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RESUMO

Os dejetos animais podem ser utilizados em biodigestores no processo de
biodigestdo anaerdbia, produzindo biofertilizante e gerando biogas e energia. Pelo
fato do processo biolégico produzir biogas e biofertilizante é importante identificar a
populacdo bacteriana, bem como seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar microbiologicamente a biodigestdo anaerdbia, e a
resisténcia a antimicrobianos de bactérias, em biodigestores de escala piloto,
alimentados com dejetos de suinos e com dejetos de bovinos, bem como comparar
0os métodos de identificacdo bioquimico e molecular. Inicialmente a morfologia dos
isolados bacterianos foi confirmada pela coloracdo de Gram, em seguida as
amostras foram identificadas fenotipicamente pelo método semi-automatizado BBL
Crystal Identification System® e posteriormente genotipicamente pelo
sequenciamento das amostras de rDNA 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 os cocos Gram positivos, com a prevaléncia de Escherichia
coli e Enterococcus faecium, respectivamente. Quanto a susceptibilidade aos
antimicrobianos, para os isolados do género Staphylococcus a penicilina foi a droga
gue 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 0s
maiores indices de resisténcia foram detectados para a rifamicina (48%) e
eritromicina (32%), com elevada sensibilidade ao levofloxacino (88%) e a
vancomicina (80%). As linhagens de E.coli avaliadas apresentaram uma alta
sensibilidade a amicacina (85,7%) e a maior resisténcia se deu para o
antimicrobiano ampicilina (42,8%). A utlizacdo do biofertilizante gerado pela
biodigestédo de dejetos suinos e bovinos deve ser criteriosa, devido a persisténcia de
espécies potencialmente patogénicas no efluente final, algumas das quais
apresentam resisténcia a antimicrobianos relevantes para o tratamento em humanos

e em animais.

Palavras-Chave: Biodigestdo anaerdbia. Biodigestores. Resisténcia bacteriana.

Dejetos animais.



ABSTRACT

Animal waste can be used in the anaerobic biodigestion process producing
biofertilizer and generating biogas and energy. Due to the production of biogas and
biofertilizer in the biodigestor, it is important to identify its bacterial population as well
as the antimicrobial susceptibility profile. The aim of this study was to evaluate the
diversity of enterobacteria and of Gram-positive cocci isolated from pilot scale
anaerobic biodigestors fed with porcine and bovine fecal matter and to compare
biochemical and molecular methods of identification. Initially, the morphology of the
bacterial isolates was confirmed by Gram staining, then the samples were identified
phenotypically by the semi-automated BBL Crystal Identification System®
biochemical kit, and finally genotypically by sequencing rDNA 16S.The antimicrobial
susceptibility profile was determined by the disc diffusion method. The microbial
groups found were the Gram negative bacilli belonging to the family
Enterobacteriaceae and the Gram- positive cocci, with the prevalence of Escherichia
coli and Enterococus faecium, respectively. For the Staphylococcus species, the
highest resistance rate was detected for penicillin (78,9%) and oxacillin (57,9%), with
the great majority (94,7%) susceptible to ampicillin/sulbactam and levofloxacin
(78,9%). For the isolates belonging to the genus Enterococcus, the highest
resistance ratios were detected for rifamicin (48%) and erythromycin (32%), and with
high susceptibility to levofloxacin (88%) and vancomycin (80%). The Escherichia coli
strains exhibited high susceptibility to amikacin (85,7%), showing the highest
resistance ratio to the antimicrobial ampicillin (42,8%). The use of biofertilizers
produced from the biodigestion of swine and bovine fecal matters must be judicious
due to the persistence of potentially pathogenic species in the final effluent, some of
which show resistance to relevant antimicrobial in the treatment of human and animal

infections.

Keywords: Anaerobic biodigestion. Biodigestors. Bacterial resistance.Animal waste.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de suinos existente no Brasil estd em pequenas propriedades e
unidades de producao familiar, e um dos maiores problemas no confinamento destes
animais € a grande producao de dejetos com alto potencial poluidor (ANGONESE et
al.,2006). A pecuéria leiteira destaca-se entre uma das maiores cadeias produtivas
do Brasil, ocupando a sexta posi¢do dentre os maiores produtores do mundo, sendo
que na regido sudeste do territorio brasileiro encontra-se o maior rebanho leiteiro,
que gera mais de 100 milhGes de toneladas de dejetos por ano (IPEA, 2012).

Desta forma, tanto a criacdo de suinos como a cria¢do de bovinos, produzem
grandes quantidades de dejetos, e estes quando ndo tratados, constituem uma
importante fonte poluidora para o solo e agua, podendo levar a desequilibrios
ambientais e causar problemas de salude tanto em humanos como em animais
(ANGONESE et al., 2006; AMARAL et al., 2004).

Em virtude do avanco tecnolégico os produtores rurais estdo aprimorando e
utilizando as energias renovaveis como uma alternativa tecnolégica, gerando 6timos
resultados, com melhoria na gestdo dos recursos econdmicos, evitando 0s agravos
a saude humana e animal bem como a contaminacdo dos recursos naturais. Uma
dessas inovacgdes tecnoldgicas € o uso da biodigestdo na producdo do gas como
fonte de energia e como forma de reducdo dos gastos utilizando os biodigestores
para a producdo da energia a partir de dejetos suinos e bovinos e ainda o uso do
efluente como biofertilizante.

O uso do biodigestor € uma importante ferramenta, pois além de tratar os
residuos ele reutiliza parte da energia que seria perdida no processo produtivo,
através da producéo do biogas por digestdo anaerébia. E um método promissor de
producdo de energia, a partir de fontes renovaveis como o estrume animal, com
efeitos significativos na sustentabilidade ambiental e ainda representa um ganho
econdmico para o produtor.

Contudo ha a necessidade de identificar a populacdo bacteriana presente nos
dejetos suinos e bovinos, bem como sua resisténcia aos antimicrobianos, para

avaliar o risco microbioldgico dos mesmos (RESENDE et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar microbiologicamente a biodigestdo anaerdbia, e a resisténcia a
antimicrobianos de bactérias em biodigestores de escala piloto, alimentados com

dejetos de suinos e com dejetos de bovinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar as bactérias isoladas de biodigestores alimentados com dejetos
de suinos e com dejetos de bovinos.

e Comparar a identificacdo morfo-bioquimica e molecular dos micro-
organismos isolados.

e Determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das linhagens
bacterianas identificadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PECUARIA SUINA E BOVINA

A pecuéria suina destaca-se como uma importante atividade socioeconémica
no Brasil e contribui para a geracdo de empregos, especialmente na regido sul do
pais (MIEELE, 2006). Na regido oeste do Paranda, a suinocultura destaca-se como
uma importante fonte de renda, gerando aproximadamente 217 mil empregos
(IAPAR, 2000).

Os estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana concentram 1/3
do rebanho nacional, alojando aproximadamente 12 milhdes de suinos; a maior
produgdo encontra-se no estado de Santa Catarina, com 4 milhdes em 28.000
propriedades (BELLI FILHO, 1995).

O Brasil ocupa a quarta posicdo no ranking mundial, produzindo 38 milhGes
de suinos, o que representa 10% de toda a carne suina consumida no mundo
(BRASIL, 2013). A suinocultura destaca-se na sua producéo, exportagcao € no uso
de novas tecnologias no setor produtivo aumentando o consumo interno e
favorecendo o mercado externo. Estes fatores corroboram para que o Brasil esteja
entre os principais produtores de carne suina no mundo (MEINERZ et al., 2011).

A atividade suinicola é de suma importancia na economia brasileira, embora
esteja associada a um grande impacto ambiental, jA que é grande o volume de
dejetos produzidos pelos animais (AMORIM, 2002). A carga organica média
poluidora de um suino, em termos de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), é de
198,5¢g/animal/dia (ALVES, 1996).

A bovinocultura também é destaque no agronegécio brasileiro conforme o
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, proporcionando dois segmentos
lucrativos: a cadeia produtiva da carne e a do leite, que, juntos, contribuem com R$
67 bilhdes do valor bruto da renda. No ano de 2011, a producdo pecuaria nacional
foi de aproximadamente 212,8 milhdes de cabegas (MINAS, 2013).

No que se refere a pecuaria leiteira, o Brasil ocupa a sexta posi¢céo entre 0s
maiores produtores mundiais, gerando 100 milhdes de toneladas/ano de dejetos em
funcdo da producao de leite (IPEA, 2012). Segundo o IBGE (2013), o estado de
Minas Gerais produz 27,6% do volume de leite, ocupando o primeiro lugar no



16

ranking brasileiro. Estratégias como a melhoria do rebanho leiteiro, a dieta e o
confinamento, sdo usadas para aumentar a produtividade do animal. Entretanto, o
confinamento do rebanho apresenta-se como um potencial fator de poluicéo, devido
ao acumulo de seus dejetos (MATOS, 2005).

Neste contexto, embora a pecudria, tanto de suinos como de bovinos, tenha
favorecido o desenvolvimento socioecondmicos no Brasil, também contribuiu para a
geracdo de graves problemas ambientais, com o abundante nimero de animais e o
elevado volume de dejetos produzidos. Uma boa alternativa para minimizar esse
agravamento pode ser a producdo do biogas a partir da utilizacdo desses dejetos
(OLIVEIRA et al., 2010).

3.2 DEJETOS PRODUZIDOS PELA PECUARIA SUINA E BOVINA

3.2.1 Dejetos de Suinos

Os dejetos de suinos sao caracterizados como um residuo escuro, que varia
do cinza ao marrom ou preto, de consisténcia liquida ou pastosa. Os dejetos séo
constituidos por soélidos, urina, sobras de agua de bebedouros dos animais e agua
utilizada na limpeza dos locais de criacdo. Este efluente pode ser altamente poluente
para o ambiente (BELLI FILHO, 1995). Os principais constituintes desses dejetos de
suinos que afetam as &guas superficiais sao: matéria organica, nutrientes,
enterobactérias e sedimentos (BLEY JR., 2003).

Uma alternativa para a minimizacdo dos problemas com o manejo dos dejetos
€ a diminuicdo da geracao e o tratamento destes, como por exemplo, a utilizacao de
tanques de coleta, assim estes dejetos poderdo ser usados posteriormente na
adubacao; entretanto, essas praticas causam evidentes impactos ambientais, como
a liberacédo de gases volateis, poluicdo do solo e a proliferagdo de micro-organismos
patogénicos (OLIVEIRA et al., 2006). Outra forma de armazenamento e tratamentos
desses residuos é a construcdo de esterqueiras, que sao escavadas no solo e
revestidas de lona, alvenaria ou pedra, com tempo de retencdo hidraulica (TRH) de

120 dias para que haja a fermentacdo, com posterior diminuicdo da carga organica,
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apos esse periodo, ha a retirada do esterco, que podera sera usado em diferentes
plantacdes (KUNZ, 2005).

Uma técnica promissora para o tratamento dos dejetos € a biodigestao
anaerobia, posterior geracdo do biogas como uma fonte de energia renovavel
utilizada em diferentes sistemas (CHAE et al., 2008). Os dejetos de suinos tém étimo
rendimento para a geracdo do biogas (cerca de 560 m? de biogas), com percentual
de gas metano de 50%, demonstrando ser superior aos dejetos de bovinos, equinos
e de aves (COLATTO et al., 2011).

3.2.2 Dejetos de bovinos

Os dejetos provenientes de bovinos sé@o ricos em matéria organica e micro-
organismos patogénicos e, se manejados de forma inadequada, podem ser
responsaveis pela poluicdo do solo e de aguas superficiais e subterraneas. Esses
dejetos tém grande importancia sanitaria e funcionam como nicho ecoldgico,
oferecendo agua, abrigo e temperatura a muitos vetores, 0s quais estao associados
a transmissao de varias zoonoses, doencas intestinais e epidémicas. Esses residuos
também s&o reservatorios de Escherichia coli, usada como indicador de
monitoramento na reducdo de patdégenos presentes no esterco animal tratado em
biodigestores (LARSEN et al, 1994).

Os dejetos de bovinos séo fonte de adubo para a agricultura, no entanto
deve-se considerar a continuidade do ciclo biol6gico de varios patégenos, levando a
um potencial risco de contaminac¢éo dos animais (AMARAL et al., 2004).

As criacfes bovinas geram dejetos que podem ser liquidos, so6lidos ou mistos.
A producdo em média de urina e fezes do bovino € de 30 a 35 Kg/animal/dia,
podendo chegar e 40 Kg/animal/dia de estrume e 40 Kg/animal/dia de urina
(GOMES et al., 2014). Esses dejetos apresentam uma Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) de 18000 mg/L, pH de 7,5; concentracdo de solidos totais de 30500
mg/L e concentracdo de solidos volateis de 1200 mg/L (MENDONCA, 2009).

Embora o uso desses dejetos como adubo em plantacbes agricolas seja
comum, caso esses residuos ndo sejam tratados adequadamente, 0s mesmos
podem causar sérios prejuizos ambientais, atuando como vetores de doencas por

meio da contaminacédo do solo e da agua (OLIVER et al., 2008). Desta forma, &
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importante o incentivo para o tratamento adequado desses dejetos, com 0 objetivo
de minimizar os impactos ambientais. Diversos estudos e tecnologias tém sido
aplicados para agregar valor a esses residuos, como a implantacéo de biodigestores

para a geracao de biogas e biofertilizantes (GOMES et al., 2014).

3.3 APROVEITAMENTO DA BIOMASSA COMO FONTE ALTERNATIVA DE
ENERGIA RENOVAVEL

A biomassa € descrita como a massa total de matéria organica presente em
um ambiente vital, como as plantas, animais e seus dejetos, matérias organicas
produzidas em industrias de alimentos e industrias de madeira. Em 2001, Staiss e
Pereira relataram que os biocombustiveis solidos, liquidos ou gasosos, provenientes
dos elementos primarios da biomassa, poderiam ser convertidos em energias
térmica, mecanica e elétrica. Uma pequena fracdo da energia solar é armazenada
na forma de biomassa, essa energia € liberada por processos biolégicos
termoquimicos (SOUZA et al., 2004)

Em paises em desenvolvimento, a biomassa é responsavel por 35% do total
da energia produzida; em paises pobres, a biomassa contribui com 90% das fontes
de energia de forma ndo comercial, enquanto em paises industrializados é pouco
utilizada. Diversos estudos demonstram vantagens no uso da biomassa como fonte
de energia, podendo competir com o0s combustiveis fosseis (GENOVESE et
al.,2006).

O Brasil tem grande tradicdo no uso de fontes renovaveis: a energia
hidrelétrica contribui com 74% da geracao de toda a energia, a energia edlica e a
biomassa contribuem respectivamente com 0,4% e 4,7% da geracdo de energia
(BALANCO, 2011).

Ao contrario dos combustiveis fésseis, a biomassa formada durante o
processo da fotossintese ndo acumula dioxido de carbono na atmosfera, este sera
liberado e reaproveitado novamente no processo da fotossintese para posterior
formacao da biomassa. (SOUZA et al.,2004).

A geracdo de energia utilizando a biomassa proveniente de dejetos de
animais é uma alternativa tecnologica e promissora, uma vez que diminui o risco

ambiental causado por esses residuos e por ser economicamente viavel. Essa
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conversdo de energia da biomassa é feita por meio da biodigestdo anaerdbia,
gerando o biogés utilizado em queimadores ou em motores geradores (YADVIKA et
al., 2004).

3.4 BIODIGESTORES: UTILIZACAO E TIPOS

A india foi o primeiro pais a instalar um biodigestor para a producdo de
biogas, ainda em 1908. A China iniciou seu programa de implantacdo na década de
50 e em 1992 ja contava com 7,2 milhdes de unidades (ANDRADE et al.; 2002). No
Brasil, os biodigestores rurais surgiram na década de 80 com grande apoio dos
Ministérios da Agricultura pecuaria e Abastecimento e de Minas e Energia (COELHO
et al., 2006).

O biodigestor € um equipamento constituido por uma camara fechada, que
recebe o material organico a ser decomposto que produz biogas, o qual fica
armazenado na parte superior da camara (DEGANUTTI et al.,, 2002). Seu uso
favorece a sustentabilidade e integra as praticas agropecuarias por utilizar os
dejetos da pecuaria transformando-os em energia e adubo, agregando valor e
aumentando a producédo agricola (QUADROS et al., 2010). Os principais modelos de
biodigestor séo o indiano, o chinés e o canadense.

O tipo indiano é caracterizado por um cilindro vertical, construido com tijolos
revestidos por cimento e dividido em duas camaras, onde em uma delas é
conectado o tubo de entrada da biomassa e na outra conecta-se o tubo de saida.
Possui uma campanula flutuante, que funciona como gasémetro, feita de aco. Este
modelo flutua diretamente sobre o lodo em digestdo ou em um selo hidrico, que
mantém a pressao constante do gas, podendo ser operado de forma continua, com
descarga automatica, tendo como vantagem o descarte do uso do tanque de
compensacao (NISHIMURA, 2009).

Uma desvantagem do biodigestor indiano € o seu alto custo de implantacéo e
manutencdo da campanula flutuante, que deve ser metalica, o que favorece a
corrosdo e diminui a vida util. Uma alternativa muito utilizada no Brasil € a
construgdo da campéanula de fibra de vidro, reduzindo custo final da obra e
mantendo bons resultados (ANDRADE et al., 2002). Geralmente utiliza-se dejetos de

bovinos e de suinos para seu abastecimento, que deve ser de forma continua,
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sendo que esses residuos devem ter uma concentracao de soélidos totais inferior a
8% (DEGANUTTI et al., 2002).

O modelo chinés é feito de tijolos e totalmente enterrado no solo, com teto em
forma de abdboda e desprovido de gasémetro, o que reduz o custo da sua
implantagdo quando comparado ao indiano (NISHIMURA, 2009). Um dos
inconvenientes do biodigestor chinés € que, caso o teto abobodado ndo esteja bem
vedado e impermeabilizado, podera ocorrer vazamento do biogas (DEGANUTTI et
al., 2002). Outra desvantagem é a ocorréncia de oscilacdes da presséo do gas, que
podem ser altas e ndo serem suportados pelo equipamento, havendo liberagao para
a atmosfera. Esse biodigestor ndo apresenta descarga automatica, dificultando o
seu manuseio, ndo sendo, portanto, indicado para instalacbes de grande porte
(ANDRADE et al., 2002). Assim como no modelo indiano, sua alimentacdo deve ser
continua, com concentracdo de soélidos totais inferior a 8%, o que evita entupimento
e facilita a circulagéo do material (DEGANUTTI et al., 2002).

O modelo canadense, também conhecido como da marinha ou modelo baléo,
possui uma base retangular construida de tijolos e um gasémetro feito em manta
flexivel de PVC que é fixado em uma cinta de concreto que circunda a base e
coberto por uma geomembrana sintética de polietileno de alta densidade, revestindo
todo o perimetro do biodigestor (CALZA et al., 2015). E de facil transporte e de baixo
custo para implantacdo podendo ser construido diretamente sobre o terreno, sendo
uma vantagem para regides com nivel de lencol freatico alto. Possui facil
manutencdo e limpeza. Como desvantagem, apresenta uma vida Util curta (em
média 5 anos) e seus reatores sdo mais sensiveis as variacbes térmicas quando
comparados aos outros dois modelos relatados. Para sua implantacdo é necessario
um sistema com lastro, com a finalidade de regular a pressdo doadora de gas, e
recomenda-se que este tipo de biodigestor seja implantado em locais com
predominio de temperaturas altas e constantes (ANDRADE et al., 2002).

Os biodigestores rurais sdo, quase sempre, reatores anaerdbios simplificados
de primeira geracgéo, e apresentam semelhantes tempos de detencao hidraulica. Sao
projetados para atenderem ao tipo de material pelo qual sera operado, com
alimentacdo batelada (ou batch), continuo ou com alimentag¢éo mista ou semi-batch
(ANDRADE et al., 2002).

O tipo batelada é o mais simples, utilizado em casos de obtencdo periodica

dos residuos. Ja o de alimentacdo continua é proprio para materiais de fermentacéo



21

fluidos e uniformes, com mé&o de obra diaria e com producdo de biogas uniforme e
em quantidade maior em relacdo aos biodigestores alimentados em batelada. Para
biodigestor de alimentacdo continua é necessario que se acrescente agua aos
residuos, para que figuem mais fluidos, facilitando o funcionamento hidraulico e
acelerando o processo de fermentagcdo pelas bactérias metanogénicas. Quando a
alimentacdo € mista utiliza-se mais de um material para alimentar o equipamento,
como palha e dejetos de animais (ANDRADE et al., 2002).

Como vantagens da implantacdo de biodigestores tém-se a geracao de
energia por meio do uso do biogas, com reducao dos gastos na compra de energia.
Em comparagdo com outros sistemas de manejo e tratamento de dejetos, como as
lagoas e estergueiras, 0s biodigestores exigem menor tempo de retencao hidraulica.
Paralelamente ao uso dos biodigestores, obtém-se a producdo de biofertilizantes,
reducdo do impacto ambiental e ainda a diminuicdo na producdo de odores
causados pelos dejetos; além disso, ha ainda a reducéo da quantidade de diéxido de
carbono e de gas metano, com diminuicdo do efeito estufa (OLIVEIRA, 2004,
SALOMON, 2007).

As desvantagens sdo a dependéncia das condi¢Bes climaticas de certas
regibes para a producdo do biogas e a sensibilidade a descargas de detergentes e
desinfetantes. O modelo canadense produz gas com pressao variavel, necessitando
de um sistema de seguranca com queimadores (OLIVEIRA, 2004; SALOMON e
TIAGO FILHO, 2007).

3.5 PROCESSO DE BIODIGESTAO ANAEROBIA

Biodigestdo anaerObia refere-se ao tratamento da matéria organica em
condi¢cbes de anaerobiose, com producdo do gas metano (CHa4) e dioxido de carbono
(CO2). O processo da biodigestdo anaerébia € um avancgo tecnolégico, que resulta
na producdo de biogas e biofertilizante, gerando beneficios socioeconémicos ao
produtor rural e contribuindo para a reducdo dos impactos ambientais causados
pelos dejetos animais (MAGALHAES, 1986).

A degradacdo da matéria orgéanica é feita por micro-organismos procariotos
anaerobios facultativos ou anaerébios obrigatérios que fazem parte do grupo das

bactérias hidrolitico-fermentativas, bactérias acidogénicas, bactérias acetogénicas
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responsaveis pela producdo de hidrogénio e arqueas metanogénicas (ALVAREZ et
al., 2006; COTE et al., 2006; ORRICO JUNIOR et al., 2010). As bactérias
acidogénicas ou fermentativas sao responsaveis pelo processo inicial, hidrolisando
0s complexos organicos por meio de enzimas extracelulares, o que resulta na
formacgéo de 4cidos graxos de cadeia curta (acidos acético, propidnico e butirico), Hz
e COg; estes produtos serdo utilizados pelas bactérias acetogénicas na producéo de
H2, CO2 e acetato, que serdo metabolizados pelas bactérias metanogénicas para
geracao do biogas, CH4 e CO2 (COLEN, 2003).

O processo de biodigestdo pode ser dividido em 4 etapas: hidrolise,
acidogénese, acetogésene e metanogénese.

A fase hidrolitica consiste na transformacdo dos compostos de alto peso
molecular e dos compostos insolliveis, como carboidratos, proteinas, lipidios e
acidos nucléicos, em compostos sollveis menores, facilitando o acesso as células
bacterianas (AQUINO; CHERNICHARO, 2005). As bactérias fermentativas, também
conhecidas como hidroliticas dos géneros, envolvidas nesta fase secretam enzimas
e degradam proteinas a aminoacidos, carboidratos a acucares soluveis, e lipideos a
acidos graxos de cadeia longa e glicerina. A velocidade da hidrdlise influencia na
conversdo do material organico em biogas (MATA-ALVAREZ et al., 2000; SPEECE,
1983, VAN HAANDEL,; LETTINGA, 1994)

Na fase de acidogénese, os produtos gerados na fase hidrolitica séo
absorvidos pelas bactérias fermentativas, a maioria anaerdbias estritas,
pertencentes ao género Clostridium, Ruminococcus e Bifidobacterium, e
posteriormente excretados como &cidos graxos volateis, alcoois, acido latico, COz,
H2, NHs, H2S e outros. Nesta etapa é importante que todo material tenha sido
hidrolisado na fase anterior. Na fase de acidogénese, os produtos gerados na fase
hidrolitica sdo absorvidos pelas bactérias fermentativas, a maioria anaerodbias
estritas, pertencentes ao género Clostridium, Ruminococcus e Bifidobacterium, e
posteriormente excretados como acidos graxos volateis, alcoois, acido latico, COz,
H2, NHs, H2S e outros. Nesta etapa é importante que todo material tenha sido
hidrolisado na fase anterior (VAN HAANDEL; LETTINGA, 1994).

Na fase seguinte, a acetogénese, 0S micro-organismos sintroficos
acetogénicos transformam o propionato e o butirato em acetato, hidrogénio (Hz) e
CO2. Sdo denominados de sintréficos por serem dependentes de micro-organismos

consumidores de Hz. Na presencga de CO2 e Hz pode ocorrer a homoacetogénese,ou
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seja, a producéo de acetato a partir de CO2 e Hz, uma reagdo ndo muito comum ja
gue 0Ss micro-organismos homoacetogénicos sao superados pelos metanogénicos
(AQUINO; CHERNICHARO, 2005). As espécies bacterianas participantes na
acetogénese incluem Acetobacterium woddii, Clostridium bryantii, Desulfovibrio sp,
Desulfotomaculum sp, Syntrophomonas wolinii, Syntrophomonas  wolfei,
Syntrophusbus wellii (ZEHNDER, 1988).

A Ultima fase, que é a metanogénese, € caracterizada pela reducéo do acido
acético e formacdo de metano pelas arqueas metanogénicas acetréficas (ou
acetoclasticas), ou a redugcdo de CO:z pelas arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas. A etapa metanogénica limita o processo de biodigestdo, sendo as
arqueas metanogénicas acetroficas responsaveis por essa limitacdo (STEIL, 2001;
VANHAANDEL, LETTINGA, 1994).

O processo de biodigestdo anaerdébia pode ser resumido pelo esquema
abaixo:

Figura 1 — Esquema da digestdo anaerdbia de matéria organica complexa
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3.5.1 Fatores que afetam a biodigestao

a) Temperatura: Influencia diretamente na velocidade do metabolismo
bacteriano, no qual a atividade enzimatica € reduzida a 10°C e nula acima
dos 65°C. A faixa dos 20°C a 45°C corresponde a fase mesdfila, enquanto
que entre os 50°C e 65°C, temos a fase termofilica. A temperatura de
trabalho resultard do compromisso entre o volume de gas a produzir, o grau
de fermentacdo e o tempo de retencdo. A temperatura do substrato
influencia na velocidade do processo anaerdbio, atuando no crescimento dos
micro-organismos. Biodigestores operando na faixa termofilica produzem
maior quantidade de biogas e em um tempo menor se comparado a faixa
mesofilica (BERTOZZO, 2013; LUCAS JUNIOR et al., 1987).

b) pH: Segundo Specce (1983) o valor de pH deve estar entre 6,5 e 8,2 para
que ndo haja inibichio da metanogénese, uma vez que as bactérias

metanogénicas sdo as mais sensiveis a variacdes de pH.

c) Disponibilidade de nutrientes: ions inorganicos sdo essenciais para a
estimulacdo do metabolismo microbiano anaerdbio. A deficiéncia de ferro,
cobalto e niquel influenciam negativamente no tratamento dos efluentes
(SPEECE, 1983). Em estudo feito por Kelleher et al. (2002), a adicéo de 20
mM de FeSO4 em biodigestores abastecidos com cama de frango, levou ao
acréscimo de 42% na quantidade de metano produzido, com aumento nas
taxas de degradacdo de ST, SV, acidos graxos volateis e aumento das

bactérias metanogénicas.

d) Composicdo do material: A alimentacdo dos animais influencia a
composicdo do residuo gerado, sendo um fator crucial na producdo do
biogas. Moller et al. (2004), mostraram que animais alimentados com grande
qguantidade de alimentos volumosos produziram dejetos com componentes
fibrosos, levando a uma menor eficiéncia da biodigestdo e uma producao

mais lenta do biogas.
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e) Concentracdo de &cidos graxos volateis (AGV): Os AGVs sdo produtos
intermediarios da biodigestdo anaerobia, cujas altas concentracdes podem
levar a instabilidade entre as populac6es microbianas anaerébias. Segundo
Bigeriego et al. (1997), grandes quantidades de acidos reduzem o pH,

levando a reducao das bactérias metanogénicas.

f) Teor de soélidos totais (ST): Lucas Jr. et al. (1993), avaliando biodigestores
modelo batelada, encontraram uma maior producéo de biogas quando o teor
de Solidos Totais do substrato foi menor (8%) em relagdo a um teor de ST
de 16%.

g) Compostos toxicos, residuos de antibioticos, desinfetantes e pesticidas:
Séo substancias que influenciam de forma negativa a populagéo microbiana,
uma vez que estes residuos misturam-se aos dejetos apos a lavagem das
instalagcdes (AMORIM, 2002).

h) In6culo a ser utilizado: Segundo Torres Castillo et al. (1995), um melhor
rendimento do biodigestor é obtido quando sdo utilizados dejetos suinos e

bovinos.

i) Tempo de Retencdo Hidraulica: E o tempo necessario para a amostra ser
digerida e se da quando hd a maxima producao do biogas, o que influencia
diretamente na melhor qualidade do biofertilizante. E determinado pela
relacdo entre o volume do digestor e o volume diario introduzido (volume de
carga =agua + matéria organica) (MAGALHAES, 1986).

3.6 PRODUCAO DO BIOGAS

O biogas é também chamado de gas dos pantanos, foi descoberto em 1667,
mas tornou-se notdrio em 1884, quando Louis Pasteur apresentou o trabalho de um
dos seus alunos a Academia de Ciéncias, que discutia a fermentacdo da matéria

como fonte de energia e aguecimento (PECORA, 2006).
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Nos ultimos 150 anos, 0 uso em excesso do petroleo pelo homem levou a um
grande desperdicio de energia e ainda contribuiu para alteracdes climaticas e
ambientais (SACHS, 2007). Em virtude do crescimento populacional, do
desenvolvimento e implantacdo de modernas praticas agricolas e industriais, houve
um aumento da demanda de energia (SEIXAS et al.,, 2002). Essa situagcdo é
alarmante devido a escassez dos recursos fésseis. Desta forma, tem-se buscado
outras fontes de energia, como o uso dos dejetos animais para a producdo do
biogas, por meio do processo de biodigestdo anaerdbia (OLIVA et al., 2002).

A producao do biogas é uma potencial solucdo para reducao da emissao dos
gases do efeito estufa no agronegécio, destinado ao desenvolvimento rural
sustentavel (MIELE et al., 2014) e ainda é muito vantajosa, principalmente ao meio
ambiente, por diminuir a poluicdo causada pelos dejetos animais. No Brasil, as
condi¢cdes climaticas favorecem a producdo do biogas e dos biofertilizantes
(MOURA; PANNIR SELVAM, 2006).

O biogds € um gas composto por cadeias curtas de hidrocarbonetos,
constituido por 60% metano, 35% CO2 e 5% de outros gases, insolivel em agua e
sua combustéo € livre de residuos, resultante da fermentacdo anaerdbia de dejetos
animais, residuos vegetais, lixo industrial ou residencial em condi¢cdes adequadas
(LIVORATTI, 2009).

Os residuos pecuarios produzidos nas propriedades rurais sdo uma fonte
significativa para a producdo de biogas, o qual contribui para o desenvolvimento
sustentdvel nas zonas rurais e ainda proporciona aos agricultores novas
oportunidades de renda (CERVI et al., 2010)

Os tratamentos quimico, térmico e enzimatico dos dejetos animais sdo uma
forma de aumentar a producdo do biogéas, favorecendo a rentabilidade do processo
de biodigestdo anaerdbia. Castrilon e colaboradores (2013), mostraram que 0S
dejetos adicionados de glicerina otimizaram a producéo do biogas, e glicerina como
fonte de carbono, o que favorece a eficacia do processo.

A geracdo de energia térmica, elétrica e/ou mecéanica pode ser através do
biogas, contudo sua principal utilizacdo é na substituicido dos gases de origem
mineral, como Gas Liquefeito de Petréleo (GLP), usado como gas de cozinha, Gas
Natural (GN), usado em equipamentos domésticos, e Gas Natural Veicular (GNV),
podendo ser usado também em fogdes, lampifes, motores de combustédo interna,

geladeiras e etc. (biogas energia limpa). Com a geracdo de energia pelo biogas,
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pode-se obter os Certificados de Emissdes Reduzidas, conhecidos como créditos de
Carbono, que sédo certificados emitidos indicando que houve uma reducdo da
emissao de gases do efeito estufa. Apesar da queima do metano liberar didxido de
carbono (COz2), este processo continua valioso, pois metano tem um impacto no
efeito estufa 21 vezes mais danoso que o CO2 (RANZI; ANDRADE, 2004).

3.7 PRODUCAO DO BIOFERTILIZANTE E SUA UTILIZACAO

Considera-se biofertilizante o efluente produzido pelo biodigestor por meio da
fermentacdo anaerdbia da biomassa durante o processo da biodigestdo. E um
produto liquido enriquecido com matéria orgéanica, cuja utilizacdo € a adubacdo do
solo; sua producdo tem um baixo custo na agricultura e, em comparacdo com o uso
de fertilizante quimico, ndo gera problemas ao solo, como acidez e degradacédo do
mesmo, pelo fato de ter um pH levemente alcalino (BARBOSA, LANGER, 2011).
Segundo o BRASIL (2004), “biofertilizante € definido como um produto que contém
principio ativo ou agente organico, isento de substancias agrotoxicas, capaz de
atuar, direta ou indiretamente, sobre toda ou parte da planta cultivada, elevando sua
produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante”. O seu valor
hormonal ou estimulante”. O seu reconhecimento como insumo agricola se deu
através do decreto 4.954, de 14 de janeiro de 2004.

O biofertilizante contém células vivas ou latentes de micro-organismos
aerébios, anaerdbios e fermentadores (bactérias, leveduras, algas e fungos
filamentosos), metabdlitos e minerais organicos em solucdo aquosa (MEDEIROS;
LOPES, 2006). As proteinas, enzimas, antibioticos, vitaminas, toxinas, fenais,
ésteres e &cidos produzidos por micro-organismos constituem os metabdlitos
(SANTOS, 1996). A medida que ocorre a maturagdo dos biofertilizantes, ha a
reducdo desses metabolitos, permanecendo apenas 0S nutrientes minerais
(MEDEIROS; LOPES, 2006).

O método de preparo, o tempo de decomposicdo, a populacdo microbiana,
temperatura, pH e, principalmente, o material que da origem ao fertilizante,
interferem na sua composi¢cdo quimica (MEDEIROS e LOPES, 2006; SANTOS,
1992).
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O processo de fermentacdo na producéo de biofertilizantes € feita por micro-
organismos que apresentam 4 fases de crescimento celular: fase de laténcia,
crescimento exponencial, fase estacionaria e morte celular. E um processo continuo,
onde cada micro-organismo degrada compostos para 0 outro micro-organismo,
desenvolvendo uma relacdo de comensalismo que oferece beneficios para ambos
(D’ANDREA e MEDEIROS, 2002).

Na geracdo de 365 Kg de biofertilizante obtido de esterco bovino por ano,
tem-se por volta de 0,5 kg de nitrogénio, comparando-se com o esterco fresco. Uma
tonelada de dejetos de suinos gera em média 7 Kg de nutrientes, principalmente
nitrogénio, fosforo e potassio, dentre suas varias utilidades destaca-se a adubacéo
da cultura de milho para alimentacdo animal (ANDRADE et al., 2002).

O uso dos biofertilizantes apresenta vantagens, como a capacidade de
retencdo de umidade pelo solo, favorecendo o crescimento das plantas no periodo
de seca; melhoria na estrutura do solo, estimulando a oxidacdo da matéria organica
pelos micro-organismos do solo; aumento da velocidade de decomposicdo dos
micro-organismos e protozoarios, facilitando a assimilacdo dos nutrientes pelas
plantas; presenca de certos minerais essenciais ao crescimento das plantas
(BERTOZZO, 2013; CAEEB, 1981).

Os biofertilizantes apresentam a propriedade de controlar doencas em
plantas, agindo das seguintes maneiras: antibiose (presenca de antibiéticos em sua
composicdo) competicdo (presenca da comunidade microbiana), inducdo de
resisténcia (tanto microbiana como por compostos presentes), acao direta ou
indireta, fornecendo nutrientes as plantas (BETTIOL; GALVAO; TRATCH, 1998).
Seu uso tem sido indicado em cultivos organicos, na preservacdo do equilibrio
nutricional de plantas, no controle de pragas e doencas (BETTIOL, 2001; SANTOS,
2001).

A utilizagdo de residuos organicos como fertilizantes é uma forma de
transformar fontes de contaminagcéo ambiental em adubos, no intuito de minimizar a
insustentabilidade agricola (FOLEY et al.,, 2011). A aplicagdo de efluentes, 4guas
residuarias e dejetos animais em areas de cultivo fornecem um destino apropriado
para estes residuos e ainda reduz o uso de fertilizantes quimicos (BETTIOL;
GALVAQ; STRATCH, 1998).
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3.8 PREVALENCIA E PERSISTENCIA DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS
NOS BIOFERTILIZANTES

A aplicacdo do biofertilizante no solo e nas plantas apresenta inGmeros
beneficios, mas é de suma importancia sua avaliacdo sanitaria. Varios estudos tém
verificado a presenca e persisténcia de patdgenos importantes nos efluentes
gerados pelos biodigestores (WEHR, 2014).

Estudos tém demonstrado que Clostridium spp e Bacillus spp sobrevivem as
etapas de biodigestdo anaerébia, podendo ser disseminados através dos efluentes
gerados pelos biodigestores. Um estudo feito por Bagge et al. (2010), em uma usina
de biogas, identificou a presenca do Clostridium botulinum nos dejetos de animais
que iriam alimentar os biodigestores, correlacionando a propagacdo desses
patégenos nos efluentes.

Um trabalho feito por Cao et al. (2013), relatou a presenca de fungos,
actinobactérias e Phytophthora fluorescens na composicdo de esterco bovino, antes
e apos a biodigestdo, destacando que houve reducdo dos fungos; contudo,
populacdes de Bacillus spp e Pseudomonas spp permaneceram ap0s o processo de
biodigestao.

Em um trabalho realizado na Suécia, com 4 biodigestores em escala real,
todos os efluentes gerados apresentaram Escherichia coli e Enterococcus spp e
ainda bactérias esporuladas, como Clostridium spp e Bacillus spp (BAGGE et al.,
2005).

Thomson e Allen (1976) e Werres et al. (2007), destacaram a sobrevivéncia
de patdgenos de solo, pertencentes aos géneros Phytium e Phytophthora, nos
efluentes, a agua se reutilizada sem o devido tratamento pode disseminar esses
micro-organismos em pomares e Viveiros.

Seixas (1994), analisando os afluentes e efluentes de biodigestores operados
a temperatura ambiente com TRH de 50 dias abastecidos com dejetos de suinos,
verificou a permanéncia de Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, além de protozoarios como Entamoeba coli,
Endolimax nana e Balantidium coli.

Um estudo feito por Mateu et al. (1992), com biodigestores continuos com
TRH de 18 dias e biodigestdo mesofilica, evidenciou uma reducdo de 99% de

coliformes fecais de residuos de suinos. Outro trabalho feito por Schoken-Iturrino et
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al. (1995), constatou que houve a eliminacéo de Escherichia coli no efluente no TRH
de 35 dias, ndo sendo observada a mesma condicdo com TRH de 20 dias. Outros
patégenos, como Listeria monocytogenes, Yersinea enterocolitica, Salmonella spp,
Campylobacter e Vibrio, também sdo encontrados em dejetos animais ou em
efluentes gerados por biodigestores (RESENDE, 2013).

Um estudo feito por Garcia Feliz et al. na Espanha em 2007, determinou a
prevaléncia de Salmonella entérica em granjas de suinos. Salmonella sp é
predominante em efluentes, pois estdo no meio ambiente e € excretada por pelo
menos 0,1% da populagdo animal (VENGLOVSKY; MARTINEZ; PLACHA, 2006).
E necessario que mais estudos sejam realizados tomando como alvo de pesquisa a
prevaléncia e persisténcia de patdogenos nos efluentes gerados pelos biodigestores.
E importante conhecer a microbiota presente nos biofertilizantes, pois isso possibilita
um manejo mais adequado e seguro desses produtos, com a eliminagcdo de micro-
organismos potencialmente patogénicos (MEDEIROS; WANDERLEY;
WANDERLEY, 2003).

3.9 POPULACAO MICROBIANA PRESENTE NOS BIODIGESTORES

Os micro-organismos existentes nos biodigestores sdo organismos
procariotos e estdo enquadrados nos dominios Archaea e Bacteria. O Dominio
Archaea apresenta 5 filos: Euryarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota,
Thaumarchaeota e  Aigarchaeota. @ (BROCHIER-ARMANET; FORTERRE;
GRIBALDO, 2011). As arqueias do filo Euryarchaeota incluem as metanogénicas,
pertencentes as classes Methanobacteria e Methanomicrobia que estdo nas ordens
Methanobacteriales e Methanosarcinales das familias Methanobacteriaceae e
Methanosarcinaceae (SOWERS, 1995).

As arqueas metanogénicas sdo de crescimento lento e extremamente
dependentes de condi¢cfes Otimas para crescimento. Exigem vitaminas, minerais e
fontes de enxofre, entretanto ndo séo exigentes em relacédo as fontes de carbono.
Elas formam metano como principal produto de seu metabolismo (PAZINATO et al.,
2010). Alguns autores relataram o0 uso de estratégias para a manutencdo dessas
condi¢cdes otimas, como adicdo de nutrientes (TAKASHIMA e SPPECE, 1990),
adicao de sulfato ferroso para controle do potencial redox (THIELE e ZEIKUS, 1988),
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remocdo de CO: da fase liquida para manter o pH (VOOLAPALLI e STUCKEY,
1998).

No Dominio Bacteria estéo os filos Firmicutes, Bacteriodetes e Actinobacteria;
das classes Clostridia; Bacilli e Bacterioidia; que estdo nas ordens, Clostridiales;
Bacteroidales; Bacillales. Os filos Bacteriodetes e Firmicutes estdo em ambientes
anaerobios, fermentando celulose e amido. A celulose quando degradada leva a
formacdo de produtos menos complexos, como mondémeros de acucar, podendo
ocasionar uma mudanca na populacdo microbiana (KRAUSE et al., 2008).

Na fase inicial de hidrélise participam as bactérias fermentativas e ou
anaerodbias estritas, conhecidas como bactérias hidroliticas. Estdo enquadradas nos
géneros Clostridium, Micrococcus, Staphylococcus, Bacteroides e Fusobacterium
(CHERNICHARO, 2007).

Na fase de fermentacdo acidogénica ha a participacdo dos géneros
Bacteroides, Clostridium, Enterobacter, Escherichia, Citrobacter, Butyrivibrio,
Eubacterium, Lactobacillus, entre outros (SANT'’ANNA, 2010).

Na fase acetogénica, as bactérias estabelecem uma sintrofia com as arqueas
metanogénicas e com as bactérias homoacetogénicas. Sintrofia € a colaboracao de
duas ou mais espécies de micro-organismos para favorecer uma reacao quimica, 0s
géneros mais comuns que participam nessa colaboracdo sdo Syntrobacter e
Syntrophomonas (CHERNICHARO, 2007).

As bactérias homoacetogénicas sdo dos géneros Clostridium e
Acetobacterium (SANT'ANNA, 2010).

Na fase metanogénica as espécies incluem uma grande variedade
morfolégica (Cocos, bastonetes, cocos irregulares e bastonetes longos e
irregulares). Nos biodigestores anaerébios encontram-se 0Ss @géneros;
Methanobacterium, Methanococcus, Methanobrevibacter, Methanosarcina,
Methanospirillum e Methanotrix (SANT’ANNA, 2010).

E importante conhecer a cinética da biodigestdo para estimar o crescimento
microbiano e a producéo do efluente. Fatores nutricionais, fisicos e fisico-quimicos
interferem no processo, levando a escolha de um grupo de micro-organismos mais
adaptados (CHERNICHARO, 1997).



32

3.10 METODOS DE IDENTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS

Na microbiologia classica, as bactérias sédo identificadas por provas
bioquimicas, preparadas manualmente; no entanto essa identificacdo pode ser feita
por métodos automatizados, que permitem analisar varios substratos
disponibilizando um tempo menor quando comparado ao método manual (BECKER,
EIFF, 2011).

Por meio dos métodos manuais e automatizados varios géneros e espécies
bacterianas vém sendo descritos. A identificacdo baseada nas caracteristicas
fenotipicas torna-se cada vez mais dificil principalmente para identificacdo de cocos
Gram-positivos. Uma alternativa seria a associacdo das provas bioquimicas com
métodos moleculares, de modo a aumentar a eficacia da identificacdo bacteriana
(KIM et al.,, 2008). O sequenciamento do gene rDNA 16S permite identificar as
bactérias de forma mais confiavel além de oferecer uma outra vantagem que € a

identificacdo de bactérias intestinais nao cultivaveis (TRINGE et al., 2008).

3.10.1 Métodos classicos para identificacdo de micro-organismos

O isolamento e a caracterizacdo de isolados bacterianos por métodos
laboratoriais classicos de microbiologia evolvem cultura e testes fenotipicos os quais
sdo baseados em diferencas metabdlicas existentes entre as espécies bacterianas.
As culturas sdo técnicas de recuperacao dos patdégenos, no qual ha a multiplicacdo
de células viaveis em escala logaritmica, com posterior amplificacdo das amostras.
(KUMAR et al., 2006). Apesar da maioria das espécies bacterianas ndo serem
passiveis de cultivo, este ainda é utilizado para o diagnéstico, caracterizagdo da
sensibilidade a antimicrobianos na maioria dos laboratorios de analises clinicas, que
trabalham com amostras humanas e de animais.

A identificacdo bacteriana por meio de provas bioquimicas tradicionais, s&o
trabalhosas e demoradas podendo levar mais de 20 horas para a liberagcdo do
resultado ao passo que uma analise de PCR pode ser concluida em até 4 horas
(ZANGENAH et al., 2013). Os testes bioquimicos sao projetados para detectar a
presenca de enzimas produzidas pelas bactérias. Existem vérios tipos de testes

bioguimicos como por exemplo, os que detectam enzimas do catabolismo de
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aminoacidos envolvidas no processo de descarboxilagdo e desidrogenacao, testes
de fermentacéo entres outros. (TORTORA et al., 2016)

Para a identificagdo do género Enterococcus Facklan e Collins em 1998,
propés um esquema o qual ainda é muito utilizado, com algumas variacdes. Este
esquema identifica cocos Gram-positivos, catalase negativos, bile esculina positivos
e pyrrolidonilaril amidase (PYR) positivos, juntamente com a provas de fermentacéo
com diferentes carboidratos (arabinose, lactose, manitol, rafinose, ribose, sacarose,
sorbitol, sorbose e xilose), desaminacdo de arginina, verificacdo de motilidade,
deteccdo de pigmento amarelo, crescimento em 0,4% de telurito e crescimento em
piruvat. Como o numero de provas bioquimicas é bastante expressivo, alteracdes
foram propostas para facilitar a identificacdo e com isso diminuir o nimero de provas
bioquimicas (LIGOZZI et al., 2002).

O método mais utilizado para a identificacdo e quantificacdo de coliformes
totais e coliformes a 45 °C (ou termotolerantes) é o método classico de tubos
multiplos, ou “Numero Mais Provavel” (NMP) que ndo determina um numero
absoluto de micro-organismos mas sim um numero aproximado destes em uma
determinada amostra (FRANCO e LEITE, 2006). Este método convencional vem
sendo substituido por técnicas mais rapidas (HUNT e RICE, 2005), com um perfil de
sensibilidade e especificidade maiores que das técnicas convencionais.A
incorporacdo de substratos com indicadores cromogénicos e/ou fluorogénicos torna
a identificacdo mais rapida devido a eliminacéo da fase de subcultivos e testes para
identificagcéo de certos micro-organismos (MANAFI e KREMSMAIER, 2001).

A utilizagdo de substratos cromogénicos determinam simultaneamente
coliformes totais e termotolerantes presentes na amostra, devido a utilizacao
msomente de um meio de cultura, proporcionando uma maior rapidez do resultado.

Os substratos fluorogénicos permitem detectar coliformes totais e E. coli em
amostras liquidas e solidas. A cor azul verde do caldo indica a presenca de
coliformes, e a fluorescéncia azul sob luz UV determina a presenca de E. coli que é
confirmada pelo teste do indol (MERCK, 2009).
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3.10.2 Sistemas automatizados e semi-automatizados para identificacdo de

micro-organismos

A partir da segunda metade da década de 80 surgiram no mercado novas
técnicas automatizadas que facilitaram a identificacdo dos micro-organismos e
interpretagéo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos.

Galerias contendo provas bioquimicas, sédo utilizadas para a inoculacao das
bactérias que posteriormente sdo incubadas, os resultados sdo analisados e
anotados em formulério préprio. Um perfil numérico é criado para cada resultado
baseado na confiabilidade de cada teste, a interpretacdo dos resultados é
computadorizada e fornecida pelos fabricantes. Hoje em dia varios laboratdrios
dispdem destes sistemas para identificacdo de bactérias Gram positivas e Gram
negativas (SISTEMAS, 2002; BIOMERIEUX, 2005).

3.10.3 Métodos moleculares para identificacdo de micro-organismos

A implementacao dos métodos moleculares permite a obtencao, a partir de
um unico fragmento de DNA ou de RNA, de milhdes de copias idénticas, garantindo
suprimentos de material para sequenciamento, producédo de sondas em larga escala
entre outros (RUOFF et al., 1990).

A técnica da PCR promove a amplificacdo de um segmento de DNA
especifico. Os elementos necessarios para a execu¢do da PCR sdo matriz de DNA,
oligonucleotideos iniciadores, nucleotideos (adenina, timina, citosina e guanina) e a
enzima DNA polimerase. A funcdo dos oligonucleotideos iniciadores € especificar o
fragmento exato de DNA a ser amplificado. Os oligonucleotideos sdo pequenos
fragmentos de nucleotideos com uma sequéncia de DNA complementar ao
fragmento alvo do gene a ser detectado e amplificado (AVASHIA; GARYBYAN,
2013).

A reacdo da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) € levada ao
termociclador, que amplifica o DNA por meio da repeticdo de ciclos de temperatura,
onde ocorre primeiramente a desnaturacdo e separagdo das duas cadeias
complementares de DNA seguida pela hidridizagdo ou anelamento dos

oligonucleotideos iniciadores que se ligam ao segmento de DNA alvo devido ao
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decaimento da temperatura. Em seguida h& a duplicagdo, com a elevacdo da
temperatura, o que faz com que a enzima DNA polimerase estenda a cadeia
formada pelos oligonucleotideos iniciadores por meio da adicdo de nucleotideos. O
namero de moléculas de DNA copiadas tende a se duplicar a cada repeticdo dessas

trés etapas. O esquema esta evidenciado na Figura 2.

Figura 2 — Esquema do principio da técnica da PCR
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Fonte: Garibyan e Avashia (2013)

A utilizacdo do gene RNA ribossomal tem sido padrédo para a classificacdo
taxondmica molecular. O genel6S ribossomal esta presente em todos 0s procariotos
e é utilizado para caracterizar a composicao bacteriana de varios nichos ecologicos
(PACE, 1997). Este gene preserva regides que exercem a funcdo de iniciador de
amplificacdo e também inclui nove regides variaveis (V1-V9), facilitando a
diferenciacdo entre os membros de um mesmo taxon (WOESE, 1987). Com a
incorporacdo de novas tecnologias para o sequenciamento de DNA, a extensao dos
segmentos se aperfeicoaram, fazendo desta técnica uma excelente opcédo para a
identificagdo microbiana (TRINGE; HUGENHOLTZ, 2008). Contudo, a acuréacia do
PCR para diferenciacdo de espécies dentro de alguns géneros bacterianos, com por
exemplo Enterococcus, pode ndo ser satisfatorios exigindo a utilizacdo de métodos
complementares (TYRRELL et al., 1997).
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3.11 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sédo substancias de baixo peso molecular capazes de
eliminar (acéo bactericida) ou inibir o crescimento e a reproducédo das bactérias.
(KONEMAM et al., 2008)

Os antimicrobianos sdo drogas muito utilizadas na clinica veterinaria e seu
uso descontrolado pode levar a um aumento da resisténcia bacteriana, com
consequentes agravos a saude publica (SA, 2012).

A resisténcia a antimicrobianos se refere agueles micro-organismos que nao
sao inibidos por concentracdes de drogas antimicrobianas alcangadas no sangue ou
tecidos e que, normalmente, seriam suficientes para inibir ou eliminar a maioria dos
micro-organismos alvo (RODRIGUEZ et al.; 2000).

A resisténcia pode ser natural, por caracteristicas intrinsecas, e, por isso,
presentes em todas as estirpes, ou adquirida, devido a mutacdo ou recombinacéo
genética, através da aquisicdo de genes de resisténcia por meio de transferéncia
horizontal de genes (MARTINEZ e BAQUERO, 2000). Alguns micro-organismos
apresentam fendtipo de baixa susceptibilidade aos antimicrobianos (BONOMO e
SZABO, 2006). A resisténcia pode ser simples, quando o micro-organismo €
resistente a apenas uma droga, ou multipla, quando o micro-organismos resiste a
varias drogas. Essa multipla resisténcia em patégenos humanos é grave e pode
causar infeccdes de dificil tratamento (AMINOV; MACKIE, 2007).

O aumento na producdo em bovinocultura e em suinocultura favoreceu o
surgimento de varias doencas. O uso dos antibibticos, principalmente na racdo
animal, veio para controlar essas enfermidades. Entretanto, seu uso indiscriminado
favorece o aparecimento de linhagens bacterianas cada vez mais resistentes
(FEDORKA-CRAY et al., 1999)

Em 1950, foi descoberto que antimicrobianos usados em doses menores que
as doses terapéuticas favoreciam o aumento da produtividade do animal, funcionado
como promotores de crescimento (WITTE, 2000). Promotores de crescimento sao
substancias naturais ou sintéticas, colocadas nas racdes animais, com o intuito de
aumentar o peso do animal, melhorar a alimentacdo e a reproducdo contribuindo
para a reducdo da mortalidade (NICODEMO, 2001). Cerca de 90% dos
antimicrobianos de uso veterinario sdo administrados por via oral a suinos, bovinos e

aves, por meio da ragcao e da agua, com finalidade de aumentar o peso do animal,
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melhorar a producéo da carne e reduzir o volume de dejetos. Houve um aumento de
Escherichia coli apés o uso de carbodox, como preventivo da disenteria suina e no
tratamento de salmonelose. A utilizacdo de antimicrobianos como promotores de
crescimento tem contribuido para aumentar a resisténcia de micro-organismos
isolados na populacdo humana. Escherichia coli, de origem animal e resistente a
antimicrobianos, pode afetar humanos pela exposicdo ao ambiente ou ainda na
cadeia alimentar (VAN DEN BOGAARD et al.; 2000).

Bahnson et al. (1999), analisaram 2174 amostras de fezes de suinos,
identificando 352 amostras de Salmonella sp. Estas bactérias foram submetidas ao
teste de susceptibilidade a antimicrobianos e apresentaram resisténcia a amicacina,
ciprofloxacino, ceftriaxone e trimetropim/sulfametoxazol.

A multirresisténcia de Salmonella, devido a dietas ricas em antimicrobianos,
representam um risco a saude publica (LIMA, 2007).

As bactérias Escherichia coli, Salmonella sp, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis e Campylobacter sp., tém sido objeto de estudo de varios
trabalhos e programas de monitoramento sobre resisténcia a antimicrobianos
(PALERMO-NETO; TITZE, 2002).

Estudos demonstram a relagdo entre o uso de antimicrobianos de forma
abusiva em animais de producéo e o aparecimento de patbgenos humanos cada vez
mais resistentes aos antimicrobianos, o que representa um grave problema de
saude publica, dificultando a terapia das doencas em animais e humanos (MOTA et
al.; 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS ISOLADOS

As linhagens bacterianas utilizadas no presente estudo foram previamente
isoladas em trabalho anterior realizado por Fernandes (2016) onde foram utilizados
oito biodigestores construidos de PVC, cilindricos e com volume médio de 60 litros,
instalados ao ar livre, na sede da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora. Quatro
destes biodigestores foram alimentados com dejetos de bovinos e quatro com
dejetos de suinos, nos periodos inverno e verdo, do ano de 2014. Os dejetos
utilizados para o abastecimento foram provenientes do Departamento de Zootecnia,
do Instituto Federal Sudeste de Minas, campus Rio Pomba; os dejetos foram
acondicionados em tambor plastico e transportados até a sede da Embrapa Gado de
Leite, para operacao dos biodigestores.

As amostras compostas dos efluentes foram coletadas no periodo de 30, 45 e
60 dias, totalizando o tempo de retencao hidraulica de 60 dias. Posteriormente foram
realizadas as analises fisico-quimicas para determinacédo da demanda bioquimica do
oxigénio (DBO) e da demanda quimica do oxigénio (DQO), teores de soélidos
volateis, sdlidos totais, pH, alcalinidade e acidez volatil. As amostras dos afluentes e
efluentes foram encaminhadas ao Laborat6rio de Microbiologia do Rumen, na sede
da Embrapa Gado de Leite, onde foram realizadas As diluicdes seriadas (102 a 10°°)
em solucéo salina (0,9 % NacCl), para posterior semeadura, pelo método de spread
plate, nos seguintes meios seletivos aerébios:

a) Agar Eosina Azul de Metileno (EMB): para contagem total de bactérias da
familia Enterobacteriaceae, fermentadores e n&o-fermentadoras de
lactose

b)  Agar Hiperténico Manitol (MAN): para contagem de cocos Gram-positivos.
catalase positiva (CGP/C+)

c) Agar Bile Esculina (BE) suplementado com 0,01% de azida sédica: para
contagem de cocos Gram-positivos, catalase negativa (CGP/C-).

Apos contagem em placa, nos respectivos meios de cultura, seis unidades

formadoras de coldnias de cada placa foram selecionadas e novamente semeadas
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nos meios seletivos para confirmacdo da pureza. Apoés incubacéo por 24h a 37°C,
colonias isoladas foram transferidas para placas contendo meio Brain Heart Infusion
(BHI) e, apés crescimento, foram preparados os estoques em meio de congelamento
com glicerol 20%. Os isolados foram mantidos em freezer a -20 °C até o momento
da utilizagéo.

No presente trabalho antes de cada experimento, as amostras previamente

isoladas foram reativadas em meio BHI liquido, incubadas a 37°C, por 24 h.

4.2 AVALIACAO MORFO-TINTORIAL PELA COLORACAO DE GRAM

Para confirmacdo da morfologia, culturas em fase estacionaria foram
submetidas a coloracdo de Gram.

As amostras que nao estavam puras foram reisoladas utilizando meio
Triptona de Soja (TSA), sendo novamente realizada a coloracdo de Gram para
avaliacdo da amostra. As amostras ndo purificadas foram entdo excluidas do

experimento.

4.3 IDENTIFICACAO FENOTIPICA POR METODO BIOQUIMICO SEMI-
AUTOMATIZADO

Para a identificacdo bioquimica foi utilizado 59 isolados os quais foram
inicialmente reativados em caldo BHI e depois inoculados em placas contendo meio
TSA para CGP (n=48) e Agar MacConkey para BGN (n=11), incubadas a 37°C por
24h. Apos o periodo de incubagéo, as coldnias de CGP foram transferidas para o Kit
comercial BBL Crystal Gram-Positive Identification System® seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Este sistema € composto de painéis, bases, e fluidos
de inéculos. Cada painel contém 29 substratos desidratados (4 MU-B-D glicosideo,
L-valina-AMC, 4 MuU-n-acetil- B-D-Glicosaminida, 4 UM-fosfato, 4 MU- [-D
glicoronideo, L-isoleucina,-AMC, trealose, lactose, metil a e 3- glicosideo, sacarose,
manitol, maltotriose, arabinose, glicerol, frutose, p-n-p- B-D- glicosideo, p-n-p-B-D-

celobiosideo, prolina, e leucina-p-nitroalinida, p-n-p-fosfato, p-n-p-a-D- maltosideo,
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ONPG e p-n-pl- a-D-galactosideo, uréia, esculina, e arginina) e um controle de
fluorescéncia.

Para as amostras de BGN (n=11) foi utilizado o Kit comercial BBL Enteric/
Non Fermenter ldentification System®. Este sistema identifica bactérias Gram
negativas da familia Enterobacteriaceae, e bactérias Gram negativas néo-
fermentadoras. O sistema € constituido por 30 substratos desidratados ( arabinose,
manose, sacarose, melibiose, ramnose, sorbitol, manitol, adonitol, galactose,
inositol,  p-n-p-fosfato, p-n-p-a-B-glicosideo, p-n-p-a-B-galactosideo, prolina
nitroalinido, p-n-p bis-fosfato, p-n-p-xilosideo, p-n-p-a-arabinosideo, p-n-p-
fosforilcolina, p-n-p-glucoronideo, p-n-p-N-acetil-glucosaminida, y-L-glutamil p-
nitroanilido, esculina, p-nitro-DL- fenilalanina, uréia, glicina, citrato, acido malbdnico,
cloreto de tetrazolideo trifenil, arginina, e lisina. (SISTEMAS, 2002).

4.4.IDENTIFICACAO GENOTIPICA POR METODO MOLECULAR

4.4.1 Extracao de DNA total dos isolados bacterianos

A extracdo do DNA das amostras foi feita com o Kit Dneazy® (Quiagen,
Hildem, Alemanha), seguindo as recomendacfes do fabricante. A extracdo de DNA
foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular, na sede da Embrapa Gado de
Leite. Inicialmente, os isolados foram ativados em caldo BHI e incubados a 37°C, por
24h. Culturas bacterianas em fase estacionaria foram entéo utilizadas para extracéao
do DNA total. Para os cocos Gram-positivos, 500 pL de cada cultura foram
transferidos para microtubos e centrifugados (5000 g, 10 minutos); o pellet foi
ressuspendido em 180 pL de tampao de lise enzimética e 20 pL de lisozima (20
mg/uL). As amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C, por 30 minutos; em
seguida foram adicionados 25 pL de proteinase K (20 mg/uL) e 200 yL de tampéo
(Lysis buffer) AL sem etanol. As amostras foram incubadas em banho-maria a 56°C,
por 30 minutos e, em seguida, foram adicionados 200 pL de etanol 96°C; as
misturas foram transferidas para as colunas DNeazy Mini Spin, as quais forma
encaixadas em um tubo coletor de 2 mL. Em seguida as colunas foram
centrifugadas (8000 g, 2 minutos), os efluxos foram descartados e as colunas foram

transferidas para um novo tubo coletor de 2 mL, sendo adicionados 500 pL de
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tampao Buffer AW1 (Wash buffer 1). As colunas foram novamente centrifugadas
(8000 g, 1 minuto), os efluxos foram descartados, as colunas foram transferidas para
novo tubo coletor de 2 mL e adicionados 500 pL de tampéao Buffer AW2 (Wash buffer
2). As colunas foram centrifugadas (20.000 g, 3 minutos), transferidas para
microtubos de 1,5 mL e adicionados 110 puL do tampdo AE (Elution buffer)
diretamente na membrana de cada coluna. As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 minuto e, em seguida, centrifugadas (8000 g, 1 minuto);
apos centrifugacdo, as colunas foram descartadas e os microtubos contendo as
amostras foram incubados a -20°C.

Para os isolados Gram-negativos, 500 pL de cada cultura foram transferidos
para microtubos e centrifugados (5000 g, 10 minutos); o pellet foi ressuspendido em
180 uL de tampéo de lise enzimética e 20 pL de proteinase K. As amostras foram
agitadas em vortex e incubadas em banho-maria a 56°C, por 1h; os microtubos
foram agitados por 15 segundos e foram adicionados 200 pL de tamp&o AL e 200 pL
de etanol 96°C. As misturas foram transferidas para as colunas DNeazy Mini Spin,
as quais foram encaixadas em um tubo coletor de 2 mL. Em seguida as colunas
foram centrifugadas (8000 g, 2 minutos), os efluxos foram descartados e as colunas
foram transferidas para um novo tubo coletor de 2 mL, sendo adicionados 500 pL de
tampao AW1. As colunas foram novamente centrifugadas (8000 g, 1 minuto), os
efluxos foram descartados, as colunas foram transferidas para novo tubo coletor de
2 mL e adicionados 500 pL de tampao AW:2. As colunas foram centrifugadas (20.000
g, 3 minutos), transferidas para microtubos de 1,5 mL e adicionados 110 pL do
tampdo AE diretamente na membrana de cada coluna. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e, em seguida, centrifugadas (8000
g, 1 minuto); apds centrifugacdo, as colunas foram descartadas e os microtubos
contendo as amostras foram incubados a -20°C.

Apoés extracdo de DNA total de todas as amostras, a quantificacdo do DNA
(ng/uL) foi realizada em espectrofotometro NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific) e
as amostras foram posteriormente diluidas para 20 ng/uL para a realizacdo das

reacOes em cadeia da polimerase (PCR).
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4.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo da PCR foi realizada para os cocos Gram-positivos e bacilos Gram-
negativos) foi amplificado utilizando os primers universais 27F (AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG) e 907R (CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT). As reacdes de
amplificagéo foram realizadas em um volume final de 25 pL, utilizando-se 9,0 pL de
agua milli-Q, 12,5 pL de GoTaqg Master Mix 2x, 0,75 pL de primer F (10 uM), 0,75 pL
de primer R (10 uM) e 2,0 pL de DNA (20ng/pL). A reacao da PCR foi realizada em
termociclador Gene Amp” PCR System 9700, utilizando as seguintes condigées:
temperatura inicial de desnaturagéo a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
94°C por 1 minuto para a desnaturacdo, 58°C por 1 minuto para anelamento dos
primers e 72°C por 1 minuto para a extenséo dos primers. O ciclo de amplificag&o foi
seguido por uma extensao final a 72°C por 7 minutos e os tubos foram mantidos sob
refrigeracdo a 4°C. Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (1,5%), o gel foi corado com brometo de etidio (0,2 pug/mL) e

fotodocumentado sob luz ultravioleta.

4.4.3 Sequenciamento do rDNA 16S

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACT Gene
Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS)
utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com
capilares de 50 cm e polimero POP 7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes 60ng
foram marcados utilizando-se 2,5 pmol do primer 27F (AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG) e 0,5 pL do reagente Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart
(Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reac¢des de marcagao foram
realizadas em termociclador LGCXP Cycler com uma etapa de desnaturacgao inicial a
96°C por 3 minutos seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 55°C por 5
segundos e 60°C por 4 minutos. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas
pela precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10uL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems),
desnaturados a 95°C por 5 minutos, resfriados em gelo por 5 minutos e

eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram
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coletados utilizando-se o programa Data Collection2 (Applied Biosystems) com os
parametros DyeSet“Z”; MobilityFile“KB_3500_POP7_BDTv3.mob”; BioLIMS Project”
3500_Project1”; Run Module 1 “FastSeq50_ POP7_50cm_cfv_100"; e Analysis
Module 1 “BC-3500SR_Seq_FASTA.saz”.

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

Para os isolados classificados como 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, ampicilina/sulbactam 20 pg/ml. Para os isolados Gram-negativos foram
utilizados os antimicrobianos gentamicina 10 pg/ml, levofloxacino 5 pg/ml, ampicilina
10 pg/ml, cefepime 30 pg/ml, ampicilina/sulbactam 20 pg/ml, amicacina 30 pg/mi,
piperaciclina/tazobactam 110 pug/ml, e meropenen 10 pg/ml.

Os isolados foram pré-ativados em caldo Mueller-Hinton e incubados a 37°C,
por 24h. ApGs incubacao, as amostras foram suspensas em 3 mL de solucdo salina
(0,9 %) até obtencdo de uma solucao padrdo na escala 0,5 de MacFarland. As
suspensdes foram homogeinizadas e, com auxilio de um swab estéril, inoculadas
em placas contendo meio Mueller Hinton, de acordo com as recomendacdes do
CLSI (2012). Apos semeadura das amostras, os discos foram aplicados nas
superficies das placas com o auxilio de uma pin¢a estéril. Em seguida as placas
foram incubadas a 37°C, por 18 horas, e entdo avaliadas quanto a uniformidade do
crescimento bacteriano, presenca de contaminacdo e formacdo dos halos de
inibicdo. Os halos foram medidos com o auxilio de um paquimetro e os diametros
foram comparados aos descritos na tabela do CLSI (2012).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise dos dados foi feita de forma descritiva, a identificacdo bacteriana foi
feita pelo sistema BBL Crystal (SISTEMAS, 2002) e pelo Basic Local Alignment
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Search Tool (Blast). As taxas foram calculadas pelo procedimento FREQ do SAS
Windows (2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO BACTERIANA

As linhagens bacterianas utilizadas para o trabalho foram previamente
isoladas por Fernandes (2016) utilizando meios de cultivo seletivos para cada grupo
bacteriano. Os meios utilizados foram Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), Agar
Hipertdnico Manitol (MAN) e Agar Bile Esculina (BE).

A identificagdo bioquimica utilizando o kit semi-automatizado BBL Crystal
(Becton, Dickison and Company, EUA) foi realizada para a andlise de 59 isolados,
sendo 48 CGP provenientes de dejetos suinos (n = 44) e dejetos bovinos (n=4) e 11

enterobactérias, provenientes de dejetos suinos (Tabelal).

Tabela 1 — Isolados bacterianos, identificados pelo método bioquimico

Tipo de dejeto Amostra Identificagdo bioquimica

Suinos SCP 017 Staphylococcus equorum
SCP 023 Staphylococcus equorum
SCP 054 Staphylococcus equorum
SCP 179 Staphylococcus equorum
SCP 005 Staphylococcus saprophyticus
SCP 010 Staphylococcus saprophyticus
SCP 014 Staphylococcus saprophyticus
SCP 041 Staphylococcus saprophyticus
SCP 049 Staphylococcus saprophyticus
SCP 050 Staphylococcus saprophyticus
SCP 056 Staphylococcus saprophyticus
SCP 004 Staphylococcus haemolyticus
SCP 020 Staphylococcus haemolyticus
SCP 021 Staphylococcus haemolyticus
SCP 033 Staphylococcus vitulus
SCP 055 Staphylococcus cohnii ssp cohnii
SCP 175 Staphylococcus aureus
SCP 043 Staphylococcus simulans
SCP 178 Staphylococcus simulans
SCP 008 Enterococcus durans
SCP 012 Enterococcus durans
SCP 007 Enterococcus faecium
SCP 163 Enterococcus faecium
SCP 006 Enterococcus raffinosus
SCP 046 Enterococcus raffinosus
SCP 180 Enterococcus raffinosus
SCP 042 Enterococcus faecalis
SCP 013 Micrococcus luteus
SCP 183 Micrococcus luteus
SCP 024 Leuconostoc citreum

SCP 036 Leuconostoc citreum
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SCP 053 Leuconostoc citreum
SCP 181 Leuconostoc citreum
SCP 182 Leuconostoc citreum
SCP 031 Lactococcus lactis ssp hordniae
SCP 032 Lactococcus lactis ssp hordniae
SCP 064 Lactococcus lactis ssp hordniae
SCP 185 Lactococcus lactis ssp hordniae
SCP 011 Lactococcus lactis ssp lactis
SCP 035 Lactococcus lactis ssp lactis
SCP 059 Lactococcus lactis ssp lactis
SCP 184 Lactococcus lactis ssp lactis
SCP 174 Streptococcus uberis
SCP 001 Aerococcus viridans
SBN 015 Escherichia coli
SBN 016 Escherichia coli
SBN 133 Escherichia coli
SBN 144 Escherichia coli
SBN 150 Escherichia coli
SBN 186 Escherichia coli
SBN 187 Escherichia coli
SBN 188 Escherichia coli
SBN 189 Escherichia coli
SBN 190 Escherichia coli
SBN 152 Enterobacter asburiou

Bovinos BCP 002 Aerococcus viridans
BCP 003 Staphylococcus haemolyticus
BCP 009 Micrococcus luteus
BCP 044 Lactococcus lactis ssp lactis

BCP: bacilo coco positivo; SBN: suino bacilo negativo; SCP: suino coco positivo
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Segundo os resultados do método bioquimico foram identificados CGP
pertencentes a 7 géneros e a 18 espécies diferentes, sendo mais prevalente o
género Staphylococcus (n=20) e, dentre as espécies, Staphylococcus saprophyticus
(n=7). Dentre as bactérias Gram-negativas 91% dos isolados foram identificados
como Escherichia coli (n=10) e somente 1% dos isolados foi identificado como
Enterobacter asburiou (Figura 3).

Dentre as 77 amostras avaliadas pelo método de sequenciamento do gene
rDNA 16S, 50 amostras foram identificadas, incluindo CGP (n=43), enterobactérias
(n=3) e BGP (n=4) conforme Tabela 2. As demais amostras (n=27) ndo puderam ser

identificadas pelo método de sequenciamento utilizado.



Figura 3 — Prevaléncia de espécies bacterianas identificadas pelo método bioquimico
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 2 — Isolados bacterianos identificados pelo método de sequenciamento do gene

rDNA 16S

Tipo de dejeto Amostra Identificagdo molecular Identidade NuUmero de acesso

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
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


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1056795269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DWJPCAS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1051397874?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3STSHZMJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SU5UKNK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SVXKR5H015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWEEAZV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWYHYBP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/985655404?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=4DVY4DV5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1032809287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DWP4TW8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SU906FN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SW25UCY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWFUTPM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DWSCVT1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/685432773?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SUAKWAU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/411172661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SW45AAG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWHJTR6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359803678?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SX2D2AE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/788266138?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DWTS60X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1033837775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3ST5WW59015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/985742344?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3STW7F9Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/924504128?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SUDJJJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/557042496?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3SVSZ2R4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWVCBZK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/927338289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SXDRKF0014
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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 BCPOO2F Aerococcus sp 84% KC978874.1
BCPOO09F 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% JN221546.1
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% KM016947.1

BCP: bacilo coco positivo prime F; SBN: suino bacilo negativo prime F; SCP: suino coco
positivo prime F )
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Segundo a analise molecular foram identificados CGP pertencentes a 5
géneros e a 13 espécies, sendo mais prevalente o género Enterococcus (n=33) e,
dentre as espécies, Enterococcus faecium (n=21). Dentre as enterobactérias, os
isolados foram identificados como Escherichia sp. (n=1), Escherichia coli (n=1) e
Shigella flexneri (n=1) (figura 4).

A comparacao dos resultados obtidos com os dois métodos de identificacao
utilizados foi feita usando os critérios de classificacdo das espécies: dos 22 isolados
avaliados pelos dois métodos, apenas os isolados SCP 163 e SBN 150, SCP 007
provenientes de dejetos suinos, mostraram concordancia da espécie, sendo
identificados, respectivamente, como Enterococcus faecium e Escherichia coli e

Enterococcus faecium, pelos dois métodos. Outros 6 isolados (SCP 023, SCP 012,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/939106359?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DWGPFR4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/564759763?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3STP316V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040735539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3SU3C90N015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SVVEKK6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/917591354?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=3SW5PWNG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384236023?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWM4M5G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/685432773?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DW5J3UP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409696509?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=SCH01BE201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4DWVP44S015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/322154303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3STXZ07W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SURRJTH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SW9KYYW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345647381?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWRKP8W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325683921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SX8K6AN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313507470?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SCJ343NE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/342314749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SCHH54A1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3STFZY4C015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SU0CE9D014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWB6V4B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313507470?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SWTUCVN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/924504128?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3STHWTXH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459996600?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3SWNJAYH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/685432773?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3SX6K4SH014
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SCP 008, SCP 046, SCP 006, BCP 002) que correspondem a (27%), foram
identificados como pertencendo ao mesmo género, mas diferindo no que se refere a

espécie, segundo a avaliacdo pelo método bioquimico e molecular (Tabela 3).

Figura 4 — Prevaléncia de espécies bacterianas identificadas pelo método de
sequenciamento do gene rDNA 16S

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 3 — Espécies bacterianas, identificadas pelos métodos bioquimico e pelo método de
sequenciamento do gene rDNA 16S

Amostras Identificacdo bioquimica Identificagcdo Molecular
SCP 050 Staphylococcus saprophyticus Enterococcus faecium
SCP 005 Staphylococcus saprophyticus Enterococcus faecium
SCP 021 Staphylococcus haemolyticus Enterococcus faecium
SCP 023 Staphylococcus equorum Staphylococcus lentus
SCP 054 Staphylococcus equorum Enterococcus sp.
SCP 047 Staphylococcus xylosus Enterococcus faecium
SCP 012 Enterococcus durans Enterococcus faecium
SCP 008 Enterococcus durans Enterococcus faecium
SCP 006 Enterococcus raffinosus Enterococcus faecium
SCP 046 Enterococcus raffinosus Enterococcus hirae
SCP 007 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
SCP 163 Enterococcus faecium Enterococcus faecium

SCP 024 Leuconostoc citreum Enterococcus faecium


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1051397874
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406868965
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_359803678
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_411172661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_985655404
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_685432773
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
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SCP 036 Leuconostoc citreum Enterococcus faecium
SCP 032 Lactococcus lactis ssp hordniae Enterococcus faecium
SCP 011 Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
SCP 001 Aerococcus viridans Enterococcus hirae
BCP 002 Aerococcus viridans Aerococcus sp.

BCP 009 Micrococcus luteus Staphylococcus aureus
SCP 013 Micrococcus luteus Arthrobacter sp.

SBN 152 Enterobacter asburiou Enterococcus faecium
SBN 150 Escherichia coli Escherichia coli

BCP: bacilo coco positivo; SBN: suino bacilo negativo; SCP: suino coco positivo
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os métodos convencionais, incluindo morfologia, coloracdo pelo método de
Gram e perfil bioquimico, foram utilizados por muitos anos (HOLT et al, 1994). Como
avanco do conhecimento e devido ao fato de muitas bactérias serem de dificil
identificacdo por exibirem caracteristicas fenotipicas atipicas (DEASY et al., 2000),
surgiram novas metodologias para identificacdo bacteriana, incluindo os métodos
bioquimicos automatizados (TURNIDGE et al., 2011) e métodos moleculares, como
0 sequenciamento do rDNA 16S (MIZRAHI-MAN et al.; 2013)

A identificacdo morfolégica, as provas bioquimicas convencionais e os Kits
contendo substratos bioquimicos e enzimaticos, sdo técnicas ainda utilizadas, mas
apresentam divergéncias nos resultados dos Kits (HUDSON et al., 2003) e mesmo
identificagdo errbnea de bactérias tem sido relatados (ZANGENAH et al., 2013). A
inconsisténcia na identificacdo do mesmo isolado também foi observada no presente
estudo, visto que 65 % dos isolados avaliados (n=13) ndo foram identificados como
pertencentes a mesma espécie, ou sequer ao mesmo género, quando submetidos a
identificacdo bioquimica e molecular, para comparacdo. Os resultados
inconsistentes gerados pelas provas bioguimicas em comparacdo ao método
molecular podem estar relacionados ao fato de que o sistema bioquimico semi-
automatizado (BBL Crystal) ter sido desenvolvido para identificacdo de bactérias
isoladas de amostras clinicas oriundas de humanos e ndo de amostras ambientais.

Segundo Jorgensen et al. (1983), métodos bioquimicos automatizados nao
apresentaram confianca na identificacdo de Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium, diferente da andlise feita por PCR, que identificou de forma eficiente e
rapida tais bactérias. Essa eficiéncia e rapidez na identificagdo do género
Enterococus também foram evidenciados por Dias Neto et al. (2003).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1056795269
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_544582154
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460974468
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1032809287
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375284
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1040735539
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Um trabalho feito no Brasil por Frazdo (2014) comparando o método
bioguimico convencional e automatizado (Vitek 2) com o método molecular (rDNA
16S), para identificacdo de micro-organismos da microbiota de passaros
(papagaios), demonstrou que apenas 11,25% das amostras foram identificadas
como pertencentes & mesma espécie nas trés técnicas. Isto demonstra que 0s
resultados obtidos de 13,6% de coincidéncia das duas metodologias (semi-
automatizada e molecular) os resultados que foram obtidos neste trabalho séo
semelhantes ao mostrado por Frazdo (2014).

Donato (2007), selecionou 10 amostras para serem identificadas pelos
sistemas manuais (Facklam esquema Modificado 1 e esquema Modificado 2), semi-
automatizados (APl 20 Strep, BBL Crystal Gram-Positivo ID) e identificacédo
molecular (PCR); comparando os resultados obtidos pelo método BBL Crystal e os
resultados da PCR, o método semi-automatizado identificou 6 amostras como sendo
Enterococcus faecium, incluindo a estirpe controle Enterococcus faecalis (ATCC
29212). Ja4 os resultados obtidos pelo método molecular foram 8 amostras
Streptococcus spp e 1 Enterococcus ssp, confirmando a mesma diferenca que foi
encontrada neste trabalho.

Um estudo realizado por Barros e colaboradores (2009), visando a
identificacdo de Lactobacillus spp isolados de amostras de ingluvios e cecos de
aves, comparou o método bioguimico semi-automatizado APl 50 CHL® com o
método molecular da PCR multiplex; das amostras identificadas pelo método
bioquimico como Lactobacillus fermentum, nenhuma foi identificada como tal pelo
PCR multiplex.

Segundo Bosshard (2004), de 67 amostras de cocos Gram-positivos catalase
negativa identificadas pelo método bioguimico semi-automatizado APl 20, 42
amostras (62,6%) ndo apresentaram a mesma identificacdo segundo o método de
sequenciamento do rDNA 16S. Tal resultado € muito semelhante ao encontrado no
presente estudo, em que 65% das amostras identificadas pelo método bioquimico
(BBL Crystal) foram discrepantes, comparando-se com o método molecular (rDNA
16S).

De acordo com Herbel e colaboradores (2013), somente 0 sequenciamento
do genoma completo ou a PCR em tempo real serdo capazes de identificar, estudar

e analisar rapidamente e mais eficazmente as bactérias.
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5.2 PREVALENCIA BACTERIANA DAS AMOSTRAS ISOLADAS DOS DEJETOS
SUINOS E DOS DEJETOS BOVINOS

Considerando o método molecular como padrdo ouro para a identificacédo
bacteriana, das 50 amostras analisadas, a espécie mais prevalente foi Enterococcus
faecium (n=21). As populacdes de Enterococcus e Enterobacteriacea compreendem
bactérias amplamente distribuidas no ambiente, fazendo parte da microbiota
intestinal de humanos e animais (MURRAY, 1990). Estudos anteriores mostraram
gue populacdes de Enterococcus e Enterobacteriacea predominam em biodigestores
alimentados com dejetos de bovinos (BAGGE et al.; 2005). Resultados semelhantes
também foram encontrados por Resende (2013), que utilizou biodigestores
alimentados com dejetos bovinos, da pecudria leiteira, na qual evidenciou a
prevaléncia de Enterococcus e Enterobacteriaceae em amostras recuperadas de
afluentes e efluentes. As popula¢des bacterianas podem variar em virtude do tipo e
manejo dos dejetos bem como as condices do ambiente (SAHLSTROM et al.,
2004). Entretanto os resultados deste trabalho corroboram o que é encontrado na
literatura, e a prevaléncia bacteriana é importante quando ha a utilizacdo do efluente
dos biodigestores em fertirrigacdo, onde estes micro-organismos serao langados no

ambiente e deverao interagir com a microbiota do solo, por exemplo

53 ANALISE DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AS DROGAS
ANTIMICROBIANAS DE LINHAGENS BACTERIANAS ISOLADAS DOS
DEJETOS SUINOS E DOS DEJETOS BOVINOS

O perfil de susceptibilidade as drogas bacterianas foi avaliado para os
seguintes grupos bacterianos: CGP (n=45), sendo 34 isolados de dejetos suinos e
11 de dejetos bovinos (Tabela 4); ENT (n=8), sendo todos os isolados de dejetos
suinos (Tabela 5).

Para os CGP foram selecionados 40 isolados provenientes de amostras
coletadas durante o inverno e 5 durante o verdo; para as Enterobactérias todos os

isolados foram provenientes de amostras coletadas durante o periodo de inverno.
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As Tabelas 4 e 5 mostram o perfil de susceptibilidade dos isolados avaliados

diante dos antimicrobianos testados.

Tabela 4 — Resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de
disco difuséo para os CGP isolados de amostras dos dejetos suinos e dos dejetos bovinos

Isolado CGP Identificacdo Dejeto VAN OXA LVX PEN ERI RIF ASB
Staphylococcus haemolyticus BCP 003  Bovino _ S S S _ S S
Staphylococcus haemolyticus SCP 004  Suino _ S R R _ S S
Staphylococcus aureus BCP 009 Bovino _ R S R _ R S
Staphylococcus saprophyticus SCP 010  Suino _ R S R _ R S
Staphylococcus saprophyticus SCP 014  Suino _ S S S _ I S
Staphylococcus equorum SCP 017  Suino _ S S S _ S S
Staphylococcus haemolyticus SCP 020 Suino _ S S R _ S S
Staphylococcus haemolyticus SCP 021 Bovino _ R S R _ S S
Staphylococcus lentus SCP 023 Bovino _ S S R _ S S
Staphylococcus vitulus SCP 033  Suino _ S S S _ S S
Staphylococcus saprophyticus SCP 041 Suino _ R I R _ S S
Staphylococcus simulans SCP 043  Suino _ R R R _ S S
Staphylococcus cohnii ssp cohnii SCP 055 Suino _ R S R _ S S
Staphylococcus saprophyticus SCP 056  Suino _ R S R _ S S
Staphylococcus simulans SCP 086 Suino _ R S R _ R S
Staphylococcus simulans SCP 087  Suino _ S R R _ S R
Staphylococcus aureus SCP 175 Suino _ R S R _ R S
Staphylococcus simulans SCP 178  Suino _ R S R _ R S
Staphylococcus equorum SCP 179 Suino _ R S R _ R S
Enterococcus hirae SCP 001  Suino R _ S R R R _
Enterococcus faecium SCP 005 Suino S _ I S S R _
Enterococcus faecium SCP 006  Suino S _ S S S S _
Enterococcus faecium SCP 007 Suino S _ S S S S _
Enterococcus faecium SCP 008  Suino S _ S S S S _
Enterococcus faecium SCP 011 Suino S _ S S R S _
Enterococcus faecium SCP 012  Suino S _ S S R I _
Enterococcus faecium BCP 019 Bovino S _ S S S I _
Enterococcus faecium SCP 024  Suino S _ S S S R _
Enterococcus faecium SCP 032 Suino S _ S S I S _
Enterococcus faecium SCP 036  Suino S _ I S I R _
Enterococcus faecalis SCP 042 Suino S _ S S R I _
Enterococcus hirae SCP 046  Suino R _ R R R R _
Enterococcus faecium SCP 047 Suino S _ S S S S _
Enterococcus faecium SCP 050  Suino S _ S S S S _
Enterococcus sp SCP 054  Suino S _ S S I R _
Enterococcus pseudoavium BCP 071  Bovino S _ S S R S _
Enterococcus faecium BCP 079 Bovino S _ S S S I _
Enterococcus faecium BCP 081  Bovino R _ S R R R _
Enterococcus faecium BCP 083 Bovino S S S I S
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Enterococcus faecium SCP 154  Suino S _ S S I R _
Enterococcus faecalis SCP 155 Suino R _ S S I R _
Enterococcus hirae SCP 157  Suino R _ S R R R _
Enterococcus faecium SCP 163 Bovino S _ S S S S _
Enterococcus faecium BCP 187  Bovino S _ S S S R _
Streptococcus uberis SCP 174  Suino R R R R

VAN: Vancomicina; OXA: Oxacilina; LVX: Levofloxacino; PEN: Penicilina; ERI: Eritromicina;
RIF: Rifamicina; ASB: Ampicilina/Sulbactam. BCP: bacilo coco positivo; SCP: suino coco
positivo—: antibi6tico ndo testado.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Dos 19 isolados do género Staphylococcus avaliados, 15 linhagens (78,9%)
foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados. Dentre os
antimicrobianos avaliados, a penicilina foi a que apresentou o maior indice de
resisténcia (78,9%), sendo 12 isolados resistentes provenientes de dejetos suinos e
3 de bovinos, seguida da oxacilina (57,9%), que ndo apresentou atividade contra 9
linhagens isoladas de dejetos suinos e 2 de dejetos bovinos. No caso da rifamicina,
31,5% dos isolados apresentaram resisténcia (5 isolados de dejetos suinos e 1
dejeto bovino). Os antimicrobianos ampicilina-sulbactam e levofloxacino foram os
mais eficazes, sendo observados os maiores indices de sensibilidade: 94,7 % (14
isolados de dejetos suinos e 4 de bovinos) e 78,9 % (11 isolados de dejetos suinos e
4 de bovino), respectivamente.

Dos 25 isolados do género Enterococcus avaliados, 15 linhagens (60%) foram
resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados. As drogas para as quais
foram observados os maiores indices de resisténcia foram a rifamicina (44%), sendo
9 isolados resistentes provenientes de dejetos suinos e 2 de bovinos, seguida pela
eritromicina (32%), para a qual foram observados 6 isolados resistentes
provenientes de dejetos suinos e 2 de bovinos. Foram observadas altas taxas de
sensibilidade aos antimicrobianos levofloxacino (88% dos isolados foram sensiveis,
sendo 15 isolados de dejetos suinos e 7 de bovinos) e vancomicina 80% (14
isolados de dejetos suinos e 6 de bovinos).

Streptococcus uberis, a Unica espécie representante do género Streptococcus
avaliada e isolada de dejetos suinos, apresentou resisténcia a todos o0s

antimicrobianos testados (vancomicina, levofloxacino, penicilina e eritromicina).
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Tabela 5 — Resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de
disco difusdo para os BGN (ENT) isolados de amostras de dejetos suinos

Isolado BGN Identificagdo Dejeto GEN LVX AMP CPM AMI PPT ASB MER
Escherichia coli SBN 015 Suino S S S S S S S S
Escherichia coli SBN 016 Suino S S S S S S S S
Escherichia coli SBN 133 Suino S S R S S S S S
Shigella flexineri SBN 137 Suino | S R S S S R S
Escherichia coli SBN 150 Suino | S S S R S S S
Escherichia coli SBN 187 Suino S S S S S S S S
Escherichia coli SBN 189 Suino S S S S S S S S
Escherichia coli SBN 190 Suino S | R S S S S S

GEN: Gentamicina; LVX: Levofloxacino; AMP: Ampicilina; CPM: Cefepime; AMI:
Amicacina; PPT: Piperaciclina/Tazobactam; ASB: Ampicilina/Subactam; MER: Meropenen;
SBN: suino bacilo negativo.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para as Enterobactérias, das 7 linhagens identificadas como E. coli, 4 (57,1%)
foram sensiveis aos oito antimicrobianos testados, uma linhagem apresentou
resisténcia a amicacina (14,2%) e duas foram resistentes a ampicilina (28,5%). Para
0 Unico isolado da espécie Shigella flexineri avaliado foi observada resisténcia a
ampicilina e também a combinacdo de ampicilina/sulbactam, sendo que resisténcia
intermediéria foi observada contra gentamicina.

Um trabalho feito por Filippsen et al. (2005) com amostras de fezes diarréicas
de leitbes, evidenciou um grande numero de linhagens de E. coli sensiveis a
gentamicina, conforme apresentado no presente trabalho. Também segundo Silva et
al. (2008), todas as linhagens de E.coli provenientes do armazenamento de dejetos
suinos foram sensiveis ao antibiético gentamicina.

As linhagens de E. coli avaliadas apresentaram uma alta sensibilidade a
amicacina (85,7%), semelhante ao encontrado por Franco et al. (2010), ao
analisarem linhagens de E. coli provenientes de carne e dejetos suinos, (76,5% dos
isolados foram sensiveis a amicacina).

Por outro lado, as linhagens de E. coli avaliadas apresentaram maior
resisténcia ao antibidtico ampicilina (28,5%). Schroeder et al. (2002) analisaram
linhagens de E. coli isoladas de suinos e verificaram que 24% foram resistentes a
ampicilina. Corroborando com tais resultados Bacarro et al. (2008) ao definir o perfil
de resisténcia de linhagens de E. coli isoladas de fezes diarréicas de leitdes

lactentes relataram elevada resisténcia a ampicilina (87%).
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Em relacdo ao género Enterococcus, 60% das linhagens foram resistentes a
pelo menos um dos antimicrobianos testados. Isto se deve a resisténcia intrinseca
desses micro-organismos a antimicrobianos e também a capacidade de aquisicao de
fatores de resisténcia a diferentes antimicrobianos o que resulta na diminuicdo da
efetividade de drogas para tratamento de infec¢cbes causadas por Enterococcus. A
resisténcia natural ou intrinseca a antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos é
devido a baixa capacidade do antimicrobiano de penetrar pela parede da bactéria, a
resisténcia aos B-lactamicos € proveniente da presenca de proteinas de ligacao as
penicilinas com baixa afinidade de ligacdo a este grupo de antimicrobianos
(TEIXEIRA et al., 2003). A resisténcia adquirida ocorre através da plasmideos e
transposons carreadores de genes de resisténcia e mutacdes (CETINKAYA et al.,
2000).

Resende e colaboradores (2014) analisaram o perfil de sensibilidade de
linhagens bacterianas isoladas de biodigestores alimentados com dejetos bovinos, e
para os antibidticos testados para CGP catalase positiva foi observada resisténcia a
penicilina em 74,15% dos isolados corroborando com o resultado encontrado neste
estudo (78,9%).

Um trabalho feito por Esiobu et al. (2002) com linhagens bacterianas isoladas
de solo de jardim adubado com esterco bovino mostrou elevada resisténcia a varios
antimicrobianos, incluindo a penicilina (70%). Segundo os autores a elevada
resisténcia poderia ser explicada pela resisténcia intrinseca dos organismos do solo,
ou por inoculagéo de linhagens bacterianas resistentes presentes no esterco animal.
A inoculacdo direta de micro-organismos resistentes advindos dos dejetos animais
tratados com antibidticos, sugere ser um fator importante e relevante para a
resisténcia bacteriana (THIELE BRUHN, 2003).

Segundo Schimitt et al (2006), a selecdo de populagbes bacterianas
resistentes a antibioticos deve-se ao fato da aplicagdo do esterco animal
contaminado com baixas concentracdes de residuos de antibioticos. De acordo com
os resultados obtidos fica evidente a presenca de bactérias resistentes nos dejetos
animais, tanto suinos como bovinos, mesmo apés a biodigestdo anaerobia. Dessa
forma, 0 uso desses dejetos no processo de adubacédo deve ser feito com restricoes.
A utilizacdo de dejetos suinos e bovinos como biofertilizantes deve atender aos
principios da legislacdo, que compreendem o tripé: obrigatoriedade de tratamento

dos dejetos, para reducédo do niumero de patdgenos (como, por exemplo, a digestéao
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anaerodbia); comprovacdo deste tratamento; garantia da qualidade microbiolégica
dos dejetos (VENGLOVSKY et al., 2006).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo microbioldgica do processo de biodigestdo anaerdbia destacou a
prevaléncia dos grupos microbianos Bacilos Gram Negativos (BGN) e dos
Enterococcus, oriundos dos dejetos de suinos e dos dejetos de bovinos presentes
no efluente final.

A identificacdo bacteriana foi realizada com técnicas classicas e com biologia
molecular. Fica evidente que o padrdo ouro para a identificacdo € a utilizacdo de
ferramentas moleculares, a identificacdo tradicional ndo oferece resposta confiavel
pois os kits disponiveis no mercado sdo caracteristicamente validados para
amostras de originadas de patologias humanas e animais, o que torna sua utilizacéao
em amostras ambientais pouco segura ou confiavel.

Quando comparados os métodos utilizados evidencia-se que o isolamento e
selecdo de micro-organismos para trabalhos de microbiologia podem ser suportados
por métodos classicos, entretanto carece de confirmagdo com ferramentas mais
precisas, como biologia molecular, para identificacdo de género e espécie.

Neste trabalho também foi realizado o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos pelo teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA), este teste
mesmo sendo de uso rotineiro em microbiologia clinica foi Util e conseguiu
demonstrar o perfil de resisténcia dos isolados. Os resultados encontrados neste
trabalho levantam a hipétese de que o efluente utilizado como biofertilizante pode
lancar no ambiente micro-organismos resistentes, alterando os micro-organismos do
solo, fator considerado relevante quanto a biosseguranca da utilizacdo da

biofertilizacdo com dejetos suinos e bovinos.
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