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Resumo. Este estudo teve como objetivos determinar a sobrevivéncia e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de amostras de Salmonella sp. isoladas de seis sistemas de
armazenamento de dejetos suinos. Determinou-se o perfil de resisténcia a antimicrobianos
de isolados de Salmonella sp. provenientes de esterqueiras com capacidade de
armazenamento de dejetos suinos por um periodo minimo de 120 dias. Das 63 amostras de
dejetos analisadas, isolou-se Salmonella sp. de apenas nove (14,28%), sendo identificados
0s sorovares Typhimurium (79,4%), Panama (11,8%) e Derby (5,9%) e um isolado (2,9%)
caracterizado como S. enterica. Determinou-se presencga de salmonelas nos seis sistemas
em pelo menos uma amostragem, sendo que 0 maior numero de isolamentos ocorreu aos
120 dias de armazenamento. O perfil de resisténcia a antimicrobianos demonstrou-se
variavel, sendo que todas as amostras foram sensiveis a amicacina, gentamicina,
amoxicilina, neomicina e ciprofloxacina. A resisténcia a 4 ou mais antimicrobianos esteve
presente em 20,6% dos isolados. Verificou-se maior percentual de resisténcia apés 120 dias
de armazenamento no sistema e o indice de multirresiténcia a antimicrobianos (MAR) total
foi de 0,2. O papel que o tratamento de dejetos exerce no nivel de resisténcia de bactérias
habitantes do trato gastrintestinal ainda é controverso. Enquanto alguns estudos apontam
para um efeito benéfico, representado pela reducéo do nivel de resisténcia das amostras
durante o tratamento, outros afirmam que a passagem pelos sistemas propiciaria a troca de
genes entre linhagens bacterianas resultando no aumento da multirresisténcia. Tal fato foi
observado no presente estudo tendo em vista que indice MAR acima de 0,2 é considerado
de risco, uma vez que estes microrganismos poderiam agir como reservatérios de genes de
resisténcia para outras bactérias, inclusive aquelas em contato com a popula¢do humana.
Com base nos resultados, concluiu-se que amostras de salmonelas sobrevivem apés 120
dias de armazenamento do dejeto suino, sendo observada tendéncia ao aumento no perfil
de resisténcia apds este periodo.
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Survival and antimicrobial resistance profile of Salmonella sp. in
stored pig manure

Abstract. This study aimed determine the survival and antimicrobial resistance profile of
Salmonella sp. samples isolated from swine manure systems plats with capacity for a
minimum period of 120 days of wastewater. Of the 63-manure sample analyzed,
Salmonella sp. was recovered only in nine (14.28%) of them, with serovars Typhimurium
(79.4%), Panama (11.8%) and Derby (5.9%) and one isolate (2.9%) characterized as S.
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enterica. The presence at least one sample of Salmonella was determined in six systems,
with the greatest number of isolations occurring at 120 days of storage. The antimicrobial
resistance profile proved to be variable, and all samples were sensitive to amikacin,
gentamicin, amoxicillin, neomycin and ciprofloxacin. Resistance to four or more
antimicrobials was present in 20.6% of the isolates. There was a higher percentage of
resistance after 120 days of storage in the systems and total multidrug resistance index
(MAR) was 0.2. The role that waste treatment plays in the level of resistance of bacteria
inhabiting the gastrointestinal tract is still controversial. While some studies point to a
bneficial effect, represented by reduction of the resistance level of the samples during
treatment, others affirm that the passage through the systems would provide the exchange
of genes between bacterial strains resulting in an increase in multiresistance. This fact was
observed in the present study, considering that the MAR index above 0.2 is considered risk,
since these microrganisms could act as reservoirs of resistance genes for other bacteria,
including those in contact with the human population. Based on the results, it was
concluded that samples of Salmonella survive after 120 days of storage of swine manure,
with a tendency to increase in the resistance profile afther this period.

Keywords: Salmonella sp., pig slurry, antimicrobial resistance

Sobrevivenciay perfil de resistencia a los antimicrobianos de aislados
de Salmonella sp. en estiércol de cerdo almacenado

Resumen. Este estudio tuve como objetivo determinar la sobrevivencia y perfil de
resistencia a los antimicrobianos de muestras de Salmonella sp. aisladas de seis sistemas
de almacenamiento de estiércol porcino. El perfil de resistencia antimicrobiana de
Sallmonella sp. fue mensurado en plantas de estiércol de cerdo con capacidad de
almacenamiento por un periodo minimo de 120 dias. De las 63 muestras de estiércol
analizadas, se aisl6 Salmonella sp de tan solo nueve (14.28%), con los serovares
Typhimurium (79.4%), Panama (11.8%) y Derby (5.9%) y un aislado (2.9%) caracterizado
como S. enterica. La presencia de salmonelas em los seis sistemas se determin6 en al menos
una muestra, y el mayor numero de aislamientos se produjo a los 120 dias de
almacenamiento. El perfil de resistencia a los antimicrobianos result6 ser variable y todas
las muestras fueron sensibles a amikacina, gentamicina, amoxicilina, neomicina y
ciprofloxacina. La resistencia a 4 0 mas antimicrobianos estuvo presente en el 20,6% de
los aislamientos. Hubo un mayor porcentaje de resistencia después de 120 dias de
almacenamiento en el sistema y el indice total de resistencia a multiples farmacos (MAR)
fue de 0,2. El papel que el tratamiento de residuos juega en el nivel de resistencia de las
bacterias que habitan el tracto gastrointestinal sigue siendo controvertido. Si bien algunos
estudios apuntan a un efecto beneficioso, representado por la reduccion del nivel de
resistencia de las muestras durante el tratamiento, otros afirman que el paso por los sistemas
proporcionaria el intercambio de genes entre cepas bacterianas resultando en un aumento
de multirresistencia. Este hecho fue observado en el presente estudio, considerando que el
indice MAR por encima de 0,2 se considera riesgoso, ya que estos microorganismos
podrian actuar como reservorios de genes de resistencia para otras bacterias, incluidas las
que estan en contacto con la poblacién humana. Con base en los resultados, se concluy6
que las muestras de salmonela sobreviven después de 120 dias de almacenamiento de
estiércol porcino, con tendencia a incrementar el perfil de resistencia después de este
periodo.

Palabras clave: Salmonella sp., estiércol porcino, resistencia a los antimicrobianos

Introducéo

Os residuos sdo conhecidos por conter bactérias patogénicas, como Salmonella sp. e outros
microorganismos, com carater zoonotico, constituindo um problema de satde publica (Sahlstrém
2003).
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Entre os usos propostos para os dejetos encontra-se a aplicagdo no solo como fertilizante. Entretanto,
este procedimento pode levar a contaminacgdo de cursos de &gua, em decorréncia dos elevados teores de
compostos fosforados e nitrogenados. Por isso, existe a necessidade de tratamento dos dejetos animais
antes de seu uso na agricultura.

Além disso, patdgenos como Salmonella sp., que sdo excretados nas fezes de animais infectados e
clinicamente sadios, podem ser langados no ambiente e resultar em risco sanitario para animais e homem
(Jones, 1980).

As salmonelas sdo microrganismos relativamente resistentes e podem sobreviver fora do hospedeiro
em condi¢Bes ambientais severas por meses, como nos dejetos, por mais de 77 dias e em temperaturas
gue variam entre 6 e 47 °C; além disso, possuem capacidade de infectar véarias espécies de animais de
producdo e o homem (Sahlstrém, 2003).

Por muitos anos a producédo animal foi acompanhada pelo uso de antimicrobianos, tanto terapéutico
guanto preventivo, em especial os promotores de crescimento. O uso de antimicrobianos foi
acompanhado da emergéncia de linhagens resistentes em diversos microrganismos, inclusive naqueles
patogénicos como, por exemplo, Salmonella spp (Fedorka-Cray et al., 1999).

Bactérias resistentes a antimicrobianos podem ser encontradas no ambiente contaminado com excreta
ou efluentes humano, animal ou industrial, local onde sofrem pressao de selecdo (Linton, 1988). Neste
sentido, o objetivo do presente estudo foi determinar a sobrevivéncia e o perfil de resisténcia
antimicrobiana de amostras de Salmonella sp. em esterqueiras para 0 armazenamento de dejetos suinos.

Material e métodos

Foram monitorados seis sistemas de armazenamento de dejetos suinos na regido Sul. Os dejetos
liquefeitos eram encaminhados a esterqueiras (Maroso et al., 2003) e nelas permaneciam armazenados
por um periodo minimo de 120 dias (FATMA, 2003). A primeira amostra de dejetos foi coletada, em
cada uma das propriedades, nos canais externos de coleta de dejetos existentes nos galpdes de suinos
caracterizando-se como o “momento zero” de armazenagem. As demais amostras foram coletadas do
lado oposto a entrada dos dejetos na esterqueira (Silva et al., 2008) a uma profundidade minima de 50
cm e igual distancia das bordas, apos 30, 60, 90 e 120 dias do “momento zero”, totalizando 63 amostras
de dejetos em 17 coletas.

Realizou-se a determinacdo da presenga de Salmonella sp. (Pereira et al., 2008), isolando-se 34
colbnias confirmadas como Salmonella sp. as quais foram mantidas congeladas para sorotipagem no
Instituto Oswaldo Cruz.

A sensibilidade a antimicrobianos foi determinada por difusdo em agar (Clsi, 2005), utilizando-se
discos impregnados com cotrimoxazol (25ug), tetraciclina (30ug), acido nalidixico (30ug), amicacina
(30ug), cloranfenicol (10ug), tobramicina (10ug), estreptomicina (10ug), sulfonamida (300ug),
gentamicina (10ug), cefaclor (30ug), amoxicilina (30ug), ampicilina (10ug), neomicina (30ug) e
ciprofloxacina (5ug).

Determinou-se o indice de multirresisténcia acumulada (MAR) nas amostras de Salmonella (Schmidt
& Cardoso, 2003).

Resultados

Das 63 amostras de dejetos analisadas, isolou-se Salmonella sp. de apenas nove (14,28%), sendo
identificados 34 isolados dos sorovares Typhimurium (79,4%), Panama (11,8%) e Derby (5,9%) e um
isolado (2,9%) caracterizado como S. enterica.

Determinou-se presenca de salmonelas nos seis sistemas em pelo menos uma amostragem, sendo
que o maior numero de isolamentos ocorreu aos 120 dias de armazenamento (Tabela 1).

Verificou-se resisténcia aos antimicrobianos: tetraciclina (59%), sulfonamida (47%), cotrimoxazol
(41%), é&cido nalidixico (35%), estreptomicina (24%), cloranfenicol (15%), tobramicina (6%),
ampicilina (5,9%) e cefaclor (3%). Todas as amostras foram sensiveis a amicacina, gentamicina,
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amoxicilina, neomicina e ciprofloxacina. Apenas quatro (11,76%) amostras foram sensiveis a todos 0s
antimicrobianos, sendo essas amostras pertencentes ao sorovar Panama, e 7 (20,6%) amostras foram
resistentes a 4 ou mais antimicrobianos.

Tabela 1. Numero de sistemas de armazenamento de dejetos suinos (esterqueiras) em que se isolaram amostras de salmonelas,
segundo o tempo de estocagem.

Tempo de estocagem (dias) NUmero de sistemas
0 2
30 1
60 1
90 0
120 3

Comparando-se o perfil de resisténcia dos isolados no inicio do sistema (zero dias de
armazenamento) com os isolados aos 120 dias de armazenamento, com excec¢do da tetraciclina,
verificou-se aumento no percentual de resisténcia aos antimicrobianos (Figura 1).
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Figura 1. Percentual dresisténcia a antimicrobianos de isolados de Salmonella aos zero e 120 dias de armazenamento de dejeto suino.

No presente estudo, as amostras de Salmonella isoladas aos 120 dias de armazenamento eram, em
sua maioria, resistentes a 3 antimicrobianos (Tabela 2), diferindo das amostras isoladas aos zero dias de
armazenamento, que foram resistentes a somente um antimicrobiano.

Tabela 2. Evolucéo do perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados de Salmonella segundo o tempo de armazenagem
em esterqueira.

Resisténcia NP° de isolados resistentes Isolados resistentes (%)
Zero dias 120 dias Zero dias 120 dias
1 antimicrobiano 8 2 66,7 13,3
2 antimicrobiano 4 0 33,3 0,0
3 antimicrobiano 0 8 0,0 53,3
4 antimicrobiano 0 3 0,0 20,0
5 antimicrobiano 0 1 0,0 6,7
8 antimicrobiano 0 1 0,0 6,7
Total isolados 12 15 100 100

Determinou-se que o indice de multirresisténcia a antimicrobianos ao zero e 120 dias de
armazenamento foi 0,1 e 0,24, respectivamente.
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Discussao

A identificacdo da presenca de salmonelas tem sido frequentemente relatada nos diferentes sistemas
produtivos suinicolas. No Brasil, a presenca de infeccdo por salmonelas tem sido observada em todas as
fases de producdo, desde leitdes a terminacdo, com soroprevaléncia de 78 a 98% (Kich et al., 2005;
Schwarz et al., 2009). Ao abate, os indices de isolamento observados tém sido menores (50 a 79%)
(Bessa et al., 2004; Castagna et al., 2004; Schwarz et al., 2009; Silva et al., 2008). Estudos realizados
no Brasil tém registrado isolamentos dos sorovares Derby (Silva et al., 2009), Tiphymurium (Schmidt
& Cardoso, 2003; Bessa et al., 2004; Castagna et al., 2004; Schwarz et al., 2009; Silva et al., 2009),
Agona e Panama (Schwarz et al., 2009).

No que se refere a passagem de dejetos contaminados com salmonelas através de sistemas de
tratamento aerdbios ou anaerdbios, Juris et al. (1995, 1996) apontam a remoc¢do das bactérias
presentes. Contudo, no presente estudo este fato ndo foi observado. Entretanto, em sistemas de
lagoas a frequéncia de isolamentos de salmonelas foi menor, principalmente ap6s o tratamento
(2,5%) (Schmidt & Cardoso, 2003). Também na fracdo em sistemas para o tratamento de dejeto
suino a sobrevivéncia de salmonelas foi menor tanto no inverno (85 dias) quanto no verdo (26 dias),
(Plachd et al., 2001). J4 em esterqueiras, foi determinada a presenca do microrganismo aos 120 dias
de armazenamento (Santos et al., 2007).

O isolamento de salmonelas ap6s o armazenamento pode ser decorrente do fato de este
microrganismo ser péssimo competidor e, assim, apo6s o declinio na taxa de multiplicagdo ou inativagdo
de outras bactérias, seria possivel isola-lo laboratorialmente. Por outro lado, este microrganismo pode
ser introduzido na granja durante o periodo de monitoramento do sistema, por meio do préprio homem,
equipamentos, utensilios contaminados, roedores, alimentos e dgua (Santos et al., 2007).

O dejeto armazenado tem como destinacdo a aplicacdo sobre o solo. A distribuigdo de dejetos a
menos de 100 m do local de captagdo de dgua possui associagdo com a soroprevaléncia de salmonela
em suinos (Kich et al., 2005).

A crescente preocupagdo com o surgimento de linhagens bacterianas resistentes a antimicrobianos
tem levado a discusséo sobre critérios a serem adotados para a escolha de antimicrobianos que possam
ser usados em animais e aqueles que devam ser evitados (Webber & Piddock, 2001). Isto por que, 0
surgimento de bactérias resistentes estd associado a pressdo de selecdo e & presenga de genes de
resisténcia (Witte, 2000), sendo que os genes de resisténcia podem ser transmissiveis entre diferentes
géneros bacterianos (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001).

Assim como observado anteriormente em isolados de E.coli (Silva et al., 2008), verificou-se elevados
indices de resisténcia a tetraciclina e a sulfonamida. Em sistema de lagoas para o tratamento de dejetos
suinos, Schmidt & Cardoso (2003) identificaram resisténcia de S. Typhimurium contra sulfonamida
(100%), tetraciclina (99,4%), estreptomicina (90,1%), sulfa/trimetropima (84,5%), acido nalidixico
(77,6%), ampicilina (76,4%), cloranfenico (29,2%), cefaclor (25,5%) tobramicina (13,7%), gentamicina
(6,2%), amxoxilina/acido clavulanico (5%), neomicina (5%) e amicacina (3,7%).

Diferentemente do observado no presente estudo, em sistema de lagoas foi observado maior
percentual de salmonelas resistentes aos antimicrobianos, bem como maior nimero de amostras
multirresistentes (94,5%) (Schmidt & Cardoso, 2003). Tal fato pode ser decorrente da pressao de selecdo
ocasionada pelo uso de antimicrobianos ou, ainda, pela transferéncia de genes de resisténcia entre
bactérias no ambiente (Witte, 2000).

Varios autores tém associado o aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos com a
administracdo excessiva a animais criados para a producdo de alimentos

(Cruchaga, 2001; Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001). Por outro lado, o papel que o tratamento de
dejetos exerce no nivel de resisténcia de bactérias habitantes do trato gastrintestinal ainda é controverso.
Enquanto alguns estudos apontam para um efeito benéfico, representado pela reducédo do nivel de
resisténcia das amostras durante o tratamento, outros afirmam que a passagem pelos sistemas propiciaria
a troca de genes entre linhagens bacterianas resultando no aumento da multirresisténcia (Andersen
1993; Bell, 1978; Silva et al., 2008).
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Tal fato foi observado no presente estudo tendo em vista que indice MAR acima de 0,2 € considerado
de risco, uma vez que estes microrganismos poderiam agir como reservatorios de genes de resisténcia
para outras bactérias, inclusive aquelas em contato com a popula¢do humana (Krumperman, 1983).

Concluséao

Isolaram-se amostras de salmonelas ap6s 120 dias de armazenamento do dejeto suino, sendo
observada tendéncia ao aumento no perfil de resisténcia ap0s este periodo.
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