MINISTERIO DA EDUCACAO N

Universidade Federal De Ouro Preto -
Programa de Pés-Graduacio Em Engenharia Ambiental - PROAMB I_’Pmmn

ANALISE DA PRESENCA DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIMICROBIANOS
EM SISTEMA DE TRATAMENTO DE DEJETOS DE SUINOCULTURA

Camila de Paula Dias

Ouro Preto - MG
2018



MINISTERIO DA EDUCACAO V\
Universidade Federal De Ouro Preto
Programa de P6s-Graduacio Em Engenharia Ambiental - PROAMB I_)PC,-\mD

Universidade Federal
de Ouro Preto

Camila de Paula Dias

ANALISE DA PRESENCA DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIMICROBIANOS
EM SISTEMA DE TRATAMENTO DE DEJETOS DE SUINOCULTURA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Ambiental, da
Universidade Federal de Ouro Preto, como
parte dos requisitos necessarios para a obten¢ao
do titulo de Mestre em Engenharia Ambiental.

Area de  Concentragdo: Tecnologias
Ambientais.

Orientadora: Prof®. Dr® Silvana de Queiroz
Silva

Ouro Preto - MG
2018






D541a

Dias, Camila de Paula .

Andlise da presenga de bactérias resistentes a antimicrobianos em sistema
de tratamento de dejetos de suinocultura [manuscrito] / Camila de Paula Dias.
-2018.

871f.: il.: color; grafs; tabs.

Orientadora: Prof*. Dr*. Silvana de Queiroz Silva.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Pr6-Reitoria de
Pesquisa e Pés-Graduagio. PROAMB. Programa de Pés-Graduagio em Engenharid
Ambiental.

Area de Concentragiio: Tecnologias Ambientais.

1. Antimicrobianos. 2. Resisténcia bacteriana. 3. Dejeto Bruto -
Suinocultura. 4. Efluente - Suinocultura . I. Silva, Silvana de Queiroz. II.
Universidade Federal de Ouro Preto. II1. Titulo.

CDU: 502:004

Catalogagao: www.sisbin.ufop.br



MINISTERIO DA EDUCAGAQ o
Universiaade Feceral ge Ouro Preto
Programa de Pos-Graduacado em Engenharia Ambiental - PROAMB  —( 'th 10D

B

f
i

ANALISE DA PRESENCA DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIMICROBIANOS EM
SISTEMA DE TRATAMENTO DE DEJETOS DE SUINOCULTURA

Autora: Camila de Paula Dias

Dissertagdio defendida e aprovada, em 08 de outubro de 2018, pela banca examinadora constituida

pelos professores:

Profa. Dra. Silvana de Quelmgllva Orientadora
Universidade Federal de Ouro Preto

Prof. Dr. Sérgio Fvﬂ:g;o de Aquino

Universidade Federal de Ouro Preto

(h*s e (n J‘% L= N k‘M\\(“
Profa. Dra. Gislaine Fongaro
Universidade do Contestado



... 20s meus pais, por sonharem junto comigo

todos os meus sonhos!



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus por ter sido conforto e acalento nas horas de cansago e fraqueza
e me guiado a mais esta vitdria. Aos meus pais, Maria Fatima e Marcio, que sdo a base do que
sou hoje, pelo amor, compreensdo da auséncia e por serem meus herois, a vocés todo o meu
amor e eterno agradecimento.

A Profa. Dra Silvana Queiroz Silva, minha orientadora, por ter creditado em mim a
capacidade de desenvolver junto a ela e sua equipe este trabalho. Obrigada pela oportunidade,
por dividir suas experiéncias, ensinamentos e paciéncia ao longo desses anos.

As Profas. Dras. Gislaine Fongaro e Maria Célia, por todo o ensinamento, entusiasmo e
por sempre acreditar que tudo pode ser ainda melhor. Muitissimo obrigada por ter me auxiliado
neste trabalho, o conhecimento e carinho foram fundamentais para o desenvolvimento deste.

Ao professor e amigo, Fabio Augusto, por ser aquele incentivo a ser vencido, por ter me
avisado dos percal¢os do caminho da pesquisa e por sempre ter me aliciado para a area de
educagdo, que tanto tenho carinho. Obrigada ainda, por ter me apresentado ao prof. Dr.
Wanderson, a quem agradeco imensamente por todo o ensinamento em estatistica e paciéncia
em me entender e ajudar.

Aos amigos do LBTM e todos os alunos do grupo de pesquisa da professora Silvana
(Zorel, Ivon, Andressa, Isabela, Marilia, Raquel, Thanmilly Igor e Marcus Vinicius), pela
oportunidade e todo o conhecimento dividido ao longo deste tempo. Em especial, agradeco a
doutoranda Ivon Campos por toda amizade, carinho e disponibilidade de troca de ensinamentos.
A doutoranda Célia Machado, por ter sido mais que uma amiga, como digo a ela sempre que
posso, “vocé foi uma mae para mim”, sem seus cuidados e carinho essa etapa ndo teria sido tao
prazerosa. Os melhores cafés, vivi ao lado de vocé€s. Ao mestrando Tales, que sempre foi
solicito com todos e sempre muito prestativo.

Em especial a equipe da minha linha de pesquisa, por todo o apoio, suporte e ajuda, sem
vocés este trabalho ndo seria possivel. A doutoranda Aline, por ter me levado a todos os campos
para coleta e auxiliado nas analises fisico-quimicas. A doutoranda Andressa, por ter chegado
no finalzinho e ter sido tdo engajada em ajudar. Vocés foram essenciais na conclusdo deste
trabalho. Saibam que pode contar comigo sempre, muito obrigada!

Aos alunos de iniciagdo, que carinhosamente os chamo “de meus meninos”. Ao Igor por
ser esse exemplo de sobriedade e maturidade ainda tdo jovem, fico feliz por fazer parte da sua
trajetoria, obrigada por tudo. Ao Marcus Vinicius, que fez parte deste trabalho, chegou no

momento mais critico para desenvolver seu projeto junto ao meu. Obrigada por ter me aceitado



como co-orientadora e por me mostrar que ensinar, pesquisar e orientar realmente fazem parte
do meu objetivo na vida. Foi um prazer trabalhar ao seu lado e poder acompanhar seu
crescimento.

Ao ProAmb, por ter me proporcionado diversos momentos gratificantes e por ter me
acolhido, ndo teria programa melhor para ter desenvolvido esta parte da minha vida académica.
Ao corpo docente, obrigada por todo ensinamento, trabalho e crescimento profissional e
pessoal, em especial ao professor Leandro Gurgel que sempre foi muito acessivel e solicito e
ao professor Anibal Santiago, por ser esse excelente profissional e exemplo a ser seguido.
Agradeco a todos os ““ Proambers” da turma 16.1 e a doutoranda agregada Ludmila Brito, por
ter tornado essa jornada mais leve e divertida. Vocés sdo sensacionais, sucesso a todos. Em
especial, agradeco a Gisele por ser mais uma bidloga a empreitar na pods-graduagdo em
Engenharia Ambiental e acreditar tanto quanto eu que somos capazes.

Ao LQTA, onde foram realizadas as analises fisico-quimicas ¢ ao LMBT que
gentilmente cedeu as cepas de ATCC e pela excelente e amiga equipe que o compde. Em
especial, agradeco ao aluno de iniciagdo cientifica do LMBT, Sérgio, que foi um companheiro
durante o ano inicial do projeto ficando até altas horas no laboratorio me ajudando e fazendo
companbhia.

A granja em que realizei as coletas, por ter abertos as portas para que este estudo fosse
realizado. A oportunidade de trabalhar em escala real nos permite crescer enquanto pesquisador
por entender melhor a dindmica do trabalho e aplicabilidade do que se faz. Em especial,
agradeco ao funcionario Robson Caetano, que nos guiou e realizou as coletas.

Aos meus primos, quase irmaos, Elisangela, Gilliard e Natalia, por terem me dado forca
e estarem ao meu lado sempre, amo vocés. Ao Gabriel, grande amigo que sempre ajudou no
que foi preciso, sua parceria foi fundamental.

As minhas amigas, Jullier, Raquel e Jaqueline, por terem sabido lidar com minhas
auséncias, por nunca terem deixado de estar por perto, mesmo quando o tempo era escasso para
mim.

Ao Benardo, que tanto me ouviu falar sobre os acontecimentos do mestrado, por ter
suportado minhas auséncias e me apoiado nos momentos mais dificeis. Seu apoio e
companheirismo foram essenciais. Obrigada por estar sempre ao meu lado, por me fazer uma
pessoa melhor e a acreditar que tudo seria possivel.

A UFOP pelo ensino publico de qualidade e 8 CAPES, pelo suporte financeiro.



“A vitoria pertence ao mais perseverante!”

Napoledo Bonaparte



RESUMO

A suinocultura apresenta papel importante na economia brasileira e ocupa a quarta colocacao
entre os maiores produtores do mundo em 2017. Os antibidticos como promotores do
crescimento sdo utilizados para melhora do desempenho dos suinos, entretanto, pode estimular
a resisténcias a antibioticos em bactérias (BRAs). O conceito “Satde Unica”, entre outras
abordagens, envolve o reciclo de dejetos e efluentes sanitarios que uma vez usados de forma
inadequada torna-se uma fonte de disseminacao de polui¢dao e de BRAs. O objetivo do trabalho
foi avaliar a presenca de BRAs em dejetos e efluente de suinocultura. As amostras foram
coletadas em uma granja de suinocultura localizada no municipio de Ponte Nova - MG. As
amostras foram inoculadas em meios seletivos e, posteriormente, as colonias isoladas foram
submetidas ao antibiograma, pelo método disco-difusdo. Os dejetos suinos apresentaram alto
teor de solidos suspensos totais e volateis, entretanto o sistema de tratamento de efluente foi
eficiente na remog¢do dos mesmos, sendo a unidade do biodigestor a mais eficiente nesta
remo¢ao, enquanto para a DQO a lagoa facultativa foi a unidade mais importante na eficiéncia
de remogdo. Foram isoladas 465 coldnias, sendo n=138 Staphylococcus, n=147 Enterococcus
e n=180 Enterobacteriaceae.O biodigestor se mostrou uma unidade importante na remocao de
bactérias resistentes, principalmente para Enterobacteriaceae resistentes a ampicilina,
cefatzidina, gentamicina e tetraciclina e para Staphylococcus resistentes a tetraciclina,
cefoxitina, penicilina, clindamicina, sulfazotrim, gentamicina, rifampcicina e ciprofloxacina.
Enquanto para Enterococcus apenas para resistentes a nitroforantoina. O lodo da lagoa
apresentou entre 10-20% mais bactérias resistentes do que o lodo biodigestor para os grupos
Enterobacteriacaca e Staphylococcus, ja para Enterococcus ndao houve um padrio bem
delineado. As Enterobacterieaceae apresentaram maior propor¢do de multirresisténcia, com
90%, seguido pelos Staphylococcus, com 80% e, por fim, os Enterococcus com 54%. Todos os
isolados foram resistentes a pelo menos um dos antibioticos e a tetraciclina foi o antibidtico
com mais bactérias resistentes para todos os grupos bacterianos. Para os demais antibidticos, os
isolados testados apresentaram um perfil de susceptibilidade mais elevado que a maioria dos
estudos comparados, o que demonstra um risco latente associado ao uso do lodo como
biofertilizante. A dissemina¢ao das BRAs no ambiente apresenta problemas relacionadas nao
s6 a saude animal, mas também a satde humana devido ao comprometimento da
antibioticoterapia e pela disseminacgdo de bactérias e genes de resisténcia no ambiente.

Palavras-chave: Bactérias resistentes, perfil de susceptibilidade, dejetos de suinocultura,

disco-difusdo, saude Unica.



ABSTRACT

Swine farms have an important role in the Brazilian economy and ranked fourth among
the world's largest producers in 2017. Antibiotics, as growth promoters, are used to improve
swine performance, however, it may stimulate resistance to antibiotics in bacteria (RABs). The
concept of "one health", among other approaches, involves the recycling of waste and sanitary
effluents which, once misused, becomes a source of pollution and RABs. The objective of this
work was to evaluate the presence of RABs in sludge and swine effluent. For the
accomplishment of this work, the samples were collected in a swine farm located in the city of
Ponte Nova state of Minas Gerais, Brazil. Samples were inoculated in selective media and
afterwards the isolated colonies were submitted to the antibiogram with 11 to 15 antibiotics by
the disc-diffusion method. The swine manure presented high content of total suspended solids
and volatile, nevertheless the system was efficient in their removal, being the unit of the
biodigester the most efficient , while for COD the facultative pond was the most important unit
in the removal efficiency. 465 colonies were isolated, n = 138 Staphylococcus, n = 147
Enterococcus and n = 180 Enterobacteriaceae. The biodigester proved to be an important unit
in the removal of resistant bacteria, especially for Enterobacteriaceae resistant to ampicillin,
cefatzidine, gentamicin and tetracycline and to Staphylococcus resistant to tetracycline,
cefoxitin, penicillin, clindamycin, sulfazotrim, gentamicin, rifampcicine and ciprofloxacin.
While for Enterococcus it was only for nitroforantoin resistant. The sludge of the lagoon
presented between 10-20% more resistant bacteria than the biodigester sludge for the groups
Enterobacteriacaca and Staphylococcus, whereas for Enterococcus there was not a well
delineated pattern. Enterobacteriaceaec had a higher proportion of multi-resistance, 90%,
followed by Staphylococcus, 80% and, finally, Enterococcus with 54%. All isolates were
resistant to at least one of the antibiotics tested and tetracycline was the antibiotic with the most
bacteria resistant from all bacterial groups. For the other antibiotics, the isolates tested presented
a susceptibility profile higher than most of the comparative studies, which shows a latent risk
associated to the use as biofertilizer. RABs in the environment present problems related not
only to animal health, but also to human health due to the compromise of antibiotic therapy and

the spread of genes and bacteria resistance to the environment.

Key words: Resistant bacteria, susceptibility profile, swine manure, disk-diffusion, one health.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura ¢ uma importante atividade econdmica para o Produto Interno Bruto
(PIB) brasileiro e movimenta bilhdes por ano, principalmente, se considerar toda a cadeia
produtiva de suinos (ABCS, 2016). O Brasil esta entre os principais paises produtores de carne
suina, ficando na quarta posicao no ranking em 2017 (EMBRAPA, 2018).

Diversas medidas tém sido tomadas para manter a competitividade no mercado e
favorecer a produtividade. Com isto, a alta producao de suinos acarreta em um grande nimero
de animais confinados em pequenos espacos e a geracdo de um grande volume de dejetos
produzidos diariamente. O excesso de dejetos ¢ altamente poluidor para o meio ambiente devido
a elevada presenga de matéria orgénica, nutrientes, metais pesados, micro-organismos e
farmacos nao metabolizados (BLEY JR., 2003).

Para minimizar os problemas com o manejo dos dejetos € necessario que se faca o
tratamento desse residuo, como por exemplo, como a utilizagdo de tanques de coleta,
esterqueiras, lagoas de tratamento e biodigestores (OLIVEIRA et al., 2006; KUNZ, 2005;
PERDOMO et al., 2003; CHAE et al., 2008). No Brasil, o manejo de dejetos €, usualmente,
armazenar em esterqueiras ou em lagoas e posterior aplicagdo no solo.

O aumento da demanda na produc¢ao de suinos, em grande parte, se d4 devido a melhora
na qualidade da saude dos suinos, assim como rapido desenvolvimento dos animais para o
abate. Desta forma, a utilizagdo de antibioticos destaca-se como uma das medidas adotadas para
maximizar a produ¢do suina (REGINATO; LEAL, 2010). Os antibioticos sdo utilizados para
fins terapéuticos, preven¢do de doengas e como aditivos alimentares com a funcdo de
promotores de crescimento que maximiza a eficiéncia alimentar e reduz o tempo de criagdo. No
Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) permite a utilizagdo de
12 aditivos como promotores de crescimento e proibe outras 17 substancias para esta finalidade
(BRASIL, 2017).

Um dos maiores problemas da administracdo de antibioticos ¢ que muitos deles nao sao
totalmente metabolizados e sdo excretados pelas fezes e urina, na forma de composto original
ou parcialmente metabolizados (SARMAH et al., 2006; KEMPER, 2008). Visto isto, o lodo e
estrume provenientes da suinocultura ficam enriquecidos de antimicrobianos e o uso na
biofertilizacdo pode favorecer a disseminagdo desses compostos no ambiente, como no solo e
em aguas subterraneas e superficiais.

Além disso, o uso de antibioticos em animais pode favorecer o surgimento de bactérias

resistentes a antibidticos (BRAs), principalmente, em efluentes e residuos agropecuarios (ZHU
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et al, 2013; FANG et al., 2015). A preocupagdo com o reciclo e gerenciamento adequado de
dejetos e efluentes sanitarios é tema pertinente ao conceito “Satde Unica” (NGUYEN-VIET et
al., 2015) devida a necessidade do controle de micro-organismos patogénicos e genes de
resisténcia. O uso inadequado, torna-se uma fonte de disseminagdo de patdgenos que afetam a
saude e o ambiente. O conceito “Satide unica” compreende valores, conhecimentos e agdes que
preconizem a satide humana e animal e os servigos ecossistémicos (ZINSSTAG et al., 2012).

A capacidade de transmissdo destes micro-organismos resistentes para seres humanos
pela ingestdo de produtos contaminados, o comprometimento de terapias tradicionais a base de
antibidticos, perda da eficicia de antibidticos, disseminacdo de genes de resisténcia e a
proliferacdo de cepas bacterianas resistentes apontam para uma preocupacdo mundial de
diversos 6rgdos e institui¢cdes. Principalmente porque muitos dos antimicrobianos utilizados na
criacdo animal pertencem as mesmas classes usadas na terapéutica humana (ARIAS;
CARRILHO, 2012).

Os estudos realizados a fim de tragar o perfil de susceptibilidade das BRAs encontradas
tanto nos dejetos ou nos sistemas de tratamento em suinocultura (BROOKS; MCLAUGHLIN,
2009; GUIMARAES, 2010; JULIO, 2011; MOURA, 2017) deixam uma lacuna em relacao a
elucidacdo da dindmica dos sistemas de tratamento de efluente em relagdo a reducdao ou
incremento de BRAs. Diante do exposto, conhecer esta dindmica, assim como a presenca destas
BRASs nos lodos e no efluente final pode favorecer a proposi¢ao de praticas de manejo para o

uso do lodo e do efluente na biofertilizagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em bactérias potencialmente

patogénicas presentes ao longo do sistema de tratamento biologico de dejetos de suinocultura.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Entender o desempenho do sistema em relacdo aos residuos, brutos e tratados, em
termos de DQO, NH4", e solidos suspensos volateis;

b) Obter bactérias da familia Enterobacteriaceae e dos géneros Staphylococcus e
Enterococcus presentes nos dejetos de suinocultura e no sistema de tratamento;

¢) Determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas ao

longo de um sistema de tratamento de efluente de suinocultura.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRESENCA DE BRAs NO AMBITO “SAUDE UNICA”

A utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos tem sido questdo de preocupag¢do em
ambito mundial, principalmente, devido ao surgimento de novas BRAs e patogénicas para os
animais e humanos. Este cendrio, proporciona que o conceito “One Health” ou “Saide Unica”
seja mais aplicado.

A “Satde Unica” ¢ conceituada como agdes, valores e conhecimentos que envolvam a
satide humana e animal, afim de minimizar os impactos ambientais, com o auxilio da jungdo de
areas, instituicdes e profissdes (ZINSSTAG et al., 2012; NGUYEN-VIET et al., 2015). Este
conceito surgiu pela unido de esforcos entre a Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Organizagao
Mundial de Sanidade Animal (OIE). Com isto em vista, a abordagem “Saude Unica” abrange,
entre outros assuntos, a disseminacao, o controle e a prevencdo de BRAs.

Segundo NGuyen-Viet e colaboradores (2015), devido a preocupagdo com o controle
de micro-organismos patogénicos, o reciclo e gerenciamento adequado de dejetos e efluentes
sanitarios torna-se um tema abarcado pelo conceito “Saude Unica”, porque uma vez que usados
de forma inadequada torna-se uma fonte de disseminacdo de patégenos que afetam a satde e o
ambiente.

A OMS, em conjunto com a FAO e OIE aprovaram, em 2015, um plano de agdo sobre
resisténcia a antimicrobianos, o Global Action Plan on Antimicrobial Resistance - Plano de
Acdo Global sobre Resisténcia Antimicrobiana e os paises que aderiram tiveram que elaborar
o seu proprio plano de agdo nacional (BRASIL, 2018). No Brasil, os responséaveis por executar
o projeto foram o MAPA e a Anvisa, que em novembro de 2017 apresentaram o Programa
Nacional de Prevencdo e Controle de Resisténcia a Antimicrobianos na Agropecudria
(AgroPrevine). O AgroPrevine considera o conceito de “Satde Unica” que engloba a satde
humana, animal e ambiental (Figura 1) e que visa com agdes em educagdo, vigilancia e defesa
agropecuaria, prevenir e controlar a disseminacdo de micro-organismos resistentes (BRASIL,
2018).

Os incentivos a programas de prevenc¢ao da disseminacdo da resisténcia a antibidticos
estdo associados a capacidade de laboratorios e industrias de produzirem novas drogas capazes

de eliminar essas BRAs. Muito desta preocupacdo esta atrelada a existéncia de bactérias
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resistentes aos melhores antibioticos (carbapenemas e cefalosporinas de 3* geracdo) disponiveis

no mercado para o tratamento de multirresistentes (PAHO, 2017).

Figura 1: Integracio do conceito “Saude Unica”.

Saude humana

B g% &

&

Produgdo animal

Meio ambiente Satde animal

aude unical * ™

e -
Fonte: A autora.

A OMS apresentou uma lista de agentes patogénicos prioritarios, que sio BRAs que
representam sérios riscos a saude humana, principalmente. As bactérias multirresistentes
representam a maior preocupagdo, dentre elas, encontram-se as bactérias gram-negativas que
além de apresentar capacidades inatas de resistir aos antibidticos, podem transmitir o material
genético e conferir a outras bactérias resisténcias as drogas (WHO, 2017).

A lista foi elaborada baseada em uma andlise de decisdo multicritério. Dentre eles
destacam-se: a letalidade das infec¢des provocadas; a frequéncia da resisténcia antimicrobiana
em pessoas de dada comunidade; capacidade de espalhar entre os animais, dos animais para os
seres humanos e entre seres humanos; se as infecgdes provocadas podem ser prevenidas
facilmente, as opcdes de tratamento e se novos antibidticos tém sido desenvolvidos para a
infeccdo (PAHO, 2017).

A lista da OMS divide-se em trés categorias (prioridade critica, alta ou média) baseada
na urgéncia de novos antibidticos. A categoria prioridade critica inclui o grupo de bactérias

multirresistentes Acinetobacter, Pseudomonas e varias Enterobacteriaceae, a categoria alta
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prioridade conta com Enterococcus faecium, Sthaphylococcus aureus, Helicobacter pylori,
Campylobacter spp., Salmonella e Neisseria gonorrhoeae, enquanto a de média prioridade
estdo a Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Shigella spp. (WHO, 2017).
Dentre as bactérias presentes na lista da OMS destacam-se as Enterobacteriaceae,
Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. que comumente sao encontrados nos dejetos suinos e

nas instalac¢des de granja.

3.2 SUINOCULTURA NO BRASIL

A suinocultura é, inegavelmente, uma importante atividade econdomica no Brasil,
principalmente ao se analisar os dados do Produto Interno Bruto (PIB) em que sé este setor
totalizou R$ 62,756 bilhdes no ano de 2015 (ABCS, 2016). Segundo dados da Associagdo
Brasileira de Criadores de Suinos (2016), considerando-se toda a cadeia de atividade produtiva
da suinocultura, esse valor torna-se ainda mais expressivo R$ 149,867 bilhoes.

A produgdo de suinos acontece desde em pequenas a grandes produtoras, sendo sua
maioria tecnificada ou industrial. Em 2015, o sistema suinicola gerou 126 mil empregos
diretamente e aproximadamente 923.394 empregos indiretamente (ABCS, 2016).
Consequentemente, a suinocultura contribuiu para uma alta geracdo de empregos,
especialmente, para os estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parand e Minas Gerais
que sdo os maiores produtores de suinos no pais (ABCS, 2016; MIEELE, 2006).

A suinocultura brasileira destaca-se na sua producdo, exportacdo e no uso de novas
tecnologias no setor produtivo que favorece o aumento do consumo interno e abre portas para
o mercado externo. Estes fatores corroboram para que o Brasil esteja entre os principais
produtores de carne suina no mundo (MEINERZ et al., 2011). Em numeros, o Brasil contava
com 1.720.255 matrizes (fémeas produtoras) que geraram 39.263.964 suinos para abate em
2015 (ABCS, 2016). A estes nimeros acresce, ainda, os genitores (bisavos e avds) que sao
mantidos para a procriacdo, seja pela monta ou inseminagao artificial.

O Brasil € o sexto maior consumidor de carne suina no mundo, ficando atras de China
— a maior consumidora e produtora de suinos —, Unido Europeia, Estados Unidos, Russia e
Vietna (ABCS, 2016). Em 2016, o Brasil ganhou os mercados chineses € a China tornou-se o
terceiro principal mercado importador, ficando atrds apenas de Russia que importou
aproximadamente 33% da carne suina produzida e Hong Kong (ABCS, 2016; ABPA, 2017).

E inquestionavel a importincia da atividade suinicola para a economia brasileira.

Entretanto, a suinocultura estd associada a inimeros impactos ambientais negativos, uma vez
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que produz um grande volume de dejetos pelos animais (AMORIM, 2002). Além disso, ¢
preciso ressaltar dentre os impactos negativos o consumo de dgua na produgdo suinicola, que
utiliza aproximadamente 6m’ de agua sdo gastos para a produgdo lkg de carne suina

(PALHARES, 2011).

3.2.1 Caracterizagdo dos dejetos suinicolas

A produgdo em larga escala de suinos, principalmente, por confinamento tem sido
reportada pelo impacto ambiental negativo devido ao exacerbado volume de dejetos produzidos
diariamente. A produgdo didria e a caracterizacdo dos dejetos suinos sdo influenciadas pelo
tempo de vida dos animais, sexo, tamanho, raca, atividades e alimentacdo (DIESEL et al.,
2002). Outros fatores como a quantidade de animais, o sistema de produgdo e os estagios de
desenvolvimento dos porcos que a granja empreende também influenciam na composicao do
efluente gerado.

Os dejetos suinos sdo caracterizados, principalmente, pela quantidade de urina, fezes,
restos de ragdo e poeiras, 4gua dos bebedouros e 4gua de higienizacao dos locais de criagdo e
demais instalagoes (DAI PRA et al., 2009; PALHARES, 2011). Ainda segundo Dai Pra e
colaboradores (2009), a 4gua constitui aproximadamente 95% do efluente gerado.

Os dejetos liquidos (4dguas residuarias) produzidos pelos porcos podem chegar a
7L/animal/dia e os solidos totais podem variar entre 2,5kg a 10kg dependendo da espécie
(BLEY JR., 2003). Em termos de carga organica, a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
pode chegar a 198,5g/animal/dia (ALVES, 1996).

Os principais constituintes dos dejetos de suinos que afetam o ambiente sdo: matéria
organica (como, resto de alimentos ndo digeridos), nutrientes, metais pesados, solidos,
antimicrobianos e micro-organismos patogénicos, principalmente, enterobactérias (BLEY JR.,
2003; VIANCELLI et al., 2013). Os metais pesados presentes nos dejetos sdo, geralmente,
provenientes da alimentagdo animal, devido a adi¢do de sais inorganicos a dieta. Além de serem
utilizados como nutrientes essenciais, sao também utilizados como suplementos para a melhora
da conversao dos alimentos (STEINMETZ et al.,2009).

A caracterizag¢do dos dejetos suinos ¢ essencial para o dimensionamento do sistema de
tratamento e avaliacdo das consequéncias do manejo e da disposi¢do inadequados destes
residuos. O manejo adequado ¢ imprescindivel para redu¢do dos impactos causados pelos

dejetos.
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3.2.2 Tecnologias de manejo e tratamento de efluente de suinocultura

Como visto, uma consequéncia do modelo produtivo € o acumulo de dejetos suinicolas
nas areas produtivas. Devido a isto, a existéncia de um sistema adequado para o tratamento e
estabilizacdo dos dejetos ¢ extremamente importante. A fim de atender as exigéncias
ambientais, em relacdo ao armazenamento e tratamento de dejetos, existem algumas
alternativas como as esterqueiras e bioesterqueiras, as lagoas de tratamento e os biodigestores
(KUNZ et al., 2005).

No Brasil, o manejo de dejetos ¢, usualmente, armazenar o dejeto em esterqueiras ou
em lagoas e, apds maturacao, a aplicacdo no solo. Entretanto, uma alternativa para minimizar
os problemas com o manejo dos dejetos ¢ a diminui¢do da geragdo e o tratamento, como por
exemplo, a utilizacdo de tanques de coleta. Desta forma, os dejetos poderdo ser usados
posteriormente na adubagdo, desde que passem pelo processo de maturagdo. Entretanto, essas
praticas causam evidentes impactos ambientais, como a liberagdo de gases, polui¢do do solo
(quando usado de maneira inadequada) e a proliferacdo de micro-organismos patogénicos
(OLIVEIRA et al., 2006).

Outra forma de armazenamento ¢ tratamentos desses residuos € a construgdao de
esterqueiras, que sdo escavadas no solo e revestidas de lona, alvenaria ou pedra, com tempo de
retencdo hidraulica (TRH) de 120 dias para que haja a fermenta¢ao, com posterior diminui¢ao
da carga organica (KUNZ, 2005). Apo6s esse periodo, ocorre a retirada do esterco, que podera
ser usado na agricultura (KUNZ, 2005).

Uma alternativa tecnoldgica ¢ a utilizagdo de lagoas de tratamento de dejetos suinicolas.
O sistema de lagoas de tratamento ¢ composto por um sistema primario de separacdo da fase
solido-liquida que visa aumentar a vida util do sistema por minimizar os danos do assoreamento
e, posteriormente, uma série de lagoas, duas anaerdbias, uma facultativa e uma com aguapés
(PERDOMO et al., 2003). Entretanto, este sistema apresenta alguns problemas, como a
necessidade de uma vasta 4rea para sua implantagdo e o tempo de detencao hidraulica que chega
a ser maior que 100 dias (KUNZ et al., 2005). Por outro lado, o sistema de lagoas apresenta
altas taxas de remocdo de matéria organica e nutrientes, € a remog¢do da carga orgénica do
sistema de lagoas atinge valores de até 99% (KUNZ et al., 2005).

A digestdo anaerdbia aparece como uma alternativa promissora, ainda mais por haver a
geracdo de biogas que ¢ uma fonte de energia renovavel que pode ser utilizada na propria granja

em sistemas de geracdo de energia e calor (CHAE et al., 2008; PERDOMO et al., 2003). No
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Brasil, o tratamento mais utilizado ¢ o tratamento anaerdbio/sistema de lagoas cobertas
(PEREZ-SANGRADOR et al., 2012).

A utilizagdo de biodigestores ¢ uma alternativa para o gerenciamento dos dejetos suinos,
uma vez que permite agregar valor ao residuo devido a producao de biogés e sua utilizagdo para
geracdo de energia e calor (PERDOMO et al., 2003). O processo bioldgico anaerobio ¢
conduzido por uma complexa rede de micro-organismos, principalmente, individuos do
dominio Bacteria e Archaea que juntos conduzem a produgdo de diversos compostos soluveis
e biogas (composto, basicamente, de didxido de carbono e metano) a partir de residuos.

A digestdo anaerdbia ¢ um processo complexo que depende de condi¢cdes adequadas,
como temperatura e pH, para sobrevivéncia dos diversos micro-organismos envolvidos. A
matéria organica ¢ degradada por via anaerobia em quatro fases. Primeiramente, pela hidrolise
de materiais particulados, em seguida, pela acidogénese em que os produtos formados na etapa
anterior sao metabolizados em compostos organicos simples: alcoois, aldeidos, cetonas, acidos
graxos volateis de cadeia curta, CO, e Hj por bactérias fermentativas. Na acetogé€nese, os
produtos da etapa anterior (dlcoois e 4cidos graxos) se transformam em 4cido acético e na tltima
etapa, a metanogénese, os substratos formados na acidogénese sdo transformados em biogés
(CO, e CH,) por arqueias metanogénicas acetotroficas e hidrogenotroficas (ANGELIDAKI;
BATSTONE, 2011).

Os dejetos suinos apresentam rendimento aproximado de 560m’ de biogés por tonelada,
sendo 50% gas metano (COLATTO et al., 2011). Segundo Colatto e colaboradores (2011), esse
rendimento mostra-se semelhante aos rendimentos encontrados em dejetos bovinos e ovinos,
que respectivamente apresentam rendimento de 55% e 50%.

De forma geral, os antibidticos presentes nos dejetos animais também podem ser
degradados durante a estocagem ou tratamento dos dejetos. A velocidade deste processo
depende de inumeros fatores como: temperatura, atividade de micro-organismos, presenca ou
ndo de oxigénio, fontes externas e outros (DU; LIU, 2012).

Acredita-se que os antibidticos apresentam toxicidade para os sistemas bioldgicos de
tratamento (SHI et al., 2011; DREHER et al., 2012). Alguns estudos demonstram que uma
variedade de antibioticos pode interferir sobre diferentes organismos dentro dos consércios no
processo de digestdo anaerdbia, afetando o desempenho de suas fungdes em reatores
metanogénicos (SANZ et al., 1996; LOFTIN et al., 2005; SHIMADA et al., 2008; SHIMADA
et al., 2011). Um o estudo realizado por Alvarez e colaboradores (2011) testou em um reator
anaerobio em batelada amostras de dejetos suinos com concentracdes distintas de dois

compostos pertencentes ao grupo das tetraciclinas e avaliou o rendimento da producao de gas
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metano. Estes autores concluiram que concentragdes superiores a 9mg/L de tetraciclina
reduzem em mais de 50% a producdo de metano na digestdo anaerdbia de dejetos de suinos
(ALVAREZ et al., 2010). Em estudos recentes, tem sido utilizado substratos reais para analise
ndo s6 da degradacgdo dos antibidticos, como também a interferéncia no rendimento da produgao
de biogas (STEINMETZ, 2016; FENG et al., 2017).

Um fator importante ¢ que, durante o tratamento do efluente em biodigestores
anaerobios, ¢ possivel que ocorra a reducdo de patdgenos existentes nos dejetos dos animais
(DA SILVA et al., 2015). Esta remocgao parece estar relacionada a adsor¢do e a predacio nos
solidos, mas caso a retengdo dos sélidos ndo seja eficiente, ocorrerd a diminui¢do da remogao
dos patdégenos (CURTIS, 2003).

Segundo Curtis (2003), o tempo de reten¢@o hidraulica (TRH) e o pH demonstram
interferir na remocao de patogenos, a remocgao de coliformes fecais ja foi relatada de 80 a 95%
em lagoas anaerobias com TRH de 1 e 5 dias, apresentando remog¢ao similar para Salmonella
spp., Campylobacter spp, bifidobactérias e Enterococcus fecalis. Logo, com o tratamento
adequado ¢ possivel ainda favorecer a redugdo de patégenos existentes nos dejetos dos animais
(DA SILVA et al., 2015).

Apesar de haver estudos que analisam a redu¢do de coliformes fecais, necessita-se que
estudos sejam realizados para analisar a redugcdo dos micro-organismos resistentes aos
antibidticos ao longo do sistema. Cepas bacterianas antes sensiveis a antimicrobianos, dentro
dos reatores, ao entrar em contato com diversos outros micro-organismos podem adquirir
resisténcia e sofrem pressdo seletiva pela presenca dos compostos antibidticos e seus

metabolitos.

3.2.3 Utilizacio dos dejetos de suinocultura para a biofertilizacao de solos

O esterco animal ¢ tradicionalmente aplicado nos campos agricolas como fonte de
fertilizante organico para aumentar a produ¢do das culturas. Uma das vantagens da adubacao
organica ¢ a melhoria das caracteristicas do solo o que favorece o crescimento melhor das
plantas (CANESIN; CORREA, 2006). Outra vantagem do biofertilizante ¢ dispensar o uso de
adubag¢do mineral, pois muitas vezes o esterco ¢ capaz de fornecer nutrientes essenciais, como
nitrogénio, fosforo, potdssio, calcio, magnésio e cobre que sdo necessarios para o
desenvolvimento das culturas (MELO, et al., 2009).

Geralmente, antes do uso, os estercos sdo armazenados em reservatorios por

determinado tempo e, entdo, adicionados as areas agricolas (KUNZ; MIELE; STEINMETZ,
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2009). No entanto, ao serem aplicados nas terras agricolas em quantidades superiores as que
podem ser utilizadas pelas culturas e/ou retidas no solo, passa a ser um problema, visto que os
constituintes do esterco podem ser carreados para dguas superficiais e subterraneas devido ao
escoamento e infiltracio (CAMPAGNOLO et al., 2010; DONG; REDDY, 2010).

Outro problema caracteristico da incorporagdo descontrolada de dejetos nos solos ¢ o
acimulo de metais pesados e outros compostos organicos prejudiciais a0 meio ambiente. As
concentragdes dos metais encontrados no esterco sdo provenientes da dieta e sendo que uma
fracdo destes metais ingeridos pelos suinos ¢ excretada nas fezes e urina (BOLAN et al., 2003).
Os metais pesados aglomeram-se, geralmente, na camada superior do solo ficando susceptiveis
a absorgdo pelas plantas (DAI PRA et al., 2009). E valido ressaltar, que o acimulo de metais
pesados em vegetais ¢ um problema que acarreta toda a teia alimentar.

Os dejetos suinicolas apresentam alta concentragdo de poluentes, incluindo s6lidos em
suspensdo, matéria organica e nutrientes (nitrogénio e fosforo) que podem deteriorar
consideravelmente a qualidade dos ambientes aquaticos em que sdo langados (LEE et al., 2004).
O langamento direto de dejetos da suinocultura em recursos hidricos constitui uma pratica
ilegal, apesar de comumente acontecer em regides de granjas (DAI PRA et al., 2009).

Um dos impactos ambientais pouco abordado em relacdo aos dejetos suinos € o
langamento de contaminantes atmosféricos. Porém, os contaminantes do ar mais encontrados
sd0 a amodnia (NHj3), o metano (CHy), os acidos graxos volateis, o sulfeto de hidrogénio (H»S),
o oxido nitroso (N,O), o etanol e o propanol (KUNZ, et al., 2005; DIESEL, 2002).

Além dos impactos ja mencionados, o langamento de antibidticos no meio ambiente ¢
uma preocupacao mundial. A administracdo de antibidticos em animais indiscriminadamente
torna-se um problema ao passo que muitos deles ndo sdo totalmente metabolizados e sdo
excretados pelas fezes e urina, na forma de composto original ou parcialmente metabolizados
(SARMAH et al., 2006; KEMPER, 2008).

As principais vias de contaminagdo ambiental terrestres e aquaticas por antibidticos sao
apresentadas na Figura 1. Os compostos antimicrobianos quando presentes no solo podem ser
carreados até os cursos d’adgua devido a lixiviagdo, o escoamento superficial e a erosao
(HIRSCH et al., 1999). Outras vias de contamina¢do seriam pela disposi¢ao final de efluentes
ou o aproveitamento agricola do esterco, efluente ou do lodo como fertilizantes organicos
(GIGER et al., 2003; KIM et al., 2007) que promoveriam uma ampla dissemina¢ao nao s6 dos

diversos compostos antibioticos, como também de micro-organismos resistentes.
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Figura 1 — Principais vias de disseminacdo ambiental de firmacos antibidticos de uso
veterinario e micro-organismos resistentes.
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A utilizagdo do estrume animal, o lodo do efluente para fins de adubacao e o efluente
como biofertilizante consistem em uma das principais vias de disseminag¢ao desses compostos
no ambiente (KEMPER, 2008). Altas concentracdes de antibidticos no ambiente, como solo e
agua, ja tém sido descritas (KEMPER, 2008), bem como seu destino no solo (CHEN et al.,
2012).

O destino e o comportamento ambiental desses antibidticos sdo influenciados por
diversos fatores, como propriedade fisico-quimicas da molécula, do solo e as condigdes
ambientais (SARMAH et al., 2006; KEMPER, 2008). As formas como estes compostos irdo se
disseminar dependerd dessas propriedades. As tetraciclinas, por exemplo, apresentam baixo
potencial de mobilidade no solo por ter elevado potencial de sor¢do, por outro lado, o baixo

potencial de sor¢ao das sulfonamidas permite que essas sejam facilmente transportadas até os
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cursos d’agua (SARMAH et al., 2006). Ja a tilosina ¢ rapidamente degradada pela microbiota
do solo (SARMAH et al., 2006).

As aplicagdes constantes de dejetos e/ou lodo no solo faz com que compostos mais
persistentes se acumulem no ambiente (ZHOU et al., 2013). Os residuos de antibioticos no solo
podem ser absorvidos e se acumular nos tecidos vegetais causando riscos quando da colheita e
consumo dos mesmos. Além disso, a presenca desses compostos no ambiente pode impactar
negativamente organismos aquaticos e terrestres, afetar a ecologia e estrutura da comunidade,
alterar atividade microbiana e favorecer o aumento da resisténcia de micro-organismos a
antimicrobianos (KEMPER, 2008; HEUER; KNAPP et al., 2010; SCHMITT; SMALLA, 2011;
ZHOU et al., 2013).

A Organizagao das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO) aponta que o
uso excessivo de antibidticos na criagdo animal tem relagdo com o aumento da resisténcia
antimicrobiana e afeta a seguranga alimentar, tornando-se uma ameaca global emergente de
saude publica (FAO, 2015). Atrelado a isso estd a capacidade de transmissdo de micro-
organismos resistentes para seres humanos, o comprometimento de terapias tradicionais a base
de antibioticos, a perda da eficacia de antibidticos, a disseminagdo de genes de resisténcia e a

proliferacdo de cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos.

3.3 ANTIBIOTICOS

Atualmente, os antibidticos sdo definidos como substincias sintéticas ou quimicas
produzidas por micro-organismos que tém a capacidade de inibir a reproducdo, ou de destruir
outros micro-organismos, por meio de interferéncia em alguma via metabdlica do micro-
organismo alvo (SILVA, 1994). Os antimicrobianos, em geral, podem inibir: a sintese da parede
celular; a sintese de proteinas; a sintese de acidos nucleicos e; a sintese de metabolitos
essenciais ou causar danos 2 membrana plasmatica (TORTORA; FUNKE; CASE; 2016).

No século XX, os estudos referentes aos antimicrobianos tornaram-se mais intensos. Em
1932, a utilizagdo dos derivados de sulfonamidicos tiveram o auge na Segunda Guerra Mundial
e em 1935 a descoberta da agdo do azo vermelho protosil que atuava contra infecgdes
estreptococicas sistémicas (MURRAY et al, 1992). No mesmo periodo, Fleming estudava
culturas de Staphylococcus aureus que foram contaminadas acidentalmente com fungo do
género Penicillium que impedia o crescimento das colonias. A partir de 1943, o uso terapéutico

da penicilina foi aplicado na pratica clinica (TAVARES, 1990).
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Assim, iniciava-se a era da antibioticoterapia e intmeras novas drogas foram
descobertas, como a estreptomicina em 1944, o cloranfenicol em 1949, as tetraciclinas em 1950
e diversos outros ao longo dos anos (MARTINS, 2001). Com a descoberta do processo
semissintético para a obtencdo de novas substancias a antibioticoterapia recebeu um novo
impulso (TAVARES, 1990; MURRAY et al., 1992).

Os antibidticos podem ser classificados conforme a origem, agdo biologica, espectro e
mecanismos de acao (TAVARES, 1990; SILVA, 1999).

De acordo com a origem ou processo de obtencdo, os antibioticos podem ser: a) naturais
(obtidos de fungos e bactérias, por fermentagdo); b) sintobioticos (obtidos exclusivamente por
sintese); ¢) biossintéticos (obtidos a partir de um precursor de fermentacao) e; d) semissintéticos
(obtidos por fermentacdo e sintese).

Quanto a agdo bioldgica (efeito) os antibioticos podem ser: bactericidas (possuem acao
letal, provocando a morte do micro-organismo) ou bacteriostaticos (inibem o crescimento e
reproducao do micro-organismo).

De acordo com o espectro de agao, classificam-se em: a) amplo —atuam sobre um grande
namero de espécies bactérias Gram-negativas e Gram-positivas; b) intermediario — atuam sobre
um numero limitado de microrganismos e; ¢) reduzido — atuam sobre um pequeno numero de
espécies, geralmente bactérias selecionadas.

Quanto ao mecanismo de acdo, os antibioticos podem atuar: a) na sintese da parede
celular, ocorrendo entdo lise osmotica bacteriana; b) alteragdes na permeabilidade seletiva da
membrana citoplasmatica, permitindo a perda de elementos vitais e entrada de substancias
nocivas; c) por interferéncia na replicagdo do cromossomo, degenerando o DNA bacteriano ou
inibindo a sintese de acidos nucléicos e; d) por interferéncia na sintese proteica, provocando
alteracdes das fungdes devido a mé formagao de proteinas.

A determinagdo do potencial de utilizagdo de um antibidtico ¢ dada pela relagcdo da sua
eficacia com seu espectro de a¢do. Em relacdo ao espectro, antibioticos com amplo espectro
tém uso preferencial em relagdo aos de espectro reduzido, por atuar sobre uma gama maior de

bactérias (TAVARES, 1990; SILVA, 1999).

3.3.1 O uso de antibidticos em animais

Alguns grupos de antibidticos apresentam vasta utiliza¢do nao s6 no ambito hospitalar

para humanos, mas também com ag¢do terapéutica na veterinaria € humana. O Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) define que os produtos de uso veterinario sao
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todas as substancias quimicas, bioldgicas ou manufaturadas destinadas a preveng¢do, cura ou
tratamento de doengas em animais, que incluem medicamentos, vacinas, aditivos, suprimentos
promotores de crescimento, melhoradores da produgdo animal, antissépticos e outros produtos
destinados aos animais e o habitat (BRASIL, 2017b).

Por volta de 1940 houve a descoberta do potencial dos antibidticos como promotores de
crescimento de animais pertencentes a produc¢do, o que conferiu aos antibidticos outra fungao,
além dos fins terapéuticos. A partir da utilizacdo de um composto experimental de ragdo para
aves, contendo pequenas quantidades de determinado antibidtico observaram que estas aves
apresentaram uma taxa de crescimento maior que o grupo controle (PEDERSEN e EDQVIST,
2001). A partir de entdo, alguns grupos de antibidticos sdo comumente utilizados com fins sub-
terapéuticos no setor veterinario como aditivos alimentares (Quadro 1). Alguns antibioticos sao
comumente utilizados como promotores de crescimento para melhora da conversdo alimentar
e esses incluem tetraciclinas, lincosamidas, madrolides, sulfonamidas e trimetroprina

(TEUBER, 2001).

Quadro 1 — Relacdo de antibioticos utilizados como promotores de crescimento em espécies
domésticas.

Antibiotico Grupo
Tetraciclina Suinos, aves, bovinos e peixes
Penicilina Suinos, bovinos, caprinos € ovinos
Diidroestreptomicina Suinos, aves e bovinos
Espectiomicina Suinos e aves
Kitasamicina Suinos e aves
Eritromicina Suinos, aves e peixes
Espiramicina Suinos, aves e bovinos
Tilosina Suinos, aves e peixes
Virginiamicina Suinos, aves e bovinos
Lincomicina Suinos, aves e peixes
Florfenicol Suinos
Higromicina B Suinos e aves
Destomicina Suinos e aves
Flavomicina Suinos, aves e peixes
Tiamulina Suinos, aves € bovinos
Salinomicina Suinos e aves
Ceftiofur Suinos
Enramicina Suinos e aves
Nitrovin Suinos, aves € bovinos
Olanquindox Suinos, aves e bovinos

Fonte: BOELTER (1998); SPINOSA (2002).
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A necessidade de uma produgdo cada vez maior fez com que novos métodos e produtos
quimicos na produg¢do de alimentos fossem adicionados (SALES; ROCHA; BRESSAN. 2015).
A criacdo intensiva de animais elevou o uso de medicamentos veterinarios e de substincias
promotoras do crescimento, de forma que maximizassem a eficiéncia alimentar e reduzissem o
tempo de criagdo (REGINATO; LEAL, 2010).

Os aditivos sdo utilizados para melhorar o desempenho dos animais e reduzir os custos
da produgdo. Entende-se como aditivo toda substancia que ndo ¢ nutriente e pode ser
incorporada a ra¢ao animal. O Brasil gastou em 2015, aproximadamente R$ 53,15 milhdes com
aditivos de desempenho (ABCS, 2016) que comumente sdo adicionados a alimentacdo dos
suinos.

Além do alto valor gasto com os demais aditivos, em 2015, especificamente, a
suinocultura teve um gasto aproximado de R$ 209,2 milhdes com antimicrobianos (ABCS,
2016) que seja para fins terapéuticos ou sub-terapéuticos. Dentre os antimicrobianos utilizados,
0s que representaram maior gasto foram os administrados via ragdo, os injetaveis e, por ultimo,
administrados via agua (ABCS, 2016).

Como aditivos, os antibidticos t€ém como principais fun¢des: aumentar a produtividade,
diminuir a mortalidade, prevenir infec¢des e impedir a deterioragdo da propria racdo (NETO et
al., 2001). Na nutri¢do animal, os antibidticos sao usados em larga escala como promotores de
crescimento, por proporcionarem principalmente uma melhora no aproveitamento do alimento
pelos animais (HAESE; SILVA, 2004).

Apesar do efeito estimulador do crescimento que esses antibidticos exercem sobre 0s
animais, varias hipdteses tentam explicar os mecanismos de a¢do, uma vez que ainda ndo sao
bem entendidos (HAESE; SILVA, 2004). Sabe-se que a agdo de alguns antibidticos ¢ sobre o
metabolismo, um exemplo ¢ o uso tetraciclinas, antibidtico que eleva o glicogénio muscular,
melhorando a qualidade da carne. J4 a clortetraciclina aumenta a sintese de gorduras em até
50g/dia no periodo final de engorda (MAGALHAES et al.,1998). As tetraciclinas sdo exemplos
de antibidticos administrados em suinos para estabiliza¢do da flora intestinal no periodo de
desmame (PHILLIPS et al., 2004).

Outra fun¢do que os antibidticos também desempenham € a diminuicao da conversao,
pelas bactérias, dos aminoacidos em amoniaco, trimetilaminas, indol e outras toxinas o que
aumenta a oferta de aminodcidos para os animais que o recebem (HAESE; SILVA, 2004). Os
antibidticos também diminuem a produgdo de toxinas bacterianas e o consumo de aminoacidos
dietéticos pela microbiota, o que possibilita o aumento da sua disponibilidade para o

desenvolvimento animal (SALES; ROCHA; BRESSAN, 2015).
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A liberagdo do uso de algumas substancias antimicrobianas para o tratamento animal,
ndo implica que ela possa ser utilizada como promotoras de crescimento. Algumas substancias
tém seu uso completamente proibido para animais produtores de alimentos, tanto para
tratamento clinico ou para melhora no crescimento ¢ desempenho produtivo, devido ao seu
potencial carcinogénico ou pela sua extrema toxicidade (BOELTER, 1998).

Desse modo, o MAPA autoriza o uso de alguns compostos antimicrobianos como
aditivos na alimentagdo animal (Quadro 2) e outros para fins terapéuticos, muitos dos quais de
uso comum entre as diversas espécies animais, como bovinos, suinos, aves, caes, caprinos, entre

outros (PALERMO-NETO; ALMEIDA, 2006).

Quadro 2 — Relacdo das substancias permitidas promotoras de crescimento em espécies
domésticas.

Substancias Grupo
Avilamicina Aves e suinos
Bacitracina Aves, bovinos e suinos
Enramicina Aves e suinos
Flavomicina Aves, bovinos e suinos
Halquinol Aves e suinos
Lasalocida Bovinos
Lincomicina Aves e suinos
Monensina Bovinos e ovinos
Narasina Bovinos e suinos
Salinomicina Bovinos e suinos
Tiamulina Suinos
Tilosina Aves e suinos

Fonte: BRASIL (2017)b.

O MAPA também ¢ responsavel por informar quais os antibidticos promotores de
crescimento (APCs) devem ser proibidos com finalidade de aditivos destinados a alimentagao
animal (Quadro 3). As substancias vetadas sdo regidas por meio de instru¢des normativas e
oficio circular (BRASIL, 2017).

O uso de aditivos antimicrobianos na ragao de suinos pode induzir a resisténcia cruzada
em bactérias patogénicas para humanos e isso tem restringido o seu uso em muitos paises
(CHIQUIERI et al., 2007), nao s6 no Brasil. Esta restri¢cdo ja ocorre na Europa desde 2006, em
que houve a proibi¢do de APCs para a producdo de proteina animal. A maior preocupag¢ao com
o uso prolongado e excessivo de antimicrobianos para fins terapéuticos na medicina humana e

veterinaria ¢ levar a uma sele¢ao de bactérias resistentes a antibioticos (BRAs)
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Quadro 3 — Relagdo das substancias proibidas como APCs em espécies domésticas.

Substancias Legislacio
Avoparcina Of. Circ. DFPA 047/1998
Arsenicais e antimoniais Portaria 31, 29/01/2002
Cloranfenicol e nitrofuranos IN 09, 27/06/2003
Olaquindox IN 11, 24/11/2004
Carbadox IN 35, 14/11/2005
Violeta de genciana IN 34, 13/09/2007
Anfenicois, tetraciclinas, B-lactdmicos, quinolonas, | IN 26, 09/07/2009
sulfonamidas sistémicas (Portaria 193/1998)
Espiramicina e Eritromicina IN 14, 17/05/2012
Colistina IN 45, 22/11/2016

Fonte: BRASIL (2017)b.

3.4 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

A resisténcia aos fArmacos antimicrobianos € caracterizada pela capacidade dos micro-
organismos de resistir aos efeitos de um agente quimioterapico em que ele ¢ normalmente
susceptivel (MADIGAN, 2016). A resisténcia bacteriana ¢, em outras palavras, uma adaptacao
genética relacionada aos genes contidos em micro-organismos que por meio de diferentes
mecanismos bioquimicos impedem a a¢do de diversos farmacos.

A resisténcia antimicrobiana pode ser uma caracteristica natural de determinadas
espécies bacterianas, como foi demonstrado ja nos primeiros tratamentos quimicos com o uso
de antibioticos. Dessa forma, a resisténcia natural esta relacionada a genes de resisténcia que
fazem parte do codigo genético do micro-organismo, por outro lado a resisténcia adquirida esta
relacionada a genes de resisténcia que ndo estdo normalmente presentes no codigo genético do
micro-organismo (TAVARES, 2000).

A resisténcia adquirida ocorre em micro-organismos sensiveis a determinados
antibioticos. Segundo Tavares (1990) e Silva (1994) o uso de antibidticos exerce uma pressao
seletiva sobre os micro-organismos, ampliando a magnitude e dissemina¢do da resisténcia. A
resisténcia pode ocorrer pela aquisi¢do de genes resistentes, por recombinacdo de DNA
exdgeno no cromossomo da bactéria ou, ainda, por mutacdo (HAESE; SILVA, 2004).

A resisténcia originaria da mutagdo genética pelo proprio micro-organismo se da por

meio de alteragdes na sequéncia dos nucleotideos do codigo genético bacteriano, resultando em
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sintese de proteinas diferentes das originais (EMA, 1999). Estas proteinas diferentes podem ser
capazes de interferir na acdo do medicamento, tornando-o ineficaz.

Outra forma de resisténcia adquirida ocorre por meio de mecanismos de transdugao,
transformagao e conjugagao, de forma transferivel. Estes mecanismos envolvem a transferéncia
de material genético de um micro-organismo resistente para outro por meio de estruturas
externas ao codigo genético, ou seja, transfere a caracteristica da resisténcia a um ou varios

antibidticos, sendo conhecido como resisténcia cruzada (TAVARES, 1990).

3.4.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana

Os mecanismos de resisténcia tém sido identificados e descritos para todos os
antimicrobianos conhecidos e disponiveis para uso humano e veterinario, especialmente para
antibioticos mais recentes, como: cefalosporinas, aminoglicosidios e fluorquinolonas
(TORTORA, FUNKE; CASE, 2016).

A resisténcia antimicrobiana estd intimamente relacionada a sobrevivéncia dos micro-
organismos. Assim, 0s micro-organismos patogénicos desenvolveram mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos e, segundo MARTINS (2000), os principais mecanismos de
resisténcia bacteriana sdo sintese de enzimas; redugdo da incorporagdo do antibidtico por
diminui¢do da permeabilidade ou por efluxo ativo da droga e; alteracdo do alvo de agdo do

antibiotico (Figura 2).
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Figura 2 — Principais mecanismos de resisténcia bacteriana e classes de antibidticos.

Efluxo

Aminoglicosideo

B-Lactamico

Flourquinolona

Macrolideos Alteragao da

Tetraciclina _/ permeabilidade
Sulfonamidas
Tetraciclinas
Trimetropim
Vancomicinas

- Mecanismo enzimatico
Aminoglicosideo
B-Lactamico

Macrolideos

Fifamicinas

Alteracao do sitio de agao

Aminoglicosideos Penicilinas
Flourguinolona Rifamicinas
Macrolideos Vancomicina

Fonte: A autora
3.4.1.1 Altera¢do da permeabilidade

A permeabilidade da membrana celular externa, constituida de lipopolissacarideo, ¢
uma propriedade de bactérias Gram-negativas (TORTORA, FUNKE; CASE, 2016; ANVISA,
2017). A permeabilidade dessa membrana consiste em na presenca de proteinas
transmembranas, como as porinas, que formam canais especificos para a entrada de
aminoacidos na célula bacteriana (NIKAIDO, 1994). E por este canal que as substancias podem
passar para o espago periplasmatico e chegar ao interior da célula, assim as drogas conseguem
atingir seu receptor na parede celular e exercer sua a¢ao bactericida (ANVISA, 2017; FIO;

FILHO; GROPPO, 2000).



39

Como defesa as bactérias passam a sintetizar esse canal cada vez menor ou até mesmo
chega a ser ausente, impedindo a entrada de drogas na célula (FIO; FILHO; GROPPO, 2000).
As bactérias utilizam desse artificio como estratégia de resisténcia. Exemplos de como
alteracdes nas porinas afetam a resisténcia a antibidticos ¢ a permeabilidade limitada de bacilos
gram-negativos com resisténcia intrinseca negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina e
vancomicina e pela resisténcia de Pseudomonas aeruginosa ao trimetoprim (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2016; ANVISA, 2017). A Anvisa (2017) ainda aponta outro exemplo que ¢ a
resisténcia de P. aeruginosa ao imipenem que ao ser excluido do seu alvo confere a essa espécie

bacteriana resisténcia a esse antimicrobiano.

3.4.1.2 Alteracdo do sitio de acdo

Um dos mecanismos mais importantes de resisténcia ¢ a alteragdo do local-alvo de
atuacdo de determinado antimicrobiano, pois impede a ocorréncia de qualquer efeito
bacteriostatico ou bactericida (TORTORA, FUNKE; CASE, 2016; ANVISA, 2017). Para que
o farmaco exerga sua atividade sobre um micro-organismo € necessario que haja a ligagcdo ou
interacdo fdrmaco-receptor, como esse mecanismo altera o alvo da droga torna ineficaz a
reagao.

As bactérias muitas vezes por mutacdo cromossdmica promovem a alteragcdo bioquimica
desse receptor impedindo a ligacdo ou pela aquisi¢do de um gene que codifica um novo produto
resistente ao antibiotico substituindo o alvo original (FIO; FILHO; GROPPO, 2000; ANVISA,
2017). Este mecanismo de resisténcia ocorre em inimeras bactérias e para um grande numero
de antibidticos. A aquisi¢do de um gene pode modificar um alvo, assim um gene transportado
por plasmideo ou por transposon codifica uma enzima que inativa os alvos ou altera as ligagdes
dos antimicrobianos, exemplo do que ocorre com eritromicina e clindamicina (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2016; ANVISA, 2017).

Exemplo de organismos que sdo capazes de executar esses mecanismos sao 0s
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina e estafilococos coagulase-negativos que
adquiriram o gene cromossomico mec 4 e produzem uma proteina de ligag¢do da penicilina (PBP
— Penicillin Binding Proteins) que sdo envolvidas na sintese da parede celular bacteriana e serve
como alvo para a acdo de drogas beta-lact€micas (FIO; FILHO; GROPPO, 2000; ANVISA,
2017). As espécies que contém o gene sdo resistentes aos beta-lactamicos, uma vez que mantém

a integridade da parede celular durante o crescimento.
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3.4.1.3 Bomba de efluxo

Uma outra forma que as bactérias diminuem a concentragdo de antimicrobianos no
interior da célula ¢ pelo bombeamento ativo dessas drogas no meio intracelular para o meio
extracelular. A bactéria passa a produzir proteinas de membrana que funcionam como uma
bomba para tetraciclinas, bombeando ativamente a tetraciclina para fora da bactéria (FIO;
FILHO; GROPPO, 2000; TORTORA, FUNKE; CASE, 2016). A droga ndo atinge
concentragdes intracelulares suficientes para agir, uma vez que ¢ bombeada imediatamente para
fora da bactéria.

Um exemplo de resisténcia conferida por esse mecanismo € a resisténcia as tetraciclinas
codificada por plasmideos em Escherichia coli que resulta deste efluxo ativo (ANVISA, 2017).
A bactéria passa a produzir proteinas de membrana que atuam como bombas para tetraciclinas
e enviam ativamente a tetraciclina de dentro para fora das bactérias.

Acredita-se que ha dois subtipos de sistemas de bombeamento, um sistema que bombeia
especificamente tetraciclinas e, outro, o “multi-drug-pump” que bombeia de forma inespecifica
varias drogas (SCHNAPPINGER; HILLEN, 1996; TORTORA, FUNKE; CASE, 2016). Estes
mecanismos tém amplo espectro, porque expulsa substratos como antimicrobianos,
antissépticos e desinfetantes, desempenhando um importante na resisténcia intrinseca e
adquirida de vérios micro-organismos Gram-negativos. Assim, segundo Fio, Filho e Groppo
(2000), algumas bombas de efluxo atuam sobre drogas especificas (bombas de resisténcia
especifica a antimicrobianos), enquanto outras sdo ativas contra varias drogas (bombas de
resisténcia multipla a antimicrobianos).

A bomba de efluxo que confere alta resisténcia estd associada a elementos genéticos
moveis, ja a bomba de efluxo de resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos, geralmente,
confere baixa resisténcia e esta associada ao material cromossomal (FIO; FILHO; GROPPO,
2000; ANVISA, 2017). Existe a possibilidade de qualquer micro-organismos desenvolver
fenotipo de resisténcia devido aos genes que codificam este sistema. Se houver uma mutagao
ou delecdo nos genes que podem resultar em hiperexpressdo dos sistemas de efluxo e,
consequentemente, expulsdo de antimicrobianos em niveis elevados, impedindo-os de
atingirem seu sitio de acdo (ANVISA, 2017).

Este mecanismo confere resisténcia beta-lactamicos e a outros antimicrobianos, como
tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloranfenicol e eritromicina. A bomba de efluxo ¢ um

mecanismo comum dentre isolados de Gram-negativos e a sua hiperexpressdo associada a
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outros mecanismos pode contribuir para um fendtipo de multirresisténcia, diminuindo as

opgodes terapéuticas a serem utilizadas (ANVISA, 2017).

3.4.1.4 Mecanismo enzimatico

A agdo enzimatica ¢ o mais importante mecanismo molecular de resisténcia utilizado
pelas bactérias, sua acao degrada os antimicrobianos com enzimas. As -lactamases hidrolisam
a ligacdo amida do anel beta-lactdmico destruindo o local onde os antimicrobianos B-lactimicos
ligam-se as PBPs bacterianas causando o efeito antibacteriano (ANVISA, 2017).

As B-lactamases sdo codificadas em cromossomos ou sitios extracromossomicos por
meio de plasmideos ou transposons e sdo produzidas de modo constitutivo ou induzido
(ANVISA, 2017). Ainda segundo a Anvisa (2017) foram desenvolvidos -lactamicos capazes
de se ligarem irreversivelmente as f-lactamases inibindo-as.

Ha a presenga de varias enzimas, muitas delas inativam vdarios antimicrobianos beta-
lactamicos e os genes que codificam essas betalactamases estdo sujeitos a mutagdes que
expandem a atividade enzimatica e que sdo transferidos de modo relativamente facil (SOUSA
JUNIOR et al., 2004). Em bactérias Gram-negativas, as betalactamases sdo secretadas no
espago periplasmatico, onde atuam em conjunto com a barreira de permeabilidade da parede
celular externa, produzindo resisténcia significativa a antimicrobianos (ANVISA, 2017).

Ha ainda as betalactamases de espectro estendido (ESBL) que sdo mediadas por
plasmideos, sendo capazes de inativar as cefalosporinas de terceira geracdo e os
monobactamicos (SOUSA JUNIOR et al., 2004). Por outro lado, as betalactamases mediadas
por cromossomos sao produzidas em baixos niveis por P. aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens € outros bacilos gram-negativos, ao serem expostos antimicrobianos beta-
lactdmicos esses microrganismos sdo induzidos a produzir altos niveis de betalactamases
gerando resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo, cefamicinas e combinagdes de beta-
lactamicos/acido clavulanico ou sulbactam (ANVISA, 2017).

As cepas de Klebsiella spp e Escherichia coli sao as bactérias mais comuns produtoras
de betalactamases de espectro estendido. Entretanto outras espécies de Enterobacteriaceae ¢
Pseudomonas aeruginosa ja apresentaram capacidade de produzir ESBL (SOUSA JUNIOR et
al., 2004).
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3.5 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Os testes de sensibilidade sdo indicados para predizer a sensibilidade de micro-
organismos. Geralmente, sdo indicados quando se acredita que o micro-organismo pertence a
uma espécie capaz de apresentar resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente
utilizados (NCCLS, 2003). Entretanto, o teste de sensibilidade também ¢ utilizado para
investigar a susceptibilidade a antimicrobianos dos micro-organismos.

A determinagdo da susceptibilidade aos agentes microbianos pode ser realizada de duas
formas, direta ou indiretamente. A determinagdo direta ¢ realizada por métodos de diluicao,
enquanto a determinagdo indireta ¢ feita por disco difusdo em agar (TRABULSI et al., 2002).
A técnica de disco difusdo foi descrita por Kirby e Bauer (1966). A técnica foi padronizada e
estabelecidas normas para as concentragdes a serem utilizadas em cada disco de cada
antimicrobiano, além da padronizagcdo do inoculo bacteriano e do meio que serd utilizado
(SILVA, 1999).

Para a realizacdo dos experimentos de susceptibilidade ¢ necessario utilizar cepas de
referéncia para verificagdo dos resultados. As cepas de referéncias apresentam caracteristicas
fenotipicas conhecidas, ou seja, ja identificadas e com o padrao de sensibilidade j& determinadas
(NCCLS, 2003). E importante que as cepas de referéncias sejam oriundas de um laboratério de
referéncia para garantir a qualidade e procedéncia da cepa utilizada.

Os antibiogramas sdo muito utilizados na pratica clinica para um diagndstico rapido e
preciso de qual a melhor droga utilizar para determinada infec¢do. Entretanto, sua aplica¢ao na
pesquisa tem cedido espago para as técnicas de biologia molecular devido a possibilidade de
andlises em grandes quantidades de amostras. A analise da resisténcia na suinocultura tem sido
investigada, principalmente, pela presenca de genes de resisténcia, como demonstram diversos
estudos (HOANG et al., 2013; AGGA et al., 2015; WANG et al., 2012). As bactérias sdo
capazes de adquirir esses genes, mesmo que livres no ambiente pelos mecanismos de aquisi¢ao
de resisténcia, entretanto, a presenca do gene por si s6 ndo implica na expressdo deste gene.
Logo, pesquisas que tragam o perfil de susceptibilidade de determinado isolado se fazem
importantes por verificar o comportamento do micro-organismos frente ao antimicrobiano.

Alguns estudos com antibiogramas por disco-difusao tém sido realizados para amostras
distintas, como fezes, carcagas, efluentes e ambiente (Quadro 4). Entretanto, ndo ha estudos que
analisem o sistema de tratamento a cada etapa deixando uma lacuna na literatura que ndo elucida

a dinamica da reduc¢do ou incremento de BRAs ao longo do sistema.



Quadro 4 — Principais antibidticos testados em amostras suinicolas.
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Amostra

Pais

Tratamento
utilizado

BRAs

Antibioticos testados

Referéncias

Suinos

Espanha

Enterococcus spp.

Trimetoprim, amoxicilina,
penicilina, eritromicina,
cloranfenicol, vancomicina,
imipenem, ciprofloxacina,
enrofloxacina, avilamicina e
flavomicina

Escherichia coli

Oxitetraciclina, sulfametazina,
trimetoprim, amoxicilina, 4cido
naldixico, neomicina, gentamicina,
amicacina, cloranfenicol,
cefoxitina, cefoxatina, ceftazidina,
aztreonam, imipenem,
ciprofloxacina, cephalotina,
amoxicilina + 4cido clavul6nico e
cotrimoxazol

Moreno et
al., 2000

Dejetos
suinos (além
de aves,
bovinos e
humanos
diarreicos)

India

Salmonella spp.

Doxiciclina, ampicillina
amoxicilina, tetraciclina,
clortetraciclina, nitrofurantoina,
kanamicina cefalexina, acido
naldixico, cloranfenicol,
trimetoprim, ciprofloxacina,
gentamicina, enrofloxacina e
norfloxacina

Murugkar et
al., 2005

Efluente

EUA

Lagoa
anaerdbia

Campylobacter,
Listeria, Salmonella

e E. coli

Cefalotina, polimixina b,
vancomicina, eritromicina,
neomicina, amicacina,
gentamicina, kamicina, tetraciclina
e ciprofloxacina

Brooks;
McLaughlin,
2009

Fezes e
carcacas de
suinos
abatidos

Brasil

Salmonella spp.

Amoxicilina, norfloxacina,
gentamicina, eritromicina, acido
nalidixico, tetraciclina, sulfazotrim,
ceftiofur, enrofloxacina e
lincomicina

Guimaraes,
2010

Efluente

Brasil

Sistema
australiano

Pseudomonas spp.

Amicacina, tobramicina,
gentamicina, cefepime,
ceftazidima, piperacilina +
tazobactam, aztreonan,
ciprofloxacina, imipenem,
meropenem e estreptomicina

Salmonella spp.

Amoxicilina + 4cido clavulanico,
sulfonamida, cefepime,
ceftazidima, piperacilina +
tazobactam, aztreonan, imipenem,
norfloxacina, tetraciclina,
ampicilina, acido nalidixico,
sulfazotrim, cloranfenicol,
trimetoprim

Julio, 2011
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Granja de
suinos e
outros
animais

Canada

Staphylococcus
aureus e
Staphylococcus
pseudintermedius

Amoxicilina/clavolanato,
ampicilina/sulbactam, cefalotina,
penicilian, ciprofloxacina,
enrofloxacina, eritromicina,
clindamicina, amicacina,
gentamicina, cloranfenicol,
rifampicina, tetraciclina e
trimetoprim/sulfametaxazol

Rubin; Ball,
Chirino-
Trejo 2011

Efluentes

Brasil

Biodigestores

Staphylococcus spp.

e Enterococcus spp.

Amoxicilina, vancomicina,
levofloxacino, rifamicina,
penicilina, eritromicina e
ampicilina/sulbactam

FEnterobacteriaceae

Gentamicina, levofloxacino,
ampicilina, cefepime,
ampicilina/sulbactam, amicacina,
piperaciclina/tazobactam e
meropenem.

Moura, 2017

Dejetos e
efluente de

Lodo

suinocultura.

Portugal

Lagoa

Enterococcus spp.

Tetraciclina, estreptomicina,
gentamicina, eritromicina,
ampicilina e vancomicina.

Novais, et
al.,2013

Dejetos e
efluente de

Lodo

suinocultura.

Estados Unidos

Wetland

Escherichia coli

Amoxicilina/acido clavulonico,
ampicilina, azitromicina,
cefoxitina, ceftriaxona, cefiofur,
cefalotina, eritromicina,
gentamicina, pecilina,
canamicina,
trimetropim/sulfametoxazol
sulfisoxa, ciprofloxacina,
estreptomicina, tetraciclina.

Ibekwe, et
al., 2017

Dejetos e
efluente de

Lodo

suinocultura.

Coreia do Sul

Biodigestores

Escherichia coli

Ampiciliana, amoxicilina/acido
clavuldnico,
piperaciclina/tazobactam,
cefazolina, cefoxitina,
cefotaxime, ceftazidina,
cefepime, aztreonam, estapenem,
imipenem, amicacina,
gentamicina, ciprofloxacina,
tigeciclina, trimetropim,
sulfametoxazol.

Park, et al.,
2018

Fonte: A autora.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 SISTEMA DE TRATAMENTO DO RESIDUO E COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram fornecidas por uma granja de suinocultura localizada em Minas
Gerais, Brasil. A granja ¢ responsavel apenas pelas etapas de reproducdo e criacdo de suinos, a

etapa de abate ndo compoe as atividades desenvolvidas no local.

Figura 3 — Diagrama esquematico do sistema de tratamento da granja.
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Legenda: Diagrama representando os cinco pontos ao longo do sistema: entrada do biodigestor (EB), lodo do
biodigestor (LB), saida do biodigestor (SB), lodo da lagoa (LL) e saida da lagoa (SL). A legenda (VC) representa
o volume de controle, em que VCI1 delimita a analise da eficiéncia de EB até SL, enquanto VC2 delimita a
eficiéncia do biodigestor (EB — SB) e VC3 delimita a eficiéncia da lagoa (SB — SL).

Fonte: A autora.

A granja em questdo dispde de um sistema de tratamento de efluentes composto
biodigestor anaerdbio (modelo lagoa coberta — Figura 3 e Figura 4), seguido de uma lagoa
facultativa. O efluente final ¢é utilizado como fertilizante no solo das imediagdes.

Foram realizadas trés coletas de forma pontual, a primeira em setembro/2017, a segunda
em dezembro/2017 e a terceira em marco de 2018. As coletas aconteceram em cinco pontos ao
longo do sistema: entrada do biodigestor (EB), lodo do biodigestor (LB), saida do biodigestor
(SB), lodo da lagoa (LL) e saida da lagoa (SL). Todas as coletas foram realizadas as 8h e nos
mesmos pontos, as coletas dos lodos (LB e LL) foram realizadas em até 50cm de profundidade
dentro do biodigestor e da lagoa, ressalta-se que a coleta destes pontos ocorreu a esta
profundidade por inviabilidade técnica de acessar o fundo dos locais com o lodo propriamente
dito e, portanto, consideramos como lodo por ter acessado a fracdo so6lida. A segunda coleta

constitui-se de quatro pontos coleta, o ponto LB ndo foi possivel coletar devido ao fato que dias
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antecedentes a coleta havia acontecido o descarte do lodo do biodigestor e ndo foi permitido

realizar a coleta neste ponto.

Figura 4 — Imagens do sistema de tratamento.

‘-\_‘

Biodigestor

Legenda: a) Imagem dos biodigestores anaerobios — modelo lagoa coberta, demonstrando os pontos de coleta
1.EBI1 (entrada do biodigestor 1) e 3.SB1 (saida do biodigestor 1). b) Imagem da lagoa facultativa e do ponto de
coleta SB (saida do biodigestor).

Fonte: A autora.

As coletas aconteceram em frascos de 1 litro preenchidos com capacidade méxima para
os cinco pontos de coleta. Na Figura 5 estdo representados a coleta do dejeto bruto e o efluente

tratado.

Figura 5 — Amostras do dejeto bruto e do efluente tratado.
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Legenda: Amostras coletadas na 1? coleta: dejeto bruto (EB) e efluente tratado (SL).

Fonte: A autora.
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4.2  ANALISE FiSICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas foram realizadas com a finalidade de conhecer a composi¢ao
do residuo bruto e tratado para analise da eficiéncia do sistema.

A determinacdo do pH e dos Sdélidos Suspensos Volateis (SSV) — (2540.E) das amostras
foram realizadas com as amostras in natura segundo procedimento padrao descrito no APHA
(2012).

Para a determinagdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) — (5220.D), as amostras
foram primeiramente centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos, diluidas em 50x e entdo,

procedeu-se o procedimento padrao descrito no APHA (2012).

4.2.1 Analises Cromatograficas

Para as andlises cromatograficas, as amostras foram devidamente preparadas.
Primeiramente, as amostras eram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min. Logo apds, transferiu-
se 2mL do sobrenadante para um tubo (Falcon) e centrifugou-se a 12.000 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi novamente coletado e filtrado em membrana de acetato de celulose

(porosidade 0,45um e diametro de 25mm).

4.2.2 Determinacao de ions

Para determinag@o dos ions, as amostras previamente preparadas foram diluidas 250x
em agua deionizada. Os ions foram quantificados utilizando-se cromatdgrafo Methrom
equipado com amostrador automatico. Para andalise dos cétions (Na+, NH,", Ca2+, Mg2+, Sr** e
Ba™) utilizou-se detector de condutividade, coluna Metrosep C4 — 150/4.0 mantida a 30°C ¢
solugdo de 4cido nitrico (1,70 mmol/L) e 4cido dipicolinico (0,70 mmol/L) como eluente a um
fluxo de 0,9 mL/min. Para analise dos anions (F~, CI', Br’, NO;, POs e SO42') utilizou-se
detector de condutividade, coluna Metrosep A Supp 5 — 150/4.0 mantida a 30°C e solucao de
Na,COs (3,20 mmol/L) e NaHCOs3 (1,00 mmol/L) como eluente a um fluxo de 0,7 mL/min.

43 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

. e~ . -6 .
As amostras dos cinco pontos de coleta sofreram dilui¢des seriadas a 10™. Para isso,

ImL de amostra foi diluida em 9mL de solucdo de Tampao de Fosfato Salino — PBS (NacCl,
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Na,HPO4, Na,HPO,+ H,0). Posteriormente, foi realizada a semeadura de todas as diluigoes de
cada ponto em placas de petri pelo método de spread plate em trés meios de cultivo:

a) agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para a contagem total de bactérias gram-
negativas — familia Enterobacteriaceae, fermentadores e ndo-fermentadoras de
lactose;

b) agar Bile Esculina (BE) suplementado com 0,01% de azida sdédica: para contagem
de cocos gram-positivos — género Enterococcus;

¢) agar Hipertdnico Manitol (MAN): para contagem de cocos gram-positivos — género
Staphylococcus.

Apos inoculagdo as placas foram incubadas em aerobiose por 24h a 37°C. Apoés a
incubagdo, para cada meio seletivo e cada ponto de coleta foi escolhido uma placa para
isolamento das amostras. Foram selecionadas até 22 colonias por placa que foram repicadas
nos mesmos meios e novamente incubadas por 24h a 37°C. Apoés crescimento, foram
preparados os estoques em meio de congelamento caldo nutriente com glicerol a 20%. Os

1solados foram mantidos em freezer a -20°C.

44 AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
PELO METODO DE DISCO-DIFUSAO

Os antibiogramas foram executados conforme o indicado pela NCCLS (2003). A
preparacdo do indculo foi feita pelo método do crescimento em caldo nutriente (extrato de
carne, extrato de levedura, peptona e cloreto de so6dio). A superficie de cada colonia foi tocada
com uma al¢a e transferida para um tubo contendo 5 ml de meio. A cultura em caldo foi
incubada em estufa a 37°C até alcangar o grau de turbidez de uma solugdo padrao de McFarland
0,5. Esse processo foi realizado com cada uma das amostras de cada meio seletivo: EMB, BE
e MAN. Apos a incubagdo, cada uma das culturas em caldo foi inoculada individualmente em
placas de petri contendo o meio dgar Miieller-Hinton (MH).

Esse processo foi feito da seguinte forma: mergulhou-se um swab de algodao estéril na
suspensao, até 15 minutos apds atingir o grau de turbidez esperado da suspensdo de inoculo.
Foi eliminado o excesso de inoculo no swab e distribuiu-se o restante em toda a superficie do
agar MH, mudando a dire¢do na placa, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do in6culo
sobre o meio.

Logo apds a inoculacdo em agar MH, iniciou-se a colocacdo dos discos de difusdo

antimicrobianos. Os antimicrobianos utilizados e suas respectivas concentragdes por disco
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foram baseadas nas recomendacdes da CLSI (2011) para familia Enterobacteriaceae (Quadro
5), género Enterococcus (Quadro 6) e Staphylococcus (Quadro 7). Os antibioticos selecionados
para as andlises foram aqueles comumente utilizados na terapéutica humana, visando verificar
a presenca de resisténcia a antibidticos que nao sao usados na pratica animal. Para cada isolado
foi utilizada uma placa contendo de 11 a 15 discos de antibidticos. As placas foram incubadas

por 18 a20h a 37°C.

Quadro 5 — Relacdo dos antibidticos do Polisensidisc Série gram-negativo aplicados nos
antibiogramas para a familia Enterobacteriaceae.

Antibidtico (sigla) Poténcia/cédigo Grupo
Amicacina AMI 30 Aminoglicosideo
Ampicilina AMP 10 Penicilina de amplo espectro
AmoxiAci'lina *dcido AMC 30 Penicilina de amplo espectro
clavulénico
Azetreonam ATM 30 Monobectamico
Cefazolina CFZ 30 Cefalosporina — 1* geragao
Cefepemine CPM 30 Cefalosporina — 4" geragao
Ceftriaxona CRO 30 Cefalosporina — 3% geracao
Cefoxitina CFO 30 Cefalosporina — 2* geragao
Ceftazidina CAZ 30 Cefalosporina — 3% geracao
Ciprofloxacina CIP 05 Flourquinolona
Cloranfenicol CLO 30 Cloranfenicol
Gentamicina GEN10 Aminoglicosideos
Meropenem MPMI10 Carbapenémico
f‘ﬁfﬁg&gﬁg‘ﬂfamemmd SUT 25 Sulfonamida
Tetraciclina TET30 Tetraciclina

Fonte: TORTORA, FUNKE; CASE (2016); DME (2018).
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Quadro 6 — Relagdo dos antibidticos do Polisensidisc Enterococcus spp. aplicados aos
antibiogramas para o género Enterococcus.

Antibidtico (sigla) | Poténcia/codigo Grupo
Ampicilina AMP 10 Penicilina
Ciprofloxacina CIP 05 Flourquinolona
Estreptomicina EST300 Aminoglicosideos
Gentamicina GEN120 Aminoglicosideos
Levofloxacina LEVO05 Flourquinolona
Linezolida LNZ 30 Oxazolidonona
Nitroforantoina NIT300 Nitrofurano
Norfloxacina NORI10 Flourquinolona
Penicilina G PEN10 Penicilina
Teiclopamina TEC30 Glicopeptideo
Tetraciclina TET30 Tetraciclina
Vancomicina VAN30 Glicopeptideo

Fonte: TORTORA, FUNKE; CASE (2016); DME (2018).

Quadro 7 — Relacdo dos antibidticos do Polisensidisc Staphylococcus spp. aplicados
antibiogramas para o género Staphylococcus.

aos

Antibiético (sigla) Poténcia/cédigo Grupo
Cefoxitina — CFO CFO30 Cefalosporina — 2* geracao
Ciprofloxacina — CIP CIP95 Flourquinolona
Clindamicina — CLI CLI02 Lincosamida
Cloranfenicol — CLO CLO30 Cloranfenicol
Eritromicina — ERI ERI15 Macrolideo
Gentamicina — GEN GENI10 Aminoglicosideos
Linezolida — LNZ LNZ30 Oxazolidonona
Penicilina — PEN PENI10 Penicilina
Rifampicina — RIF RIF05 Rifampicina
(Ssllllllffzzrggtl;l;(azc?lI{LTtrimetropim) SUT25 Sulfonamida
Tetraciclina- TET TET 30 Tetraciclina

Fonte: TORTORA, FUNKE; CASE (2016); DME (2018).
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Os discos utilizados sdo da Diagndsticos Microbiologicos Especializados (DME)
denominado Polisensidisc, em que os discos ja estdo dispostos. Para Enterobacteriaceae foi
utilizado o Polosensidisc DME série gram-negativo com 15 discos de antibidticos, para
Enterococcus sp. foi utilizado o Polisensidisc Enterococcus spp com 12 discos antimicrobianos
e para Staphylococcus sp., o Polisensidisc Staphylococcus spp, com 12 discos difusdo,
entretanto foram analisados 11 discos de antibidticos.

A leitura dos resultados dos antibiogramas foi feita pela mensuracdo do didmetro dos
halos de inibi¢do em milimetros (incluindo o diametro do disco), com o auxilio de um
paquimetro. As amostras foram classificadas em sensiveis, intermedidrias ou resistentes aos
antibioticos testados de acordo com tabela da CLSI (2011) fornecida pelo fabricante DME.
Cada processo necessario para a execugdo dos antibiogramas foi repetido para todos os isolados
de cada grupo.

As cepas de referéncias Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella enterica serovar
Thyphimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
29212, utilizadas como controle da andlise e qualidade dos resultados, foram gentilmente
cedidas pelo LMBT (Laboratorio de Microrganismo e Bioprospecgdo Tecnologica) e seguiram

a execu¢do de acordo com as diretrizes da CLSI (2011).

4.5 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA e Kruskal Wallis no software
GraphPad Prism versdo 7.0. Os resultados obtidos para a analise da resisténcia, sensibilidade e
intermediario, foram comparados em tabelas individuais nos testes de Qui-quadrado, seguido
pelo teste Exato de Fisher, com intervalo de confianca de 95% desenvolvidos no sofiware
GraphPad Prism versao 7.0. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Para a andlise dos volumes de controle: VCI — volume controle global — o valor obtido em SL
(saida da lagoa) era reduzido o valor do ponto EB (entrada do biodigestor); VC2 — volume
controle do biodigestor — o valor obtido em SB (saida do biodigestor) era reduzido o valor do
ponto EB (entrada do biodigestor) e; VC3 — volume controle da lagoa — o valor obtido em SL
(saida da lagoa) era reduzido o valor do ponto SB (saida do biodigestor).Figura 6
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS DEJETOS BRUTOS E TRATADOS
E AVALIACAO DO PROCESSO DE TRATAMENTO

Os resultados relativos ao monitoramento dos parametros DQO, pH, SST, SSF, SSV e
NH," ao longo do sistema de tratamento estio apresentados na Tabela 1. Neste topico serdo
considerados e discutidos os resultados que correspondem ao monitoramento da fase liquida
nos pontos EB (efluente bruto), SB (saida do biodigestor) e SL (saida da lagoa facultativa). Os
resultados obtidos pela andlise do lodo serdo discutidos no item 5.3. Adicionalmente outros

parametros foram monitorados e encontram-se no Apéndice A.

Tabela 1 — Valores médios e desvios padroes (DP) dos parametros fisico-quimicos avaliados
nas trés coletas ao longo do sistema de tratamento.

sz ss1 s Y +
= = DQO g.L g.L gLl NH,
s gz et M | | | gl
- @} Média +DP Média +DP Média +DP
1C 17,11 6,8 44,45 0,54 10,35 0,03 34,1 0,51 2,84
EB 2C 28,3 8,9 29,37 1,09 6,54 0,12 22,82 1,21 0,39
3C 32,76 7,1 31,09 1,28 6,93 0,10 24,16 1,38 1,26
1C - 7,7 152,62 1,89 43,78 0,78 108,84 1,24 -
LB 2C - - - - - - - - -
3C - 8,5 214,06 6,07 61,12 1,36 152,83 4,71 .
1C 12,84 7,3 100,27 0,50 3,63 0,13 6,39 0,38 1,1
SB 2C 23,09 8,9 7,09 0,59 3,04 0,06 4,06 0,53 0,74
3C 14,41 8,0 7,49 0,60 3,2 0,05 4,29 0,54 0,7
1C 5,07 7.6 113,54 17,79 30,86 4,68 82,68 13,1 1,55
LL 2C 21,52 8,7 43,11 15,17 12,9 2,78 30,21 12,39 0,64
3C 29,62 8,8 50,5 20,83 15,04 4,19 35,45 16,64 0.93
1C 4,91 7,6 24,6 0,16 7,42 0,02 17,18 0,13 1,55
SL 2C 18,3 8,2 7,25 3,14 3,66 1,10 3,58 2,03 0,73
3C 3,91 8,5 6,75 2,74 3,42 0,93 3,33 1,81 0,77

Legenda: DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; pH — potencial Hidrogenionico; SST — Sélidos Suspensos
Totais; SSF — Sélidos Suspensos Fixos; SSV — Sélidos Suspensos Volateis; NH," — ion aménio; (-) dados nio
aferidos.

Fonte: A autora.
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Considerando a média dos valores medidos de pH nas trés coletas observa-se um ligeiro
aumento no pH no biodigestor 1 (de 7,6 para 8,1) e sua manuten¢do na lagoa facultativa que se
encontram na faixa reportada nos mesmos sistemas de tratamento avaliado por outros autores
(SZOGI, VANOTTI, STANSBERRY, 2006; SOARES et al.2010; SOUZA et al, 2016).
Considerando a literatura especializada, a faixa 6tima de pH para processos anaerobios € entre
6,5 ¢ 7,5 (SOARES et al.,2010), porém acredita-se que o fato do pH estar um pouco acima do
limite estabelecido, ndo gere interferéncia nos processos biologicos de decomposigao.

Sabe-se que na digestao anaerobia a producao de alcalinidade pode estar associada tanto
a decomposicdo dos compostos organicos (como a conversdo de acidos graxos volateis
intermediarios) quanto a conversao de proteinas e aminoacidos em amoénio, aumentando o pH
(CHERNICHARO,2007). Além disso, a producdo de cations também esta relacionada com o
aumento da alcalinidade do sistema (CHERNICHARO,2007).

O ion aménio (NH,") encontrado em elevadas concentragdes no dejeto bruto (Tabela 1)
muito se deve a répida hidrélise da ureia advinda da urina dos suinos pela enzima urease
produzidas por bactérias entéricas presentes nas fezes. Ao ocorrer o contato fezes com urina
(ureia) nos patios de manejo e no sistema de tratamento, a hidrolise promovida pela urease leva
a formacao de NH; " em meio aquoso (CORTUS et al., 2008). Adicionalmente & ureia, proteinas
e aminoacidos sdo também fontes importantes de NH4" devido a sua hidrélise por bactérias
fermentativas produtoras de proteases (amonificagdo) (CHERNICHARO,2007). No entanto,
para duas coletas houve um decaimento da concentragdo de ion amonio no biodigestor (Figura
6). Considerando que em sistemas anaerobios a remocao bioldgica do nitrogénio amoniacal ¢
pouco expressiva, a remogdo provavelmente se da pela conversio do NH,;" em NHj3 (que ocorre

em pH acima de 7,2 (CHERNICHARO,2007) seguida de sua volatilizagdo.

Figura 7 — Dados referente ao NH4 " encontrado na amostragem durante as trés coletas.
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Fonte: A autora.
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Os dados de solidos suspensos totais (SST) foram elevados como esperado para este
modelo de atividade (Tabela 1). Souza e colaboradores (2014) e Soares e colaboradores (2010),
no entanto, obtiveram valores inferiores aos encontrados no presente estudo. Estes autores
inferiram que os baixos valores podem estar associados ao fato do dejeto estar diluido, todavia
os dados aqui obtidos apresentam valores caracteristicos de um dejeto bruto concentrado. Pela
analise fracionada dos so6lidos pode-se considerar que os SSV representam valores médios
acima de 70% dos SST, constituidos, principalmente, por matéria organica particulada e células
microbianas. A Figura 8 apresenta o a concentra¢do de SSV ao longo do sistema e nas diferentes
coletas e observa-se que o biodigestor ¢ a principal unidade de remocao de SSV, tanto pela
degradagdo da matéria particulada como incorporacdo das células microbianas no lodo
acumulado. A coleta 1 apresentou um comportamento diferente quando a dindmica de SSV, e

isso serd considerado na discussdao da DQO a frente.

Figura 8 — Dados de solidos suspensos volateis (SSV) encontrados na amostragem durante as
trés coletas.
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Fonte: A autora.

Em relacdo a DQO (Tabela 1), os valores encontrados para os efluentes dos sistemas se
assemelham a obtidos em outros trabalhos, média de 16g.L™" para a saida do digestor ¢ 9 g.L”!
para a saida da lagoa (COSTA; MEDRI, 2002; SOUZA et al., 2016; RIERA et al, 2018) o que
ndo ocorreu para os valores de DQO do dejeto bruto (média de 26 g. L), os quais foram
maiores do que os apresentados por Souza e colaboradores (2016) e Riera e colaboradores
(2018). A Figura 9 apresenta os valores para cada coleta, onde observa-se que para todas elas

houve decaimento de DQO ao longo do sistema sugerindo que os processos microbiologicos
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de transformacdo da matéria organica a metano e CO; ocorreram nos sistemas anaerobios
investigados. No entanto observa-se que a remo¢do de DQO na coleta 3 foi muito mais
expressiva, e esta melhoria no desempenho pode ser explicado pela ocorréncia do descarte de
lodo dias antes da coleta 2. Este fato que pode ter contribuido para um melhor desempenho do
biodigestor devido a uma menor perda de sélidos no efluente (Tabela 1), bem como uma maior
atividade microbiana no sistema. O perfil de SSV foi de fato muito similar entre as coletas 2 e
3. A ndo observancia de melhorias na eficacia de remog¢ao de DQO na coleta 2 se justifica pelo

fato da biomassa ainda ndo estar em plena atividade devido ao recente descarte.

Figura 9 — Variagdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) ao longo do tratamento
bioldgico nas trés coletas realizadas.
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Fonte: A autora.

A Tabela 2 apresenta uma avaliagdo global do sistema (VC1) bem como a eficiéncia de
cada unidade de tratamento, digestor anaerdbio (VC2) e lagoa facultativa (VC3). A eficiéncia
na remo¢do de DQO para o sistema completo na primeira e terceira coleta foram
respectivamente 71% e 88%, similar a valores ja reportados na literatura 85-87% (COSTA,
MEDRI, PERDOMO, 2002; SOUZA, et al., 2014; SOUZA et al., 2016). Desconsiderando os
dados coleta 2, cuja performance foi comprometida pelo descarte de lodo, observa-se que a
maior remoc¢ao de DQO ao longo das coletas se da pela lagoa facultativa, devido ao maior
percentual de remogdo em VC3, o que demonstra que esta etapa ¢ importante para melhor
eficiéncia do sistema. Ao contrario, observando as efici€ncias relativas a remogao de SSV, o
digestor anaerobio desempenhou um papel muito importante na retengdo destes solidos no
sistema (VC2). Da mesma forma, o digestor anaerdbio foi a unidade responséavel pela maior

remocdo de amodnia, provavelmente pela sua volatilizagdo, como discutido anteriormente.
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Apesar do pH da lagoa também favorecer a volatilizagdo, acredita-se que o processo de
amonifica¢do neste caso, favorecido pelo maior tempo de retencdo hidraulica do sistema, seja

superior a remogao justificando os incrementos observados.

Tabela 2 — Eficiéncia de remocgao referente aos parametros fisico-quimicos para cada volume
de controle.

PARAMETROS COLETA GLOBAL BIODIGESTOR LAGOA

1C 71 25 62
DQO 2C 35 18 21
3C 88 56 73
1C 49 81 -168
SSv 2C 84 82 12
3C 86 82 23
1C 45 61 -41
NH," 2C -89 -90 0,6
3C 26 44 -32

Legenda: A auséncia de sinal representa que houve remogdo, enquanto o sinal negativo (-) representa incremento
de BRAs no volume de controle.

Fonte: A autora.

Como foi observado o sistema investigado apresenta consideravel remo¢ao de matéria
organica, porém o efluente ainda apresenta valores elevados de DQO, provavelmente devido a
presenga de solidos no efluente final. Uma vez que estes solidos sdo constituidos
majoritariamente por micro-organismos do proprio sistema, cabe investigar se esta
dissemina¢@o microbiana poderia comprometer o ambiente devido ao enriquecimento, ou nao,
de bactérias resistentes a antibioticos. Ainda, observou-se que o descarte do lodo do biodigestor
impactou o processo de tratamento, mas que mais tarde se mostrou importante para aumentar a
eficiéncia do processo. Cabe, portanto, uma investigacdo sobre o efeito deste descarte na
proliferacdo de bactérias resistentes a antibidticos no sistema de tratamento. Estes
questionamentos serdo explorados nos itens a seguir, considerando a fase liquida (item 5.2) e a

fase solida (5.3)
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52 AVALIACAO DAS BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS E O EFEITO
DO TRATAMENTO BIOLOGICO NA SUA DISSEMINACAO

As Dbactérias isoladas totalizaram 465 colonias, sendo 138 (29,6%) género
Staphylococcus, 147 (31,6%) género Enterococcus e 180 (38,7%) familia Enterobacteriaceae.
Estes isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos e os dados
gerados foram utilizados para avaliar o efeito do tratamento na disseminag¢do ou ndo de BRAs.
Para as andlises de eficiéncia de remoc¢ao foram usados os dados percentuais referentes as
BRAs, correspondendo a sua abundancia relativa. Serdo abordadas as eficiéncias referentes a
fase liquida que correspondem aos pontos EB, SB e SL. Para isto, serdo analisadas as eficiéncias
dos volumes de controle: VC1 (sistema global), VC2 (biodigestor anaerdbio) e VC3 (lagoa

facultativa).

5.2.1 Familia Enterobacteriaceae

Os resultados referentes a determinagao da abundancia relativa de bactérias da familia
Enterobacteriaceae resistentes aos antibioticos testados estdo apresentados na Figura 10. De
uma forma geral observa-se que a que a maior propor¢ao de isolados (em torno de 80% deles)
foram resistentes aos antibidticos AMP, CFZ, CIP, CLO e TET e uma propor¢do menor de
isolados (em torno de 40%) apresentaram resisténcia aos antibidticos CIP, SUT e AMC. Para
os demais antibidticos a propor¢ao de isolados resistentes ficou em torno de 10-20%.

A avaliagdo de cada unidade de tratamento, no que se refere a sua eficiéncia em remover
bactérias resistentes a cada antibiotico, esta apresentada na Tabela 3. A avalia¢do estatistica
(p>0,05) revelou que a proporc¢ao de bactérias resistentes aos antibidticos ATM, CRO, GEN,
MPM, SUT e AMP ndo foram diferentes ao longo do sistema, indicando que para estes
antibidticos o sistema ndo contribui nem para o aumento nem para o decréscimo de bactérias.

Também nd3o houve diferenga do tratamento completo na propor¢do de isolados
resistentes aos antibidticos CAZ, TET, AMC, CFZ, no entanto aqui destaca-se o papel das
unidades isoladas para o controle. A lagoa promoveu um importante decaimento de isolados
resistentes a CAZ e TET (-30% e -14% respectivamente), uma vez que esta abundancia havia
aumentado no biodigestor. Por outro lado, o biodigestor favoreceu o incremento de bactérias
resistentes a AMC, CFZ, enquanto que a lagoa de polimento promoveu uma redugao, mantendo

a semelhanca entre a entrada e a saida final do sistema.
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Figura 10 — Abundancia relativa de isolados bacterianos da familia Enterobacteriacea
resistentes a antibidticos ao longo do sistema de tratamento.
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Tabela 3 — Eficiéncia na remoc¢ao de BRAs da familia Enterobacteriaceae para cada volume de
controle.

ANTIBIOTICO GLOBAL BIODIGESTOR LAGOA
ATM-30 2% -6% 8%
CRO-30 1% -7% 8%
GEN-10 -7% -0% -7%
MPM-10 -3% -5% 2%
SUT-25 -2% -4% -6%
AMP-10 -4% -4% 0%
CAZ-30 2% -28% 30%
TET-30 3% -11% 14%
AMI-30 6% -2% 6%
AMC-30 5% 19% -14%
CPM-30 10% 0% 2%
CFO-30 12% 6% 6%
CIP-05 25% 29% -4%
CFZ-30 -6% 13% -19%
CLO-30 10% -11% 11%

Legenda: Os dados apresentados em negrito tiveram diferenca significativamente estatistica com p<0,05.

A auséncia de sinal representa que houve remogdo, enquanto o sinal negativo (-) representa incremento de BRAs
no volume de controle.

Fonte: A autora.

Diferentemente dos antibidticos apresentados anteriormente, quatro antibidticos
apresentaram diferengas estatisticas em relagdo a eficiéncia global do sistema em remover
BRAs. Observou-se remog¢ao de isolados resistentes aos antibidticos AMI, CPM, CFO e CIP,
com participacdo diferenciada para cada unidade. A lagoa foi a unidade que promoveu
decaimento de bactérias resistentes a AMI e CPM, enquanto que o biodigestor promoveu
decaimento para CIP.

A Figura 11 apresenta os dados do perfil de susceptibilidade aos antibidticos entre as
coletas. Mais uma vez os resultados variaram de acordo com o antibidtico. De acordo com o
resultado o percentual de isolados resistentes diminuiu da coleta 1 para a coleta 3, no caso dos
antibioticos AMP, CAZ, GEN e TET (p<0,05). E preciso ressaltar que a diminuigdo acontece
a partir da segunda coleta o que coincide com o descarte do lodo do biodigestor e o decréscimo

de SSV observado no efluente. Por outro lado, para os antibioticos ATM, CPM, CFO, CRO e
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CIP houve aumento na propor¢do de BRAs, ao longo das coletas, mas apenas para SUT foi
significativo (p<0,05). Para os demais antibioticos analisados a propor¢do de bactérias

resistentes ndo diferiram entre coletas.

Figura 11 — Abundancia relativa de isolados da familia Enterobacteriaceae resistentes a
antibidticos em cada coleta realizada.
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Legenda: Graficos com o perfil de susceptibilidade das aos antibidticos: a) primeira coleta; b) segunda coleta e c)
terceira coleta.

Fonte: A autora.

5.2.2 Género Enterococcus

Os resultados referentes a determinag¢@o da abundancia relativa de isolados do género
Enterococcus resistentes aos antibidticos testados estdo apresentados na Figura 12. Os
resultados gerais mostram que a proporc¢ao de bactérias resistentes a antibidticos deste género
¢ inferior ao encontrado para a familia Enterobateriacea, uma vez que os valores foram, em sua
maioria, inferiores a 60% dos isolados. A exce¢do se da para o antibiotico TET para o qual 95%
dos isolados foram resistentes. As menores propor¢des de resistentes foram encontrados para

os antibidticos AMP, TEC, VAN, LNZ e GEN (abaixo de 20%).
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Figura 12 — Abundancia relativa de isolados bacterianos do género Enferococcus resistentes a
antibioticos ao longo do sistema de tratamento.
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Fonte: A autora.

A avaliagdo de cada unidade de tratamento, no que se refere a sua eficiéncia em remover
bactérias resistentes a cada antibiotico, estd apresentada na Tabela 4. A avaliacdo estatistica
(p>0,05) demonstra que o sistema completo favoreceu 11% de remog¢ao de bactérias do género
Enterococcus resistentes a TET, devido principalmente a remog¢ao observada no biodigestor.
Ao contrario, o sistema completo promoveu um incremento de bactérias resistentes a PEN

(19%) e NIT (13%), e neste caso com favorecimento no biodigestor e¢ na lagoa,
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respectivamente. Para os demais antibidticos os resultados ndo se mostraram diferentes entre a
entrada e a saida final do sistema, apesar de alguns casos serem observados incrementos e
aumentos nas unidades individuais. Por exemplo para os antibiéticos VAN, NOR, CIP, EST,
GEN e LEV o biodigestor foi responsavel por até¢ 35% de remogdo, porém nao resultou em

remocao global uma vez que na lagoa houve incremento para todos eles (exceto para NOR).

Tabela 4 — Eficiéncia na remocdo de BRAs do género Enferococcus para cada volume de
controle.

ANTIBIOTICO GLOBAL BIODIGESTOR LAGOA
AMP-10 -9% 2% -11%
TEC-30 7% 7% 0%
PEN-10 -22% -19% -3%
NIT-300 -25% 1% -26%
TET-30 11% -2% 13%
VAN-30 6% 9% -3%
NOR-10 14% 24% -10%
CIP-05 -1% 15% -16%
EST-300 -14% 35% -49%
LNZ-30 6% 7% -13%
GEN-120 6% 16% -10%
LEV-05 2% 32% -30%

Legenda: Os dados apresentados em negrito tiveram diferenca significativamente estatistica com p<0,05.

A auséncia de sinal representa que houve remogao, enquanto o sinal negativo (-) representa incremento de BRAs
no volume de controle.

Fonte: A autora.

Quando a anélise passa a ser entre coletas, uma caracteristica ressalta, que ¢ o aumento
de bactérias do género Enterococcus resistentes a maioria dos antibidticos na segunda coleta
(Figura 13). Para este género, apenas a GEN ndo apresentou relevancia estatistica (p>0,05),
apesar de ter aumentado a propor¢ao de resisténcia apds a primeira coleta. Os antibidticos TEC
e VAN, ambos glicopeptideos, apresentaram comportamento oscilatério, em que apenas na
segunda coleta aparecem bactérias resistentes a eles. Alguns antibidticos reduziram
completamente apds a segunda coleta, deixando de haver bactérias resistentes a LNZ e AMP

na terceira coleta.
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Por outro lado, o antibidtico TET teve aumento de bactérias resistentes na segunda
coleta e manteve na terceira coleta igual percentual. Ja o NIT, reduziu e depois aumento na
segunda e terceira coleta. Outros antibioticos como LEV, NOR, CIP e EST apresentaram
aumento expressivo de bactérias resistentes a eles na segunda coleta e na terceira decaimento
na propor¢do destas BRs. Apenas o antibidtico PEN apresentou incremento de bactérias
resistentes apenas na terceira coleta.

Para o género Enterococcus, ndo houve um padrao bem claro de comportamento entre
as coletas em relacdo a remocao/incremento para todos os antibidticos, porém quatro destes
antibioticos (LEV, NOR, CIP e EST) apresentaram similaridade no comportamento apos o

descarte do lodo.

Figura 13 — Abundancia relativa de isolados do género Enterococcus resistentes a antibioticos
em cada coleta realizada.
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Legenda: Graficos com o perfil de susceptibilidade das aos antibioticos: a) primeira coleta; b) segunda coleta e c)
terceira coleta.

Fonte: A autora.

5.2.3 Género Staphylococcus

Os resultados referentes a determinag@o da abundancia relativa de bactérias do género
Staphylococcus resistentes aos 11 antibidticos testados estdo apresentados na Figura 14. Os
resultados mostram que para quatro antibidticos (TET, ERI, CLI, CLO) a propor¢ao de isolados
resistentes foi superior a 80% e para apenas dois antibidticos as propor¢des foram inferiores a
20% (RIF e SUT). Esta avaliacdo sugere um perfil de resisténcia maior para o género

Staphylococcus considerando os antibioticos testados.
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Figura 14 — Abundancia relativa de isolados bacterianos do género Staphylococcus resistentes
a antibioticos ao longo do sistema de tratamento.
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Fonte: A autora.

A eficiéncia em remog¢ao de bactérias resistentes a cada antibidtico encontra-se na
Tabela 5. A andlise estatistica (p>0,05) demonstrou que a propor¢do de bactérias resistentes aos
antibioticos ERI, CLI, SUT, RIF e PEN ndo apresentaram diferenca ao longo do sistema, o que
permite inferir que o tratamento bioldgico ndo interfere na abundancia de Staphylococcus
resistentes a estes. J& para os antibidticos, TET, CFO, GEN, CLO e CIP a abundancia relativa

de Staphylococcus resistentes diminuiu no tratamento (entre 18 e 52% remogdo),
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principalmente apds o biodigestor (exceto CLO que o decaimento ocorreu na lagoa). Apenas
para o antibidtico LNZ o sistema promoveu um aumento na propor¢ao de isolados Staphyloccus
resistentes, promovido pelo biodigestor. Porém, considerando todos os resultados, o biodigestor
contribui efetivamente para a diminui¢ao na proporcao de Staphylococcus resistentes durante o

tratamento do dejeto.

Tabela 5 — Eficiéncia na remoc¢do de BRAs do género Staphylococcus para cada volume de
controle.

ANTIBIOTICO GLOBAL BIODIGESTOR LAGOA
ERI-15 4% -4% 8%
CLI-02 2% -6% 8%
SUT-25 6% 6% 0%
RIF-05 4% 6% -2%
PEN-10 8% -7% 15%
TET-30 21% 21% -2%
CFO-30 18% 15% 3%
LNZ-30 -19% -14% -5%
GEN-10 26% 29% -3%
CLO-30 22% 1% 21%
CIP-05 52% 25% 27%

Legenda: Os dados apresentados em negrito tiveram diferenga significativamente estatistica com p<0,05.

A auséncia de sinal representa que houve remogao, enquanto o sinal negativo (-) representa incremento de BRAs
no volume de controle.

Fonte: A autora.

Ao comparar a propor¢ao relativa de Staphylococcus entre coletas observa-se, de uma
forma geral, a remogdo destes ao longo das coletas (Figura 15). Nao houve incremento
expressivo da proporcao de Staphylococcus resistentes a nenhum dos antibidticos entre as
coletas. Dois dos antibitticos testados ndo apresentaram variagdo entre as coletas (p>0,05) CLO
e ERI. Os antibidticos LNZ, SUT e CIP apesar de terem reduzido na segunda coleta, tornaram
a apresentar percentuais mais elevados conforme encontrado na primeira coleta. Para os demais
antibioticos, as BRs a TET, CFO, PEN, CLI, GEN e RIF (p<0,05) diminuiram ao comparar
todas as coletas. Esta diminui¢ao pode estar associada ao descarte do lodo do biodigestor, haja

visto que o biodigestor ¢ a unidade que apresentou maior relevancia em remover BRAs.
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Figura 15 — Abundancia relativa de isolados do género Staphylococcus resistentes a antibidticos
em cada coleta realizada.
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Legenda: Graficos com o perfil de susceptibilidade das aos antibioticos: a) primeira coleta; b) segunda coleta e c)
terceira coleta.

Fonte: A autora.

Considerando de forma global os resultados observados para cada grupo bacteriano
investigado, observa-se uma importante atuacdo do biodigestor na diminui¢ao da propor¢ao de
bactérias resistentes aos antibioticos AMP, CAZ, GEN e TET, para Enterobacteriaceae, NIT
para Enterococcus ¢ TET, CFO, PEN, CLI, SUT, GEN, RIF e CIP, em Staphylococcus.
Levando em conta que estes reatores promovem uma sedimentagdo da biomassa, em que tais
bactérias estdo inseridas, faz-se necessario avaliar também a distribui¢ao destas nos lodos das

unidades. Esta discussao estd apresentada a seguir.

5.3 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE BACTERIAS RESISTENTES A
ANTIBIOTICOS NOS LODOS BIOLOGICOS

Os lodos das duas unidades bioldgicas investigadas, a saber lodo do biodigestor (LB) e
lodo da lagoa (LL), foram avaliados quanto a ocorréncia de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, e dos géneros Enterococcus e Staphylococcus (Figura 16). De uma forma
geral observa-se que o lodo da lagoa parece conter a maior propor¢ao de isolados resistentes,

principalmente os da familia Enterobacteriaceae e do género Staphylococcus.
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Figura 16 — Abundancia relativa de bactérias resistentes aos antibioticos presentes no lodo do
biodigestor e no lodo da lagoa.
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Propor¢des maiores que 50% foram observados para os isolados da familia
Enterobacteriaceae resistentes a AMP, CFZ, CIP, CLO, SUT e TET, com a lagoa apresentando
pelo menos 10% a mais do que o encontrado no lodo do biodigestor. Para alguns antibidticos
nao foram encontrados isolados resistentes no lodo do biodigestor, tais como AMI, ATM, GEN
e MPM, apesar de terem sido detectados na lagoa. Ja para o género Staphylococcus, a propor¢ao
de isolados resistentes foram superiores a 50% para os antibidticos TET, ERI, CLI e CLO e
neste caso o lodo da lagoa exibe até 20% a mais de isolados resistentes quando comparado ao
lodo do digestor. Nao foram obtidos isolados resistentes a CFO e isolados resistentes a RIF,
LNZ, SUT e GEN foram detectados apenas na lagoa.

A distribui¢do do género Enterococcus nos dois lodos ndo seguiu um padrao tao claro
como comentado para os outros dois grupos pois a proporcao de resistentes a antibidticos acima
de 50% foi detectada em ambos os lodos e ndo apenas no lodo da lagoa como anteriormente
observado. Assim, o lodo do biodigestor apresentou resultados superiores a lagoa para trés
antibioticos (AMP, CIP, EST) e elimina¢ao do antibidtico LNZ. No entanto, cinco antibidticos
apresentaram propor¢ao de resistentes maiores na lagoa, a saber LEV, NOR, PEN, NIT e TET.
Apenas no lodo da lagoa aparece a resisténcia ao antibidtico GEN. Assim como observado na
fase liquida, mais uma vez a tetraciclina apresentou a maior propor¢ao de resisténcia no grupo

dos Enterococcus.

5.4 DISCUSSAO SOBRE O PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE BACTERIANA
ENCONTRADO NOS DEJETOS E EFLUENTES DO TRATAMENTO BIOLOGICO

Ao longo das trés amostragens foram obtidos 164 isolados da familia Enterobacteriaceae
e submetidos ao perfil de susceptibilidade (Apéndice B). Quatro dos quinze antibidticos
testados apresentaram percentual de resisténcia acima de 80%, AMP (95%), TET (87%), CLO
(87%) e CFZ (84%). Estes quatro antibidticos permanecem com porcentagens acima de 80%
também no efluente final. Park e colaboradores (2018) obtiveram maiores percentuais de
resisténcia entre os antibidticos testados para TET e AMP, respectivamente 46% e 21%,
enquanto Ibekwe e colaboradores (2016) encontraram 69% de resisténcia em AMP, ambos os
estudos usaram Escherichia coli isoladas de sistemas de tratamento de suinocultura.

Em seguida, os farmacos CIP, SUT e AMC foram os antibidticos com percentuais ainda

elevados 54%, 38% e 34% de resisténcia pelas Enterobacteriaceae apds os citados
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anteriormente. Os demais antibidticos apresentaram valores proximos ou abaixo de 20%,
quando testados em outros estudos os antibidticos AMC, CIP, CFO, CPM e GEN também
apresentaram resultados abaixo dos que foram encontrados e apenas CRO (55%) e ATM (16%)
apresentaram percentuais maiores do que os encontrados neste trabalho, 20% e 10%
respectivamente (IBEKWE, et a.,2016; PARK, et al.,2018).

A resisténcia as cefalosporinas de 3* e 4* geracdes por Enterobacteriaceae foram baixas
na analise global, CAZ (22%), CRO (20%) e CPM (15%), como também observado no efluente
final, com percentuais 9%, 14% e 5% respectivamente. J4 foram relatados em estudos de E. coli
mutantes resisténcia a estes antibioticos e a0 monobectamico, aztreonam (ATM), em amostras
de suinocultura (PARK, et al.2018). O MPM, um carbapenémico, apresentou 7% na analise
global e 5% no efluente final. Ja foram relatados estudos de E. coli mutantes que apresentam
resisténcia a estes antibioticos € ao monobectdmico, como aztreonam em amostras de
suinocultura (PARK, et al.2018). E necessaria mais atengio a estes antibioticos, em especifico,
por serem importantes para a terapéutica humana contra infecgdes por Enterobateriaceae.

Em relacdo ao género Enterococcus, foram obtidos 147 isolados ao longo das trés
amostragens e submetidos ao perfil de susceptibilidade com 12 antibiodticos (Apéndice C). Trés
dos 12 antibioticos testados apresentaram resisténcia acima de 50%, TET (92%), PEN (56%) e
CIP (54%). A porcentagem elevada para TET foi verificada em também em fezes de suinos
arracoados com 100% de resisténcia, enquanto os ndo arragcoados foram totalmente sensiveis e
em outro trabalho em que foram agrupadas amostras do dejeto, lodo da lagoa, agua de
bebedouros e outras instalacdes de granja, a porcentagem de TET foi 42% (CORREA;
FUENTEFRIA; CORCAO, 2005; NOVAIS, et al., 2013).

Apesar da resisténcia intrinseca a alguns aminoglicosideos, as propor¢des de bactérias
resistentes aos antibidticos desta classe testados para os Enterococcus foram baixas, EST e GEN
apresentaram porcentagem de BRs menores, 30% e 8% respectivamente. Correa, Fuentefria e
Cor¢ao (2005) encontraram para suinos arragoados valores semelhantes, 27% para EST e
Novais e colaboradores (2013) encontrou 18%, um pouco mais elevada a propor¢do de BRs a
GEN. Ja para os representantes dos -lactamicos, PEN e AMP, foram distintas, enquanto a PEN
estd entre os que apresentaram maiores percentuais, 56%, AMP esta entre as menores
porcentagens de BRs, com 19%, enquanto alguns trabalhos apresentaram isolados totalmente
sensiveis ou com 28% (CORREA; FUENTEFRIA; CORCAO, 2005; NOVAIS, et al., 2013).

Quatro antibioticos apresentaram resisténcia entre 30-44%, (EST, LEV, NIT e NOR) e
ainda mais baixas, de 8-19% para os antibioticos GEN, LNZ ¢ AMP. Os antibidticos TEC e

VAN foram os que apresentaram menor propor¢ao de resisténcia por Enterococcus, 2% e 3%
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respectivamente. Em seu estudo, Novais e colaboradores (2013) encontraram 18% dos isolados
resistentes a VAN.

Para finalizar, os Staphylococcus apresentaram resisténcia acima de 50% para cinco
antibioticos: CLI (93%), CLO (89%), ERI (87%), TET (75%) e PEN (55%). Estes perfis de
susceptibilidade vao de encontro aos que Rubin, Ball e Chirino-trejo (2011) obtiveram, uma
vez que apresentaram propor¢do de BRAs menores, sendo 8%, 0%, 13%, 34% e 7%,
respectivamente a CLI, CLO, ERI, TET e PEN. Sendo o mais resistente para estes autores a
TET, praticamente 10% da resisténcia total apresentada neste estudo.

Soraia (2017) obteve para os seus isolados do efluente dos reatores anaerdbios
alimentados com dejetos suinos, 79% de resisténcia a PEN, sendo este o maior percentual de
resisténcia a antibidtico entre os seus testes. Os Staphylococcus, caracteristicamente, siao
resistentes a PEN devido a presenca de um plasmideo que codifica a enzima penicilinase
(CHAMBERS; DELEO, 2009). Os antibioticos SUT, GEN, CFO e CIP apresentaram
resisténcia entre 14% e 31%, valores estes maiores que o encontrado em outros estudos que
apresentaram sensibilidade a estes antibioticos, exceto para SUT que apresentaram 5% de
resisténcia (RUBIN; BALL; CHIRINO-TREJO, 2011). Os antibioticos com baixa resisténcia
foram LNZ (9%) e o RIF (2%). Outros estudos apresentaram propor¢ao de BRs a RIF distintas,
um foi totalmente sensivel e outro apresentou 31% de resisténcia (RUBIN; BALL; CHIRINO-
TREJO, 2011; SORAIA, 2017).

E preciso destacar que para todos os grupos de bactérias estudados neste trabalho o perfil
de susceptibilidade para a maioria dos antibioticos analisados o perfil de resisténcia foi superior

aos trabalhos da literatura comparados.

5.5 AVALIACAO DA PRESENCA DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS
NO EFLUENTE E NO LODO DO SISTEMA DE TRATAMENTO NO AMBITO DO
CONCEITO DE SAUDE UNICA.

De acordo com o levantamento do presente trabalho observou-se que as unidades de
tratamento promoveram ora acréscimo, ora decaimento na propor¢do de bactérias resistentes a
antibidticos, variando entre grupos e entre antibioticos utilizados. Apesar de considerar certos
decaimentos, o sistema ainda elimina, em seu efluente, bactérias com diferentes perfis de
resisténcia, assim o uso do efluente para a fertirrigacdao, ou o uso do lodo como um adubo
bioldgico, pode levar a riscos para a saude publica de trés maneiras. A primeira pelo contato

direto com a bactéria que, no caso da presenca de linhagens patogénicas, poderia comprometer
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a saude humana e animal. Segundo, na eventualidade de desenvolver a doenga, pela capacidade
destas bactérias em resistirem a antimicrobianos comprometendo a agdo remediadora da
antibioticoterapia. A terceira forma se refere aos riscos de disseminagdo de formas de
resisténcia a antimicrobianos por meio da troca de material genético entre micro-organismos.

Os grupos bacterianos estudados, comumente, sdo promotores de infecgdes
nosocomiais. Destaca-se a capacidade de colonizar cateteres e proteses articulares por
Enterococcus e Staphylococcus, este ainda € capaz de produzir biofilme o que dificulta mais a
o tratamento com antibioticos (ARIAS; MURRAY,2008; FOSTER et al.,, 2014). Os
Enterococcus causam infecgdes pélvicas, neonatais e do trato urinario, bacteremia, meningite,
infecciona feridas operatorias e, a mais comum e preocupante, endocardite infecciosa (ARIAS;
MURRAY,2008; ARIAS; MURRAY, 2012). Ao passo que os Staphylococcus acarretam
infeccdes superficiais e invasivas, além das mais perigosas como sepse, endocardite e
pneumonia (CHAMBERS; DELEOQO, 2009; FOSTER et al., 2014). As Enterobacteriaceae estao
presentes em infeccdes do trato urinario, sanguineas, peritoneais e invasivas, colangite,
pneumonias e dependendo das espécies, gastroenterites (PATERSON, 2006; KELLY;
MATHEMA; LARSON; 2017). E necessario que haja terapia capaz de tratar estas doencas e a
disseminagdo de cepas e genes bacterianos com resisténcia € uma preocupagdo mundial.

De acordo com o levantamento realizado no presente trabalho, os isolados dos trés
grupos microbianos investigados apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antibidticos
testados. Este resultado ja indica os riscos potenciais do reuso do efluente e do lodo do processo.
Para alguns antibioticos a resisténcia foi bastante elevada, acima de 90%.

Particularmente, a resisténcia presente em Enterobacteriaceae ¢ um problema
significativo e requer atengdo pois, geralmente, estas bactérias apresentam multirresisténcia
(PARTERSON, 2006). Para ser considerado um micro-organismo multirresistente € preciso
que apresente resisténcia a mais de trés classes distintas (VON SALVIATI, et al.,2015). Dentre
os isolados de Enterobacteriaceae, 90% (n=162) apresentaram multirresisténcia e 17% (n=32)
foram resistentes a todos os antibidticos testados. Ja para os Enterococcus, a multirresisténcia
¢ preocupante devido a capacidade de disseminar os elementos genéticos determinantes de
resisténcia para diversas espécies, estes apresentaram 54% (n=79) de isolados multirresistentes,
sendo que 13% (n=19) estavam presentes no efluente final. Enquanto, os Staphylococcus
apresentaram 80% bactérias multirresistentes, sendo que no efluente final 10% das bactérias
testadas eram multirresistentes. Isto significa que a terapia tradicional para controle destas
infecgdes bacterianas possa se tornar ineficaz quando estas BRAs estdo envolvidas na doenga

e esta ¢ uma das grandes preocupagdes da OMS.
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A resisténcia a diversas classes, como aminoglicosideos, fluoroquinolonas,
sulfonamidas, carbepenémicos, entre outros e a alta porcentagem de multirresisténcia em
Enterobacteriaceae sugere que ha a possibilidade da existéncia de elementos moveis (PARK, et
al., 2018). Integrons das classes I e II, por exemplo, comumente sdo responsaveis pela
resisténcia e resisténcia multidrogras a -lactamicos de espectro estendido, aminoglicosideos e
trimetoprim /sulfametoxazol (DENG, et al., 2015; PARK, et al., 2018). Para uma terapéutica
mais eficaz foram produzidas as cefalosporinas de 3* e 4* geragdes para serem utilizados em
bactérias resistentes a B-lactaimicos (PRAXEDES, et al., 2012). A propor¢do de isolados da
familia Enterobacteriaceae resistentes as cefalosporinas de 3% e 4* geragdes testadas (cefepime,
ceftriaxona e ceftazidina) foi relativamente baixa, entretanto, a presenca destas BRAs no
ambiente comprometem o tratamento de doencas em que estas drogas sdo empregadas.

Além disso, a resisténcia aos carbapenémicos, coloca as Enterobacteriaceae resistentes
a carbapenem produtoras de espectro estendido de B-lactamase na lista de prioridade critica
para a produgdo de novos antibioticos (WHO, 2017). O carbepenémico testado foi o
meropenem que apresentou 7% na analise global e 5% no efluente final, por mais que esteja em
baixa porcentagem ¢ um problema a dissemina¢do no ambiente, visto que o aumento da
resisténcia aos carbapenémicos tem sido atribuida a disseminagdo de plasmideos que codificam
as B-lactamases (KELLY; MATHEMA; LARSON; 2017).

Os Enterococcus também apresentam resisténcia intrinseca, como cefalosporinas,
lincosamidas, alguns B-lactdmicos e poucos aminoglicosideos (GIRAFFA, 2002). Por outro
lado, os Enterococcus ja adquiriram resisténcia a diversos antibidticos, como cloranfenicdis,
tetraciclina e glicopeptideos por meio de plasmideos (via conjugagdo), transposons com
multirresisténcia (por bacteriofagos) ou mutacdo (GIRAFFA, 2002). Em relacio aos
glicopeptideos, foram testados para os Enterococcus os antibioticos teiclopamina e
vancomicina, apesar de em baixas concentracdes no efluente final a presenca de vancomicina
no ambiente ¢ preocupante para a antibioticoterapia em casos avangados de infecc¢des
nosocomiais (GIRAFFA, 2002; VU; CARVALHO, 2011; WHO, 2017). A presenca da
vancomicina no ambiente pode ser comparada a utilizacdo de avoporcina, um glicopeptideo,
que foi usado nos EUA para a alimentacdo animal na década de 80 e teve seu uso correlacionado
com o surgimento de cepas de Enterococcus resistentes a vancomicina em hospitais advindas
do ambiente (ARIAS; MURRAY, 2008).

Um fator de risco atribuido aos Enterococcus ¢ facilidade para troca de genes,
principalmente por transferéncia horizontal de genes, com outros grupos, ndo somente entre os

gram-positivos, mas também com gram-negativos, como Enterobacteriaceae e Staphylococcus
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(VU; CARVALHO, 2011). Os Staphylococcus, em especial Staphylococcus aureus, sao
naturalmente susceptiveis a praticamente todos os antibidticos existentes (CHAMBERS;
DELEQ, 2009). Assim, como os outros grupos ja apresentados, os Staphylococcus podem
apresentar resisténcia a alguns antibioticos do grupo [-lactdmicos, como penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos devido a produ¢ao de pB-lactamase, capaz de inativar o anel -
lactamico dos antibidticos (CHAMBERS; DELEO, 2009). Segundo Foster e colaboradores
(2014), a resisténcia a outros farmacos pode ser por aquisicdo de outros mecanismos. As
resisténcias adquiridas por Staphylococcus pode ser por transferéncia horizontal de genes,
embora mutacdo e selecdo por pressdo pelo antibidtico também aconte¢a (CHAMBERS;
DELEQ, 2009). E também, ja ¢ sabida a presenca de integrons da classe I em Staphylococcus,
conferindo multirresisténcia (DENG, et al., 2015). Os Staphylococcus sdo considerados micro-
organismos patogénicos e mais persistente no ambiente (FOSTER, et al., 2014), por isso
requerem maior atengdo para com as cepas multirresistentes disseminadas.

Se faz necessario que estudos investiguem a interacdo dos micro-organismos presentes
no lodo e no efluente usados para a biofertilizacdo, tendo em vista as caracteristicas destes
grupos como facilidade de transferir genes de resisténcia entre espécies distintas, a presenca de
elementos moveis, plasmideos e integrons e os mecanismos aquisi¢ao e de resisténcia atribuidos
a estes micro-organismos. Uma vez que, além de causar problemas ao ambiente, conotam risco
para a satide humana e animal, principalmente, no que tange a antibioticoterapia que cada vez
mais tem recebido menos investimentos/incentivos para pesquisa de novos farmacos.

Os resultados obtidos deixam claro que apesar do dejeto passar por um tratamento ndo
implica em eliminacdo total das BRAs. Dessa forma, o uso de dejetos para a biofertilizagao
deve ser feito com restrigdes ou aplicados pos tratamentos para inativagdo das bactérias
patogénicas ou resistentes aos antibidticos presentes. A auséncia de uma legislacdo nacional
especifica para o reciclo de dejetos animais torna o processo de uso como biofertilizantes menos

rigoroso.
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6 CONCLUSAO

O perfil de susceptibilidade dos isolados demonstrou que os isolados obtidos foram mais
resistentes do que os dados encontrados na literatura para a maioria dos antibidticos testados. E
necessario que estas bactérias sejam melhores estudadas, visando conhecer quais os genes que
estdo presentes e a dindmica de prevaléncia destes ao longo do sistema.

Notou-se a importidncia do biodigestor na diminuicdo da propor¢cdo de bactérias
resistentes aos antibidticos: ampicilina, cefatzidina, gentamicina, e tetraciclina para
Enterobacteriaceae, nitroforantoina para Enferococcus e tetraciclina, cefoxitina, penicilina,
clindamicina, sulfazotrim, gentamicina, rifampcicina e ciprofloxacina para Staphylococcus. Ao
analisar os lodos bioldgicos, para os grupos Enterobacteriaceae e Staphylococcus, foi possivel
notar que o lodo da lagoa apresentou muito mais bactérias resistentes do que o lodo do
biodigestor, enquanto o grupo Enterococcus ndo houve a prevaléncia de um padrao da presenga
das bactérias resistentes nos lodos.

A presenca de bactérias resistentes a antibioticos importantes para a terapéutica humana,
como, cefalosporinas de 3% e 4* geracdo e carbapenémicos, além de bactérias multirresistentes
encontradas no lodo e no efluente final, a utilizagdo na biofertilizacao requer mais cuidados por
serem uma fonte de disseminagdo destas resisténcias, além de prejudiciais para a terapéutica
humana e animal comprometendo tratamento de doengas graves.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar a presenca e compreender a dindmica destas
bactérias ao longo do sistema para dar suporte a maiores inferéncias sobre a remog¢ao
e/incremento destas em determinadas unidades do tratamento. E com isso, possibilitar a
melhora no reciclo de dejetos animais no pais, tendo em vista que nao ha legislacdo em ambito

nacional especifica para este procedimento.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

Confirmar a identificacdo dos isolados obtidos e analisar a presenga de genes de
resisténcia, principalmente genes de resisténcia a antibidticos importantes para a
terapéutica humana;

Quantificar os genes de resisténcia em cada etapa do sistema como foi feito para as
bactérias resistentes. Com estes dados e os obtidos neste trabalho, serd possivel
tracar um paralelo para melhor explicar a alterndncia entre a porcentagem de
resisténcia bacteriana ao longo do sistema;

Analisar, também, a presenca de BRAs no lodo estabilizado antes de ser usado como
adubo, no solo e em plantas irrigadas com os biofertilizantes;

Fazer andlise de risco microbiologico para melhor conhecer os riscos inerentes ao
reuso deste efluente;

Andlise de risco quantitativo.
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APENDICE A - CONCENTRACOES DOS iONS AVALIADOS NAS TRES COLETAS

Titulo: Concentracdes de ions para as trés coletas.

o
-
z ; : Na NH, K Ca Mg St Ba C Br NO; PO, SO,
A &) g

@}
EB CI 9193 2846 24325 633 244 81 0 0 0 - - -
EB (2 114,5 391 419 0 428 273 0 0 0 0 64 0
EB C3 420,5 12638 1362 0 277 17725 0 950,75 17,75 0 280,25 1768
SB Cl 310,8 11023 8195 1243 301 35 953 713 3545 - - -
SB C2 1488 7443 5498 0 595 188 0 3625 0 0 348 528
SB C3 'y 19125 705 684 0 20075 2475 0 45325 5 0 6375 0
L cl & 5058 15523 13233 0 2485 123 o 98 2773 - - -
LL C2 181,5 644 600 0 g75 175 o 4078 0 0 348 453
LL C3 23925 934 69225 O 2035 2475 o 489 0 16,5 3725 4855
SL Cl 3643 15508 963 75 2785 8 0 23 25008 - - -
S C2 219,5 739,8 583 0 100,3 14,5 0 407,8 0 0 0 64,8
SL C3 190,75 773 652,75 0 193,75 2575 o 4515 0 0 455 0

Legenda: Na" - sédio, NH*" - amonio, K" potassio, Mg2+ - magnésio, Sr** - estronico, Ba" - bario, CI' - cloreto, Br
-brometo, NO™ - nitrato, PO, - fosfato, SO* - sulfato. (-) ndo aferido.

Fonte: A autora



