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Resumo

A crescente demanda por produtos de origem animal como o leite e seus derivados fez com que os
produtores se adequassem e aumentassem a producdo para atender a grande demanda. Concomitante
a crescente demanda, aumentam-se os residuos gerados a partir da producédo animal. Neste estudo
foram coletadas amostras do efluente e do biofertilizante (antes e apds o processo da biodigestao
anaeroébia) de um biodigestor semi-continuo em uma fazenda experimental para isolar linhagens de
Escherichia coli. As amostras foram analisadas quanto a presenca dos genes de resisténcia a beta-
lactdmicos, bla-TEM e ampC, através de reacdes de PCR. Dos 173 isolados, 36,41% apresentaram o
gene ampC e 18,49% o gene bla-TEM. Além disso, 6,35% das linhagens apresentaram ambos os
genes, destacando o potencial risco de disseminagdo de resisténcia antimicrobiana em sistemas de
biodigestédo anaerdbia. O uso ostensivo de antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos na medicina
veterinaria e humana sublinha a necessidade de um monitoramento rigoroso em ambientes agricolas
para contencéo de resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: GRAs. Dejetos leiteiros. Disseminacao. PCR.
Area do Conhecimento: Biologia Molecular.

Introducéo

O crescimento populacional global aumenta a demanda por alimentos, impactando a pecuaria
leiteira, que fornece matérias-primas essenciais para diversos produtos alimenticios (Erdaw, 2023). O
Brasil € um dos lideres mundiais na producédo animal, com um vasto rebanho destinado ao consumo
interno e a exportacdo. De acordo com dados do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA, 2023), o
Brasil ocupa a terceira posi¢ao no ranking mundial de rebanhos bovinos. No entanto, o crescimento da
bovinocultura apresenta desafios significativos, incluindo a presséo sobre os recursos naturais, como
agua e terra, e a necessidade de aumentar a eficiéncia e a sustentabilidade da producéo, devido a alta
producédo de dejetos provenientes dessa atividade (Timsina et al., 2024).

Residuos da produgdo animal, como fezes e urina, representam uma grande quantidade de
biomassa, cuja reciclagem é essencial tanto por razdes econdmicas quanto ambientais (Almeida;
Bacha, 2021). A utilizacdo de biodigestores anaerébios nas fazendas leiteiras oferece uma solucéo
para a gestdo desses dejetos, convertendo-os em biofertilizante e biogas. O biodigestor promove a
decomposicdo da matéria organica sem oxigénio, produzindo recursos valiosos para a fertilizagdo do
solo e energia renovavel (Amaral; Steinmetz; Kunz, 2019).

No entanto, a aplicacao de biofertilizantes derivados de processos de biodigestdo anaeroébia levanta
questdes sobre o potencial de disseminacdo de microrganismos patogénicos e genes de resisténcia
antimicrobiana (GRAs) como o gene bla-TEM e ampC. A Escherichia coli, uma bactéria comensal do
trato intestinal de animais de sangue quente, é frequentemente utilizada como indicador de
contaminacgédo fecal e como modelo para estudar a resisténcia antimicrobiana devido a sua capacidade
de adquirir e transmitir genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAs). O aumento da resisténcia
antimicrobiana (RAM) em E. coli representa uma ameaca significativa a salde publica, especialmente
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quando essas bactérias sao liberadas no ambiente através de efluentes tratados inadequadamente ou
ndo tratados (Furlan et al., 2020).

A RAM é uma preocupacao global, reconhecida como uma ameaca emergente pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) (Ahmed et al., 2024). Estudos anteriores indicam que os sistemas de
biodigestédo anaerobia, embora eficazes na reducéo da carga microbiana total, nem sempre eliminam
completamente os microrganismos patogénicos ou 0s genes de resisténcia presentes nos dejetos
bovinos (Pham et al., 2024; Li et al., 2023; Burch et al., 2022).

A disseminacdo dos marcadores de resisténcia bla-TEM e ampC em ambientes agricolas,
especialmente em sistemas de manejo de residuos, pode agravar o problema da RAM. A presenca
deste gene em E. coli é particularmente preocupante devido a capacidade desta bactéria de atuar como
reservatério e vetor de resisténcia, disseminando GRAs através de transferéncia horizontal em
diferentes ambientes, como solo, agua e no trato intestinal de humanos e animais. A resisténcia
mediada pelo bla-TEM compromete a eficacia de tratamentos fundamentais e aumenta o risco de
infeccdes persistentes e dificeis de tratar, representando uma ameaca significativa a salde Unica, que
considera a interconexao entre satde humana, animal e ambiental.

A escolha de Escherichia coli como objeto de estudo é fundamentada em sua importancia critica
para a saude publica, uma vez que essa bactéria é amplamente disseminada no ambiente e possui
uma notavel capacidade de adquirir e disseminar genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAS) por
meio da transferéncia horizontal de genes. Neste contexto, a presente pesquisa buscou avaliar a
presenca dos genes blaTEM e ampC em isolados de E. coli provenientes de um sistema de biodigestéo
anaerodbia. Esses genes foram selecionados devido ao seu papel na conferéncia de resisténcia a uma
ampla gama de antimicrobianos beta-lactamicos, comprometendo a eficacia de terapias
medicamentosas.

Metodologia

Amostras do processo de biodigestédo foram coletadas de um biodigestor semi-continuo instalado
na fazenda experimental da Embrapa Gado de Leite, que faz parte da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa). O biodigestor opera a temperatura ambiente e tem uma capacidade util de
540 m3, com um tempo de retenc&o hidraulica (TRH) de 32 dias (+6,4). O substrato utilizado para
alimentar o biodigestor (efluente) é derivado do sistema de limpeza das superficies do piso em um
sistema semi-confinado. As amostras liquidas foram coletadas tanto na entrada do biodigestor
(efluente) quanto no tanque de armazenamento do biofertilizante (biofertilizante).

Para o isolamento de enterobactérias indicativas de E. coli, foram utilizadas placas Petrifilm™
(Petriflm™ EC 6404, 3M™), seguindo as instru¢des do fabricante. A presenca de coldnias azuis com
formacao de bolhas de gas nas placas Petrifim™ foi usada como identificagdo presuntiva de E. coli.

As colbnias sugestivas de E. coli foram ent@o cultivadas em agar Eosin Methylene Blue (EMB,
HIMEDIA) a 35°C por 24 horas. As colbnias que apresentaram reflexo verde metalizado, caracteristico
de E. coli, foram transferidas para &gar Triple Sugar Iron (TSI) e dgar BHI (Himedia) para posterior
andlise. Foram avaliados os aspectos morfotintoriais pela coloracdo de Gram, a capacidade de
fermentar glicose, sacarose e/ou lactose, bem como a producao de gas.

Ao todo, 180 colbnias bacterianas sugestivas de E. coli foram isoladas, sendo 90 provenientes do
efluente e 90 do biofertilizante.

Para a obtencdo de DNA genbmico, os isolados bacterianos foram cultivados em caldo BHI, por 24
horas, a 35 °C. A seguir, uma colbnia isolada foi coletada para extracdo de DNA genbdmico total,
usando-se o kit comercial de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA foi quantificado em placa
de nanodrop (Thermo Scientific) e diluidos para a concentracéo de 10 pg/puL em agua livre de Rnase e
Dnase ultrapura (Invitrogen), em volume final de 50 pL. O DNA foi estocado em freezer a —20°C, para
posteriormente ser utilizado como DNA molde em reacdes em cadeia da polimerase (PCR).

Foi realizado a confirmacédo genotipica de E. coli usando oligoiniciadores especificos para o gene
16S (16S-23S F: 5’- GCT TGA CAC TGAACA TTG AG; 16S-23S R: 5- GCA CTT ATC TCT TCC GCA
TT) para reacdes de PCR (Charaya et al., 2015). Para amplificacdo dos genes de resisténcia bla-TEM
e ampC foram utilizados oligoiniciadores especificos (Invitrogen Custom Primers) (F= 5’- GTG CGC
GGA ACC CCT ATT e R=5-TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA GGC) e (F=5- ATA ACC ACC CAG
TCA CGC e R=5- CAG TAG CGA GAC TGGC GCA), respectivamente (Jones et al., 2009; Odeh et
al., 2002).
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As reacgdes de PCR foram realizadas em volume final de 14 uL, contendo 4 puL de PCR Master Mix,
2uL de DNA (~20ng/uL), o volume do oligoiniciador foi usado de acordo com a referéncia e o volume
restante completado com agua livre de Dnase e Rnase (Invitrogen). As reacdes foram realizadas em
termociclador automatizado (Dlab, TC1000-G).

Os amplicons foram visualizados em fotodocumentador (Gel DocTM XR+, Bio-Rad) apoés
eletroforese em gel de agarose 1,5% (80v, 500mA, 150W a 45min). Os amplicons foram corados com
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Como padréo de peso molecular, foi utilizado o marcador de
1Kb DNA ladder (Life Technologies Inc.).

Os controles negativos destes testes foram realizados a partir de rea¢des com adi¢édo de agua livre
de Rnase e Dnase (Invitrogen) no lugar do DNA molde e como controle positivo, foram utilizadas
amostras da colecdo do Grupo Aplicado a Microbiologia (GrAM) alocado no Laboratério de Analises
Clinicas (LAC) da UFES — Campus Alegre.

Resultados

A partir das PCRs de confirmacéo do gene 16S para E. coli, foram identificados 96,11% de isolados
positivos (173/180) para o gene 16S, sendo 89 isolados positivos no efluente e 84 no biofertilizante.
ApOs a PCR confirmativa para E. coli, foram realizadas rea¢fes de PCR para identificacdo de
marcadores genéticos que conferem resisténcia aos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos,
genes bla-TEM e ampC. As observacdes dos genes de resisténcia bla-TEM e ampC estéo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia de deteccao dos marcadores de resisténcia a beta-lactamicos (bla-TEM e ampC) em
linhagens de E. coli isoladas de efluente e biofertilizante de biodigestor anaerobico.

Deteccdo dos marcadores de resisténcia % (n)

Efluente (89) Biofertilizante (84) Total (173)
bla-TEM 19,10 (17) 17,85 (15) 18,49 (32)
ampC 35,95 (32) 36,90 (31) 36,41 (63)

Fonte: Os autores.

De todas as 95 (54,91%) linhagens que tinham os genes de interesse deste estudo, bla-TEM e
ampC, 11 (6,35%) apresentaram os dois marcadores de resisténcia para antimicrobianos beta-
lactamicos, sendo 5 (5,61%) isolados no efluente e 6 (7,14%) no biofertilizante.

Discusséo

As linhagens de E. coli foram selecionadas para este estudo devido & sua relevancia na saude Unica,
uma vez que essa bactéria ndo s6 é um residente permanente do trato intestinal de animais de sangue
quente e répteis, mas também pode ser encontrada em diversos ambientes, como solo e agua. A
capacidade de E. coli adquirir material genético por meio da transferéncia horizontal de genes é uma
caracteristica preocupante, pois facilita a disseminacdo rapida de clones multirresistentes na
comunidade microbiana, representando um risco significativo a satde publica e animal (Furlan et al.,
2020; Nascimento et al., 2020).

O gene ampC, associado a resisténcia a ampicilina, um antimicrobiano da classe dos beta-
lactamicos, foi o mais prevalente identificado neste estudo, sendo encontrado em 36,41% dos isolados
(63/173), com 32 positivos em efluentes e 31 em biofertilizantes. Juntamente com o gene bla-TEM, que
confere resisténcia a penicilinas e cefalosporinas de primeira geracdo, o ampC contribui para a
producédo de beta-lactamases, que sdo mediadas por plasmideos e por cromossomos. A presenca
desses genes em plasmideos € particularmente alarmante, pois facilita a transferéncia horizontal de
resisténcia entre diferentes espécies bacterianas (Arruda et al., 2019; Rodriguez et al., 2020).

A andlise da presenca do gene bla-TEM, que confere resisténcia a medicamentos beta-lactamicos,
revelou variagcdes na prevaléncia deste marcador genético em comparacdo com outros estudos.
Enquanto o presente estudo encontrou uma prevaléncia de 18,49% para o gene bla-TEM, outros
estudos relataram valores discrepantes, como 2% em Wang et al. (2023) e 63,4% em Chaudhary,
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Jadhav e Banjara (2023). Essas discrepancias podem estar associadas a diferentes padrdes de uso de
antimicrobianos, variacbes nas praticas de manejo e condicbes ambientais especificas das regibes
onde os estudos foram conduzidos.

O uso extensivo de antimicrobianos beta-lactdmicos em rebanhos leiteiros, conforme relatado na
literatura, pode estar contribuindo significativamente para a disseminacdo dos genes de resisténcia,
como o bla-TEM (Benites et al., 2021; Borges et al., 2019; Furlan et al., 2020). Isso sugere que as
praticas de uso de antimicrobianos na pecudria necessitam de reviséo e controle rigoroso para mitigar
a propagacéo de cepas multirresistentes de E. coli, protegendo tanto a satde humana quanto animal.

Conclusao

A analise dos marcadores genéticos de resisténcia a antimicrobianos beta-lactamicos revelou a
presenca significativa dos genes blaTEM e ampC nas linhagens estudadas. Especificamente, o gene
ampC foi detectado em 36,41% dos isolados, enquanto o gene blaTEM foi encontrado em 18,49%, com
ambos os genes coocorrendo em 6,35% das linhagens.

A presenga consideravel desses genes de resisténcia, especialmente a coocorréncia de blaTEM e
ampC em isolados tanto do efluente quanto do biofertilizante, ressalta a capacidade dos sistemas de
biodigestdo anaerdbica de manter e possivelmente disseminar E. coli com resisténcia multipla a beta-
lactdmicos. Esses achados sublinham a importancia de monitorar e mitigar a propagac¢ao de genes de
resisténcia antimicrobiana em ambientes agricolas e de tratamento de residuos, visando proteger a
saude publica e a eficacia terapéutica dos antimicrobianos beta-lactamicos.
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