caracteristica que pode resultar em uma rapida disseminacéo de
clones multirresistentes na comunidade microbiana (FURLAN et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2023).

Bactérias resistentes as tetraciclinas sdo abundantemente distribuidas no meio ambiente, devido a
popularidade deste antimicrobiano na medicina humana e veterinaria (BALSALOBRE et al., 2014). O
primeiro relato de resisténcia as tetraciclinas foi datado na década de 1950, tornando-se evidente
somente na década de 1970. Devido ao seu amplo espectro de acédo, a resisténcia a esta droga esta
largamente disseminada entre as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Dentre as espécies do
grupo Gram-negativo, para a E. coli, a resisténcia a tetraciclina esta ligada a aquisicdo de um operon
que consiste em um gene de efluxo tetA (SAWANT et al., 2007).

Diferentes mecanismos podem estar associados ao perfil de persisténcia do gene tetA de bactérias
Gram-negativas, como bombas de efluxo adquiridas, transferéncia horizontal e vertical de GRA
(FURLAN et al., 2020). Além disso, outras variaveis podem agir na abundancia de GRA, por exemplo,
o tipo de dejeto que alimenta o biodigestor e a forma de operacdo dos biodigestores como foi destacado
por Saavedra; Haro; Cuasapaz (2022).

Corroborando os achados deste estudo, Saavedra; Haro; Cuasapaz (2022), observaram que o gene
tetA esteve presente em trés pontos de coleta distintos do biodigestor (efluente, interior do biodigestor
e em biofertilizante), diminuindo numericamente entre os pontos. Foi observado que linhagens que ndo
tinham GRA no primeiro ponto de coleta, ao fim do processo de biodigestdo haviam isolados com GRA.
Este resultado pode ser devido a conjugacgédo bacteriana durante o processo da biodigestdo anaerdbia,
onde novas cepas com GRA podem ter sucesso evolutivo e terem se mantido no biodigestato. No
presente estudo, sugere-se a preservacao do gene tetA durante o processo de biodigestdo uma vez
que nédo foi observada diferenca estatistica na deteccdo do gene entre as amostras de efluente e
biofertilizante.

No estudo de Anderson et al. (2023), foi mostrado que 71,6% (n = 490) dos isolados bacterianos de
dejetos bovinos eram resistentes a tetraciclina antes de entrarem no biodigestor, resultado diferente do
encontrado neste estudo, onde 7,78% (n=90) do efluente revelou a presenca do gene tetA. Essa
diferenca pode ser devido ao n amostral maior do que o analisado no presente estudo e também
variacdes locais (como, pressédo seletiva) que mantém a prevaléncia de genes de resisténcia.

Yoshizawa et al. (2020) mostrou que dejetos bovinos submetidos a respiragédo aerébia (ambiente
campo aberto), antes de serem destinados a fertilizacao de terras, diminuem a prevalencia de GRA. A
desvantagem no uso da respirac@o aerdbia para mitigar a ocorréncia de GRA € que o esterco fica em
campo aberto, disponivel a aves e outros vetores que podem disseminar doencas entre humanos e
animais, além de ser potencialmente perigoso a outras espécies e vetores que podem introduzir
bactérias com resisténcia e, dessa forma, ainda manterem-se presentes. Ainda no estudo de
Yoshizawa et al. (2020), foram apresentados os dados referente a permanéncia de GRA em esterco
bovino submetidos a ciclos de autoclavacdo (121 °C/30min) com trés repeti¢cdes, sendo observado que
0 gene tetA manteve-se presente nas amostras apos os ciclos. Zou et al. (2020) e Burch et al. (2021)
demonstraram uma reduc¢éo significativa para o gene tetA durante o processo de digestdo anaerdbia,
mas a remocao de GRA foi menor do que o esperado. Estes achados diferem do resultado do presente
estudo, onde a correlacdo entre os dois pontos de coleta ndo apresentou diferenca significativa na
ocorréncia de tetA. Isso sugere que as bactérias que entram na biodigestdo anaerdbia conservam o
GRA tetA durante o processo de biodigestao anaerébia, que opera em temperatura ambiente, podendo
possivelmente transferir este gene a microrganismos no solo e demais ecossistemas. A investigagéo
referente a presenga de outros GRA relevantes & saude por conferir resisténcia a antimicrobianos
usuais na medicina humana e veterinaria ainda sera analisada.

Conclusao

A prevalencia de GRA é uma preocupac¢do mundial multissetorial, uma vez que humanos, animais
e 0 ambiente sdo expostos a microrganismos que podem ser resistentes aos antimicrobianos. Os dados
obtidos neste estudo mostraram que o processo de biodigestdo de dejetos bovinos leiteiros em sistema
de confinamento ndo alterou, de forma significativa, a prevaléncia de genes tetA nos residuos. No
entanto, a presenca do gene suscita discussfes sobre a seguranca sanitaria e microbiolégica do uso
de efluentes.
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