Brazilian Journal of Development | 49091
ISSN: 2525-8761

Identificacéo e perfil de sensibilidade a antimicrobianos de bactérias
isoladas na biodigestdo anaerobia de dejetos suinos e bovinos

Identification and profile of antimicrobial sensitivity of bacteria
isolated in anaerobic biodigestion of swine and bovine waste

DOI:10.34117/bjdv8n7-029

Recebimento dos originais: 23/05/2022
Aceitacdo para publicacdo: 30/06/2022

Soraia Chafia Naback
Mestre em Ciéncia e Tecnologia do Leite e Derivados
Instituicdo: Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Centro
Universitario Presidente Antonio Carlos (UNIPAC)
Endereco: Rua José Lourenco Kelmer, S/N, Sdo Pedro, Juiz de Fora - MG,
CEP: 36036-900
E-mail: soraianaback41@hotmail.com

Alvaro José Fernandes
Mestre em Ciéncia e Tecnologia do Leite e Derivados
Instituicdo: Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Centro
Universitario Presidente Antonio Carlos (UNIPAC)
Endereco: Rua José Lourenco Kelmer, S/N, Sdo Pedro, Juiz de Fora - MG,
CEP: 36036-900
E-mail: alvaro.gerin@embrapa.br

Marlon do Valle Barroso
Mestre em Microbiologia Agricola
Instituicdo: Embrapa Gado de Leite, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Endereco: Rua Eugénio do Nascimento, 601, Juiz de Fora, MG, 36038-330, Brasil
E-mail: marlonvalle.bio@hotmail.com

Clérison Wagner Nascimento
Graduado em Farmécia; Mestrando em Ciéncia e Tecnologia do Leite e Derivados
Instituicdo: Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Centro
Universitério Presidente Antonio Carlos (UNIPAC)
Endereco: Rua José Lourenco Kelmer, S/N, Sdo Pedro, Juiz de Fora - MG,
CEP: 36036-900
E-mail: clerisonwn@gmail.com

Aline Dias Paiva
Doutora em Microbiologia Agricola
Instituicdo: Universidade Federal do Triangulo Mineiro Universidade, Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Fisioldgicas
Enderecgo: Av. Frei Paulino, 30, Nossa Sra. da Abadia, Uberaba - MG, CEP: 38025-180
E-mail: alinedpaiva@yahoo.com.br

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.7, p. 49091-49108, jul., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

49092

Marta Fonseca Martins
Doutora em Genética e Melhoramento
Instituicdo: Embrapa Gado de Leite
Endereco: Rua Eugénio do Nascimento, 601, Juiz de Fora - MG, CEP: 36038-330,
Brasil
E-mail: marta.martins@embrapa.br

Marcelo Henrique Otenio
Doutor em Microbiologia Aplicada
Instituicdo: Embrapa Gado de Leite
Endereco: Rua Eugénio do Nascimento, 601, Juiz de Fora - MG, CEP: 36038-330,
Brasil
E-mail: marcelo.otenio@embrapa.br

RESUMO

Os dejetos animais podem ser utilizados em biodigestores anaerdbicos com intuito de
produzir biogas e biofertilizante. Entretanto, a identificacdo e o conhecimento do perfil
de resisténcia a antimicrobianos da microbiota presente no composto se faz necessario.
Microrganismos presentes nas amostras foram identificados genotipicamente pelo
sequenciamento do rRNA 16S. O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi
determinado pelo método de disco-difusdo. Os grupos microbianos encontrados foram os
Bacilos Gram Negativos da familia Enterobacteriaceae e cocos Gram positivos. Quanto
a susceptibilidade aos antimicrobianos, para os isolados do género Staphylococcus a
penicilina foi a droga que apresentou o maior indice de resisténcia (78,9%), seguida da
oxacilina (57,9%), sendo a maioria dos isolados (94,7%) sensiveis a combinacdo de
ampicilina-sulbactam e ao levofloxacino (78,9%). Para os isolados do género
Enterococcus os maiores indices de resisténcia foram detectados para a rifamicina (48%)
e eritromicina (32%), com elevada sensibilidade ao levofloxacino (88%) e & vancomicina
(80%). As linhagens de Escherichia coli avaliadas apresentaram uma alta sensibilidade a
amicacina (85,7%) e a maior resisténcia se deu para o antimicrobiano ampicilina (42,8%).
A utilizacdo do biofertilizante gerado deve ser criteriosa devido a persisténcia de espécies
potencialmente patogénicas no efluente final, onde algumas das quais apresentam
relevante resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: microbiologia agricola, dejetos animais, salde unica.

ABSTRACT

Animal waste can be used in anaerobic digesters to produce biogas and biofertilizers.
However, the identification and knowledge of the antimicrobial resistance profile of the
microbiota present in the compound is necessary. Microorganisms present in the samples
were genotypically identified by 16S rRNA sequencing. The antimicrobial susceptibility
profile was determined by the disk-diffusion method. The microbial groups found were
Gram-negative Bacillus of the Enterobacteriaceae family and Gram-positive cocci. As
for antimicrobial susceptibility, for the isolates of the Staphylococcus genus, penicillin
was the drug that presented the highest resistance rate (78.9%), followed by oxacillin
(57.9%), with most isolates (94.7 %) sensitive to the combination of ampicillin-sulbactam
and levofloxacin (78.9%). For isolates of the Enterococcus genus, the highest resistance
rates were for rifamycin (48%) and erythromycin (32%), with high sensitivity to
levofloxacin (88%) and vancomycin (80%). The Escherichia coli strains evaluated
showed high sensitivity to amikacin (85.7%) and the highest resistance was to the
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antimicrobial ampicillin (42.8%). The use of the generated biofertilizer must be judicious
due to the persistence of potentially pathogenic species in the final effluent, where some
of which present relevant resistance to antimicrobials.

Keywords: agricultural microbiology, animal waste, unique health.

1 INTRODUCAO

A bovinocultura e a suinocultura estdo entre as atividades mais lucrativas do
agronegocio brasileiro, e 0 Pais ocupa posi¢do de destaque no cenédrio mundial estando
entre os principais produtores e exportadores de proteina animal na atualidade (Food and
Agriculture Organization of the United Nation, 2020). Embora tais atividades contribuam
para o desenvolvimento socioecondmico do pais, elas podem gerar problemas ambientais.
O setor pecuério esta relacionado diretamente com o desmatamento de areas florestais e
sdo responsaveis por uma das maiores fontes de emissdo de gases de efeito estufa na
atmosfera, principalmente, atraves da fermentacdo entérica e 0 manejo inadequado de
dejetos (Barros, et al., 2017). Além disso, o elevado nimero de animais nos sistemas de
confinamento contribui para o0 aumento de dejetos que séo liberados no ambiente (Kuriqi,
2016).

Dejetos ndo tratados gerados por bovinos e suinos constituem uma importante
fonte poluidora dos recursos naturais, podendo levar a desequilibrios ambientais e causar
agravos a saude, tanto em humanos quanto em animais (Arango-Osorio et al., 2019). Nas
ultimas décadas, diversos estudos sobre novas tecnologias referentes ao processo de
digestdo anaerdbia tém sido realizados. Efetivamente, para manejo adequado de residuos
organicos, tém sido empregados biodigestores como uma tecnologia ambientalmente
sustentivel eficaz e como ferramenta de desenvolvimento na economia circular
(Salvador, 2019).

Um dos principais produtos da biodigestdo anaerdbia de dejetos animais € o
biogas, uma fonte de energia renovavel, constituido por uma mistura de gas metano (65-
70%), didxido de carbono (30-35%) (Arango-Osorio et al., 2019). O biogas pode ser
utilizado em diferentes sistemas, como combustivel para geracdo de energia elétrica, no
funcionamento de motores e na geracdo de energia térmica, representando um ganho
econémico para o produtor (Kreusch et al., 2018).

Além da producdo do biogas, o residuo da biodigestdo anaerdébia de dejetos de

bovinos e suinos podem ser utilizados como biofertilizante. Dessa forma, os dejetos que
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antes constituia-se como uma importante fonte de contaminacéo ambiental pode se tornar
um recurso que auxilia no desenvolvimento da sustentabilidade da produgéo
agropecuaria, diminuindo os danos causados pela producdo animal ao meio ambiente
(Kunz, 2015). No entanto, tal finalidade requer a utilizacdo de dejetos tratados devido
possibilidade de presenca de bactérias patogénicas que apresentam resisténcia a multiplos
antibidticos com poder de contaminar o solo e se transformar num fator complicador para
a destinacdo deste residuo (Amador et al., 2019).

O uso excessivo de antibidticos terapéutico e subterapéutico na producédo animal
tem contribuido para a selecdo de microrganismos resistentes (Roushan, 2018) tornando
necessario identificar a populacdo bacteriana presente nos dejetos de suinos e bovinos,
assim como tracar o perfil fenotipico de resisténcia desses microrganismos, avaliando o
risco microbiol6gico dos mesmos na sua aplicac¢éo no solo.

Este trabalho avalia a biodigetdo anaerébia como processo de tratamento de
dejetos suinos e dejetos bovinos, avaliando microbiologicamente a presenca de
microrganismos, determinando nesses isolados a sensibilidade a antimicrobianos, com

interesse para saude Unica.

2 METODOLOGIA
2.1 COLETA DE AMOSTRAS E ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os experimentos foram realizados em dois periodos, inverno e verao, no ano de
2014. Os dejetos de bovinos e suinos foram coletados no Instituto Federal Sudeste de
Minas, no departamento de Zootecnia em Rio Pomba, Minas Gerais, Brasil. Os dejetos
foram acondicionados em tambor plastico revestido internamente com saco plastico e
transportados até a sede da Embrapa gado de Leite em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
Foram diluidos em &agua e peneirados para homogeneizacdo, remocdo de solidos
grosseiros e obtencdo de 6% de sélidos.

Foram utilizados oito biodigestores, mantidos ao ar livre. Quatro desses
biodigestores foram abastecidos com dejetos de bovinos e quatro com dejetos de suinos,
e operados durante 60 dias. O efluente dos oito biodigestores foi coletado nos tempos 30,
45 e 60 dias. A determinac¢do da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) nos afluentes e
efluentes foi realizada a partir da incubacao das amostras sob agitacao, por 5 dias a 20 °C
(APHA, 2005). Para a determinacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) as amostras
foram aquecidas em Termo Reator a 150 °C, por 2h, e a leitura foi realizada em Fotdmetro
Multiparametro (APHA, 2005).
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Solidos totais (ST) e sélidos volateis (SV) nos afluentes e efluentes também foram
determinados. Ainda alcalinidade foi determinada por titulometria com acido sulfurico
(IN) e a acidez foi determinada por titulacdo com hidroxido de sodio (1N), segundo as
normas APHA (2005). A temperatura dos biodigestores durante o processo fermentativo
foi determinada utilizando o equipamento Data Logger ONSET® e o volume de gas

produzido foi determinado com uso de um gasémetro.

2.2 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Para isolamento de enterobactérias e bastonetes Gram-negativos nao
fermentadores foi utilizado meio Eosina Azul de Metileno (EMB) (HiMedia
Laboratories, West Chester, PA, Estados Unidos). Para isolamento de cocos Gram-
positivos catalase positiva (CGP/C+) foi utilizado meio manitol (MAN) (HiMedia
Laboratories, West Chester, PA, Estados Unidos) e cocos Gram-positivos catalase
negativa foram em meio bile esculina (BE) (HiMedia Laboratories, West Chester, PA,
Estados Unidos). Foi coletado 1 mL de amostra foram transferidos para tubos contendo
9 mL de salina (0,9%). Posteriormente, foram realizadas diluic@es seriadas (102 a 10°) e
aliquotas de 100 pL foram plaqueadas em duplicadas usando a técnica de spread plate,
em seguida, foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds o crescimento, com o auxilio de
um contador de coldnias (Pholenix) foi realizado a enumeracdo das col6nias e as que
apresentaram caracteristicas fenotipicas diferentes foram isoladas para ensaios

posteriores e armazenados no banco de microrganismos da Embrapa Gado de Leite.

2.3 EXTRA(;AO DE DNAE IDENTIFICAC}AO MOLECULAR DOS ISOLADOS

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada utilizando o Kit Dneazy®
(Quiagen, Hildem, Alemanha). Para a quantificacio do DNA foi utilizado o
espectrofotdbmetro NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific) e as amostras foram diluidas
(20 ng/uL) para a realizagédo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A reacdo de PCR
foi realizada utilizando os primers universais 27F (AGA GTT TGATCC TGG CTC AG)
e 907R (CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT). As reacOes de amplificacdo foram
realizadas em um volume final de 25 pL, utilizando-se 9,0 puL de agua milli-Q, 12,5 pL
de GoTaq Master Mix 2x, 0,75 pL de primer F (10 uM), 0,75 pL de primer R (10 uM) e
2,0 UL de DNA (20ng/uL). A reacdo da PCR foi realizada em termociclador Gene Amp”
PCR System 9700, utilizando as seguintes condic¢des: temperatura inicial de desnaturagéo

a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto para a desnaturacao,
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58°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para a extensdo dos
primers. O ciclo de amplificagéo foi seguido por uma extensédo final a 72°C por 7 minutos
e os tubos foram mantidos sob refrigeracdo a 4°C. Os produtos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%), o gel foi corado com brometo de
etidio (0,2 pg/mL) e fotodocumentado sob luz ultravioleta.

O sequenciamento dos produtos de PCR foi feito pela empresa ACT Gene
Analises utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com
capilares de 50 cm e polimero POP 7 (Applied Biosystems). Todas as sequéncias obtidas
foram comparadas com as disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI) e o
alinhamento das sequéncias foi realizado usando o Algoritmo da ferramenta bésica de
pesquisa de alinhamento local para nucleotideos (BLASTn) (Altschul et al. 1990).
Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS).

2.4 PERFIL DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A avaliacdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi feita pelo método
de disco-difusdo, seguindo recomendacbes do CLSI (2012). Para os cocos Gram-
positivos foi avaliada a sensibilidade aos seguintes antimicrobianos: oxacilina (10
pg/mL), vancomicina (30 pg/mL), levofloxacino (5 pg/mL), rifamicina (5 pg/mL),
penicilina (10 pg/mL), eritromicina (15 pg/mL) e ampicilina/sulbactam (20 pg/mL),
enguanto para os Gram-negativos foram utilizados os antimicrobianos gentamicina 10
(ug/mL), levofloxacino (5 pg/mL), ampicilina (10 pg/mL), cefepime (30 pg/mL),
ampicilina/sulbactam (20 pg/mL), amicacina (30 pug/mL), piperaciclina/tazobactam (110
pg/mL) e meropenen 10 (ug/mL). Os halos ao redor dos discos contendo antimicrobianos
foram aferidos com o auxilio de um paquimetro e os resultados foram analisados

conforme as recomendacdes descritas pelo CLSI (2012).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da producdo de biogas foram analisados pelo programa SISVAR-UFLA
(Ferreira 2003) e comparados pelo teste T LSD para comparacdo das médias. As taxas de
frequéncia para a susceptibilidade aos antimicrobianos foram calculadas pelo
procedimento FREQ do SAS Windows (2001) e o nivel de significancia dos testes foram
de p <0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA E PRODUCAO DE BIOGAS.

Os resultados obtidos ao final dos 60 dias de TRH refletem o comportamento dos
dejetos durante a biodigestao anaerobia. Para os dois dejetos estudados o pH manteve-se
moderadamente &cido durante as duas esta¢des. Entretanto, os dejetos de suinos coletados
no inverno apresentaram uma maior variacdo da acidez volatil quando comparado aos
dejetos de bovinos, enquanto no verdo essa variacdo foi maior para os dejetos de bovinos.
Referente a alcalinidade, ambas as estacBes avaliadas, os dejetos de bovinos apresentaram

aumento quando comparado aos dejetos de suinos (tabela 1).

Tabela 1: Perfil dos parametros fisico-quimicos pH, acidez e alcalinidade, em mg/L, nas amostras de
afluente e efluente durante o processo de biodigestdo dos dejetos bovinos e suinos, com variagdo sazonal.

Parametros Ponto de _ Inverno _ _ Verdo i

Coleta Bovino Suino Bovino Suino
oH Afluente 6,7 6,77 6,96 6,73
Efluente 6,35 6,26 6,26 6,26
Acidez Afluente 639 828 300 820

Efluente 962 1661 1569 1868

Alcalinidade Afluente 6532 7763 5453 7590
Efluente 6868 8061 6438 8227

No periodo de inverno, a DBO dos dejetos de suinos apresentou uma maior
reducdo quando comparada a DBO dos dejetos de bovinos, enquanto no verdo foi
observado o inverso (maior reducdo na DBO para os dejetos de bovinos). Ja no que se
refere @ DQO foi observada maior reducdo para os dejetos de bovinos no inverno,
enquanto no verdo os dejetos de suinos apresentaram maior reducdo. Em relagdo aos
teores de solidos totais e volateis, os resultados mostram reducgdo do valor do afluente

para o efluente nas duas estacdes do ano para ambos os tratamentos (tabela 2).

Tabela 2: DBO, DQO, s6lidos totais e sélidos volateis, nas amostras de afluente e efluente durante o
processo de biodigestdo dos dejetos bovinos e suinos, com varia¢do sazonal.

Parametros Ponto de _ Inverno _ Verdo
Coleta Bovino Suino Bovino Suino
DBO mg/L Afluente 16875 23775 21325 24700
Efluente 13118 16112 9593 14925
DQO mg/L Afluente 93150 33500 133850 176000
Efluente 42437 23050 38850 52462
Solidos Afluente 54 43 56 68
Totais mg/L Efluente 43,45 33,25 46,25 35,5
Solidos Afluente 40 42 44 47
Volateis mg/L Efluente 32,35 24,75 36 21,5
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Os bovinos em geral sdo alimentados com alimentos de origem fibrosa
(volumoso), e produzem dejetos ricos em componentes fibrosos, acarretando uma
producao mais lenta de biogas. A producao volumétrica de metano ¢ influenciada pela
concentracgao de solidos volateis. Segundo Yadvika (2004), o valor de sélidos totais muito
alto ou muito baixo nos dejetos podem inibir o processo de fermentacio prejudicando a
produgdo de biogas.

As temperaturas internas dos biodigestores apresentaram valores maximos de
27,8°C no verdo e de 13,7°C no inverno. Ao longo das cinco primeiras semanas, a
producdo de biogas utilizando dejetos de bovinos ndo apresentou diferenca significativa
nas duas estacbes do ano avaliadas (p<0,05). J& na 6° semana houve diferenca
significativa com um aumento na producdo de biogas no verdo. A producdo de biogas
utilizando dejetos de suinos foi a mesma ao longo das semanas 1, 2, 4, 5 e 6, tanto no
verdo como no inverno, sendo observada diferenca estatisticamente significante somente
durante a 3° semana de producdo do biogéas. Portanto, os dejetos de bovinos apresentaram
maior variacdo na producdo de biogas que os dejetos de suinos, que mantiveram sua

producdo mais constante independente da estacdo do ano (tabela 3).

Tabela 3: Volume de biogas produzido (em m3) utilizando dejetos bovinos e suinos, nos periodos de
inverno e verdo

INVERNO VERAO

Semanas BOVINO SUINO BOVINO SUINO

I
I
Il
v
\Y
VI

0,011750a A
0,005750a A
0,004250a A
0,008500 a A
0,006000 a A
0,014000a A

0,026500 a A
0,041500a A
0,085000 b B
0,056750 b AB
0,038750a A
0,053250 b AB

0016333 a A
0,017500a A
0,039000 a AB
0,057000a B
0,064333a B
0,107125b C

0,030250a A
0,038000 a AB
0,039500 a AB
0,063000 a AB

0,067500 a B
0,061750 a AB

*linhas horizontais com letras mindsculas a comparacao entre os dejetos dentro da mesma semana, € nas
linhas verticais com letras mailsculas a comparagdo das semanas dentro do mesmo dejeto.

3.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Ao todo, 50 isolados sendo 33 provenientes de dejetos de suinos e 17 de dejetos
bovinos tiveram o sequenciamento do gene rRnA 16S, incluindo cocos Gram-positivos
(n=43), bacilos Gram-positivos (n=4) e bacilo Gram-negativos (n=3). Dentre os cocos
Gram-positivos foram identificados 4 géneros e 10 espécies distintas, sendo mais
prevalente o género Enterococcus e, dentre as espécies, Enterococcus faecium (n=21).

Esses resultados levam ao resultado final semelhante aos encontrados por
Macedo, et al. (2020), que destaca o risco da prevaléncia e persisténcia na dispersao da

resisténcia aos antimicrobianos. O predominio de Enterococcus e enterobactérias também
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foi reportado em outros biodigestores abastecidos com dejetos bovinos (Resende, et al,
2015). Alguns fatores contribuem para o predominio dos géneros Enterococcus e
membros da familia Enterobacteriaceae em efluentes de biodigestores. 1sso se deve ao
fato desses microrganismos habitarem o trato gastrointestinal de mamiferos e dessa forma
eles sdo eliminados através de suas fezes. Além disso, eles apresentam maior capacidade
de sobreviver em ambientes desfavoraveis, facilidade de metabolizar diversos substratos
e de rapida proliferacdo em varios tipos de ambientes (Singh et al., 2017; Sandberg et al.,
2016). Diversos estudos tém relatado a presenca de Escherichia coli resistentes a diversos
antibioticos (multirresistentes) isoladas dos dejetos de animais e de efluentes de sistemas
de tratamento com digestdo anaerdbia (Turbett et al., 2019; Branco et al., 2018; Manyi-
Loh et al., 2019).

As populacdes bacterianas podem variar em virtude do tipo e manejo dos dejetos
bem como as condic¢Bes do ambiente (Leite et al., 2017). Clostridium spp. e Bacillus spp.
sobrevivem as etapas de biodigestao anaerdbia, podendo ser disseminados pela aplica¢do
dos efluentes dos biodigestores (Palmer et al., 2019). Estudos tem relatado a presenca de
Clostridium botulinum nos dejetos de animais utilizados para alimentar os biodigestores,
que posteriormente, foi relacionado com a propagacéo desses patdgenos pelos efluentes
(Bagge et al., 2005; Markou et al., 2018).

A prevaléncia bacteriana € de suma importancia quando hé a utilizacao do efluente
dos biodigestores em fertirrigacdo, onde estes microrganismos serdo lancados no
ambiente e deverdo interagir com a microbiota do solo. Dentre as enterobactérias isoladas
e sequenciadas neste estudo, destaca-se a presenca de Escherichia coli (n=1), Shigella
flexneri (n=1) e Escherichia sp (n=1). (Tabela 4).

Tabela 4: Identificacdo molecular dos isolados bacterianos selecionados.

Tipo de dejeto Amostra Identificacdo molecular Identidade NuarQ:Srs%de
Suino SCP 001F Enterococcus hirae 86% KX752873.1
SCP 005F Enterococcus faecium 81% KX185054.1

SCP 006F Enterococcus faecium 82% KP261836.1

SCP 007F Enterococcus faecium 86% KP261836.1

SCP 008F Enterococcus faecium 85% KP261836.1

SCP 011F Enterococcus faecium 88% KP261836.1

SCP 012F Enterococcus faecium 79% KU324893.1

SCP 013F Arthrobacter sp 83% KU363017.1

SCP 021F Enterococcus faecium 86% KP261836.1

SCP 023F Staphylococcus lentus 67% JX415369.1

SCP 024F Enterococcus faecium 82% KP261836.1

SCP 032F Enterococcus faecium 83% KP261836.1

SCP 036F Enterococcus faecium 86% KP261836.1

SCP 046F Enterococcus hirae 81% KM016947.1
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SCP 047F Enterococcus faecium 82% JX847619.1
SCP 050F Enterococcus faecium 83% KP261836.1
SCP 054F Enterococcus sp 84% AB682475.1
SCP 086F Staphylococcus simulans 82% KP202162.1
SCP 087F Staphylococcus simulans 81% KX348374.1
SCP 090F Clostridium bifermentans 7% KT633853.1
SCP 092F Clostridium bifermentans 85% KT598254.1
SBN 124F Enterococcus sp 82% KF621060.1
SBN 132F Enterococcus faecium 83% KP261836.1
SBN 135F Enterococcus hirae 76% KT261027.1
SBN 137F Shigella flexneri 83% LC090480.1
SBN 140F Enterococcus casseliflavus 100% KF668024.1
SBN 150F Escherichia coli 86% KX443706.1
SBN 152F Enterococcus faecium 83% KP261836.1
SCP154F Enterococcus faecium 83% KT368999.1
SCP 155F Enterococcus faecalis 81% JQ411244.1
SCP 157F Enterococcus hirae 84% KM016947.1
SBN 158F Enterococcus faecalis 85% JX536109.1
SCP 163F Enterococcus faecium 83% KP261836.1
Bovino BCPO02F Aerococcus sp 84% KC978874.1
BCPOO9F Staphylococcus aureus 85% JF168897.1
BCP 018F Enterococcus faecium 84% KP261836.1
BCP 019F Enterococcus faecium 85% KP261836.1
BCP 027F Staphylococcus sp 82% JN411552.1
BCP 039F Bacillus licheniformis 85% HQ911359.1
BCP 052F Aerococcus sp 89% HQ433478.1
BCP 071F Enterococcus pseudoavium 83% KU311979.1
BCP 076F Escherichia sp 80% JIN221546.1
BCP 079F Enterococcus faecium 84% KP261836.1
BCP 081F Enterococcus faecium 82% KP261836.1
BCP 083F Enterococcus faecium 85% KP261836.1
BCP 084F Aerococcus sp 84% HQ433478.1
BCP 102F Clostridium bifermentans 84% KT598254.1
BBN 142F Enterococcus faecalis 85% KC510232.1
BBN 145F Streptococcus lutetiensis 73% KC545902.1
BBN 167F Enterococcus hirae 76% KMO016947.1

3.3 DETERMINAQAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DOS ISOLADOS

Para a andlise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foram selecionados
31 isolados (21 provenientes de dejetos suinos e 10 de dejetos bovinos; 26 isolados no
periodo do inverno e 5 no periodo do verdo). Dos 31 isolados, 25 (80,6%) foram
resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados. Os cocos Gram-positivos
(n=29) apresentaram maior resisténcia a penicilina (41,3%), seguido por rifamicina
(24,13%). Os antimicrobianos levofloxacino e vancomicina foram os mais eficazes,
apresentando taxas de sensibilidade de 86,2% e 72,4%, respectivamente (tabela 5a).

Em relacdo ao género Enterococcus, 72,7% das linhagens foram resistentes a pelo
menos um dos antimicrobianos testados. Tal condicéo pode ser explicada pela resisténcia
intrinseca a alguns antimicrobianos presentes nesses microrganismos e também a
capacidade de aquisicdo de genes de resisténcia a diferentes antimicrobianos (Faron et

al., 2016). Para a espécie Enterococcus faecium, considerada a mais prevalente dentre as
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bactérias avaliadas, a maior taxa de resisténcia foi observada para a penicilina (23,5%),
seguida da eritromicina e rifamicina (17,6%). A maior taxa de sensibilidade foi observada
para vancomicina (94,11%), seguida de levofloxacino (82,35%).

A elevada resisténcia aos B-lactdmicos observada em Enterococcus deve se a
presenca de proteinas de ligacdo a penicilina de baixa afinidade juntamente com a
aquisicdo de genes resisténcia atraves da transferéncia horizontal de genes. Ja a resisténcia
intrinseca a antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos é devido a baixa capacidade
do antimicrobiano penetrar pela parede celular bacteriana (Menon et al., 2018; Miller et
al., 2016; Peyvasti et al., 2019) (tabela 5c).

O isolado identificado como Shigella flexineri apresentou resisténcia & ampicilina
e também a combinacdo de ampicilina/sulbactam, sendo que resisténcia intermediéria foi
observada para gentamicina. Para o isolado identificado como Escherichia coli foi

evidenciada resisténcia somente ao antimicrobiano amicacina (tabela 5b).

Tabela 5a: Perfil de susceptibilidade a antibioticos dos isolados cocos gram positivos obtidos a partir de
dejetos de bovinos.

Isolado VAN 0XA LVX PEN ERI RIF ASB

Aerococcus sp
Staphviococcus aureus
Staphvlococcus sp
Staphviococcus lentus
Entferococcus fascium
Entferococcus fascium
Enferococcus pseudoavium
Entferococcus fascium

Enferococcus faecium

Enferococcus faecium

m Sensivel m Resistente  Intermediario = N&do determinado; VAN: Vancomicina; OXA: Oxaciclina;
LVX: Levofloxacino PEN: Penicilina; ERI: Eritromicina; RIF: Rifampicina; ASB: Ampicilina +
Sulbactam.

Tabela 5b: Perfil de susceptibilidade a antibi6ticos dos isolados bacilos gram negativos obtidos a partir de
dejetos de suinos.

Isolado GEN LVX AMP PPT ASB ME

Shigella flexineri

m Sensivel m Resistente  Intermediario m ndo determinado; GEN: Gentamicina; LV X: Levofloxacino;
AMP: Ampicilina; CPM: Cefepime; AMI: Amicacina; PPT: Piperaciclina + Tazobactam; ASB:
Ampicilina + Sulbactam; MER: Meropenem.
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Tabela 5c: Perfil de susceptibilidade a antibi6ticos dos isolados cocos gram positivos obtidos a partir de
dejetos de suinos.

Isolado VAN OXA LVX PEN ERI RIF ASB

Arthrobacter sp.
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus hirae
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus sp.
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus hirae
Enterococcus faecium

m Sensivel m Resistente  Intermedidrio = N&o determinado; VAN: Vancomicina; OXA: Oxaciclina;
LVX: Levofloxacino PEN: Penicilina; ERI: Eritromicina; RIF: Rifampicina; ASB: Ampicilina +
Sulbactam.

O crescente consumo de proteina animal tem levado ao aumento especifico da
produgdo da carne dos suinos e do leite bovino para atendimento aos mercados
emergentes. Este aumento de producgéo decorre dos sistemas de criagdo em confinamento
que também concentram a geracao dos residuos. Em se tratando de satde Unica, onde
além dos cuidados na criagdo dos animais e da sua relagdo com a saide humana deve-se
atentar para as questdes da contaminacdo ambiental, esta questdo é fator determinante
(Spratt, E. et al.,, 2021). Além disso, é importante destacar a questdo do uso
indiscriminado de antibidticos, que foram amplamente utilizados na cadeia produtiva
animal e que hoje tem se tentado desabonar o produtor e os técnicos quanto a sua
utilizacdo desmedida.

Neste contexto, diversos estudos tém debatido sobre como o uso de antibi6ticos
na producdo animal pode contribuir na sele¢do de bactérias patogénicas multirresistentes
(Fang et al. 2018; Burow et al. 2019). Resende e colaboradores (2014), analisando o perfil
de sensibilidade de linhagens bacterianas isoladas de biodigestores operados com dejetos
bovinos, observaram que dentre os cocos Gram-positivos a maior resisténcia foi
observada para penicilina, de modo similar ao observado neste presente estudo.
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A presenga de bactérias resistentes a antibidticos oriundas de dejetos de animais
também tem sido reportada em outros trabalhos. Em um estudo realizado por Adesoji e
colaboradores (2016), ao avaliarem linhagens bacterianas isoladas de fezes de
abatedouros de animais, reportaram elevada resisténcia a varios antimicrobianos,
incluindo amoxicilina.

Assim como observado em nosso estudo, a elevada resisténcia a estes
antimicrobianos pode estar relacionada ao historico de uso desses antibioticos no manejo
e a producdo animal (Pereira et al., 2016; Pfeifer et al. 2010). Este uso contribui para a
selecdo de microrganismos naturalmente resistentes (intrinsecos) e por resisténcia
adquirida no ambiente, ou por linhagens presentes nas fezes dos animais. Além disso, a
presenca de concentracdes baixas de residuos de antibidticos presentes no esterco pode
contribuir na selecdo de bactérias resistentes a antibioticos (Fogolari, O. et al., 2018;
Pereira et al., 2016).

4 CONCLUSAO

A utilizacdo de dejetos de suinos e bovinos como biofertilizantes deve atender a
principios, que compreendem a obrigatoriedade de tratamento dos dejetos, visando a
reducdo do numero de patdgenos como, por exemplo, através da biodigestdo anaerdbia
para uma garantia da qualidade microbiol6gica dos mesmos. De acordo com os resultados
obtidos neste trabalho, fica evidente a presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos
nos dejetos animais, tanto suinos como bovinos, mesmo apds o tratamento com
biodigestdo anaerdbia. Dessa forma, o uso desses dejetos no processo de adubacao deve

ser feito com cautela.
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