Anais do Il CoBICET — Trabalho completo

Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologia
“15 anos dos Bls e Lls: retrospectiva, resisténcia e futuro”

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A BIOCIDAS DE Escherichia coli
ISOLADAS DE BIODIGESTOR ANAEROBIO

Vitor José da Silva Pereiral, Kassia Vidal Menezes?, Talita de Jesus Cattem Moreno?,
Marcelo Henrigque Otenio®, Mariana Drummond Costa Ignacchiti?, Juliana Alves
Resende?

tUniversidade Federal do Espirito Santo — UFES, Campus Alegre, Alegre, Brasil
(vitorjosespereira@gmail.com)
2Universidade Federal do Espirito Santo — UFES, Campus Alegre, Alegre, Brasil
SEmbrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, Brasil

Resumo: A utilizagdo dos efluentes de biodigestores anaerébios como biofertilizantes e ou
seu descarte indevido, pode representar um problema para a salde publica. Pouco é
conhecido acerca da seguranca sanitéria destes efluentes. O objetivo do trabalho ¢ analisar
a susceptibilidade de linhagens de Escherichia coli de afluentes e efluentes,
correlacionando com o risco clinico-microbiolégico. Dentre os biocidas testados houve
diferenca estatistica somente entre os de halos de inibigéo para clorexidina 2%.
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INTRODUCAO

A pecuaria é uma atividade amplamente
desenvolvida no territério brasileiro, destacando-se
como um dos principais pilares econémicos (Teixeira
e Hespanhol, 2014). A expansdo da pecuaria tem por
consequéncia o aumento da producdo de dejetos
animais, os quais podem representar um problema de
seguranca ambiental e para a satde publica.

Com o crescimento da cadeia produtiva da pecuéria
surge o desafio de conciliar o descarte seguro de
grandes volumes de dejetos animais produzidos
(Karim et al., 2005). Em ambientes de producéo
agricola estes dejetos podem ser biomassa importante
para o0 processo de biodigestdo anaerdbia, com
producéo de biogas e biofertilizantes. A biodigestio
anaerébia é um processo que vem ganhando
destaque, tornando-se uma alternativa vidvel para o
tratamento e manejo dos dejetos animais em grandes
€ ou pequena escala (Kinyua et al., 2016).

A biodigestdo anaerdbia consiste na degradacdo da
matéria organica pela agdo de microrganismos, em
um sistema fechado e na auséncia de oxigénio
(Santos e Lima, 2016). Ao final do processo, tém-se
a reducdo de sélidos volateis, producdo de biogas e
um efluente clarificado e estabilizado
microbiologicamente, que pode ser utilizado como
biofertilizante (Borges et al., 2016; Soares, 2018). A
utilizacdo dos efluentes de biodigestores anaerdbios
como biofertilizantes ou o seu descarte diretamente
no solo ou em ecossistemas aquaticos pode
representar um problema para a saude publica, pois
pouco é conhecido acerca da seguranga sanitéria
destes efluentes.
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Ao longo dos anos, tem sido relatado um aumento no
uso de antimicrobianos e biocidas na pecuéria. O uso
destes compostos na cria¢do animal, em sua maioria,
é para fins profiléticos e assegurar a produtividade e
a competitividade do setor (Loayza et al., 2020).

Os antimicrobianos sdo utilizados profilaticamente
em animais saudaveis, para interromper o0
desenvolvimento de uma infecgdo ou para promover
0 crescimento e acelerar o ganho de peso nos animais
(Fao e laea, 2019). Destaca-se que o uso de
antimicrobianos na assisténcia a salde humana e
animal estd sob intensa vigilancia. Fato que ndo
acontece com o0 uso de biocidas, esses compostos ndo
sdo0 monitorados regularmente, e a quantidade de
produtos aplicados ou utilizados permanece sem
fiscalizacio. E possivel que a enorme quantidade de
biocidas disseminados no ambiente possa, por si s,
induzir um risco bioldgico (SCENIHR, 2009).

Considerando que a maioria destes compostos
antimicrobianos e biocidas utilizados na medicina
humana e veterinaria sdo liberados inalterados no
meio ambiente, as preocupagdes com o0 impacto
ecoldgico de seus residuos no ambiente é crescente.
Portanto, 0 uso  excessivo de  agentes
antimicrobianos, bem como biocidas, na pecuéria
pode oferecer riscos & salde publica, por promover
um aumento significativo na prevaléncia de
microrganismos com  mdaltipla  resisténcia a
antimicrobianos.

A diminuicdo da susceptibilidade aos biocidas vem
ganhando espaco, e ha evidéncias de co-selecdo
silenciosa  junto com o0s  antimicrobianos,
promovendo a evolucdo de bactérias potencialmente
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patogénicas (Ghanem e Haddadin, 2018; SCENIHR,
2009). Embora a resisténcia aos antibiéticos seja um
tema amplamente estudado, a analise da
susceptibilidade bacteriana a biocidas é escassa.

A E. coli é um microrganismo que esta presente tanto
no meio ambiente (solo e agua), como também na
microbiota intestinal de humanos e animais, como
um comensal e, usualmente, permanece no limen
intestinal do hospedeiro (Méric et al., 2016). A
persisténcia de linhagens de E. coli resistentes no
ambiente é um problema de sadde publica, pois esta
bactéria pode circular entre humanos e animais seja
por meio da alimentacdo, 4gua e do meio ambiente,
sendo sua transmissdo influenciada por migracdes
humana e animal (Estrela, 2018).

Tendo em vista o cendrio atual, onde a disseminacao
de bactérias multirresistentes tem limitado as op¢des
terapéuticas para o combate as infeccGes, a busca por
conhecimento sobre a susceptibilidade e resisténcia é
de extrema importdncia, a fim de tracar novas
estratégias de controle sobre estes microrganismos.
Diante disso, o0 presente trabalho teve como objetivo
avaliar as caracteristicas fisiologicas relacionados a
susceptibilidade aos biocidas de linhagens de E. coli
isoladas de afluente e efluentes de um biodigestor
anaerébio operado com dejetos bovinos em
temperatura ambiente localizado na Embrapa Gado
de Leite — Juiz de Fora/MG.

MATERIAL E METODOS

Diferentes amostras de afluentes e efluentes foram
coletadas a partir de um biodigestor operado em
sistema continuo, mantido em temperatura ambiente.
O substrato utilizado para abastecimento do
biodigestor é proveniente de dejetos de bovinos
leiteiros do Campo Experimental José Henrique
Brusqui, em Coronel Pacheco - MG pertencente a
Embrapa Gado de Leite. A partir destas amostras
foram isoladas 100 linhagens de E. coli, sendo 50 do
afluente e 50 do efluente. Inicialmente, foram feitos
repiques das amostras em meio seletivo - Agar
Eosina Azul de Metileno. Os isolados foram
armazenados em freezer a — 80° C até a realizacao
dos ensaios.

A susceptibilidade aos biocidas foi avaliada
conforme técnica disco-difusdao (CLSI, 2019), com
adaptacBes. Foram avaliados os biocidas: hipoclorito
de sbdio 2%, diglicolato de clorexidina 2% e
iodopolividona 10%. Os biocidas foram selecionados
em funcédo da sua utilizagdo na rotina dos hospitais e
por seu uso disseminado na populagao.

Os indculos foram ajustados para o padrdo 0,5 da
escala de MacFarland. As suspensdes bacterianas
foram semeadas sobre a superficie das placas
contendo meio &gar Mueller Hinton. Foram
adicionados discos de papel filtro estéril (6mm) e
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inoculado 5 pL dos biocidas selecionados. As placas
foram incubadas por 24h em estufa a 35° C, em
seguida foram feitas as medi¢Bes dos halos de
inibicdo gerados em torno dos discos de papel filtro.
A linhagem controle, Escherichia coli ATCC 25922
foi avaliada e submetida as mesmas condicBes de
ensaio.

Os resultados foram avaliados através da férmula
estatistica da andlise de variancia (ANOVA). A
variacdo nos resultados dos testes, foi analisada pelo
teste T-student, sendo considerado estatisticamente
significativo p <0,05 (95%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas 100 linhagens de E.
coli isoladas a partir do processo de biodigestdo, no
intuito de analisar se este processo é capaz de alterar
as susceptibilidades aos biocidas utilizados na rotina
hospitalar e doméstica.

Pela Figura 1 é possivel observar um resultado da
inibicdo do crescimento microbiano formado pela
adicdo dos biocidas: Hipoclorito de Sodio 2%;
Diglicolato de Clorexidina 2% e lodopolividona
10%.

*efluente

*afluente

Figura 1. Efeito antimicrobiano dos biocidas sobre
linhagens de E. coli isoladas do afluente e efluente de
biodigestor anaerobio operados em temperatura
ambiente.

Legenda: 10 = iodopolividona; HIP = hipoclorito de
sodio; CLO = diglicolato de clorexidina.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.
Ao comparar a média dos halos de inibicdo entre o
grupo afluente e efluente, para diglicolato de
clorexidina 2% é possivel verificar uma reducéo
significativa na inibicdo do crescimento no grupo
efluente, evidenciando uma menor suscetibilidade
neste grupo. Este resultado sugere uma menor
susceptibilidade a clorexidina ap6s o processo de
biodigestdo. Para os biocidas, hipoclorito de sodio
2% e iodopolividona 10%, ndo foi verificado
diferengas significativas entre os grupos.
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Tabela 1. Avaliacdo da susceptibilidade aos biocidas
de amostras de Escherichia coli isoladas dos
afluentes e efluentes de biodigestores operados em
temperatura ambiente.

Meédia do diametro do

Biocidas halo de inibicdo (mm)e Valor
desvio padréo dep
Afluente  Efluente
(n=50) (n=50)
lodopolividona 6,04 7,09 0,251
10% (0,167) (0,069)
Hipoclorito de 6,72 7,18 0,864
sodio 2% (0,085) (x0,079)
- 19,23 17,93 0,014*
Clorexidina 2% (0,293) (£0,431)

Fonte: autor

Os biocidas avaliados neste trabalho sdo comumente
utilizados para controlar o crescimento de
microrganismos patogénicos ou para elimina-los de
objetos, superficies ou da pele. A eficcia da agdo de
antissépticos e desinfetantes variam com 0s
diferentes tipos de microrganismos (Machado et al.,
2010).

A definicdo de resisténcia biocida permanece um
tanto incerto, alguns sugerem que a resisténcia ¢ uma
diminuicdo na suscetibilidade, enquanto outros
sugerem que as bactérias que sobrevivem a exposicdo
biocida em qualquer concentracdo utilizavel sao
consideradas resistentes (Meade et al., 2021).
Segundo Bock (2019) espécies Gram negativas,
como E. coli, sdo menos permedveis aos biocidas
devido & presenca de uma membrana externa e
camada de lipopolissacarideos. As bactérias podem
modificar sua membrana, regular as bombas de
efluxo e iniciar a formacéo de biofilme em resposta a
exposicao a biocidas.

A reducdo na susceptibilidade aos biocidas, bem
como a capacidade de permanéncia de bactérias
patogénicas, em superficies de facil dispersdo pode
estar contribuindo com a co-selegdo silenciosa aos
antimicrobianos, tornando-se um problema mundial
de salde Unica. Esta contribuicdo, apesar de algumas
evidéncias, permanece ndo comprovada (Ghanem e
Haddadin, 2018).

A disseminacdo no ambiente de efluentes com
linhagens bacterianas que expressam  menor
susceptibilidade ao diglicolato de clorexidina, suscita
guestionamentos quanto a seguranga microbiologica
e posterior uso destes efluentes. E importante
salientar que estudos adicionais serdo necessarios.

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo
quanto ao perfil de susceptibilidade aos biocidas,
mostram que as linhagens de E. coli isoladas dos
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efluentes, foram menos susceptiveis ao diglicolato de
clorexidina 2% do que as linhagens isoladas dos
afluentes. Este resultado sugere possivelmente como
0 processo de biodigestdo é capaz de alterar as
caracteristicas dos microrganismos que serdo
liberados no ambiente.
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