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Resumo: O uso indevido de antibidticos na produg¢do animal pode exercer pressao seletiva
sobre cepas bacterianas, intensificando a disseminacdo de bactérias patogénicas e comensais
portadoras de genes de resisténcia a antibiéticos (GRAs). O objetivo deste estudo foi investigar
a presenca de GRAs em camas de frango provenientes de granjas avicolas localizadas no Estado
de Sergipe, no Nordeste do Brasil. Um total de 14 amostras de cama de frango foram coletadas
de doze fazendas e submetidas a extracdo de DNA total. A presenca de GRAs foi testada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando primers para principais classes de antibioticos.
GRAs foram confirmados em todas as amostras, e a maior positividade para resisténcia foi obtida
para tetraciclinas (tetA, tetM, and tetG), quinolonas (gyrA and qnrS), beta-lactamicos (b/aTEM),
macrolideos (ermB) e sulfonamidas (sul-1). O sequenciamento e a comparacdo com o banco de
dados GenBank confirmaram a identidade dos GRAs. Algumas das sequéncias amplificadas por
PCR eram semelhantes a fatores de resisténcia encontrados em bactérias Gram-positivo e Gram-
negativo de diferentes espécies, principalmente enterobactérias. Além disso, foi observada
semelhanca para determinantes de resisténcia localizados tanto no cromossomo quanto em
plasmideos, transposons e integrons. Nossos resultados indicam o potencial da criacdo de aves
para a disseminacdao ambiental de GRAs no Estado de Sergipe.

Palavras-chave: bactérias resistentes a antibioticos; esterco de aves; dissemina¢do ambiental;
antimicrobiano; aves

Abstract: The misuse of antibiotics in food-producing animal farming practices exerts selective
pressure on bacterial strains, intensifying the spread of pathogenic and commensal bacteria
carrying antibiotic resistance genes (ARGs). We conducted a study aiming to investigate ARGs
in chicken litter from farms in the State of Sergipe, Northeast Brazil. A total of 14 chicken litter
samples were collected from twelve farms and subjected to total DNA extraction. The presence
of ARGs in the obtained material was tested by Polymerase Chain Reaction (PCR) using primers
for selected ARGs. ARGs were confirmed in all samples, and the highest resistance positivity
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was obtained for tetracyclines (tetA, tetM, and tetG), quinolones (gyrA and gnrS), beta-lactams
(blaTEM), macrolides (ermB) and sulfonamides (sul-1). Sequencing and comparison with the
GenBank database confirmed theidentity of the ARGs. Some of the sequences that were amplified
by PCR were similar to resistance factors found in Gram-positive and Gram-negative bacteria of
different species, mostly enterobacteria. Furthermore, similarity was observed for resistance
determinants located both on the chromosome and on plasmids, transposons, and integrons.
Our results indicate the potential of poultry farming for the environmental dissemination of
ARGs in the State of Sergipe.

Keywords: antibiotic-resistant bacteria; poultry manure; environmental dissemination;
antimicrobial; avian

1. Introducao

O uso de antibioticos na produc¢do animal, especialmente na avicultura, tanto para fins
profilaticos e terapéuticos quanto como promotores de crescimento, € apontado como uma
das principais causas da disseminacdo da resisténcia 2. A resisténcia a antibioticos tornou-
-se um grave e generalizado problema de saude publica, e as praticas do sistema agrope-
cuario podem intensificar a dissemina¢do de determinantes de resisténcia a antibiéticos no
meio ambiente ¢, Os determinantes de resisténcia a antibioticos incluem os préprios an-
tibidticos, bactérias resistentes a antibidticos (BRAs) e genes de resisténcia a antibiéticos
(GRAs). Quando essas bactérias estdo no ambiente, os antibiéticos podem matar BRAs e
permitir que bactérias comensais adquiram GRAs por meio de mecanismos de transferéncia
horizontal de genes (THG) ©-®. No ambiente, esses determinantes de resisténcia podem al-
cancar cepas bacterianas patogénicas de humanos e animais, representando um sério pro-
blema de saude publica ©1.

Determinantes de resisténcia a antibioticos sdo eliminados nos excrementos de aves, que
sao amplamente utilizados como fertilizante organico '-'9, o que pode contribuir para a intro-
ducdo de BRAs e GRAs no solo8), |sso resulta no acumulo e na absorcdao desses micropo-
luentes pelas plantas, afetando assim humanos e animais por meio da cadeia alimentar ©1015,

Desde ofinal da década de 1990, o Brasil tem observado uma reduc¢ao progressiva no uso
de antibidticos como promotores de crescimento em animais. "”. O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) implementou o Programa de Vigilancia e Monitoramento
da Resisténcia aos Antimicrobianos, por meio de Instru¢des Normativas, proibindo o uso de
tetraciclinas, beta-lactamicos (benzilpenicilina e cefalosporinas), quinolonas, sulfonamidas,
colistina, tilosina, lincomicina e tiamulina como promotores de crescimento, com o objetivo
de conter o0 avanco da resisténcia aos antimicrobianos. @,

Considerando o crescente consumo de antibiéticos na produc¢do animal, apesar dos es-
forcos para reduzir seu uso, e a relevancia do Brasil como produtor e exportador de carne de
frango, o objetivo do presente estudo foi verificar a presenca de GRAs no esterco de aves de
diferentes granjas localizadas no estado de Sergipe, no Nordeste do Brasil.
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2. Materiais e métodos

2.1. Area de estudo e coleta de amostras

Um total de 14 amostras foram coletadas, sendo dez (10) provenientes de cama de frango
(frangos de corte) e quatro (4) de esterco de poedeiras (designadas como G1 a G14 na Tabela
1). Essas amostras foram coletadas em doze granjas situadas em sete municipios do estado
de Sergipe, Brasil, no periodo de setembro de 2021 a fevereiro de 2022. Especificamente, os
pontos de amostragem foram distribuidos da seguinte forma: Estancia (n=5), Areia Branca
(n=4), Umbauba (n=1), Nossa Senhora da Gléria (n=1), Carira (n=1), Frei Paulo (n=1), e Campo
do Brito (n=1). A Figura 1 exibe as localiza¢des dos municipios incluidos no estudo.
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Figura 1. O estado de Sergipe, Brasil, e as localiza¢des dos municipios na drea do estudo (destacadas em
amarelo).

As amostras de G11 a G14 foram coletadas na mesma granja, representando distintas
fases de desenvolvimento das aves: G11 durante as primeiras dez semanas de vida das aves;
G12 durante a fase de recria, que vai da 107 a 17* semana de desenvolvimento; e G13 e G14
no inicio e no final, respectivamente, da fase de postura, cobrindo da 18 a 72 semana do
ciclo de crescimento das aves. ©?. Para criar uma amostra composta, foram coletados um
minimo de 20 subamostras utilizando o método zigue-zague e, em seguida, homogeneizadas
para produzir uma fracdo de aproximadamente 300 g (amostra total). Essas amostras foram
colocadas em sacos plasticos, devidamente rotuladas para identificacdo, e transportadas
para o Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Sergipe. As amostras foram
armazenadas a -20°C até o processamento e posterior analise. Informacdes detalhadas so-
bre as amostras coletadas neste estudo estao disponiveis na Tabela 1.
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Tabela 1. Identificacdo das amostras com seus respectivos municipios, tipo de producao avicola e
promotor de crescimento utilizado.

L. Localizagao X 5 Duragdo do ciclo Promotor de
Amostra Municipio ) Tipo de produgao L X
Geografica de criagao crescimento
S 12°49'55"
G1 Estancia corte 110 Enramicina 8%
W 38°32'33"
S 12°47'27"
G2 Estancia corte 130 Enramicina 8%
W 38°40'55"
S 12°472"
G3 Estancia corte 165 Enramicina 8%
W 38°37'45"
S 12°47"15"
G4 Estancia corte 210 Enramicina 8%
W 38°40'55"
S 12°38'49"
G5 Umbauba corte 240 Enramicina 8%
W 38°20'9"
S 12°46'54"
G6 Estancia corte 260 Enramicina 8%
W 38°38"16"
S 11°41'59"
G7 Nossa Senhora da Gléria corte 42 N&o informado
W 38°34'42"
S 11°34'7" Halquinol +
G8 Carira corte 45
W 38°10'43” Monensina 3
) S 11°12'38" ) o
G9 Campo do Brito corte 52 Salinomicina 4
W 38°2029"
S 11°28'9" Halquinol +
G10 Frei Paulo corte 120
W 38°29'53" Salinomicina
S11°14'6" Halquinol +
G171 Areia Branca poedeira 21
W 38°40'50" Salinomicina
S 11°14'6” Halquinol +
G12! Areia Branca poedeira 70
W 38°40'50" Salinomicina
S 11°13'39”
G132 Areia Branca poedeira 140 Bacitracina de zinco
W 38°37'48"
S 11°13'39”
G142 Areia Branca poedeira 546 Bacitracina de zinco
W 38°37'48"

'G11eG12;2G13 e G14: mesma granja, mas diferentes avidrios. >*Monensina e Salinomicina: utilizadas contra a coccidiose
avicola

2.2. Processamento das amostras e extracdo do DNA

O processamento das amostras foi adaptado seguindo a metodologia descrita
por Subirats et al. 3. Da amostra total de cama de frango, 20 g foram diluidos em 200
mL de solu¢do salina (0,85% NaCl), e as suspensdes foram agitadas manualmente por
aproximadamente cinco minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas, distribuidas em
tubos Falcon de 50 mL e centrifugadas (5000 rpm por 12 minutos a 4°C). O sobrenadante
foi descartado, e o pellet foi lavado duas vezes com uma solucdo salina (5000 rpm por 12
minutos a 4°C). O pellet foi ressuspendido em solucdo salina e armazenado a -20°C até a
extracao de DNA. Para a extracao de DNA, foi utilizado o QIAamp Fast DNA Stool Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, Estados Unidos), de acordo com as instruc¢des do fabricante. A quantificacdo do
material genético extraido foi realizada utilizando um espectrofotémetro (Epoch, Microplate
Spectrophotometer, Biotek, Agilent®).
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2.3. Deteccdo de genes de resisténcia a antibioticos

O DNA extraido foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers
para 16S rRNA e para os principais genes de resisténcia relacionados a antibiéticos utilizados na
avicultura (Tabela 2). As condi¢Bes para a PCR foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos;
seguida de 30 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento de 55°C a 60°C (30
segundos) e extensado a 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi realizada a 72°C por 10 minutos.
Os controles positivos para o0s genes tetA, tetB e mcr-1 foram isolados de uma cepa de Klebsiella
pneumoniae®® e fornecidos pelo Laboratério de Genética Molecular de Bactérias da Universidade
Federal de Vicosa, Minas Gerais. Para os outros genes avaliados, os controles positivos foram
fornecidos pelo Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Sergipe 4.

2.4. Sequenciamento

As bandas amplificadas por PCR foram purificadas utilizando o Kit de Purification Promega,
quantificadas com um espectrofotdmetro (Epoch, Microplate Spectrophotometer, Biotek,
Agilent®) e sequenciadas na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. As sequéncias
obtidas foram comparadas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) do GenBank, NCBI - National Center for Biotechnology Information. As amostras para
sequenciamento foram selecionadas levando em consideracdao o melhor desempenho de

amplificacdo de um Unico gene de cada granja.

Tabela 2. Primers utilizados para a detec¢do de 16S rRNA e genes de resisténcia a antibiéticos em
amostras de cama de frango.

Sequéncia Temperatura de Comprimento da
Gene Primer Ref
(5" —3) anelamento (° C) amplificagdo(bp)
FW AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
165 rRNA 55 1500 2
RV GGTTACCTTGTTACGACTT
FW GCTACATCCTGCTTGCCTTC
tetA 58 210 26
RV CATAGATCGCCGTGAAGAGG
FW TTGGTTAGGGGCAAG G
tetB 55 659 %
RV GTAATGGGCCAATAACACCG
FW GCTCGGTGGTATCTCTGCTC
tetG 58 468 2
RV AGCAACAGAATCGGGAACAC
FW TTTATCTGTATCACCGCTTCCG
tetM 60 154 2
RV ACAATCCGTCACATTCCAACC
FW AGCGACCTTGCGAGAGAAAT
&yrA 60 330 P%
RV GGAACCGAAGTTACCCTGACC
FW TTGCCCATCAAGTGAGTAATCG
qnrs 60 341 27
RV AGGATAAACAACAATACCCAGTGC
FW CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
blaTEM 60 800 28
RV CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
FW TAACGACGAAACTGGCTAAAATAAG
ermB 60 419 24
RV AACATCTGTGGTATGGCGGG
FW CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
sul-1 56 163 27
RV TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
FW CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 55 309 2
RV CTTGGTCGGTCTGTAGGG
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3. Resultados

3.1 Detec¢ao de genes de resisténcia a antibidticos

Todas as amostras testadas apresentaram resultados positivos para pelo menos um
dos GRAs investigados. Cinco dos genes testados—tetM, gyrA, blaTEM, ermB e sul-1—foram
positivos em todas as amostras analisadas (Tabela 3). Os genes qnrS e mcr-1 nao foram
detectados nas amostras G13 e G14, respectivamente. Todos 0s genes de resisténcia a
tetraciclinas foram detectados nas amostras: G1 (Estancia), G3 (Estancia), G5 (Umbauba), G7
(Nossa Senhora da Gloria) e G9 (Campo do Brito), destacando a disseminacdo dos genes
de resisténcia a antibidticos nas granjas avicolas. As amostras G1, G3 e G5 apresentaram
resultados positivos para todos os primers testados (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de deteccao de genes de resisténcia a antibiéticos em amostras de granjas
avicolas (G1 a G14) coletadas de setembro de 2021 a fevereiro de 2022, no estado de Sergipe, Brasil.

Classe de Amostras
L. Gene
antibiético G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 G13 G114 Total %
tetA + - + + + - + - + + + + + + 1M 78,6
tetB + - + - + - + - - + + + + + 9 64,3
Tetraciclinas
tetG + - + + + - + - + + + + + + 1M1 78,6
tetM + + + + + + + + + + + + + + 14 100
gyrA + + + + + + + + + + + + + + 14 100
Quinolonas
qnrS + + + + + - + + + + + + - + 12 85,7
. bla-
Beta-lactamicos + + + + + + + + + + + + + + 14 100
TEM
Macrolideos ermB + + + + + + + + + + + + + + 14 100
Sulfonamidas sul-1 + + + + + + + + + + + + + + 14 100
Polimixinas mer-1 ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ - - ¥ - ¥ ¥ ¥ - 10 714
Total 10 7 10 9 10 6 9 6 9 9 10 10 9 10 123 87,86

3.2 Sequenciamento

O sequenciamento e a comparac¢dao com o banco de dados do GenBank confirmaram a
identidade dos genes (Tabela 4). Os resultados mostraram similaridade com determinantes
de resisténcia presentes em bactérias de diferentes espécies, demonstrando seu carater
ubiquo. Os resultados foram semelhantes tanto para cepas Gram-positivo quanto para
Gram-negativo, sendo as enterobactérias as mais semelhantes. Isso era esperado, ja que as
amostras provinham dos sistemas digestivos das aves 72 (Tabela 4).

Para o gene tetA, a sequéncia analisada apresentou 100% de identidade com genes
presentes no genoma de cepas de Escherichia coli, Shigella flexneri, Salmonella enterica, e
Klebsiella pneumoniae. Uma identidade de 100% também foi observada com Acinetobacter
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baumannii para tetB, enquanto para outras linhagens, como Vibrio cholerae, apresentou
uma identidade de 99,85% (Tabela 4). Entre os genes de tetraciclina, tetG apresentou
menor identidade com as cepas de referéncia: a maior identidade registrada foi de
92,27% com um clone bacteriano nao cultivado. Outras linhagens como Proteus mirabilis
e Pseudomonas aeruginosa mostraram menor porcentagem de identidade (90.34%). Para
o gene tetM, todas as linhagens analisadas apresentaram identidade de 95.79%, incluindo
para Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis (Tabela 4).

Uma identidade de 100% para o gene gyrA foi observado para linhagens de E. coli
e Salmonella sp., enquanto S. flexneri e Shigella dysenteriae mostraram identidade de
99.35% e 99.68%, respectivamente. Varias linhagens de K. pneumoniae e P. aeruginosa
apresentaram identidade de 100% para o gene qnrS (Tabela 4). Para o gene blaTEM,
a identidade de 99.71% foi observada para muitas linhagens, incluindo E. coli e A.
baumannii. O gene ermB apresentou 99.05% de identidade com genes presentes no
genoma de Streptococcus suis, Clostridium perfringens, e E. faecalis. A sequéncia do gene
sul1 exibiu 100% de identidade com determinantes genéticos de Enterobacter cloacae, E.
coli e K. pneumoniae. Para o gene mcr-1, 100% de identidade foi encontrada para genes
localizados no genoma de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Typhimurium
e Raoultella ornithinolytica (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da analise de sequenciamento de genes de resisténcia a antibidticos amplificados
a partir de amostras de cama de frango, utilizando o banco de dados GenBank.

. . - X N° de acesso . Localizagdo
Gene Linhagem de referéncia: espécie e fonte Identidade (%) Regido alinhada
no GenBank do gene
Escherichia coli PBM64,gene de bomba de
100 0Q625508.1 2a210 1..210
efluxo de tetraciclina tetA, parcial cds
Shigella flexneri cepa 22 Sflex 21-42, plasmideo
100 CP121221.1 21440 a 21648 21318..22517
ndo nomeado 4, sequéncia complete
tetA Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Uganda RMO018, plasmideo 100 CP117383.1 26328 a 26536 26206..27405
PRMO018_1, sequéncia completa.
Klebsiella pneumoniae IM007 plasmideo
100 CP095430.1 8091 a 8299 7222..8421
pIM007_ESBL, sequéncia completa.
Acinetobacter baumannii S402,
100 MK506781.1 1a656 1..656
tetB gene, parcial cds.
Vibrio cholerae BY369, plasmideo
99,85 CP090380.1 35342 a 35999 35190..36395
pBY369-1, sequéncia completa.
tetB
Avibacterium paragallinarum AG21-0333,
99,85 CP104914.1 81099 a 81756 80703..81908
cromossomo, genoma complete
Escherichia coli CMCY6, gene de bomba de efflux
99,85 OM977025.1 397 a 1054 1..1206

para tetraciclina MFS, tet(B), cds completo.
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Clone de bactéria ndo-cultivavel GO-

1, proteina de ressitEncia a tetraciclina 92,27 KJ603177.1 2a415 1..468
classe G (tetG), parcial cds.
Proteus mirabilis HN2p, cromossomo,
90,34 CP046048.1 5799 a 6212 5346..6521
tetG sequéncia completa.
Pseudomonas aeruginosa AR_0111, 2703701 a
90,34 CP032257.1 2703248..2704423
cromossomo, sequéncia completa. 2704114
Klebsiella pneumoniae 309074, plasmideo
90,34 CP030297.1 99949 a 100362 99496..100671
p309074-1, sequéncia completa.
Streptococcus agalactioe PHEGBS0463,
95,79 OP715847.1 19907 a 20001 18569..20488
transposon Tn7539, sequéncia completa.
Enterococcus faecalis W5, plasmid
95,79 CP118757.1 8140 a 8234 7653..9572
pWS5-2, sequéncia completa.
tetM
Gallibacterium anatis IMT49310, 1611696 a
95,79 CP110225.1 1611209..1613128
cromossomo, sequéncia completa. 1611790
Staphylococcus aureus, NO9CSA16, 1671366 a
95,79 CP091525.1 1670028..1671947
cromossomo genoma completo. 1671460
Escherichia coli 128, gene da DNA
100 KC493126.1 1a328 1..626
girase A (gyrA), parcial cds.
Salmonella sp. S13, cromossomo, 2928257 a
100 CP047094.1 2925962..2928589
sequéncia completa 2928585
gyrA
Shigella flexneri B36, subunidade A do
99,35 KU586842.1 1a309 1..645
gene da DNA girase (gyrA), parcial cds.
Shigella dysenteriae strain NK3898, DNA
99,68 KU586846.1 1a309 1..645
gyrase subunit A (gyrA) gene, partial cds.
Klebsiella pneumoniae KSH203, plasmideo
100 CP034326.1 146224 a 146562 146216..146872
pKSH203-gnrS, sequéncia completa.
Pseudomonas aeruginosa, plasmideo
100 MHO061383.1 68516 a 68854 68206..68862
pP6gnrS1, sequéncia completa
qnrS Enterobacter cloacae 3849, plasmideo
100 CP052872.1 16839217177 16529..17185
p3846_IncN_VIM-1, sequéncia completa.
Escherichia coli MNO67 gene gnrS para proteina
de repeticdo pentapeptidica de resisténcia 100 NG_059276.1 411 a749 101..757
a quinolona qnrS12, complete CDS
Escherichia coli BLG15, gene de beta-lactamase
de classe A de espectro amplo TEM- 99,71 0Q625507.1 80a763 1..861
1(blaTEM), blaTEM-1 alelo, completo cds.
Klebsiella pneumoniae KPN6328, plasmideo
99,71 CP124838.1 98097 a 98780 98018..98878
pK6328_1, sequéncia completa.
blaTEM
Acinetobacter baumannii Aba_C-34HGM2020
HAS gene de beta-lactamase da familia 99,71 OP745943.1 28a711 1.754
de classe A (blaTEM), cds parcial.
Pseudomonas aeruginosa Emad-H6 gene de beta-
99,71 0Q784849.1 80 a 763 1..857
lactamase da familia TEM (blaTEM), cds parcial.
Streptococcus suis STC78 ICensui78-tetO-ermB
99,05 ON944185.1 26620 a 27038 1..55758
elemento moével, sequéncia completa.
Clostridium perfringens QHY-2, plasmideo
99,05 CP118266.1 20960 a 21378 20833..21570
pQHY-2, sequéncia completa.
ermB
Enterococcus faecalis W5, plasmideo
99,05 CP118757.1 62670 a 63088 62478..63215
pWS5-2, sequéncia completa.
Gallibacterium anatis IMT49310, 1613935 a
99,05 CP110225.1 1613808..1614545
cromossomo, genoma completo 1614353
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Enterobacter cloacae 2017-266
intl, genes blalMP-1, aac(6)-lc, 100 LC508022.1 3763 a 3924 3218..4057

gacEdeltal, sul-1, cds completo.

Escherichia coli gene da dihidropteroato

100 MN527466.1 502 a 663 1..775
sul-1 sintase (sul-1), cds parcial.
Proteus mirabilis HN2p, cromossomo,
100 CP046048.1 143413 a 143574 143280..144118
sequéncia complete
Klebsiella pneumoniae THC-2, gene da proteina
100 MK620997.1 216 a 377 1..388
de resisténcia a sulfonamidas sul-1, cds parcial.
Klebsiello pneumoniae NH54, gene
da fosfoetanolamina-transferase de 100 MF149969.1 143 a 451 110..1735
lipidio A (mcr-1), cds completa.
Escherichia coli HKSH_MCR_161114268_EC,
gene da fosfoetanolamina-transferase de 100 KY685071.1 34a342 1.1626
mcr-1 lipidio A (mcr-1), alelo mcr1.9, cds completa.
Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium P22, gene da fosfoetanolamina 100 MH654791.1 69a377 36..693
transferase (mcr-1), cds parcial.
Raoultella ornithinolytica TS48CTX, plasmideo
100 MF135534.1 178989 a 179297 177705..179330

pHNTS48-1, sequéncia completa.

4. Discussao

Ousode antibiodticos naprodugdo animal leva a exposicdo humana a bactérias portadoras
de GRAs, incluindo bactérias comensais presentes nos excrementos de aves (2, Em granjas
avicolas, a ampla distribuicdo de bactérias resistentes e seus genes relacionados representa
uma ameaca reconhecida a saude humana e animal @3, Nossos resultados indicaram a
presenca dos genes tetM, gyrA, blaTEM, ermB e sul-1 em todas as amostras analisadas (Tabela
3). Esses GRAs conferem resisténcia a tetraciclinas, quinolonas, beta-lactamicos, macrolideos
e sulfonamidas, sendo os mais frequentemente detectados em amostras provenientes da
avicultura %3, Em relagdo aos genes que conferem resisténcia a tetraciclinas, para onze
amostras estudadas, tetA e tetG foram amplificados, enquanto nove amostras amplificaram
tetB. Apenas duas amostras, G6 e G13 (Tabela 3), ndo apresentaram o gene gnrS, que codifica
resisténcia a quinolonas. O gene mcr-1, que codifica resisténcia as polimixinas, foi detectado
em dez amostras (Tabela 3), confirmando sua prevaléncia e persisténcia nos ambientes
avicolas 3234,

OsGRAsamplificados,ap6scomparacdaocomobancodedadosdo GenBank,apresentaram
identidade com GRAs localizados tanto no cromossomoe quanto em elementos genéticos
moveis como plasmideos, transposons e integrons. A presenca desses GRAs em elementos
genéticos moveis facilita a sua dispersdo entre as espécies, o que pode contribuir para a
disseminac¢do da resisténcia a antibidticos no ambiente®>-3”), A maioria das cepas bacterianas
selecionadas do banco de dados para analise de similaridade possuia genes associados
tanto a plasmideos quanto a cromossomos. Apenas uma cepa de Streptococcus agalactiae
apresentou o gene tetM associado ao transposon 7539, e uma cepa de Enterobacter cloacae
continha o gene sul-1 associado a integrons de classe | (Tabela 4). O gene de resisténcia
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a macrolideos ermB foi encontrado associado ao gene tetO em Streptococcus suis. Durante
eventos de transferéncia horizontal de genes (THG), ambos os genes podem ser transferidos
simultaneamente para outra cepa bacteriana, contribuindo para a dissemina¢ao de cepas
multirresistentes ©9.

Esses GRAs estdo relacionados a antibidticos cujo uso como promotores de crescimento
é proibido pela legislacao brasileira"”. No entanto, seu uso para a prevencao e tratamento
de doencas em animais é permitido sob condi¢Bes especificas e supervisao adequada®?.
Portanto, a presenca desses GRAs na maioria das amostras pode estar associada ao uso
frequente desses antibidticos para fins terapéuticos ou profilaticos®®3". Os dados sobre o uso
de antibidticos para fins terapéuticos ou profilaticos durante o ciclo de producao avicola ndo
estavam disponiveis nas granjas estudadas. Os promotores de crescimento utilizados nas
granjas avaliadas incluem enramicina (8%), halquinol e bacitracina de zinco. A enramicina,
um antibidtico polipeptidico, inibe principalmente a sintese da parede celular em bactérias
Gram-positivo “941, A enramicina esta entre os trés principais promotores de crescimento
utilizados, com altas taxas de importacdo, aproximadamente 62,58 toneladas entre 2017 e
2019, sendo frequentemente adicionada a dieta de frangos“?. A enramicina foi utilizada pela
maioria das granjas incluidas neste estudo (Tabela 1).

O halquinol é classificado como uma quinolona, mas seu mecanismo de acdo difere dos
representantes dessa classe. Ele afeta fungos e protozoarios e é utilizado como promotor de
crescimento em granjas de suinos e aves“#4, Neste estudo, apenas quatro estabelecimentos
utilizaram esse aditivo (Tabela 1). Até o momento, nenhum caso de microrganismos resistentes
ao halquinol foi relatado na literatura “*44. A bacitracina de zinco apresenta atividade contra
bactérias Gram-positivo e serve como promotor de crescimento na avicultura. Ela é utilizada
em duas granjas da area do estudo. Além disso, € empregada no tratamento de infec¢bes por
C. perfringens em frangos e também é utilizada topicamente em humanos®“). No entanto,
seu uso inadequado e disseminado tem levado ao aumento da prevaléncia de cepas de C
perfringens resistentes a bacitracina *” e na deteccdo de GRAs em alimentos como carnes,
vegetais e frutas“®, A deteccdo dos genes tetA, tetB, blaTEM e sul-1 pode estar relacionada ao
uso de bacitracina nas granjas estudadas. Um estudo conduzido por Diarra et al.#? relacionou
o uso de bacitracina a presenca de linhagens multirresistentes de E. coli portadoras dos genes
tetA, tetB, blaTEM e sul-1. O uso desse promotor de crescimento também foi associado a
presenca dos genes tetA e sul-1 em linhagens de E. coli isoladas de frangos®?.

Monensina e salinomicina, autorizadas no Brasil para uso como promotores de
crescimento em bovinos, ovinos e suinos, sdo empregadas para fins profilaticos na avicultura
para combater a coccidiose®”. Devido ao seu uso frequente na avicultura, casos de cepas de
Eimeria spp. resistentes a esses antimicrobianos tém sido relatados®”. Além disso, o uso de
salinomicina como promotor de crescimento em frangos foi associado ao isolamento de E.
coli portadora dos seguintes GRAs: tetA, tetB, blaTEM e sul-1%9, Todas as granjas do presente
estudo que utilizaram salinomicina como promotor de crescimento testaram positivo para
esses genes, exceto pela granja G9, onde o gene tetB ndo foi detectado.
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Portanto, os GRAs detectados ndo estao diretamente relacionados aos promotores
de crescimento utilizados nas granjas em estudo. Isso € preocupante, pois pode indicar
uma falta de controle sobre o uso de antibidticos ou resisténcia cruzada aos promotores
de crescimento utilizados. E importante ressaltar que, apesar das tendéncias globais de
reduzir ou proibir o uso de antibiéticos na producao animal, essas medidas nao abordam
efetivamente o problema da resisténcia bacteriana. O gene de resisténcia a colistina mcr-1,
por exemplo, demonstrou conferir resisténcia cruzada a bacitracina. Além disso, elementos
genéticos moveis, como plasmideos, transposons e integrons, podem transportar diversos
determinantes de resisténcia, facilitando a disseminac¢ao da resisténcia por meio da THG ©253),
Assim, a deteccdo de GRAs neste estudo pode ser atribuida ao consumo direto de antibioticos
durante o ciclo de producao avicola, bem como a outros fatores ndo diretamente relacionados
a esses medicamentos. Além disso, ndo ha relatos na literatura que correlacionam o uso
de enramicina e halquinol com a deteccdo de GRAs, ressaltando a necessidade de mais
pesquisas para abordar essa lacuna. Esses GRAs conferem resisténcia a antibioticos criticos
utilizados no tratamento de doencas infecciosas em humanos ©4,

A presenca desses GRAs nos dejetos de frango representa um potencial risco para a
sua disseminacao no meio ambiente, especialmente considerando que o uso de cama de
frango como fertilizante de solos agricolas é uma pratica comum®". Um fator que agrava a
situacdo é a reutilizacdo repetida da cama de frango em multiplos ciclos de cria¢do, o que
aumenta a diversidade e a concentracao de GRAs e BRAs nos dejetos avicolas . A maioria
das granjas avicolas estudadas utilizou a cama de frango em multiplos ciclos de producao,
com apenas as amostras provenientes de G7, G8 e G9 apresentando cama fresca (Tabela 1).
Os operadores das granjas confirmaram que utilizam o esterco resultante nas planta¢des ao
redor. Essa pratica promove a disseminacao da resisténcia bacteriana ao facilitar o contato e
a troca de material genético entre as bactérias entéricas presentes no esterco e as bactérias
do solo @153,

5. Conclusao

Considerando a presenca de GRAs nas amostras analisadas e o uso da cama de frango
como fertilizante em solos agricolas, esses fatores representam umrisco potencial significativo
para a disseminacao da resisténcia a antibioticos no meio ambiente. Esses determinantes
de resisténcia podem alcancar os seres humanos por meio do contato com solo, alimentos
e agua contaminados, aumentando, assim, o risco de falhas no tratamento de infeccbes
causadas por microrganismos resistentes. Diante da relevancia deste estudo, pioneiro em
Sergipe, Brasil, é fundamental conscientizar os produtores sobre a utiliza¢cdo criteriosa de
antibidticos. O tratamento adequado da cama e do esterco de frango antes da disposi¢cdo no
meio ambiente é crucial para mitigar esses riscos. Essa abordagem pode ajudar a avicultura
a desempenhar um papel ativo na redugao da disseminacao da resisténcia bacteriana. O
desenvolvimento de estratégias de manejo para mitigar a disseminacdo de antibioticos,
BRAs e GRAs é uma prioridade para o setor de produg¢do animal.
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