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Resumo: Objetivou-se neste estudo avaliar a presenga de coliformes totais, coliformes termotolerantes, Escherichia coli e Salmonella spp.
em solos tratados com esterco de galinha e dos frutos de berinjela produzidos nos mesmos e verificar a resisténcia aos antibioticos. Para
tanto foram determinados os micro-organismos presentes no solo e nos frutos de berinjela cultivados no mesmo e determinados os padrdes
de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados bacterianos. Realizaram-se amostragens de solo de seis hortas, antes, durante e no final do
cultivo de berinjela, quando foram colhidas amostras de frutos para verificagdo da provéavel contaminagdo cruzada. As bactérias isoladas
foram avaliadas quanto a resisténcia aos antibidticos. Verificou-se que todos os solos e frutos de berinjela apresentaram maior ou menor grau
de contaminagdo por coliformes termotolerantes e E. coli e Salmonella spp., evidenciando diferencas estatisticas significativas (p<0,05). A
maioria dos isolados se caracterizou pela multirresisténcia aos antibioticos.

Palavras chave: coliformes, Escherichia coli, Salmonella spp., resisténcia a antibioticos, horta.

Evaluacion de indicadores de contaminacion microbiana en suelos tratados con estiércol
de aves

Resumen: El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de coliformes totales, coliformes termotolerantes, Escherichia coli'y Salmonella
spp. en suelos tratados con estiércol de gallina y en los frutos de berenjena producidos en el mismo y comprobar la resistencia a los
antibiodticos. Para ello se determinaron los microorganismos presentes en el suelo y los frutos de berenjena alli cultivados y se determinaron
los estandares de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados bacterianos. Se tomaron muestras del suelo de seis huertos, antes, durante
y al final de la cosecha de berenjenas, cuando se tomaron muestras de fruta para comprobar la probable contaminacion cruzada. Se evalud
la resistencia a los antibioticos de las bacterias aisladas. Se encontrd que todas las muestras de suelo y de berenjena mostraron mayor o
menor grado de contaminacion por coliformes termotolerantes, Escherichia coli'y Salmonella spp., evidenciando diferencias estadisticas
significativas (p<0,05). La mayoria de los aislados se caracterizaron por ser multirresistentes a los antibidticos.

Palabras clave: coliformes, Escherichia coli, Salmonella spp., resistencia a antibidticos, huerta.

Evaluation of microbial contamination indicators in soils treated with poultry manure

Abstract: The aim of this study was to evaluate the presence of total coliforms, thermotolerant coliforms, Escherichia coli and Salmonella
spp. in soils treated with chicken manure and the eggplant fruits produced in them and verify the antibiotic resistance. For this purpose, the
micro-organisms present in the soil and in the eggplant fruits grown in the soil were determined as well as the antimicrobial susceptibility
patterns of the bacterial isolates. Soil samples were taken from six orchards before, during and at the end of the eggplant crop, when fruit
samples were taken to verify probable cross-contamination. The bacteria isolated were evaluated for antibiotic resistance. It was verified
that all soils and eggplant fruits showed a greater or lesser degree of contamination by thermotolerant coliforms, Escherichia coli and
Salmonella spp., evidencing significant statistical differences (p<0.05). The majority of the isolates were characterized by multiresistance
to antibiotics.

Keywords: coliforms, Escherichia coli, Salmonella spp., resistance to antibiotics, orchard.
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Introducao

O solo ¢ considerado um dos recursos naturais mais
valiosos, em fun¢@o de suas propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas. As propriedades fisicas auxiliam na filtragdo e
lixiviagdo devido a penetragdo ¢ movimentacao de agua nos
poros, gerando condi¢des para que 0s processos quimicos
¢ bioldgicos possam ocorrer. Estes atributos do solo em
conjunto sdo responsaveis pelos principais mecanismos de
atenuagao de poluentes [1].

O solo pode ser contaminado por diferentes fontes
poluidoras de origens distintas, tais como as atividades
agricolas, as industriais e os residuos solidos, que causam
efeitos diversos no meio, os quais podem ser transitorios
ou permanentes. A contaminag¢do do solo é um grande
problema ambiental devido a ameaca ecoldgica que
representa, afetando o crescimento e sanidade das plantas, a
qualidade e a quantidade da produgao agricola, provocando
sua erosdo e causando desertificacdo. A poluigdo do solo
pode, também, ter graves efeitos sobre a contaminagao das
aguas superficiais ¢ subterraneas, tornando-se uma séria
ameaga para 0 meio ambiente ¢ o ecossistema [2].

Em diversos paises a aplicagdo de esterco na agricultura
¢ uma pratica comum. A sua utilizagdo como adubo
organico, ¢ a opg¢ao mais econdmica e pratica para melhorar
a qualidade do solo, proporcionando assim uma fonte
adicional de nutrientes para o crescimento das plantas. Esta
pratica ¢ frequente, especialmente, na agricultura organica
na qual os fertilizantes sintéticos ndo podem ser utilizados.
No entanto o emprego de esterco na forma liquida ou pastosa
requer a observancia do intervalo de seguranga adequado,
caso contrario uma carga elevada de bactérias patogénicas
e virus podem ser introduzidos ao solo, o que representa
uma ameagca a saide humana e animal, assim como ao meio
ambiente [3-7].

A sobrevivéncia e a inativagdo de micro-organismos
patogénicos no solo dependem de fatores ambientais,
fisico-quimicos e bioldgicos. A sobrevivéncia de bactérias
patogénicas no solo é dependente do género ou da espécie,
assim coliformes termotolerantes sobrevivem mais tempo
no solo do que Salmonella spp., uma vez que eles tém a
capacidade de suportar condigdes ambientais adversas como
a radiagdo solar, variagdes de temperatura e precipitacdo
[8,9]. A temperatura, o teor de agua ¢ o pH foram sugeridos
como os fatores mais importantes que controlam a
sobrevivéncia bacteriana. O aumento da quantidade de agua
causa diminui¢do nas taxas de morte microbiana no solo, €
em solos acidos ha menor sobrevida de bactérias entéricas
[10]. No entanto, um aumento na temperatura pode elevar
as taxas de crescimento de Escherichia coli na agua, porém
pode reduzir o seu tempo de sobrevida [11].

Os coliformes termotolerantes estdo presentes em grandes
numeros nas fezes, em concentragdes aproximadamente de
107 unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de
conteudo intestinal, a espécie E. coli é a principal bactéria
deste grupo e representa 1% do total de bactérias intestinais
[12]. Estas bactérias sdo encontradas naturalmente na agua,

no solo e na vegetagao [13]. Pachepsky ef al/[10] consideram
que o esterco ¢ a principal fonte de contaminac¢do do solo
e de aguas subterraneas por coliformes termotolerantes, em
ambientes agricolas. A chuva é responsavel pela formacao de
suspensdes de bactérias (incluindo as estirpes patogénicas)
e de particulas de esterco, ocorrendo assim infiltracdo
no solo e, estes infiltrados podem ser transportados para
as aguas subterrdneas. Devido a presengca no solo de
poros de diferentes tamanhos as bactérias e as particulas
podem mover-se a longa distancia por meio destes poros
interconectados [14].

A utilizagdo de esterco no solo como fertilizante organico
pode provocar, além da contaminagdo com bactérias
patogénicas, a disseminagdo de genes de resisténcia aos
antibidticos [ 15]. As bactérias do solo podem conter genes de
resisténcia a antibioticos (ARGs) responsaveis por diferentes
mecanismos que lhes permitem superar os antimicrobianos
naturais presentes no ambiente. Este conjunto de genes pode
ser transferido para a comunidade microbiana, muitas vezes
ecologica e taxonomicamente distante [16]. O surgimento
destas bactérias multirresistentes é consequéncia da
forte pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos em
ambientes clinicos, agropecuarios e ecossistemas naturais
contaminados com antibioticos. As forgas seletivas que
impulsionam o processo evolutivo foram determinantes nas
mudangas nas ultimas décadas, resultando em ecossistemas
naturais com um grande numero de genes de resisténcia
[17].

A resisténcia aos antibidticos representa um problema de
saude publica global, exigindo uma melhor compreensao da
ecologia dos genes de resisténcia a antibidticos, sua selecdo
e sua propagagdo no ambiente [18]. Embora as pesquisas
relacionadas a resisténcia bacteriana aos antibioticos foram
realizadas em patdgenos humanos clinicamente relevantes,
demonstrou-se que genes de resisténcia a antibioticos (ARG)
tém origens ambientais, e que a introducdo e acimulo de
antimicrobianos no ambiente facilita a sua propagagio.
Como consequéncia, ARGs podem ser encontrados em
quase todos os ambientes e sdo considerados poluentes
emergentes [19].

Os patogenos resistentes aos antibioticos sdo de
grande importancia para a saide humana, no entanto os
reservatorios ambientais dos determinantes da resisténcia
sdo pouco conhecidos. A identificagdo das fontes de genes
de resisténcia, sua distribuigdo ambiental e como a agdo
antropogénica afeta na sua propagagao, poderia auxiliar no
estabelecimento de estratégias para combater a resisténcia
bacteriana aos antibioticos [20]. Neste contexto objetivou-
se neste estudo avaliar a presenga de coliformes totais,
coliformes termotolerantes, E. coli e Salmonella spp. em
solos de hortas comerciais e em frutos de berinjela, assim
como o dano potencial que estas bactérias patogénicas
poderiam causar nos seres humanos devido a resisténcia
aos antibioticos. Para tanto foram determinados os micro-
organismos presentes no solo e nos frutos de berinjela
cultivados nos mesmos, e foram determinandos os padrdes
de susceptibilidade e resisténcia antimicrobiana dos micro-
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organismos isolados.
Materiais e métodos

Caracteristicas da area de estudo: Este estudo foi realizado
na cidade de Caraguatatuba, localizada no litoral norte
do Estado de Sao Paulo, Brasil, na mesorregido do Vale
do Paraiba entre as coordenadas 23° 37 317 S ¢ 45° 24’
44” W. Segundo o Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e
Climaticas Aplicadas a Agricultura [21], a classificacdo
climatica de Kopen-Geiger ¢ Af, com clima tropical
chuvoso, sem estacdo seca. A temperatura média anual é de
249 °C, variando entre 18,2 °C ¢ 31,6 °C ¢ a precipitagdo
média anual ¢ de 1.758 mm.

Foram selecionadas seis hortas comerciais, localizadas na
regido sul do municipio, na zona rural. A area de estudo
ndo apresentava nas suas proximidades rios, riachos, lagos
¢ mata fechada, e ndo foi observada criagdo de gado, ¢ a
cultura predominante era a berinjela (Solanum melongena
L). No preparo do solo, os produtores realizaram fertilizagao
quimica com NKP contendo a formulagao 04-12-08, e cinco
hortas receberam 5 L m*! de esterco de galinha compostado.

Amostragem do solo: As areas de amostragem em cada
horta foram delimitadas de forma aleatéria ¢ demarcadas
com a finalidade de coletar o solo sempre no mesmo lugar,
minimizando interferéncias nos resultados. As amostras de
solo foram retiradas na profundidade de 0-10 cm, onde as
caracteristicas sanitarias do solo sofrem maior influéncia
causada pelas atividades agricolas [22].

As amostras foram obtidas em trés periodos, a primeira
no plantio de berinjela, a segunda aos 60 dias ¢ a ultima
aos 120 dias, no momento da colheita. Cada areca de
amostragem foi de 1m?, onde foram colhidas 5 sub amostras
de 100 g, as quais foram misturadas, totalizando 500 g. Em
cada horta foram colhidas quatro amostras por periodo
[22]. As amostras retidas com trado Uhland, desinfetado
previamente com alcool 70%, depositadas em recipiente
estéril e identificado, foram armazenadas em caixas
isotérmicas (temperatura interna 3 °C) e transportadas para
laboratorio para analise microbiologica, realizada no prazo
maximo de 24 horas.

Amostragens de frutos de berinjela: Com o objetivo de
avaliar a provavel contaminagdo cruzada solo/frutos de
berinjela se colheram amostras, que coincidiram com o
ultimo dia de amostragem do solo. Os frutos foram retirados
das plantas de forma aleatéria, utilizando-se tesouras
esterilizadas. Cada fruto foi embalado individualmente em
sacos plasticos esterilizados, identificados e armazenados em
caixas isotérmicas (temperatura interna 3 °C) e em seguida
transportadas para laboratorio para analise microbiologica.

Andalises microbiologicas do solo: Para as analises
microbioldgicas dez gramas do solo pencirado foram
pesados ¢ dissolvidos em frascos de vidro com 90 mL de
solucdo salina, completando um volume de 100 mL, em

seguida foram colocados em agitador mecanico durante
15 minutos para promover o desprendimento das bactérias
das particulas do solo. De cada amostra foram realizadas
diluicdes seriadas em agua peptonada tamponada (0,1%)
estéril [23].

Para a detecgdo de coliformes totais e termotolerantes, E.
coli e Salmonella spp., aliquotas de 0,1 mL das amostras
diluidas em série (de 103 a 10°) foram espalhadas em agar
MacConkey (Ox01d®), Salmonella-Shigella dgar (Ox0id®),
Levine agar (Ox0id®) e agar nutriente (Himedia®). As
placas foram incubadas a 35 °C durante 24-48 h, quando
se procedeu a contagem das colonias. Os resultados foram
expressos em unidades formadoras de colonias (UFC),
exceto Salmonella spp. que foi avaliada pela presenga ou
auséncia [23]. Os isolados foram identificados por métodos
bioquimicos, utilizando-se o sistema API 20E (Analytical
Profile Index, bioMérieux). Uma vez identificados os
isolados foram cultivados em tubos contendo agar nutriente
¢ armazenados em refrirador (5 °C) para realizacdo dos
testes de susceptibilidade aos antibidticos.

O grau de contaminagdo microbiana do solo foi
determinada pelo método adaptado, descrito por Trawinska
et al. [7]: a) solo limpo de 0,0-1,0 (0 log UFC g); b) solo
ligeiramente contaminado de 1,0-100,0 (0-2 log UFC g);
¢) solo moderadamente contaminado de 100,0-1.000,0 (2-3
log UFC g™); d) solo fortemente contaminado >1.000, 0 (>3
log CFU g?).

Andalises microbiologicas de frutos de berinjela: As
analises microbioldgicas realizadas seguiram os protocolos
propostos por Silva et al [24]. Vinte e cinco gramas do fruto
de berinjela foram pesados, triturados e dissolvidos em
frascos de vidro com 225 mL de solug¢@o agua peptonada,
em seguida foram homogeneizados. De cada amostra foram
realizadas dilui¢des seriadas em agua peptonada tamponada
(0,1%) estéril. Para determinagdo dos coliformes, 1
mL das diluigdes foram inoculadas em triplicata em
Caldo Bile Verde Brilhante 2% Lactose (Ox0id®). Apos
incubagdo durante 24-48 h a 37 °C, as culturas positivas
foram utilizadas para determinar o NMP g'. As culturas
positivas foram inoculadas em meio seletivo Levine agar,
para isolar colonias Unicas, as quais foram identificadas por
correlagdo a aparéncia colonial, coloragdo de Gram, reacdo
oxidase, e reagdes bioquimicas utilizando sistema API 20E
(bioMérieux).

Salmonella spp. foi detectada em caldo Rappaport-
Vassiliadis (Oxo0id®). Depois semeadas em agar sulfito
de bismuto e Salmonella-Shigella 4dgar (Ox0id®). Apos
incubagdo durante 24-48 h a 37 °C, as culturas positivas
foram identificadas pela utilizagdo do sistema API 20E
(BioM¢érieux).

As colonias foram quantificadas e os resultados
apresentados pelas UFC g, exceto para Salmonella spp.
que foi avaliada pela presenca ou auséncia desta bactéria
[24].

Susceptibilidade bacteriana aos antimicrobianos: Para
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avaliagdo da susceptibilidade antimicrobiana in vitro,
se utilizou o método de Kirby Bauer modificado, tal
como recomendado pelo CLSI [25]. Foram avaliados os
antimicrobianos: amicacina (30ug), ampicilina (10pg),
aztreonam (15pg), cefaclor (30ug), cefazolina (30pg),
cefalexina (30ng), cefalotina (30pg), cefepime (30pg),
cefotaxime (30pg), ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30pg),
ciprofloxacina (5pg), clindamicina (2ug), cloranfenicol
(30pg) e tetraciclina (30pg). Os resultados foram
interpretados de acordo com os protocolos estabelecidos
pelo CLSI [25]. Apds 18 h de incubagio, os isolados foram
classificados como suscetiveis ou resistentes, de acordo
com diametro dos halos formados ao redor dos discos.

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos
(IRMA) foi calculado conforme a metodologia descrita por
Krumperman [26]. O IRMA foi calculado pela razio entre o
numero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente e o
numero de antibidticos ao qual o isolado foi exposto. Quando
o IRMA ¢ superior a 0,2 caracteriza multirresisténcia.

Avaliagdo estatistica dos resultados: A analise dos dados
foi realizada usando o programa estatistico SPSS versao
13.0, executando testes de normalidade e analises de
variancia (ANOVA) para determinar se existem diferencas
significativas na concentragdo de indicadores microbianos
de contaminag@o nos solos das hortas ¢ nos frutos de
berinjela. Foi utilizado um nivel de significancia de 0,05.

Resultados e discussao

Na tabela 1 s@o apresentados os resultados de contami-
nagdo por coliformes termotolerantes, E. coli e Salmonella
spp., de solos, tratados com esterco de galinha, de seis hor-
tas comerciais produtoras de berinjela. Verificou-se conta-
minagdo expresiva por coliformes totatis, coliformes termo-
tolerantes, E. coli e Salmonella spp. O uso de escremento
de aves compostado indevidamente como adubo organico
na agricultura, pode causar contaminag@o do solo com mi-
cro-organismos patogénicos e por consequéncia das frutas
¢ hortaligas cultivadas no mesmo, que quando consumidas
cruas podem causar doengas transmitidas por alimentos
(DTA). Alguns desses micro-organismos se tornaram uma
preocupagdo para a saude publica e a qualidade ambiental,
pois podem contaminar as fontes de agua e o solo, infectar
os seres humanos e outros animais pelo contato da pele e
do consumo de alimentos ou agua contaminados [1,3-5,7].
Portanto, ¢ necessario avaliar este fator de risco para identi-
ficar os possiveis efeitos de contaminagdo em areas de pro-
dugdo.

Os coliformes totais sdo abundantes nos ambientes
naturais, encontrados com frequéncia no solo, enquanto
que na agua a sua presenca ndo ¢ habitual. Os coliformes
incluem os géneros Escherichia, Klebsiella, Salmonella,
Shigella, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, Serratia,
Hafnia, entre outros. [12,23]. E. coli normalmente se origina
nos intestinos de mamiferos, possuem uma vida util curta
em compara¢do com outras bactérias coliformes. A sua

Tabela 1. Valores médios da concentragdo de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli e Salmonella spp. em solo de hortas
tratado com esterco de galinha. Caraguatatuba — SP.

Meses de analise

Micro-organismos ~ Hortas

Abril Junho Agosto
1 44x10° 4,3x10¢ 4,0x 10°
2 32x 10° 3,0x 10° 3,5x 10°
Coliformes totais 3 5.3x10° 5.5x10° 5.3x10°
(UFC " 4 15x107  13x100  1.0x 107
5 12x100  12x107  14x107
6 1,5x 107 1,3x 107 1,0 x 107
1 1,6 x 10° 1,2x10° 1,5x 10°
2 0,6 x 10° 0,3 x 10° 0,3 x 10°
Coliformes 3 3,0x 10% 3,5x 10 2,0x 10
termotolerantes
(UFC g 4 24x10°  20x10°  2,5x 10°
5 2,2x10° 2,4x10° 3,3x 10°
6 1,6 x 10° 1,6 x 10° 1,1 x 10°
1 0,9 x 10° 1,0x 10° 1,0 x 10°
2 6,6 x 10° 6,3x10° 6,6 x 10°
Escherichia coli 3 1,0 x 10? 1,3x 10? 1,0 x 102
(UFCg") 4 03x10°  04x10°  06x10°
5 1,0 x 10° 1,3x 10¢ 1,3x 10°
6 0,3 x10° 0,3 x 10° 0,1 x 10°
1 24x 10 2,0x 10 1,8x 10
2 0,3 x 10? 0,1 x 10% 0,2 x 10%
Salmonella spp. 3 0 0 0
(UFCg") 4 34x100 18x100  09x10°
5 4,5x 10% 0,7 x 10? 0,7 x 10%
6 0,9 x10? 1,0 x 102 1,0 x 102

ocorréncia esta relacionada com a disposi¢do inadequada
de residuos sanitarios [1,6,13,14]. No entanto, os patogenos
podem estar presentes em fertilizantes organicos apds a
fase termofila da compostagem, esta informagdo fornece
dados importantes no que diz respeito aos aspectos
epidemioldgicos de infecgdes causadas por E. coli [5].

No preparo do solo, antes do transplantio das mudas de
berinjela, foi empregado esterco de galinha compostado,
exceto na horta 3 que recebeu somente fertilizantes
quimicos e calcario. Verificou-se concentragdes elevadas
de coliformes totais, coliformes termotolerantes, E. coli
e Salmonella spp. (Tabela 1), apresentaram diferencas
significativas (p<0,01) nas trés amostragens. A presenca
destes micro-organismos provavelmente esta associada ao
uso de esterco de galinha compostado de forma inadequada.
Os principais micro-organismos patogénicos encontrados
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no esterco de frango sdo Listeria monocytogenes,
Mycobacterium avium, Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Clostridium botulinum e varios sorotipos de
Salmonella e E. coli [5,7,22]. Miller et al [27] demonstraram
que 30% das amostras de adubo organico continham E.
coli, indicando que, sob condi¢des otimas, o processo de
compostagem pode nao ser suficiente para eliminar todas as
bactérias patogénicas.

Na presente pesquisa foi constatada a presenca de
coliformes termotelerantes em concentragdes que variaram
de 5,3x10%a 1,5x107 e E. coli entre 2,0x10 e 3,3x10° (Tabela
2), diferindo significativamente quando os solos das hortas
foram comparados (p<0,01). Salmonella spp. foi isolada
nos solos das hortas 1, 2, 4, 5 ¢ 6 (Tabela 1). Provavelmente,
presenca de coliformes e de E. coli no solo da horta 3, que
ndo recebeu esterco poderia estar associada a presenca de
aves e animais silvestres na area de cultivo[28]. De acordo
com Kostadinova et al [4] o esterco fresco e a cama de
frango sdo as principais fontes de polui¢do do ar e do solo
nas areas de exploragdo avicola, visto que estes materiais
contém uma alta carga de micro-organismos, incluindo
bactérias coliformes, razdo pela qual estdo sujeitos as
exigéncias de controle sanitario.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1) e
utilizando a metodologia de classificagdo do grau de
contaminagdo, descrita por Trawinska et al [7], os solos
das hortas 1, 2, 4, 5 ¢ 6 foram caracterizados como: solos
fortemente contaminados por apresentarem contagem
microbiana >1.000 UFC g' (>3 log CFU g'), enquanto
que na horta 3 o solo estava moderadamente contaminado
com 100 -1.000 UFC g (2-3 log UFC g). Estes resultados
evidenciam que quando o esterco ¢ frequentemente
aplicado para a fertilizagdo do solo, esta pratica agricola
requer a observancia do intervalo de seguranga adequado.
Caso contrario, uma grande carga de bactérias patogénicas
podem ser introduzidos ao perfil do solo, o que representa
uma grande ameaga epidemioldgica e ambiental [3].

O uso de esterco compostado indevidamente como adubo
organico para cultivo de hortalicas e frutas pode ser uma
fonte de contaminagdo microbiana e, portanto, um problema
de seguranca alimentar [6,22]. Assim a relagdo existente

Tabela 2. Concentragdo de coliformes totais, coliformes termotolerantes,
Escherichia coli e Salmonella spp. em frutos de berinjela cultivados em
solo tratado com esterco de galinha. Caraguatatuba — SP, Brasil.

Micro-organismos (UFC g')

Hortas

Coliformes Coliformes Escherichia  Salmonella
totais termotolerantes coli Spp.

1 6,3x 103 0,9x 103 0,3x 10° Presenga
2 1,2x 10* 1,0x 103 0,1 x 10° Auséncia
3 6,0x 10 5,0x 10 0,4x 10 Auséncia
4 45x 10° 1,3x10* 1,9x 10° Presenga
5 0,9x 10° 1,6 x 10* 1,1 x10° Presenga
6 6,9 x 10* 1,0 x 10* 2,5x 10° Auséncia

entre legumes frescos e surtos de doengas transmitidas por
alimentos levaram a preocupagdes sobre contamina¢io
de hortalicas com bactérias patogénicas, provenientes do
uso esterco no ambiente agricola. Fontes potenciais de
contaminagdo incluem fezes ou esterco, aplicagdo de agua
residual na irrigacdo, entre outros. No entanto, sabe-se que
E. coli podem persistir no solo ao longo de varios anos. Por
esta razao sd0 necessarias normas para garantir o uso seguro
de compostos organicos e de aguas residuais, evitando
assim riscos biologicos para a populagdo humana [9,11,29].

Na tabela 2 s3o apresentados os valores médios
da concentragdo de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, E. coli ¢ Salmonella spp. em frutos de
berinjela cultivados em solo tratado com esterco de galinha.
Os resultados obtidos evidenciaram diferencas significativas
na carga microbiana (p<0,01), demonstrando que os frutos
colhidos em todas as hortas estavam contaminados com
coliformes termotolerantes ¢ E. coli, enquanto os das hortas
1, 4 e 5 apresentaram também Salmonella spp.

De acordo com a resolugdo RDC N° 12, de 02/01/2001
[29], que estabelece os padrdes microbiologicos para
alimentos e o limite maximo de 10> NMP.g"!, para coliformes
termotolerantes ¢ auséncia de Salmonella, por tanto os
frutos produzidos nas hortas 1, 2, 4, 5 ¢ 6 apresentaram
carga microbiana superior a estabelecida pela legislagao.

Obi [23] avaliou a qualidade sanitaria de hortalicas
(abdbora, pepino e tomate) produzidas em solos tratados
com esterco animal. Pelas analises microbiologicas foram
recuperados do solo e dos vegetais: E. coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella spp., Bacillus spp., Salmonella spp.
e Shigella spp. A contagem bacteriana total das amostras
de solo variou de 5,9x10* a 1,75x10° CFU g, enquanto
a contagem bacteriana total para as amostras de vegetais
variou de 1,50x10° a 2,65x10° CFU g'. A contagem de
coliformes totais das amostras de solo foi estimada entre
1,65x107 ¢ 6,9x10* CFU g, enquanto que as amostras
de vegetais apresentaram de 1,20x10% a 7,2x10° CFU g,
corroborando os resultados obtidos nesta pesquisa (Tabelas
1 e 2) evidenciando que ha um alto nivel de contaminagado
microbiana associado ao cultivo de vegetais em solos
que foram tratados com esterco e que o consumo destes
alimentos representa risco a saide publica.

A presenga de Salmonella spp. nos frutos produzidos
nas hortas 1, 4 ¢ 5 (Tabela 2) inviabiliza a sua utilizagdo
para consumo humano e animal. Segundo Hernandez et
al [28], cepas de S. enterica, subespécie entérica sorovar
Typhimurium, sdo capazes de contaminar vegetais e solo,
podendo ser adquiridas diretamente das fezes de aves
e de outros animais ou de produtos de origem animal,
constituindo-se em um fator de risco para intoxicacdo ou
infec¢do alimentar humana.

A maioria das espécies bacterianas que contaminam solos,
hortalicas e frutos apresentam genes de resisténcia aos
antibioticos (ARGs), podendo contribuir paraa disseminagao
horizontal de resisténcias entre as populagdes bacterianas
muitas vezes ecologicamente e taxonomicamente distantes
[16]. Segundo Herath [30], os antibidticos estdo entre as
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drogas mais bem sucedidas utilizados para terapia humana,
no entanto sdo extensivamente usados para animais ¢ para
fins agricolas, assim residuos de gerados em ambientes
urbanos ¢ rurais podem conter antibidticos e ARGs que
podem contaminar ambientes naturais. A consequéncia
mais clara da libertagdo de antibidtico em ambientes
naturais ¢ a selecdo de bactérias resistentes. Os mesmos
genes de resisténcia encontrados em ambientes clinicos
estdo atualmente disseminados nos ecossistemas intocados
e sem qualquer registro de contaminagdo de antibiodticos.
Por tanto, se deduz que o efeito dos antibidticos sobre a
biosfera é imensuravel e pode afetar a estrutura e a atividade
da microbiota do ambiente [17].

Os resultados obtidos na presente pesquisa evidenciam
a incidéncia de bactérias resistentes aos antibioticos, nos

solos tratados com esterco de aves assim como nos frutos de
berinjela produzidos nos mesmos (Tabela 3). Verificou-se
que E. coli isoladas dos solos das seis hortas apresentaram
IRMA superior a 0,2, caracterizando estas bactérias
portadoras de multirresisténcia.

A maioria dos isolados de E. coli foi resistente a cefaclor
(95%), a cefotaxime (90%) ¢ a tetraciclina (83,5%),
enquanto que a porcentagem de isolados resistentes a outros
agentes foi menor.

Em Salmonella foi constada multirresténcia em isolados
de tres hortas (Tabela 3). Verificou-se resisténcia a cefaclor
em todos os isolados, enquanto que para os demais
antibidticos verificaram-se padrdes de resisténcia variaveis.

Pelos resultados obtidos quanto a resisténcia aos
antibidticos de E. coli e Salmonella spp. isoladas de berinjela

Tabela 3. Susceptibilidade (S), susceptibilidade intermediaria (I), resisténcia (R) e indice de resisténcia multipla (IRMA) a diferentes classes de antimicrobianos
de cepas de Escherichia coli e Salmonella spp. isoladas de solos de hortas tratados com esterco e frutos de berinjela. Caraguatatuba — SP, Brasil.

Escherichia coli (isolada do solo)

Antimicrobianos

Horas AMI ATM AMP CFC CFZ CFL CFX CFO CAZ CPM CRO CIP CLI CLO ERI TET IRMA
1 S S S R R S S S S S R R S S S R 0,31
2 S R S R S S R S S S S S S I S R 0,25
3 S S S R S R R S S I I S S S S R 0,25
4 R S S R S S R S R S S S S S S S 0,25
5 S S S S R S I R 1 S S S R R R R 0,37
6 R R S R R S S S S S R S S R 0,37

Salmonella spp. (isolada do solo)
1 S S S R S S S S S S R S S S S R 0,18
2 S R S R S S R S S S S S S I S 0,25
34 S S S R S R S S S I I S R S S S 0,25
5 S S S R S S S S S S S I S R S I 0,12
6 S R S R S S S S S S S S S I R R 025
Escherichia coli (isolada de frutos de berinjela)
1 S R S S R S S R S S R R S S S R 0,37
2 S R S R S S R S S S S S S R S R 0,31
3 S S S R S R R S S I R S S S S R 0,31
4 R S S R S S R S R S S S S S S S 0,25
5 S S S S R S R R R S S S R R R R 0,50
6 R R S R R S S S R S R S S R S S 0,43
Salmonella spp. (isolada de frutos de berinjela)
1 S S S R S S S S S S R S S S R 0,18
4 S S S R S R S S S I I S R S S S 0,25
5 S S S R S S S S S S S R S R S I 0,18

AMI = amicacina, ATM = aztreonam, AMP = ampicilina, CFC = cefaclor, CFZ = cefazolina, CFL = cefalotina, CFX = cefotaxime, CFO = cefoxitina, CAZ =
ceftazidima, COM = cefepime, CRO = ceftriaxona, CIP = ciprofloxacina, CLI = clindamicina, CLO = cloranfenicol, ERI = eritromicina, TET= tetraciclina.
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(Tabela 3), constatou-se que houve correspondéncia com
aqueles encontrados nos solos das hortas. As bactérias
resistentes a antibidticos ou seus determinantes de
resisténcia correspondentes (ARGs) sdo conhecidos por
se espalharem para seres humanos por meio da cadeia
alimentar. Vegetais frescos que sdo consumidos crus podem
contribuir para este fendmeno, em vista que as bactérias
epifitas podem desenvolver resisténcia a antibidticos,
como consequéncia da grande quantidade de antibidticos
utilizados na agricultura, podendo levar a contaminagao
vegetal com bactérias resistentes de fontes origem animal
e/ou humanas [16,17].

Deve-se ressaltar que os antibidticos sdo usados na
producdo animal tanto para a promocdo do crescimento
¢ melhoria da eficiéncia alimentar, bem como para o
tratamento terapéutico de doengas. Estes procedimentos
constituem fatores de selegdo de genes de resisténcia a
antibidticos. Junto as bactérias do conteudo gastrointestinal,
sdo excretados também, antibidticos que ndo sdo absorvidos
pelos animais. Portanto, a aplicagcdo no solo de residuos
animais (esterco), ¢ um meio para a entrada de antibioticos
e dos determinantes genéticos de resisténcia (ARGs) no
ambiente [17,19]. Portanto, as questdes relacionadas com
a contamina¢do ambiental e transmissdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos pelo esterco animal
devem ser totalmente resolvidas, havendo necessidade de
melhorar normas ambientais relativas a pratica da gestdo
de residuos de origem animal. Considerando os resultados
da presente pesquisa, foi possivel concluir que o uso
de esterco de galinha como fertilizante na produgdo de
berinjela influenciou na contagem de bactérias coliformes
e Salmonella spp. registradas no solo ¢ nos frutos. A
contaminagdo, por estas bactérias patogénicas resistentes a
diversos antibidticos, constitue um perigo real para a saude
publica, principalmente dos agricultores e dos consumidores
dos vegetais produzidos.
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