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RESUMO GERAL

FERREIRA, Paula Fernanda Alves. Efeito da compostagem de residuos animais na reducao
da carga microbioldgica, parasitiria e de determinantes da resisténcia a antimicrobianos.
2021. 72f. Dissertagao (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2021.

O aumento da geragao de residuos provenientes da produgao animal é uma preocupacao para o
setor agricola que busca cada vez mais alternativas sustentaveis para sua disposi¢cdo. Esses
residuos sdo promissores para serem utilizados na producdo agricola como fertilizantes
organicos ou condicionadores do solo. Porém, podem ser fonte de microrganismos patogénicos
e de determinantes de resisténcia antimicrobiana. Assim, quando ndo manejados
adequadamente, podem contaminar o solo e vegetais usados no consumo humano, o que pode
resultar em risco a saude publica. Neste sentido, ¢ preconizado a busca de alternativas de
manejo que resultem na redu¢do ou eliminagdo de patdogenos e de compostos indesejaveis para
garantir a seguridade bioldgica de seu uso como fertilizante. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da compostagem de residuos animais na redugdo da carga
microbiologica, parasitaria e de determinantes de resisténcia a antimicrobianos. Para tanto, foi
montado um experimento de compostagem com cama de cavalo e camas de aviario do sistema
de produgdo convencional e organico. As amostras foram coletadas nos tempos 0, 14, 32, 60,
90 e 125 dias. Foram avaliadas a presenca de Salmonella sp., a quantificagdo de coliformes
termotolerantes e a presenga de ovos de helmintos. As bactérias isoladas durante o processo de
compostagem foram identificadas pela técnica protedmica MALDI-TOF e em seguida foi
realizado o ensaio de difusdo em disco para detec¢do fenotipica da resisténcia aos
antimicrobianos. Salmonella sp. esteve ausente desde o residuo fresco até o final da
compostagem. A compostagem foi efetiva na eliminagao de ovos de helmintos e na redugao de
coliformes termotolerantes, no entanto, os compostos finais apresentaram carga de coliformes
termotolerantes superior ao exigido pela Legislagdao vigente para agricultura organica. Foram
isoladas 158 cepas bacterianas durante o processo de compostagem dos trés residuos. A familia
Enterobacteriaceae foi a mais abundante e Proteus mirabilis e Escherichia coli foram as
espécies com maior percentual nos residuos e as que apresentaram perfil de multirresisténcia.
As bactérias Klebsiella pneumoniae e P. mirabilis, ambas com potencial patogénico, foram
encontradas durante toda compostagem. Apesar da compostagem ter sido efetiva na eliminagao
das cepas de E. coli, o mesmo ndo ocorreu com cepas de P. mirabilis. Portanto, ainda que a
utilizacdo de residuos animais na agricultura seja uma alternativa sustentavel, a presenca de
organismos patogénicos com perfil de multirresisténcia representa um risco a saude publica,
uma vez que podem incrementar bactérias patogénicas e resistentes a antimicrobianos nos solos
€ nos vegetais e consequentemente favorecer a disseminacao e a transferéncia das mesmas para
bactérias comensais e patogénicas de humanos e animais. Dessa forma, este trabalho reforca a
importancia de estudos que abordem estratégias de manejo que reduzam e/ou eliminem os
contaminantes dos residuos animais, visando sua utilizagdo segura na agricultura, além de
fomentar a discussdo acerca dos parametros de qualidade e seguridade biologica destes
residuos.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Antibidticos. Patogenos. Residuos animais. Resisténcia
bacteriana. Satde publica.



GENERAL ABSTRACT

FERREIRA, Paula Fernanda Alves. Effect of animal waste composting on reducing
microbiological, parasitic load and antimicrobial resistance determinants. 2021. 72p.
Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

The increase in the generation of waste from animal production is a concern for the agricultural
sector, which increasingly seeks sustainable alternatives for its disposal. These wastes are
promising to be used in agriculture as organic fertilizers or soil conditioners. However, they
can be a source of pathogenic microorganisms and antimicrobial resistance determinants. Thus,
when not responsibly managed, they can contaminate the soil and vegetables used for human
consumption, resulting in a risk to public health. In this sense, it is recommended to search for
management alternatives that reduce or eliminate pathogens and undesirable compounds to
guarantee the biological safety of their use as fertilizer. Therefore, this work aimed to evaluate
the effect of composting animal waste in reducing the microbiological, parasitic load, and
antimicrobial resistance determinants. For this purpose, a composting essay with horse bedding,
and organic poultry litter, and conventional poultry litter was set up. The samples were collected
at 0, 14, 32, 60, 90, and 125 days. We evaluated the presence of Salmonella sp., the
thermotolerant coliforms counting, and the presence of helminth eggs. The MALDI-TOF
proteomic technique identified bacteria isolated during the composting process, and then the
disk diffusion assay was performed for phenotypic detection of antimicrobial resistance.
Salmonella sp. was absent in the raw wastes until the end of composting. Composting was
effective in eliminating helminth eggs and reducing thermotolerant coliforms; however, the
final composts showed a higher thermotolerant coliform load than required by the current
legislation of organic farming. One hundred fifty-eight bacterial strains were isolated during
the composting process of the three wastes. The Enterobacteriaceae family was the most
abundant, and Proteus mirabilis and Escherichia coli were the species with the highest
percentage in the wastes and those with a multi-resistance profile. The bacteria Klebsiella
pneumoniae and P. mirabilis, both with pathogenic potential, were found throughout the
composting process. Composting was effective in eliminating strains of E. coli but ineffective
in eliminating strains of P. mirabilis. Therefore, even though the use of animal wastes in
agriculture is a sustainable alternative, the presence of pathogenic organisms with a multi-
resistance profile represents a risk to public health. They can increase pathogenic and
antimicrobial-resistant bacteria in soils and vegetables and consequently favor their
dissemination and transfer to commensal and pathogenic bacteria of humans and animals. Thus,
this work reinforces the importance of management strategy surveys focusing on reducing
and/or eliminating contaminants from animal wastes, aiming at their safe use in agriculture, and
promoting discussion about the parameters of quality and biological safety of these wastes.

Key words: Antimicrobials. Antibiotics. Pathogens. Animal wastes. Bacterial resistance.
Public health.



2.1

2.1.1
2.1.2
2.13
2.2

2.2.1
222
223

23
23.1
232
233
24
2.5

3.1

3.2
3.3
3.4
3.4.1
3.4.2
343
3.43.1
3432
3433
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
4.3
4.4
4.4.1
4.4.2
443
4.4.4
4.4.5

SUMARIO

INTRODUCAO GERAL..........coooooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
REVISAO DE LITERATURAL.......coovumiiiiinineieineseiesese s 2
Producao Animal no Brasil...........cc.coooiiiiiiiiiiii e 2
YN (o131 113 - PR 2
EQUINOCUITULA. ..ottt et 2
Uso de antimicrobianos na producao animal.............cccceevveerieniiieniienieeniiennens 3
Residuos da Producao Animal............cccoeeeiiiiiiiiiiiiiceeee e 6
Utilizagao de residuos da producao animal na agricultura..............ccecuvenneene. 6
Residuos animais como disseminadores de microrganismos patogénicos....... 8
Residuos animais como disseminadores de determinantes de resisténcia a

Y 180001 (0 00] o) 1 0 Vo1 SO TSR 9
Parametros para Indicagdo de Qualidade Sanitaria de Residuos..................... 9
COLITOTIINES. ...ttt ettt ettt ebeetaeebaesnaeens 10
SAIMONCILA. ...ttt e s e e seaa e e e aae e ensee s 10
HEIMINTOS. ..ottt ettt ettt siae e e aeennee s 11
COMPOSTAZEIMN...eeeeeeiiiieeeiiiieeeeeittee e et ee e e st e e e e etteee e e taeeeesnsaeeesnnnseeesennsaeaeanns 11
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ovveiirrireieeiieeieeiesisesiseneeeenne. 14

CAPITULO 1 - EFEITO DA COMPOSTAGEM NA CARGA
MICROBIOLOGICA E PARASITARIA DE RESIDUOS

PROVENIENTES DA PRODUCAO ANIMAL NO BRASIL................... 29
RESUMO ...ttt ettt et et aseereeeasaeenae e 30
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et sttt et e e e enaeensee e 31
INTRODUGCAO. ...ttt 32
MATERIAIS E METODOS..........ooiiiiieiireiseieeeiesiesiseisesssesssssesssssen 34
Coleta de Residuos Provenientes da Producao Animal................cccoooeiiean. 34
Montagem, Condu¢ao da Compostagem e Coleta de Amostras..................... 34
ANAliSe MICTODIOIOZICA. ......evieeiieeiiieeciiee ettt e et e et esaae e eaee e 35
Determinagao de coliformes termotolerantes.............cceeeveveeeecieeeecreeesieeeenneens 36
Teste presenca/auséncia para Salmonella.................cccoeeeeeeeeeceeecieenceeennnnn. 36
Quantificacao de ovos de helmintos............ccccvieeiiiieiiieeiiie e, 36
RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ot 38
CONCLUSOES.......otuiiiiitieieesecieise e es e 42
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oovuiiiieiieieiiesieeieeieeise e, 43

CAPITULO II - DISTRIBUICAO DE BACTERIAS E PERFIL DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DURANTE O PROCESSO
DE COMPOSTAGEM DE RESIiDUOS PROVENIENTES DA

PRODUGAO ANIMAL......cooooiimiiiiinnineenteineeieeiesiesssssessesssessessssssssssnes 48
RESUMO ...ttt ettt e e e 49
ABSTRACT ...ttt sttt sttt et 50
INTRODUGCAO. ... 51
MATERIAIS E METODOS.......corriimiireieeineeiseeissssesisessssessssesssssssssssnees 52
Origem dos Residuos Provenientes da Produgdao Animal..............cccceeuvenneee. 52
Montagem, Condu¢ao da Compostagem e Coleta de Amostras..................... 52
Origem, Isolamento e Manutengao das Bactérias..........ccceeeuveveciveenieeeenneenne. 53
Identificag@o de Bacterias...........cocueiieuieiiieeiiieeeeeeee e 53

Deteccao Fenotipica da Resisténcia aos Antimicrobianos..........cccceeeeuveeenee. 53



4.5
4.6

RESULTADOS E DISCUSSAO. ..., 55
CONCLUSOES. ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e s e e e, 65

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........o.o oo 66
CONCLUSOES GERALIS.......ooooooeeoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 72



1. INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de residuos animais na producao agricola como adubo ou condicionadores
do solo ¢ recomendada devido ao incremento de matéria organica e melhoria nas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas do solo. Porém, esses residuos podem ser fontes de
microrganismos patogénicos e de determinantes de resisténcia a antimicrobianos, como genes
de resisténcia, bactérias resistentes e até mesmo concentragdes de antimicrobianos que nao
foram completamente metabolizados pelo animal. Assim, quando n3o manejados
adequadamente, podem contaminar o solo e os vegetais usados no consumo humano, resultando
em risco a saude publica. Neste sentido, ¢ preconizado a busca de alternativas de manejo que
resultem na redugdo ou eliminacdo de patdogenos e compostos indesejaveis para garantir a
seguridade biologica de seu uso como fertilizante.

A compostagem € uma pratica de decomposi¢ao de residuos amplamente utilizada pelos
agricultores e que tem como vantagens a redug¢ao de massa e volume do residuo, concentragao
de nutrientes, estabilizacdo do material e, degradacdo de substancias toxicas. Além disso, uma
das maiores vantagens ¢ que, quando bem conduzida, a compostagem alcanga temperaturas
elevadas que nao sdo toleradas pela maioria dos microrganismos, resultando assim na
eliminacdo ou na redugdo de patogenos. Esse fato ¢ de grande relevancia levando em
consideracdo a abundante carga biologica presente nos residuos animais, principalmente
decorrente das excretas desses animais. Para serem utilizados em sistemas orgéanicos de
producdo, segundo a legislacdo brasileira, os residuos animais devem apresentar limites
maximos de contaminantes microbiologicos como 1000 nimero mais provavel de coliformes
termotolerantes por grama de matéria seca, 1 ovo vidvel de helminto por quatro gramas de
solidos totais e auséncia de Salmonella sp em 10 gramas de matéria seca. No entanto, a
eficiéncia da compostagem na eliminagdo de determinantes de resisténcia a antimicrobianos
ainda ¢ controversa.

Assim, uma vez que residuos animais sao fonte de microrganismos patogénicos e
determinantes de resisténcia a antimicrobianos que podem ser transferidos para o solo e que a
compostagem pode ser uma alternativa para evitar essa disseminacao e garantir sua seguridade
bioldgica, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da compostagem de residuos animais
obtidos em diferentes sistemas de producao na reducdo da carga microbioldgica e parasitaria,
bem como a distribui¢ao de bactérias e seu perfil de resisténcia a antimicrobianos.

Dessa forma, a presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos. No Capitulo I
apresenta-se a quantificacdo da carga microbiologica e parasitaria durante a compostagem de
cama de cavalo e camas de aviario provenientes de sistema de produgdo convencional e
organica; e, no Capitulo II foi abordada a pesquisa e o perfil de resisténcia a antimicrobianos
de bactérias da ordem Enterobacteriales isoladas desses residuos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Produc¢ao Animal no Brasil

A pecuaria brasileira se destaca mundialmente desempenhando um importante papel
econdmico e social, além de apresentar constantes taxas de crescimento, em termos de
producdo, exportacdo e consumo (TEIXEIRA, 2018). No Brasil, ela é responsavel por uma
parcela relevante do Produto Interno Bruto (PIB) nacional, por estar entre as atividades do
agronegocio, que representou, em 2017, 22% do PIB total. Além disso, a pecuaria ¢ responsavel
por 31% do PIB do agronegocio, o que demonstra ainda mais relevancia nesse setor (ABIEC,
2018).

Em 2019, o PIB do agronegocio brasileiro cresceu 2,36%, sendo esta elevacdo
sustentada pelo ramo pecudrio que continuou crescendo significativamente em todos os
segmentos, apresentando forte crescimento de 17,19% (CEPAE, 2019). A caracteristica
principal no desenvolvimento dessa atividade no Brasil ¢ a heterogeneidade nos sistemas de
producao e nos mecanismos de gestao e de comercializagdo (CARVALHO, 2017). Além disso,
tem-se observado grande transformacao nos sistemas produtivos com a profissionalizagdo dos
processos (KUNZ, 2009).

O confinamento de animais, principalmente representados no Brasil por suinos, aves e
bovinos, surgiu como uma alternativa para a alta demanda de alimentos, permitindo uma maior
producdo em pequena area (VALENTE et al., 2016). No entanto, ambientalmente, a grande
preocupacao recai sobre a producao de animais em regime de confinamento, que dependendo
da escala produzem um grande volume de residuos restritos a pequenas areas (KUNZ, 2009).

2.1.1 Avicultura

Nas ultimas décadas, a avicultura vem se destacando no cenario nacional (VICENTINI,
OLIVEIRA, 2019), e a carne de frango passou a se destacar como um dos principais produtos
exportados pelo Brasil (OEC, 2018). De acordo com dados da USDA (2019), o Brasil obteve
uma producao de 13,35 milhdes de toneladas de carne de frango no ano de 2018, fato que o
manteve na posicao de maior exportador mundial e de segundo maior produtor de carne de
frango, atras apenas dos Estados Unidos. J4 a produgdo de ovos, no mesmo ano, foi de 44,5
bilhdes de unidades (GARCIA; GOMES, 2019).

O desempenho na cadeia produtiva sé € possivel gragas aos avangos tecnoldgicos e pela
implementa¢do de programas de qualidade em todos os elos da cadeia, com destaque para
nutricdo, manejo, sanidade e genética das aves (UBA, 2011; GARCIA; GOMES, 2019). Por
trds da cadeia produtiva tem-se dezenas de agroindustrias espalhadas por diversos estados
brasileiros (ABPA, 2016). Segundo Cruz (2019), o sistema agroindustrial do frango ¢
responsavel por, aproximadamente, 3,5 milhdes de empregos diretos e indiretos no Brasil.

A produgdo comercial de aves envolve varias atividades, como o estabelecimento de
fazenda de criacdo de aves de corte, criagdo de galinhas poedeiras, fabricagdo de ragdo e outros
insumos para aves, programas de vacinagdes, bem como processamento ¢ distribuicdo
(PRABAKARAN, 2003; MAZETTO et al., 2014). Além disso, com a finalidade de melhorar o
desempenho animal, alguns aditivos sdo utilizados na alimentacdo das aves, como os
antibioticos, prebiodticos, probidticos, enzimas e fitogénicos (PESSOA et al. 2012).

2.1.2 Equinocultura

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América do Sul e o terceiro maior do
mundo, tornando-se uma referéncia mundial pela criacdo de animais de alto desempenho



(COSTA; PACHECO, 2017). Sob a énfase da divisdo territorial nacional, a regido Sudeste
concentra o maior numero de cabecas com 1.318.066, seguida da regido Nordeste com
1.311.786, Centro-Oeste com 1.042.374, Sul com 946.586 e regiao Norte com 883.059 (IBGE,
2017). Deste modo, o complexo do agronegdcio equino no Brasil movimenta cerca de R$ 7,5
bilhoes e gera cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (BIANCONI, 2018).

Quando se trata de equinocultura, apesar de uma discreta producao para o consumo da
carne, a grande maioria dos animais criados mundialmente ¢ destinado para montaria
(ARAUIJO, 2018). Assim, o cenario favoravel da equinocultura no Brasil é impulsionado pela
nova visdo que a sociedade tem do animal, em que os cavalos sao utilizados para fins de
trabalho, lazer, competicdes e treinamentos (GONCALVEZ; BOSCO, 2017; PAULISTA et al.,
2017). Além disso, ainda possuem grande contribui¢do social (reabilitagdo de pessoas) e
econdmica (BORIONI et al., 2012). Estas vertentes impulsionam outros elos da cadeia
produtiva, como insumos, medicamentos e cuidados veterinarios (VIEIRA, 2011).

2.1.3 Uso de antimicrobianos na produc¢io animal

As doengas infecciosas tém sido uma grande ameaca a saide animal € uma proeminente
causa de morbidade e mortalidade (GUARDABASSI; KRUSE, 2010). Animais confinados tém
seu sistema imunoldgico mais vulneravel devido ao estresse, sendo mais suscetiveis as
manifestagdes e contragdes de doencas (BIRD, 2004; CINTRA, 2010). Assim, a utiliza¢ao de
antimicrobianos se torna um componente critico na medicina animal, sendo amplamente
utilizados na prevencao e tratamento de doencas (WEESE et al., 2007). Sob esse ponto de vista,
levando em consideracdo os 28 paises que compdem a Unido Europeia, o consumo de
antimicrobianos em animais foi de 58914 toneladas no ano de 2014 (ECDC; EFSA; EMA,
2017). J& no Brasil, segundo Bezerra et al. (2017), ndo existem estatisticas a respeito da
quantidade de antibidticos comercializada para a produgdo animal.

Agentes antimicrobianos sdo compostos quimicos que matam ou inibem o crescimento
de microrganismos (MORAES, 2012) e o seu descobrimento revolucionou tanto a medicina
humana quanto a veterinaria, por reduzir as taxas de mortalidade e morbilidade de doengas
infecciosas (MOTA et al., 2005). Estima-se que mais da metade de todos os antimicrobianos
produzidos mundialmente ¢ utilizado nos animais (GUARDABASSI; KRUSE, 2010). Segundo
Caldeira (2012), entre os mais utilizados estao tetraciclina, beta-lactamicos e sulfonamidas.

Vale ressaltar que em sistemas organicos de producdo, o uso de farmacos
antimicrobianos € proibido, € s6 pode ser administrado em casos de doengas ou ferimentos em
que o uso das substancias permitidas ndo esteja surtindo efeito e o animal apresente sofrimento
ou risco de morte (BRASIL, 2021). J4 em sistemas convencionais de producao animal, além de
uso terapéutico e profilatico, os antimicrobianos sdo usados também com propoésito metafilatico
e como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho, mais conhecido como promotores
de crescimento (CARDOSO, 2017). O uso terapéutico ocorre quando ha doencas infecciosas
no plantel, enquanto o tratamento profilatico ocorre numa perspectiva preventiva com o intuito
de garantir prote¢io contra possiveis infecgdes (SPINOSA; TARRAGA, 2011; BARCELLOS
et al., 2009). O tratamento metafilatico, também conhecido como tratamento de animais em
risco ou tratamento de animais em contato, refere-se a um tratamento em massa apenas apos o
surgimento de sinais clinicos de determinada infecgao em algum individuo de um lote, mas
quando houver a expectativa do desenvolvimento da infeccdo nos demais animais
(CALDEIRA, 2012). J4 os promotores de crescimento visam melhorar a eficiéncia de ganho de
peso e a conversao alimentar (CARDOSO, 2017).

Na avicultura moderna, o sistema de produgdo utilizado torna imprescindivel a
utilizacdo de antimicrobianos (SPINOSA et al., 2005). Isso ocorre devido os problemas
sanitarios ocasionados pelo aumento do confinamento, havendo necessidade da adogdo de



medicacdes antimicrobianas como forma de reduzir as doengas infecciosas e gerar melhores
condi¢des para o animal (CALDEIRA, 2012). Assim, a avicultura comercial enfrenta cada vez
mais novos desafios e, entre eles, as novas doengas e/ou reemergentes, sendo elas: influenza
aviaria, doenca de Newcastle, bronquite infecciosa das galinhas, doenca de marek, anemia
infecciosa das galinhas, doenca infecciosa da Bursa, laringotraqueite infecciosa das aves,
micoplasmoses, salmoneloses, miopatia em frangos de corte e colibacilose em aves comerciais
(MARTINS; ECCO, 2015).

Nas aves, a importancia da salmonelose, deve-se ao elevado prejuizo causado pela
mortalidade, queda na produgao de ovos e perda de peso devido a baixa conversao alimentar
(CARDOSO; TESSARI, 2013). Ademais, segundo Back e Ishizuka (2010), maior preocupagao
deve-se ter quando a salmonelose € causada pela espécie Salmonella enteritidis, pois além de
ter o potencial de causar doenca e mortalidade em aves jovens, essa espécie € considerada uma
das mais patogénicas para o homem.

Os antimicrobianos mais utilizadas em aves sdo sulfonamidas, penicilinas,
polipeptideos, lincosamidas, macrolideos, cefalosporinas e quinolonas (GUARDABASSI;
JENSEN; KRUSE, 2010; CUONG et al., 2018). Os macrolideos sdo utilizados no controle e
tratamento de doengas especificas em aves, como as micoplasmoses, clostridioses,
estafilococoses, estreptococoses (ITO et al., 2005). No entanto, cabe ressaltar que as aves que
sdo tratadas com antimicrobianos devem receber atengdo especial com o objetivo de impedir
que possiveis residuos dos mesmos sejam encontrados nos tecidos ou produtos derivados, uma
vez que esses residuos podem atingir a populagdo por meio dos ovos ou da carne das aves
descartadas (PALERMO-NETO, 2011; CALDEIRA, 2012).

Em relacdo aos promotores de crescimento em aves, sua utilizagdio comegou como
aditivos zootécnicos em ragdes, proporcionando grandes beneficios na criagdo de aves de corte,
observados principalmente na melhoria do desempenho e consequentemente um aumento na
lucratividade (MENTEN, 2002). No entanto, o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento em animais ¢ 0 mais controverso, pois emprega doses sub-terapéuticas, que, por
sua vez, propiciam a selecdo de populagdes bacterianas resistentes aos antimicrobianos
(ALLEN, 2014). Considerando que os produtos derivados de aves sdao destinados ao consumo
humano, had possibilidade de bactérias e seus genes de resisténcia serem transmitidas e
incorporadas a microbiota humana, reduzindo assim a eficicia dos antimicrobianos
(CHANTZIARAS et al., 2014). Diante dessas suspeitas tém crescido a preocupagdo do uso
destes aditivos na alimenta¢g@o animal.

Vale ressaltar que a utilizagdo de antimicrobianos como promotores de crescimento foi
proibida na Unido Europeia desde 2006 (EFSA et al., 2009). De acordo com Barcellos et al.
(2009), isso ocorreu devido ao risco da indug¢do de resisténcia na microbiota dos animais
alimentados com a ra¢do medicada, possibilidade da infec¢do cruzada de bactérias resistentes
em seres humanos. No Brasil, os antimicrobianos tilosina, lincomicina, virginiamicina,
bacitracina, tiamulina e colistina foram proibidos como promotores de crescimento em animais
de producao pela Portaria 171/2018 (BRASIL, 2016; BRASIL, 2018).

Na equinocultura, houve a necessidade de confinar os animais devido ao aumento do
seu uso para trabalho e esportes. Dessa forma, notou-se que se o animal fosse mantido
estabulado seria mais facil garantir sua alimentagdo e satde, controlar melhor o peso e as
medidas dos cavalos e, também, facilitaria os cuidados com o a pelagem, atingindo, por fim,
uma boa criagdo (JUNIOR, 2015). No entanto, quando estabulados, os equinos manifestam
alteragdes comportamentais, mostrando-se mais nervosos e assustados, o que pode acarretar
maior suscetibilidade a doengas de patdgenos infecciosos (MARQUES; PESSOA; PESSOA,
2017).

Em equinos, os patdgenos mais comumente encontrados sdo: Streptococcus sp. PB-
hemolitico, Streptococcus sp. ndo-hemolitico, Actinobacillus sp., Pasteurella sp., Escherichia



coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Bordetella
bronchiseptica, Staphylococcus sp., Rhodococcus equi (em potros), e bactérias anaerobicas,
particularmente Bacteroides sp. e Clostridium sp. (WILSON, 2001). Ainda segundo este autor,
o surgimento desses patdogenos varia de acordo com a imunidade, idade, uso, localizacao
geografica e tipo de instalagcao em que os cavalos residem, podendo ocasionar diversas doengas
aos equinos.

As principais doencas infecciosas que acometem os equinos sdo: adenite equina, anemia
infecciosa equina, encefalomielite equina a virus, influenza equina, leptospirose, mormo, raiva,
rinopneumonite equina e tétano (SOUSA, 2017). Levando em consideracdo tal diversidade,
torna-se inevitavel a utilizacdo de antimicrobianos como forma de combater tais doencas.

Os antimicrobianos aplicados em equinos sao usados no tratamento de septicemia
neonatal, infecgdes musculoesqueléticas, respiratorias, cutdneas, oculares, gastrintestinais e
reprodutivas, além da profilaxia operatéria (ROBINSON; SPRAYBERRY, 2009). As
regulamentacdes veterindrias descrevem detalhadamente quais antimicrobianos podem ser
administrados a equinos destinados ao abate e aqueles destinados ao esporte. Para este ltimo,
a liberdade na administragdo de medicamentos ¢ muito maior e inclui produtos farmacéuticos
proibidos para equinos produtores de carne.

De forma geral, os antimicrobianos utilizados no tratamento de equinos sao:
metronidazol, trimetoprim-sulfametoxazol, eritromicina, oxitetraciclina, ampicilina,
aminoglicosideos, erofloxacina, ceftiofur, gentamicina e doxiciclina (DICKS et al., 2015;
JOHNS; ADAMS, 2015). Nos centros de criagdo (haras) e treinamento de cavalos, a
gentamicina, ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas sao amplamente utilizados (DITTRICH,
2015).

Em 1945, Alexander Fleming afirmou que bactérias podem se tornar resistentes ao
antimicrobiano, e que isso ¢ um processo natural dos microrganismos, entretanto, pode ocorrer
de forma acelerada devido a utilizagao indiscriminada desses agentes (VERDI et al., 2016).
Quando expostas com frequéncia ao uso de antimicrobianos, bactérias que possuem genes de
resisténcia sao selecionadas e isso pode facilitar a transferéncia de genes de resisténcia para
microrganismos ndo patogénicos e bactérias comensais da microbiota intestinal, servindo como
um reservatorio natural de microrganismos resistentes a antimicrobianos, e constituindo um
grave potencial de ameaga para a satide publica (AMINOV et al., 2001; CHOPRA; ROBERTS,
2001; BARZA, 2002; WEGENER, 2003). Além disso, ha evidéncias que o tratamento
indiscriminado de animais com antimicrobianos pode tornar seus produtos e derivados fontes
para resisténcia aos antimicrobianos na espécie humana (MOTA et al., 2005). Dessa forma, a
resisténcia aos agentes antimicrobianos ¢ um dos grandes problemas para a saide humana,
assim como para a medicina veterinaria (ARIAS; CARRILHO, 2012).

Na avicultura e equinocultura, o surgimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos
tem o potencial de limitar a eficacia do tratamento de doencas infecciosas, resultando no
aumento da taxa de morbidade ¢ mortalidade ¢ no custo do tratamento. (JOHNS; ADAMS,
2015; NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI; CARRIQUE-MA, 2017). Segundo um documento
publicado pelo Equine Research Coordination Group, a principal razao para a resisténcia a
antimicrobianos em equinos ¢ atribuida ao uso de antimicrobianos de amplo espectro,
principalmente penicilina G e trimetoprim/sulfametoxazol (TMP-SMZ), por proprietarios e
treinadores de cavalos sem supervisao veterindria ou receita médica (AAEP, 2013).

Bactérias resistentes a antimicrobianos tém sido cada vez mais relatadas em amostras
obtidas de aves e cavalos. De acordo com Agyare et al., (2018), bactérias multirresistentes
foram encontradas em aves, produtos avicolas, carcagas, lixo e matéria fecal de aves. Yao
(2015) ao analisar a resisténcia a antibioticos de algumas bactérias em frango fresco, constatou
que todos os isolados de Escherichia coli obtidos em seu trabalho apresentaram algum grau de
resisténcia a ceftriaxona (1,34%), cefotaxima (0,67%), gentamicina (2,01%), cotrimoxazol



(1,34%), tetraciclina (2,01%) e ampicilina (3,36%). Na India, foi detectado 44 linhagens
de Bacillus cereus isoladas de frango e seus produtos. Destas, mais de 60% eram resistentes a
amoxicilina, ampicilina e carbenicilina (BASHIR et al., 2017).

Anzai et al. (1996) relatou em seu trabalho que a espécie Staphylococcus aureus isolada
de equinos apresentou resisténcia a antimicrobianos, como eritromicina, tetraciclina e
aminoglicosideo. Johns e Adams (2015), ao analisar as tendéncias na resisténcia antimicrobiana
em isolados bacterianos equinos a partir de registros laboratoriais de 1999 a 2012, constataram
que a resisténcia aos antimicrobianos mais comumente usados na pratica equina aumentou com
o tempo, com altas taxas de resisténcia em alguns casos, incluindo em amostras obtidas de
cavalos tratados fora de um ambiente hospitalar.

2.2 Residuos da Produ¢iao Animal

No Brasil, o total de animais confinados gira em torno de 4 milhdes de cabegas, e
associado a isso ha um consideravel crescimento de residuos oriundo desse tipo de sistema de
producao. A avicultura gera anualmente grandes volumes de residuos na forma de esterco, de
camas de aviario e de aves mortas e efluentes. De acordo com Summers e Dias (2000), uma
galinha poedeira produz cerca de 0,1 kg de dejetos por dia. Nos dejetos das galinhas poedeiras
além dos dejetos, sdo encontrados penas, ovos quebrados, restos de racdo, larvas de moscas;
além de corpos estranhos tais como, pregos, pedagos de arame, madeira dentre outros (MAIA
et al., 2014).

A cama de aviario, também conhecida como cama de frangos, ¢ o material constituido
pelos dejetos e penas de galinaceos, restos de ragdes e pelo material organico absorvente da
umidade usado sobre o piso do galpao (cepilho de madeira ou maravalha, palhas, cascas).
Durante o ciclo de produ¢do, os dejetos dos animais sdo misturados ao material usado como
substrato, € no final do ciclo, tem-se a cama de avidrio que pode ser retirada ou reaproveitada
no lote seguinte. Ortolani e Brito (2001) estimam uma produgao de 2,6 kg de cama de aviario
por ave alojada.

Além das aves, os equinos também produzem uma grande quantidade de esterco
diariamente (CATAPAN et al., 2013). Um cavalo (455 kg) produz uma média de 0,023 m? de
dejetos por dia, com peso superior a 22,7 kg (USDA-NRCS, 2000). Além do esterco e da urina,
o residuo tipico da criacao de cavalos apresenta também materiais utilizados como cama para a
forracdo das baias onde os animais permanecem, cuja caracteristica varia com base na gestao
local (KOMAR et al., 2012). Diversos materiais sao utilizados para tal finalidade, como: casca
de arroz, serragem, gramineas, dentre outros (GONCALVES; BOSCO, 2017).

2.2.1 Utilizagao de residuos da producio animal na agricultura

A produgdo animal além de uma atividade geradora de proteina de qualidade, também
gera ou nao varios outros produtos e servicos fundamentais para a economia e para o bem-estar
social (PALHARES et al., 2016). Com o surgimento do sistema de confinamento de animais, a
preocupacgao das criagdes intensivas sobre o meio ambiente intensificou, principalmente devido
ao aumento dos residuos produzidos (JUNIOR et al., 2010). Assim, a produ¢@o animal constitui
uma das atividades agropecuarias mais contestadas quanto ao seu impacto ambiental apesar de
suas diversas vantagens.

Entre as opgdes disponiveis para o uso dos residuos animais, a aplicagao agricola como
fertilizante ¢ certamente a mais interessante, em termos agronomicos, econdémicos, ambientais
e sociais (CORREA et al., 2011). A grande vantagem da reutilizagdo destes residuos nos solos
relaciona-se com o fornecimento de nutrientes contidos neste e com beneficios ligados ao seu
conteudo organico. Além disso, sua reutilizacdo como adubo organico pode substituir os



fertilizantes sintéticos, reduzindo os custos de producao na agricultura (BRANDIJES et al.,
1996; WEINDORF; MUIR; LANDERO-SANCHES, 2011).

Os residuos avicolas sdo utilizados como fertilizante organico devido sua composicao e
capacidade de suprir nutrientes ao solo e as plantas, uma vez que possuem niveis de nitrogénio,
fosforo e potassio suficientes para atender consideraveis demandas e baixa relagdo C:N,
favorecendo maior disponibilidade dos nutrientes aplicados as plantas (SEIFFERT, 2000;
SANTOS et al., 2010; LARA et al., 2015). De acordo com Raij (1997), a composi¢ao quimica
média do esterco de aves fresco é 14 g kg™ de Nitrogénio; 8 g kg™ de fosforo; 7 gkg! de potassio
e 23 g kg de calcio.

Além do esterco, tem-se também a cama de aviario como residuo oriundo da avicultura.
Segundo Costa et al. (2009), esse material € rico em nutrientes e por estarem disponiveis nas
propriedades a um baixo custo, podem ser viabilizados pelos produtores na adubacgdo das
culturas comerciais. Para Kelleher et al. (2002), a composi¢cdo da cama de aviario ¢
predominantemente de agua e carbono com menores quantidades de nitrogénio e fosforo e leves
tracos de cloro, calcio, magnésio, sodio, manganés, ferro, cobre, zinco e arsénico. No entanto,
a cama de frango varia em sua composi¢do e caracteristicas fisicas entre os aviarios e entre as
granjas e diferentes regides (VIRTUOSO et al., 2015).

Em relagdo aos equinos, devido o contetido de nutrientes ¢ material organico, seus
residuos podem ser um fertilizante util para terras araveis e um substrato para a producao de
energia renovavel como o biogds (HADIN et al., 2016). Segundo Dittrich (2015), entre os
minerais encontrados na matéria fecal dos equinos, o fosforo é o de maior importancia, pois €
encontrado em grandes concentracdes e € 0 mais estavel e soltivel em dgua na forma de fosfato.
Enquanto a cama de cavalo apresenta em média 4,05 g kg™! de P, os estercos bovino, caprino e
ovino apresentam 1,12 g kg!, 2,57 gkg' e 3,91 g kg™ de P, respectivamente (SOUTO et al.,
2013; SANTOS et al., 2017). Vale ressaltar que os teores de alguns nutrientes presentes no
esterco excretado diariamente sdo influenciados pela sua quantidade ingerida através da
alimentacdo (DITTRICH, 2015).

A cama utilizada para a forragcdo das baias dos equinos apresenta grandes
quantidades de dejetos, urina e restos de alimentos ndo aproveitados ou deteriorados (SOUZA;
RODRIGUES, 2017). Segundo Santos et al. (2017), esse material possui em média 13,57 g kg
'deN, 4,05 gkg'de P, 13,63 gkg'de K, 10,65 gkg' de Cae 3,28 gkg! de Mg. Dessa forma,
o esterco, assim como a cama de cavalo, constitui mais uma alternativa para o preparo de
compostos organicos, visto que, a maioria dos compostos ¢ preparado com esterco bovino ou
caprino (SILVA et al., 2006).

Apesar das diversas vantagens da reutilizacdo de residuos provenientes da producdo
animal, quando esses sdo dispostos inadequadamente no meio ambiente, trazem consequéncias
indesejaveis, como riscos de contaminagao e problemas de saude publica (FUJII et al., 2014).
Isso ocorre porque esses residuos possuem quantidades elevadas de nutrientes e elementos
quimicos que podem causar a contaminacdo do solo e das dguas subterraneas, bem como
emissoes de gases do efeito estufa (GARLIPP et al., 2011; GONCALVES, 2014; PARVAGE
et al., 2015). Em especial, os residuos avicolas contém grandes concentragdes de nitrogénio, na
forma de amonia e nitratos e quando utilizados como adubo em niveis excessivos, acabam
favorecendo a polui¢do do lencol freatico devido a sua solubilidade (VICENTINI; OLIVEIRA,
2019). Na avicultura de corte tem-se também o acimulo de aves mortas (OLIVEIRA et al.,
2018).

A utilizagdo dos residuos animais na agricultura pode ainda afetar a comunidade
microbiana do solo. Stocco et al. (2008) sugere que a adigdo de residuos de suinos pode
influenciar negativamente a fixagao bioldgica de nitrogénio, inibindo a formagao de ndédulos
em raizes de leguminosas. Ja em trabalho realizado por Suresh, Choi e Zhukun (2009), foi
possivel constatar que a aplicagao de dejeto liquido de suinos em solo argilo-arenoso, aumentou



1,3 vezes o numero de UFC de bactérias heterotroficas aerdbias (6 a 8 Logio UFC g') em
experimento de incubagdo por 90 dias.

A densidade dos microrganismos amonificadores pode ser influenciada em funcao do
tempo de aplicagdo de residuos organicos ao solo. Segundo Acea e Carballas (1996), a aplicacao
de cama de avidrio aumentou a populacao de microrganismos amonificadores no solo apos 2
meses, seguido um por declinio. Além disso, Schallemberger et al. (2018) relata que a qualidade
microbiologica dos solos reduz em fungdo da aplicagdo da cama de aviario e esse fato ¢ mais
expressivo com o passar do tempo apoés a aplicagdo do residuo. Além desses impactos
ocasionados pela utilizagao dos residuos animais na agricultura, estes ainda sdo disseminadores
de microrganismos patogénicos e de determinantes de resisténcia a antimicrobianos.

2.2.2 Residuos animais como disseminadores de microrganismos patogénicos

Os residuos animais contém uma série de microrganismos causadores de doengas ao
homem, como bactérias dos géneros Salmonella, Streptococcus, Escherichia, Campylobacter e
Bacillus (BURTON; TURNER, 2003). Estes patégenos tém o potencial de causar doengas em
seres humanos quando os consumidores sdo expostos a eles (AUGUSTO, 2011). Nas camas de
forragdo, a origem dos microrganismos ¢ predominantemente das excretas devido a elevada
carga microbiana intestinal dos animais.

Em equinos, a microbiota intestinal ¢ composta por bactérias, protozodrios e fungos.
Acredita-se que um equino adulto possa ter 100 trilhdes de UFC de bactérias no aparelho
gastrintestinal e uma grande variedade de espécies, sendo as bacterias Lactobacillus e
Streptococcus os géneros mais encontrados (SILVA, 2015; SILVA et al., 2009; MOREAU et
al., 2014). Nas aves, a microbiota intestinal, quando estabelecida, pode conter de 400 a 500
espécies microbianas (YAN; POLK, 2004). Segundo Nandi et al. (2004), essa microbiota
constitui-se em cerca de 10% a 10'° bactérias Gram-positivas e 10° a 107 bactérias Gram-
negativas por grama, enquanto que a cama de aviario apresenta, em média, uma concentracao
de bactérias 10 vezes menor do que a microbiota intestinal das aves.

A maioria das bactérias patogénicas que prejudicam os frangos também sdo
potencialmente patogénicas para o homem (LAVERGNE et al., 2006). Entre as bactérias
patogénicas presentes na cama de aviario, as Salmonellas sp e Campylobacters sp figuram como
os principais agentes implicados em infec¢des de origem alimentar associados a avicultura
(SILVA, 2011).

Nos cavalos, além de bactérias patogénicas, tem-se parasitas com potencial zoonotico.
Em um estudo realizado por Gomes et al. (2008) com fezes de equinos estabulados no Jockey
Club de Santa Maria, Rio Grande do Sul, foi relatado a presenca de Cryptosporidium spp. em
75% das amostras, indicando que esse parasita estd amplamente disseminado na populacdo de
equinos do Jockey Club de Santa Maria e pode representar uma fonte de infecgao significativa
para a populagao da regido.

No Brasil, as infeccdes e/ou intoxicagdes veiculadas pela dgua ou alimentos
contaminados podem se converter em um grande problema de Saude Publica (SOUSA, 2006).
Dessa forma, os animais, assim como seus residuos, podem representar uma ameaga
epidemioldgica para os seres humanos quando nao manejados de forma adequada (WOLNY -
KOLADKA, 2018). Machado et al. (2006), ao avaliar a qualidade microbiologica de hortalicas
organicas produzidas sob diferentes condic¢des, detectou que 63,3%, 50,0% e 23,3%,
respectivamente, das amostras de alface, rabanete e espinafre apresentaram contagens de
coliformes totais >100 NMP/g. Além disso, E. coli foi detectada em uma amostra de espinafre
produzido em solo fertilizado com esterco bovino.



2.2.3 Residuos animais como disseminadores de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos

Além de microrganismos patogénicos, os residuos animais também podem conter genes
de resisténcia, bactérias resistentes e até mesmo concentragdes de antimicrobianos que nao
foram completamente metabolizados pelo animal (CHIESA et al., 2015). Cerca de 30 a 90%
dos antimicrobianos utilizados na producdo animal sdo excretados de forma inalterada, podendo
persistir por periodos prolongados no estrume animal (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006;
CESSNA etal., 2011).

No Quénia, espécies de Campylobacter termofilas foram isoladas de fezes de frango e
apresentaram alta taxa de resisténcia a tetraciclina e ciprofloxacina (NGUYEN et al., 2016).
Em um estudo realizado por Ahmed et al. (2010), foi constatado que a bactéria Escherichia coli
de origem fecal equina é comumente resistente a antimicrobianos usados na medicina
veterindria, demonstrando que os equinos fornecem um extenso reservatorio para genes de
resisténcia antimicrobiana. Este fato ¢ evidenciado também por Maddox et al. (2012), que ao
estudar 692 equinos no Reino Unido, constatou que 69,5% dos isolados de Escherichia
coli obtidos de amostras fecais e nasais foram resistentes a mais de trés classes de
antimicrobianos. Essa bactéria desempenha um papel importante na disseminacao de genes de
resisténcia a antimicrobianos para outros microrganismos do solo e bactérias gastrointestinais
de animais em pastejo (SRINIVASAN et al., 2008).

Esses residuos animais, quando aplicados na agricultura, podem incrementar bactérias
resistentes e genes de resisténcia a antimicrobianos nos solos, possibilitando uma modificagao
no resistoma ambiental e favorecendo a transferéncia destes genes para bactérias comensais e
patogénicas de humanos e animais (HOELZER et al., 2017; WELLINGTON et al., 2013). Além
disso, esses residuos podem liberar antimicrobianos no solo que ocasionam problemas de ordem
toxicoldgica em determinados organismos, interferir nos ciclos biogeoquimicos mediados por
microrganismos e, exercer forte pressao seletiva sobre a comunidade microbiana, podendo
favorecer a resisténcia desses microrganismos aos agentes antimicrobianos (REGITANO;
LEAL, 2010; LEAL, 2012; CLEARY et al., 2016). Ademais, os antimicrobianos podem se
acumular nos vegetais usados no consumo humano, resultando em risco a saide humana
(REGITANO; LEAL, 2010). Dessa forma, sua utilizagdo na agricultura como forma de
adubacdo ¢ uma das principais vias de disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos no
ambiente (CHRISTIAN et al., 2003).

2.3 Parametros para Indicacao de Qualidade Sanitaria de Residuos

Decorrente principalmente das excretas dos animais, abundante carga bioldgica pode
ser verificada nos residuos oriundos da producao animal. Dentre esses organismos, tem-se 0s
que sdo utilizados como indicadores de contaminagdo microbioldgica e parasitiria, como
coliformes termotolerantes, Salmonella e ovos de helminto.

Esses microrganismos indicadores sdo mais utilizados na avaliacdo da qualidade
microbiologica ¢ parasitaria uma vez que a pesquisa direta e detec¢do de microrganismos
patogénicos ¢ laboriosa e apresenta elevado custo, tornando inviavel esse tipo de avaliagdo.
Assim, a utilizacdo de indicadores, ao contrario da pesquisa direta de organismos causadores
de doengas, pode ser vantajosa considerando que os indicadores geralmente ocorrem em
frequéncias mais altas que os patdgenos e sdo mais simples e seguros de se detectar
(VASCONCELOS, 2019).

O regulamento técnico da Portaria n® 52, de 15 de marco de 2021, do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, estabelece em seu Anexo VI os limites maximos de
contaminantes admitidos em compostos organicos, sendo estes: 1000 numero mais provavel de



coliformes termotolerantes por grama de matéria seca, 1 ovo vidvel de helminto por quatro
gramas de solidos totais e auséncia de Sal/monella sp em 10 gramas de matéria seca (BRASIL,
2021).

2.3.1 Coliformes

O grupo dos coliformes pertencem a familia Enterobacteriacea e ¢ constituido por
bactérias em forma de bacilo, Gram-negativas, ndo formadoras de esporos e facultativas
(PERES, 2011). Geralmente fermentam a lactose com produgdo de acido e gas, dentro de 24
horas, a temperatura de 37 °C e sua detec¢do indica a possibilidade da presenca de
microrganismos patogénicos (RICE et al., 2017). O teste de coliformes totais identifica todas
as bactérias coliformes que ocorrem naturalmente no ambiente, sendo que a maioria ¢
considerada inofensiva, no entanto, algumas das bactérias sdo nocivas e indicam contaminagao
fecal (de SA, 2012).

Dentro do grupo de coliformes, tem-se os coliformes termotolerantes, conhecidos
anteriormente como coliformes fecais. Esse subgrupo ¢ formado por bactérias que apresentam
a capacidade de continuar fermentando lactose com producdo de 4cido e gas, dentro de 24 horas,
quando incubadas a temperaturas de 44-45°C (FRANCO, 2003). Os coliformes termotolerantes
podem ser utilizados no monitoramento da redu¢do do nimero de patdogenos nos sistemas de
tratamento de dejetos animais, abrangendo os géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella,
dentro outros (LARSEN et al., 1994; ELVING, 2009). Segundo Tamanini et al. (2007), esses
microrganismos sao sensiveis a temperatura de pasteurizagao, ou seja, 72 a 75°C durante 15 a
20 segundos.

A Escherichia coli é a espécie mais representativa de indicacdo de contaminagao por
fezes de animais de sangue quente, sendo um habitante comum do trato intestinal de homem e
animais (VASCONCELOS, 2019). Isso ocorre porque a E. coli ¢ uma bactéria muito conhecida,
abundante em fezes, facilmente distinta de outros membros do grupo de coliformes fecais, tendo
como vantagem sua facil detec¢do, e ¢ mais resistente por um periodo de tempo maior (JAY,
2005; SILVA et al., 2005; SOUSA, 2006). Seu tamanho varia de 1,1 a 1,5 um por2 a 6 um e
produzem colonias com formas lisas ou rugosas em meio solido, sendo possivel o aparecimento
de coldnias mucoides (KNOBL, 2017).

Embora a maioria das cepas de E. coli ndo seja patogé€nica, algumas espécies, tais como
o E. coli O157:H7, apresentam patogenicidade responsavel por enfermidades, sendo seis os
patotipos de E. coli diarreiogé€nica que causam uma variedade de tipos de doengas, como, por
exemplo, a sindrome hemolitico-urémica (SHU) (KUHNERT et al., 2000; METCALF; EDDY,
2016).

2.3.2 Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bactérias em
forma de bastonetes curtos, Gram-negativas, intracelulares, anaerobicas facultativas e nao
formadoras de enddsporos (FORSYTHE, 2013). A atual classificagdao taxondmica, criada 1933,
se baseia por identificacdo molecular de antigenos, apresentando 3 espécies e 6 subespécies,
sendo elas Salmonella subterrdnea, S. bongori, S. enterica (com as subespécies enterica,
salamae, arizonae, houtenae, ¢ indica) (SEGUNDO et al., 2020). A Salmonella subterranea é
a mais recente e foi isolada de sedimento coletado de regido aquifera em Oak Ridge, EUA
(SHELOBOLINA et al., 2004). Segundo Guibourdenche et al. (2010), foram identificados
2.611 sorovares diferentes, sendo que destes, 2.587 sdo da S. entérica e apenas 23 sdo da espécie
S. bongori.
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A Salmonella sp. ¢ amplamente difundida na natureza e ¢ capaz de infectar o trato
intestinal de uma ampla gama de animais, tanto de sangue frio quanto de sangue quente, entre
eles 0 homem (OLIVEIRA, 2004). Sua temperatura maxima de crescimento ¢ de 46°C e sdo
destruidas a uma temperatura de 55°C por uma hora ou de 15 a 20 minutos a uma temperatura
de 60°C (JUNEJA et al., 2009; PEREIRA; 2019). Esse microrganismo ¢ comum na microbiota
intestinal das aves e pode sobreviver até onze semanas fora do sistema digestivo
(HAAPAPURO et al., 1997; OAKKLEY etal., 2014). Além disso, ela pode se tornar um grande
problema em unidades de compostagem, devido a sua caracteristica cosmopolita ¢ a sua
capacidade de rapido crescimento (HASSEN et al., 2001).

Essa bactéria ¢ um dos principais microrganismos causadores de surtos de enfermidades
transmitidas por alimentos associados ao consumo de ovos e de alimentos formulados com este
ingrediente (MARTIN, 2005). De acordo com Forsythe (2013), diarreia, ndusea, dor abdominal,
febre branda, calafrios e algumas vezes vomitos, cefaleia e fraqueza sdo os principais sintomas
das doencas de origem alimentar causada pela Salmonella sp.

As infec¢des alimentares representam um grande problema para Satde Publica
(PEREIRA, 2019). Em 2019 ocorreu um surto de intoxicagao alimentar nos Estados Unidos,
devido ao consumo de meldes cortados, vendidos pronto para consumo nos supermercados,
onde 137 pessoas foram intoxicadas por Salmonella carrau, 38 foram hospitalizadas em 10
estados diferentes (CDC, 2019).

2.3.3 Helmintos

Os helmintos constituem um grupo muito numeroso, cujos representantes compreendem
os vermes pertencentes aos filos Platyhelminthes, Aschelminthes e Acanthocephala, com
espécies de vida livre e parasitas (GODINHO, 2003). Baseado em seu ciclo biologico, os
helmintos sdo divididos em dois grupos, os bio-helmintos e os geo-helmintos. O primeiro grupo
necessita de um hospedeiro intermediario para sua evolugdo, enquanto os geo-helmintos
necessitam, obrigatoriamente, para completar o seu ciclo evolutivo, de um estagio no solo
(MUNOZ; FERNANDES, 2013).

Algumas espécies de helmintos sdo parasitas intestinais de animais ¢ humanos e seus
ovos podem estar presentes em fezes ou material contaminado. Os ovos de helmintos sdo os
que causam maiores preocupacdes por serem os estagios mais resistentes no ciclo de vida dos
helmintos, pois sdo capazes de sobreviver por longos periodos e em condi¢des adversas, sendo
utilizados como indicadores parasitologicos (AHMAMID et al., 1999; GODINHO, 2003). No
entanto, cabe ressaltar que, com a pecudria tecnificada, a circulagdo dos agentes helminticos
tem diminuido, principalmente em virtude da alimentacao animal (FONGARO et al., 2015).

Assim como as infec¢gdes alimentares, as infec¢des parasitirias em seres humanos
também correspondem a problemas na saude publica (SILVA; ROCHA, 2019). As infeccoes
por helmintos estdo entre os mais frequentes agravos a saude, sendo estimado que cerca de dois
bilhdes de pessoas estejam infectadas com esse tipo de parasita em todo mundo
(MATOSINHOS, 2012). As doengas parasitarias normalmente acontecem por transmissao
fecal oral, associando-se, principalmente, a quadros de dores abdominais, desnutri¢do e
diarreia, geralmente em criangas (SILVA; ROCHA, 2019).

2.4 Compostagem
Uma vez que os residuos da producdo animal podem ser fontes de microrganismos e
parasitas patogénicos e determinantes de resisténcia a antimicrobianos, ¢ necessario que haja a

adocdo de um sistema de tratamento desses residuos a fim de evitar possiveis contaminagoes
do solo e da 4gua, o que coloca em risco a qualidade de vida da populacdo (ANGONESE et al.,
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2006). Dessa forma, surge tecnologias de gerenciamento de residuos animais com o objetivo
de mitigar os riscos ambientais através da estabilizagdo prévia destes residuos para posterior
utilizacao no solo como fertilizante (VALENTE et al., 2016).

Os residuos provenientes da producdo animal podem ser estabilizados por processos
biologicos com microrganismos aerdbios (compostagem) e anaerdbios (digestdo anaerdbia)
(HADIN et al., 2016). Os processos biologicos se destacam por resultar em matéria organica
mais estabilizada, ser de baixo custo de implantacdo e manutengdo, ser promissor quanto a
degradacao de substancias toxicas e/ou patogenos, reducdo de massa e volume do residuo;
concentragao de nutrientes e valorizagao organica dos residuos (COSTA et al., 2009; LARNEY
et al., 2006; LARNEY et al., 2008).

A compostagem € um processo natural de decomposi¢ao de residuos de origem animal
ou vegetal e que ¢ dividido em duas fases, denominadas de estabilizagdo e maturagdo
(EPSTEIN, 2011; CHIARELOTTO et al., 2018). Todo esse processo envolve uma comunidade
bastante heterogénea de microrganismos, além de organismos como as minhocas (ARAUJO et
al., 2009).

A fase de estabilizagdo, necessariamente termofilica (45°C a 65°C), aumenta a eficiéncia
do processo e promove a reducdo do volume e da massa compostada (JEONG; KIM, 2001).
Esta fase termofilica ¢ de fundamental importancia para reduzir o nimero de microrganismos
patogénicos do residuo, assim, deve-se manter a temperatura na faixa de 55 e 65°C para ocorrer
a diminuicao da carga microbiana do produto (JUNIOR etal., 2010; SANTOS, 2016). Ja a fase
de maturacao ¢ caracterizada como mesofilica devido a manutengdo da temperatura na faixa de
30°C a 45°C durante grande parte da fase, caindo para 25°C a 30°C no final do processo
(ORRICO et al., 2007). Esta fase implica no aumento da qualidade do composto organico,
resultante do "envelhecimento" ou "cura" do produto (BERNAL et al., 2009).

O processo de compostagem gera como produto final compostos que podem ser
utilizados como condicionadores do solo, melhorando as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas e que contém matéria organica, carbono e outros macronutrientes, que sao utilizados
para nutricdo das plantas (EPSTEIN, 2011). Além disso, esse processo oferece intimeras
vantagens para o produtor, pois além de ser economicamente viavel, reduz a quantidade de
residuos, evita a formacgdo de odores e pode ser feito em qualquer época do ano (OTENIO et
al., 2010). Produtos compostados sao largamente utilizados em jardins, hortas, substratos para
plantas e na adubacao de solo para produgdo agricola em geral, como fertilizante, fornecendo
nutrientes ao solo, aumentando sua capacidade de reten¢do de dgua, permitindo o controle de
erosao e evitando o uso de fertilizantes sintéticos (EPSTEIN, 2011).

A compostagem quando bem conduzida também elimina a maioria dos patogenos
presentes no esterco e reduz o risco de contaminacao dos alimentos, garantindo a seguridade
bioldgica da utilizagdo dos residuos oriundos da produgdo animal. A sobrevivéncia desses
patogenos no esterco dependerd, em grande parte, da temperatura e do teor de umidade presente
(AUGUSTO, 2011).

Heck et al. (2013) ao avaliar a influéncia da temperatura sobre a redugdo de Escherichia
coli, Salmonella sp., ovos de helmintos e virus entéricos durante o processo de compostagem,
verificaram oscilagao nas contagens de E. coli e de bactérias heterotroficas, mesmo apos a fase
termofilica. Por outro lado, ndo detectou presenca de Salmonella sp. e ovos vidveis de
helmintos, ao final do processo. Costa et al. (2005) relataram reducao de coliformes totais e
termotolerantes bem como a auséncia de Sa/monella sp em amostras de composto pronto. Ja
Vasconcelos (2019) verificou em seu trabalho que a compostagem sem protecao de tela de
sombreamento ndo foi suficiente para eliminar os coliformes termotolerantes do composto
final, sendo necessaria a aplicagdo de uma técnica de higienizagao, a solariza¢ao. Dessa forma,
pode-se verificar que ainda ndo existe um consenso quanto e eficiéncia da compostagem na
qualidade microbiologica do composto final.
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Além de tais vantagens, a compostagem também ¢ um processo promissor para reduzir
e/ou eliminar determinantes de resisténcia a antimicrobianos existentes nos residuos animais.
Esse processo pode transformar antimicrobianos em compostos ndo bioativos, reduzindo
efetivamente as concentra¢des de antimicrobianos e de genes de resistencia a antimicrobianos
nos produtos finais, sendo considerada uma pratica eficaz na degradacao dos antimicrobianos
(KIM et al., 2012; HO et al., 2013). Em um estudo realizado nos Estados Unidos, observou-se
que os antimicrobianos clortetraciclina, tilosina e monensina se dissiparam rapidamente no
esterco submetido a um manejo de alta intensidade do que no manejo de baixa intensidade, no
entanto, o tipo de manejo do esterco nao foi um fator significativo na redugdo dos niveis de
genes de resisténcia a antimicrobianos (STORTEBOOM et al., 2007).

Segundo Storteboom et al. (2007), a compostagem de esterco de cavalo resultou em uma
diminui¢do de até 100 vezes dos genes de resisténcia a tetraciclina apos seis meses. Urra et al.
(2018) ao estudar o impacto do esterco de cavalo e esterco de galinha em diferentes formas na
qualidade ambiental do solo, observaram que os solos tratados com esterco de cavalo
apresentaram valores de diversidade alfa significativamente maiores do que os solos tratados
com esterco de galinha, assim como a aplicacao de esterco de cavalo fresco resultou em uma
maior abundancia de genes de resisténcia em comparag¢do com o solo controle.

Apesar de tais estudos, Cui et al. (2016) afirma que ainda ndo ha um consenso sobre o
efeito da compostagem na eliminacdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos, pois isso varia
em funcdo do tipo do material e das condi¢cdes de condugdo da compostagem, além das
caracteristicas dos antimicrobianos presentes, como solubilidade em é4gua e capacidade de
sor¢ao do solo e em condigdes ambientais como temperatura, luz, pH e niveis de oxigénio
(THIELE-BRUHN, 2003; SOEBORG et al., 2004; CUI et al., 2016). Este fato refor¢a ainda
mais a importancia de estudos sobre o efeito da compostagem na eliminagao de genes de
resisténcia a antimicrobianos. Além disso, o adubo composto de animais alimentados com
antimicrobianos ainda ndo foi bem caracterizado e hd uma necessidade de entender o destino
dos genes de resisténcia a antimicrobianos durante o tratamento do esterco antes de sua
aplicacdo como fertilizante natural na agricultura, principalmente quando os agricultores nao
esperam o tempo necessario para a maturagdo ou estabiliza¢do final devido a necessidade de
utilizagdo imediata do composto (ARAUJO et al., 2009).

Vale ressaltar ainda que segundo a Instru¢do Normativa n° 17, del8 de junho de 2014,
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, ¢ obrigatorio fazer uso do processo de
compostagem nos residuos animais para que estes possam ser utilizados em sistemas organicos
de producao (BRASIL, 2021).
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3. CAPITULO 1

EFEITO DA COMPOSTAGEM NA CARGA MICROBIOLOGICA E
PARASITARIA DE RESIDUOS PROVENIENTES DA PRODUCAO
ANIMAL NO BRASIL

Documento submetido a revista “International Journal of Recycling of Organic Waste in
Agriculture’’

FERREIRA, P. F. A.; XAVIER, J. F.; BERTHOLOTO, D. M.; MELO, D. A.; CORREIA, T.
R.; COELHO, S. M. O.; SOUZA, M. M. S.; LEAL, M. A. A.; ARAUJO, E. S.; COELHO, I. S.

Effect of composting on the microbiological and parasitic load in animal production wastes in
Brazil.
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3.1 RESUMO

Residuos da produgdo animal sao promissores para serem utilizados na producao agricola como
adubo ou condicionador do solo. Contudo, se ndo forem manejados adequadamente, podem
contaminar o solo e vegetais, resultando em risco a saude publica. Considerando que a
compostagem € uma técnica preconizada para garantir a higienizacdo e viabilidade agrondémica
dos compostos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a carga microbioldgica e
parasitaria durante a compostagem de residuos provenientes da produgdo animal convencional
e organica. A presenga de Salmonella sp. e ovos de helmintos, e a quantificagdo de coliformes
termotolerantes foram avaliadas em cama de cavalo e camas de avidrio do sistema de produgao
convencional e organico durante o processo de compostagem. A carga inicial de coliformes
termotolerantes foi superior a 10'” NMP g'! nas trés matérias primas. Ao final do processo de
compostagem, todos os materiais apresentaram reducdo significativa de coliformes
termotolerantes, chegando a 99,98; 100 e 99,80% para a cama de cavalo, cama de aviario
organico e cama de aviario convencional, respectivamente. Os residuos frescos apresentaram
ovos de helmintos, com énfase na cama de cavalo que apresentou maior quantidade em relagao
aos demais. No entanto, todos os matérias apresentaram auséncia de ovos de helmintos ao final
da compostagem. Salmonella sp. esteve ausente desde o residuo fresco até o final da
compostagem. A compostagem foi efetiva na eliminagao de ovos de helmintos e na reducgao de
coliformes termotolerantes, no entanto, os compostos finais apresentaram carga microbiana
patogénica superior ao exigido pela legislacdo brasileira vigente para uso na agricultura.

Palavras-chave: Cama de cavalo. Cama de aviario. Coliformes termotolerantes. Ovos de
helmintos. Salmonella.
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3.2 ABSTRACT

Animal production wastes are promising for use in agricultural production as a plant nutrient
or soil conditioner. However, if not properly managed, they can contaminate the soil and plants,
resulting in public health risks. Considering that the composting technique is recommended to
ensure compost hygiene and agronomic viability, the present study aimed to evaluate the
microbiological and parasitic load during the composting of residues from conventional and
organic animal productions. The presence of Salmonella sp. and/or helminth eggs and the
quantification of thermotolerant coliforms were determined in horse bedding and organic and
conventional poultry litter during the process of composting. The initial load of thermotolerant
coliforms was greater than 10! MPN g in the three raw materials. All of them showed a
significant reduction in these bacteria at the end of the composting process, reaching 99.98%,
100.00%, and 99.80% in the horse bedding, organic poultry litter, and conventional poultry
litter, respectively. All the fresh residues contained helminth eggs, with the horse bedding
exhibiting the highest amount compared to the others. However, they all revealed an absence
of helminth eggs at the end of the composting process. Salmonella sp. was absent in both the
raw materials and the final compost. Composting was effective in eliminating helminth eggs
and reducing thermotolerant coliform levels. However, the final composts retained a higher
pathogenic microbial load than required by the current Brazilian legislation for use in
agriculture.

Key words: Horse bedding. Poultry bedding. Thermotolerant coliforms. Helminth
eggs. Salmonella.
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3.3 INTRODUCAO

O aumento da producao animal tem por consequéncia a geracao de grandes quantidades
de residuos com lenta degradabilidade em alguns casos, e, em outros, de subprodutos que
podem ser toxicos e cumulativos no ambiente (SCHNEIDER et al., 2012). Na avicultura e
equinocultura, um dos residuos gerados ¢ a cama de forracdo dos locais onde os animais
permanecem. Esse material, intitulado como cama de aviario ou de cavalo, ¢ utilizado com o
objetivo de evitar o contato direto do animal com o piso, servir de substrato para a absor¢ao da
agua, incorporagao de fezes, urina e restos de alimentos nao aproveitados ou deteriorados
(VIRTUOSO et al., 2015).

Tais residuos sdo promissores para serem utilizados na producao agricola como adubo
ou condicionador do solo, uma vez que possuem caracteristicas benéficas ao solo e as plantas
(KOMAR et al., 2012; SOUZA; RODRIGUES, 2017). No entanto, estes residuos podem ser
fontes de microrganismos patogénicos, € quando ndo manejados adequadamente, podem
contaminar o solo e vegetais usados no consumo humano, resultando em risco a satde Unica
(HAAPAPURO; BARNARD; SIMON 1997; KYAKUWAIRE et al., 2019). O termo saude
unica diz respeito a ideia de que a saide humana e a satide animal sdo interdependentes e
vinculadas a satide dos ecossistemas nos quais existem (OIE, 2020). Este conceito ¢
implementado pela Organizagdo Mundial de Satide Animal como uma abordagem global
colaborativa para a compreensao dos riscos para a saide humana e animal e para a satde do
ecossistema como um todo (OIE, 2020).

Dessa forma, surgem tecnologias de gerenciamento de residuos animais com o objetivo
de mitigar os riscos ambientais através da estabilizagdo prévia destes residuos para posterior
utilizacdo no solo como fertilizante (VALENTE et al., 2016). Os residuos provenientes da
producdo animal podem ser estabilizados por processos bioldgicos com microrganismos
aerobios (compostagem) e anaerdbios (digestao anaerobia) (HADIN et al., 2016).

A compostagem ¢ um processo natural de decomposicdo bioldgica de materiais
organicos, de origem animal e vegetal, pela acdo de microrganismos (SAMPAIO;
MAGALHAES; MIRANDA, 2019). Além de ser um procedimento ambientalmente correto e
de baixo custo de implantagdo e manutengdo, a compostagem se destaca por resultar em matéria
organica mais estabilizada, sendo eficiente quanto a degradacao de substancias toxicas, redugdo
de massa e volume do residuo; concentragdo de nutrientes e valorizagdao organica dos residuos
(COSTA et al., 2009; LARNEY et al., 2006; LARNEY et al., 2008). Ademais, a compostagem
¢ uma das alternativas recomendadas para reduzir a populagdo de microrganismos
potencialmente patogénicos presente nos residuos, o que reduz o risco de contaminacdo do
ambiente ¢ garante a higienizacdo do produto final (SA et al., 2014). Vale ressaltar que a
compostagem ¢ um processo que gera e emite gases, alguns dos quais sdo gases de efeito
estufa (GEE) que favorecem o aquecimento global (SANCHEZ et al., 2015). No entanto,
a compostagem também ¢ considerada uma tecnologia mitigadora por reduzir as emissdes
de GEE por tonelada de residuo tratado, uma vez que os residuos organicos sao uma importante
fonte desses gases, sendo seu tratamento e/ou disposi¢ao final decisivo na quantidade de gases
que sao emitidos (INACIO, BETTIO, MILLER; 2010).

Segundo Pereira, Neto e Nobrega (2013), no sistema convencional de producio, o
esterco animal pode ser utilizado em areas agricolas sem tratamento prévio. No entanto, para
agricultura organica, a utilizacao desses residuos, quando obtidos de sistemas de produgdo nao
organico, s0 pode ser efetivada apos serem devidamente compostados e bioestabilizados
(BRASIL, 2021). O regulamento técnico da Portaria n® 52, de 15 de mar¢o de 2021, do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, estabelece em seu Anexo VI os limites
maximos de contaminantes admitidos em compostos organicos, sendo estes: 1000 nlimero mais
provavel de coliformes termotolerantes por grama de matéria seca, 1 ovo vidvel de helminto
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por quatro gramas de sélidos totais e auséncia de Sa/monella sp. em 10 gramas de matéria seca
(BRASIL, 2021). Através desses parametros ¢ possivel determinar a adequagdo de um dejeto
ao uso agricola (DUARTE; PASQUALINE, 2017).

Na Europa, os residuo animais devem ser provenientes de uma unidade técnica de
biogas ou de uma unidade de compostagem para serem utilizados como fertilizante na
agricultura. Devem estar isentos de Salmonela (auséncia de Salmonela em 25 g de produto
tratado) e Enterobacteriaceae (com base na contagem de bactérias aerdbias: 1000 ufc por grama
de produtos tratados) (EU, 2002). Nos EUA, as recomendagdes sdo de 0,3 numero mais
provavel (NMP) por grama de E. coli O157:H7, menos de 3 NMP por 4 g ou mL de sélidos
totais para Salmonella spp. e menos de 1 unidade formadora de colonia por 5 g para L.
monocytogenes (FDA, 2018).

Levando em considera¢do que a compostagem de residuos provenientes da producao
animal ¢ uma técnica preconizada para garantir a higienizagdo ¢ viabilidade agrondmica dos
compostos organicos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a carga microbioldgica e
parasitaria durante a compostagem de residuos provenientes da producdo animal convencional
e organica.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Coleta de Residuos Provenientes da Producio Animal

Os residuos animais, neste caso, a cama de cavalo e camas de aviario do sistema de
producdo convencional e organico foram adquiridos em setembro de 2019. A cama de cavalo
foi proveniente de um haras localizado em Nova Friburgo (22°17°S e 42°32° W), regido Serrana
do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. As amostras de cama de aviario foram provenientes de
uma granja que adota o sistema de produgdo organico em Sao José do Vale do Rio Preto
(22°09°S e 42°55°W), e de uma granja que adota o sistema de produg¢do convencional em Nova
Friburgo (22°17°S e 42°32°W), ambos na regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
Ap0s a coleta, os materiais foram acondicionados em sacos e transportados até o Sistema
Integrado de Producao Agroecologica (SIPA), conhecido como Fazendinha Agroecoldgica Km
47, uma parceria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Empresa de
Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (Pesagro) e Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), local onde foi conduzido o experimento de compostagem.

3.4.2 Montagem, Conducio da Compostagem e Coleta de Amostras

O experimento da compostagem foi conduzido de outubro de 2019 a marco de 2020 na
Fazendinha Agroecoldgica Km 477, no municipio de Seropédica, regido metropolitana do
estado do Rio de Janeiro, entre as coordenadas 22°46°S e 43°41°W (DIAS, 2007). O clima ¢
quente e imido, classificado como Aw conforme Kdppen, com dominio de altas temperaturas
no verao e amenas no inverno, temperatura média anual de 24,5°C, com chuvas concentradas
de novembro a margo e precipitacdo anual média de 1213 mm (EMBRAPA, 1999).

Em um galpao coberto foram confeccionadas trés pilhas para cada tipo de residuo, sendo
eles, cama de cavalo (CC), cama de aviario convencional (CAC) e cama de aviario organico
(CAOQ). As pilhas foram montadas com formato cilindrico e dimensdes aproximadas de 1 metro
de altura por 1,20 metros de didmetro (Figura 1). Com o auxilio de uma tela de arame, foram
feitos circulos e logo apds o material foi adicionado. O material foi acondicionado em telas de
arame para melhor otimiza¢do do espago e manutengdo ao longo do processo.

Figura 1. Pilhas em formato cilindrico utilizadas no processo da compostagem. Acervo pessoal.
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A compostagem foi conduzida por um periodo de 125 dias. A avaliagao de temperatura
foi realizada diariamente nas duas primeiras semanas e, posteriormente, em dias alternados até
a estabilizacao do material utilizando-se um termdmetro digital do tipo culinario inserido a 20
cm de profundidade em trés pontos de cada pilha. O material foi irrigado para visando manter
a umidade em valores proximos de 55%, 45% e 45% para cama de cavalo, cama de avidrio
organico e cama de aviario convencional, respectivamente. Estes valores de umidade foram
estipulados com base na facilidade de manejo e na composi¢ao do material.

As amostras foram coletadas nos tempos 0, 14, 32, 60, 90 e 125 dias (Figura 2), sendo
obtidas a partir de trés amostras simples coletadas no momento do revolvimento da pilha e em
posicdes equidistantes das demais amostragens. Estas amostras foram misturadas, formando
amostras compostas, € em seguida, acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao
Laboratoério de Diversidade Microbiana do Instituto de Veterinaria da UFRRJ. No laboratério,
as amostras foram armazenadas a -20°C para posteriores avaliagoes.

12 coleta 3° coleta 5P coleta
s 0711/19 /0912119 05/02/20
0 14 32 60 { 125
“, 211119 . 06/01/20 09703720
2° coleta 4% coleta 69 coleta

Figura 2. Esquema dos dias de coleta das amostras.

3.4.3 Analise Microbiologica

A andlise microbioldgica foi realizada para quantificar coliformes termotolerantes,
Salmonella e ovos de helmintos. Inicialmente, para pesquisa de Salmonella e quantificacao de
coliformes termotolerantes, cerca de 10 g de cada amostra foi adicionada a 90 mL de agua
peptonada 0,1%. A partir dai, metodologias individuais foram utilizadas, como descrito
posteriormente (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma das andlises microbioldgicas.
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3.4.3.1 Determinacao de coliformes termotolerantes

Para quantificacao de coliformes termotolerantes foi utilizada a técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) (RICE et al., 2017). Apds a homogeneizagdo da primeira diluicdo, dilui¢des
decimais foram preparadas em tubos contendo 9 mL de agua peptonada 0,1%. Para o teste
presuntivo de coliformes totais, transferiu-se 1 mL das respectivas dilui¢des para uma série de
cinco tubos contendo 9 mL do Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e um tubo de Durham
invertido e incubou-se na estufa a 35°C por 48 h. Para quantificacio de coliformes
termotolerantes, aliquotas da amostras positivas (turbidez e/ou com presenca de gas no tubo de
Durham) foram transferidas para tubos contendo caldo Escherichia coli (EC). Os tubos de caldo
EC foram incubados em banho-maria a 44,5°+0,2°C por 24 horas. Consideraram-se como
positivos os tubos que apresentaram turbidez e/ou continham formacao de gas no interior do
tubo de Durham.

Como foram inoculadas trés séries de cinco tubos com trés diluigdes decimais
diferentes, o nimero de tubos positivos de trés dilui¢cdes foi comparado com a tabela de NMP.

O namero mais provavel de cada amostra foi calculado de acorda com a seguinte formula:
10
NMP correspodente a tabela x 2
Onde:
V = Maior volume inoculado
Os resultados foram expressos em NMP/g.

3.4.3.2 Teste presenca/auséncia para Salmonella

A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com a metodologia proposta pela
Organizagao Internacional de Normalizacao (ISO, 2010). Feito a dilui¢do da amostra em agua
peptonada, esta foi homogeinizada e incubada a 35 °C por 24 h. Apos esta fase, 1 mL foi
transferido para tubos com 9 mL de caldo Tetrationato. Os tubos foram incubados a 35 °C por
24 h. Apés a incubagdo, uma aliquota do caldo Tetrationato foi semeada no meio Agar
Salmonella-Shigella. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apds este periodo observou-
se a presenca de coldnias tipicas de Sal/monella (colonias com centro negro). Essas colonias
foram estocadas e identificadas pela técnica do Tempo de V6o de Ionizagdo/Desor¢ao por Laser
Assistida por Matriz (MALDI-TOF) no Laboratério Integrado de Microbiologia (LIM),
Instituto de Microbiologia Paulo Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

3.4.3.3 Quantificacio de ovos de helmintos

A quantificacdo de ovos de helmintos foi realizada no laboratorio de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterindria do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Foram empregadas duas metodologias de extragdo de ovos
de helmintos, sendo uma para ovos leves e outra para ovos pesados. Para ovos leves foi utilizada
a técnica de centrifugo-flutuacao simples (FIGUEIREDO et al., 1984). Nesta, a amostra foi
diluida na propor¢ao de dois gramas de amostra para 10 mL de agua filtrada. Em seguida, a
solucao foi homogeneizada e filtrada em peneira e gaze, sendo transferida para o interior de um
tubo Falcon para ser centrifugada a 2500 rpm durante 10 minutos. Logo apés a centrifugacao,
verificou-se a dissociacdo do sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em solucdo de
sacarose. Posteriormente, esta solu¢ao foi submetida a uma segunda centrifugagdo a 2500 rpm
durante 10 minutos. Findada a centrifuga¢ao, o volume do tubo Falcon foi completado com a
solucao saturada de agucar formando um menisco de halo convexo, onde foi depositada uma
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lamina de microscopia. Transcorrido 10 minutos, a 1amina foi retirada rapidamente e sobre ela
colocou-se uma laminula para visualiza¢do microscopica.

Para ovos pesados foi utilizada a técnica de sedimentagao espontaneca (HOFFMAN et
al., 1934). Primeiramente, com o auxilio de um bastdo de vidro, duas gramas do material
coletado foi homogeneizado em dgua. Em seguida, a solucgdo foi filtrada em peneira e gaze para
o interior de um frasco de vidro de fundo conico. O volume do frasco foi entdo completado com
agua e em seguida, a solucdo permaneceu em repouso por duas horas, favorecendo a
precipitacdo dos residuos. Logo apds, o sobrenadante foi substituido por agua limpa
promovendo a ressuspensao do precipitado. Esta operacao foi repetida duas vezes até que o
sobrenadante ficasse com coloragdo clara. Entdo, com auxilio de uma pipeta, coletou-se uma
aliquota do precipitado, a qual foi depositada na superficie de uma lamina de microscopia para
visualizagdo microscopica.

Os ovos de helmintos foram visualizados por microscopia dptica e contados em sua
totalidade. Foram empregados aumentos de 100x e/ou 200x, suficientes para deteccdo e
identificacdo dos ovos. Os critérios para identificacdo dos ovos de helmintos sdo baseados,
principalmente, no tamanho e nas caracteristicas morfologicas especificas dos ovos, tais como:
forma, conteudo dos ovos, espessura da membrana externa (casca), além de modificacdes, tais
como, protuberancias, espiculas, rolhas polares e opérculo (SOULSBY, 1987; ZAJAC;
CONBOY, 2012).

37



3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o processo de compostagem, a cama de cavalo e as camas de aviario
provenientes do sistema organico e convencional de producdo apresentaram comportamento
bastante similar no que diz respeito a temperatura (Figura 4). Aos 3, 15, 33 e 61 dias foram
observados os pontos maximos de temperatura durante o processo de compostagem. Este fato
estd relacionado a umidificagdo e os revolvimentos das pilhas dias anteriores (0, 14, 32 e 60
dias), o que proporcionou aeragao € consequentemente manutengao de atividade microbiana e
maior liberagdo de calor. J& o declinio da temperatura apos esses picos ocorreu provavelmente
devido a redugdo da disponibilidade de oxigénio decorrente da compactacao natural das pilhas
e a reducdo da disponibilidade de 4agua que teria diminuido a atividade microbiana e
consequentemente reduzido a temperatura. Assim, foi observada varias fases termofilas e
mesofilas durante a compostagem. Comportamento semelhante foi observado por Oviedo-
Ocaiia et al., 2015. Os dados foram corroborados por Pampuro et al. (2016) ao avaliarem duas
estratégias de compostagem (com e sem revolvimento), observando que de modo geral, os
perfis de temperatura foram bastante semelhantes. No entanto, as pilhas que foram revolvidas
apresentam uma elevacao da temperatura média apds os revolvimentos. O autor afirma que isso
ocorreu devido ao aumento dos niveis de oxigénio que estimulam a atividade microbiana.
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Figura 4. Temperatura durante o processo da compostagem. CC = Cama de cavalo; CAO =
Cama de aviario organica; CAC = Cama de aviario convencional. Setas indicam pontos
de coleta.

A fase termofila € essencial para a redugao da contaminagao microbiolédgica, eliminando
as populagdes bacterianas oriundas dos residuos organicos (HECK et al., 2013; MATOS, 2014).
Segundo a resolugdo CONAMA 481/2017, o periodo de tempo e temperatura necessarios para
higienizacao dos residuos solidos organicos durante a compostagem em sistemas abertos ¢ de
55°C durante 14 dias ou 65°C durante 3 dias (BRASIL, 2017).

A cama de aviario orgénica apresentou temperaturas acima de 65° C aos 33 dias de
compostagem, permanecendo assim durante 4 dias consecutivos, enquanto a cama de aviario
convencional, aos 15 dias de compostagem, apresentou temperaturas similares, se mantendo
nessa faixa por 3 dias consecutivos. J& a cama de cavalo obteve temperatura maxima de 63°C,
permanecendo nessa faixa somente durante 1 dia (16° dia). Assim, as camas de aviario
apresentaram temperaturas ideais por periodos de tempos adequados para serem considerados
higienizados segundo a legislacdo, enquanto que a cama de cavalo apresentou comportamento
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proximo do que ¢ considerado ideal. Sugere-se que as camas de aviario em comparagao a cama
de cavalo, chegaram a maiores temperaturas devido ao seu maior teor de nitrogénio,
favorecendo o aumento da atividade bioldgica, e também em fun¢do da sua granulometria fina,
formando pilhas com melhor distribui¢do de temperatura e menor perda de calor, enquanto que
a cama de cavalo, por ser composta de material mais grosseiro, proporciona boa aeracdo e
alcanga altas temperaturas, no entanto, sdo mais sujeitos a perdas de calor (NASCIMENTO,
2010).

Apds 68 dias, todos os materiais registratam temperaturas médias inferiores a 45° C,
permanecendo até o final da compostagem na fase mesofila. Aos 125 dias foram registradas
temperaturas entre 29 e 34 °C, proximas a temperatura ambiente, indicando o periodo de cura
ou maturacao. Segundo Kiehl (2004), a fase de maturacao indica que o composto apresenta
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas ideais para ser utilizado como fertilizante organico.
Segundo Bernal, Alburquerque e Moral (2009), além da temperatura, redugdes no organico
soluvel em dgua-C, NH-N, efeitos fitotoxicos, atividade microbiana e aumentos na humificagao
da matéria organica sdo indicadores da estabilizacdo progressiva dos materiais de
compostagem, levando a um grau aceitavel de maturidade com base nos indices estabelecidos
na literatura para compostos de diferentes origens.

Em relagao a qualidade microbiologica do material, os residuos frescos apresentaram
elevada contaminacdo microbiana (superior a ordem 10'7 NMP g!) (Tabela 1). Como esses
residuos apresentam dejetos animais em sua composi¢cdo € os animais possuem elevada
diversidade microbiana intestinal, tal comportamento ja era esperado e reforca o risco de utilizar
materiais frescos oriundos da producdo animal na agricultura, uma vez que estes podem
contaminar os vegetais que por sua vez, quando ingeridos, podem vir a contaminar os seres
humanos e animais, tornando-se um problema de saude publica. Essa problematica ¢ reforcada
por Kyakuwaire et al. (2019), que afirmaram que a aplicagdo direta da cama de aviario em solo
agricola pode ocasionar prejuizo a saude animal, humana e ambiental.

Tabela 1. Numero mais provavel por grama (NMP g™!) de coliformes termotolerantes, pesquisa
de Salmonella sp. e quantificagio de ovos viadveis de helmintos em residuos
provenientes da producao animal durante o processo de compostagem (0, 15, 30, 60, 90
e 120 dias). CC = Cama de cavalo; CAO = Cama de avidrio organica; CAC = Cama de
aviario convencional

0 14 32 60 90 125 MAPA
Coliformes termotolerante (NMP/g)
CC >1,6x107  >1,6x10" 1,6 x 10" 2,6 x 10" 2,8x 10" 2,7x 10"
CAO >1,6x107 >1,6x10"7 1,6 x 10" 1,1 x 10" 4,3 x 107 1,4 x 107 <1000
CAC >1,6x10"7 >1,6x10" 1,6 x 10" 1,6 x 10" 1,1 x 10" 3,2x 10"

Salmonella/10g
CC Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
CAO Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
CAC Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

Ovos viaveis de helmintos/4g tipo Strongyloidea

CC 3 1 0 0 0 0
CAO 1 1 0 1 0 0 1
CAC 1 1 0 0 0 0

Assim, a compostagem se torna uma alternativa para mitigar os riscos ambientais por
meio da estabilizagdo prévia dos residuos para posterior utilizagdo no solo como fertilizante
(VALENTE et al., 2016). Em sistemas organicos de producgio pode-se utilizar residuos animais
somente se estes forem bioestabilizados por meio do processo de compostagem (BRASIL,
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2021). Além disso, segundo a legislagdao brasileira, compostos organicos devem apresentar
limites maximos de contaminantes microbiologicos para serem utilizados na agricultura
organica, sendo admitidos: 1000 nimero mais provavel de coliformes termotolerantes por
grama de matéria seca, 1 ovo viavel de helminto por quatro gramas de sdlidos totais e auséncia
de Salmonella sp em 10 gramas de matéria seca (BRASIL, 2021).

No presente estudo, durante o processo da compostagem houve reducao de coliformes
termotolerantes em todos os tratamentos. A cama de cavalo foi o inico material que apresentou
redugdo de coliformes termotolerantes aos 60 dias (2,6 x 10! NMP g!), no entanto, aos 90 dias,
essa carga apresentou uma certa elevagio, chegando a 2,7 x 10" NMP g’!, permanecendo assim
até o final do processo. As camas de aviario apresentaram redu¢do somente a partir de 90 dias.

Ao final do processo de compostagem, todos os materiais apresentaram redugdo
significativa na carga de coliformes termotolerantes, chegando a 99,98; 100 e 99,80% para a
cama de cavalo, cama de aviario organico e cama de aviario convencional, respectivamente.
No entanto, apesar de tal reducdo, os valores permaneceram acima dos niveis permitidos pela
legislagdo brasileira para utilizagdo na agricultura organica (BRASIL, 2021), indicando que o
composto oferece risco de transmissdo de patdogenos aos seres humanos e ndo pode ser utilizado
de forma segura. Vale ressaltar que as camas de avidrio apresentaram temperatura acima de
65°C durante trés dias como indicado na legislacdo para higienizagao do material (BRASIL,
2017), contudo nao foi suficiente para reduzir os coliformes termotolerantes a niveis aceitaveis
para agricultura orgénica. Isso ocorreu provavelmente devido a elevada carga de coliformes
presente na matéria prima.

Vasconcelos (2019) especula que a elevada contaminagdo por coliformes
termotolerantes das matérias primas (em média 7,1 x 10* NMP g!) ¢ a provavel origem dessa
mesma contaminagado ao final do processo de compostagem de residuos urbanos sem protecao
de tela de sombreamento (1,5 x 10° NMP g!) e sem revolvimento periédico (1,0 x 10* NMP g
1, indicando assim, tratamentos adicionais para reduzir a contaminagio e viabilizar seu uso
para fins agricolas. Sé et al. (2014), ao avaliarem a dindmica da populagdo de coliformes durante
a compostagem automatizada de dejetos liquidos de suinos, observaram que embora tenha
ocorrido uma redugdo significativa (99,9 %) em relacdo ao NMP de coliformes fecais presentes
originalmente nos dejetos, o resultado final ainda foi superior ao limite estabelecido pelo
Ministério da agricultura, pecudria e abastecimento (MAPA) para compostos classe A. Em
contrapartida, Souza et al. (2019) afirmaram que a compostagem foi eficiente na eliminagao de
coliformes termotolerantes em residuos de caprinos e ovinos.

O principal reservatorio de Salmonella ¢ o trato intestinal de uma ampla variedade de
animais domésticos, com énfase para as aves (HUGAS; BELOEIL, 2014). Na cama de aviario,
Salmonella, E. coli e coliformes sdo os contaminantes bacterianos mais prevalentes
(KYAKUWAIRE et al., 2019). De acordo com Brasil (2011), Salmonella sp. ¢ eliminada em
grande nimero nas fezes. No entanto, este microrganismo esteve ausente desde o residuo fresco
até o composto final dos diferentes materiais. Segundo Lopes et al. (2014), a possibilidade da
excrecao intermitente desse microrganismo pelas aves em condicdes especificas pode justificar
a baixa frequéncia de identificagdo de Salmonella sp. em amostras fecais. Além disso, a
deteccao desse patdgeno em niveis muito baixos em cama de forragdo pode estar relacionada a
concorréncia com outros organismos (BARBOUR et al., 1999). Souza et al. (2019), ao
analisarem caracteristicas microbioldgicas de compostagem de residuos de caprinos € ovinos,
observaram auséncia de Salmonella durante todo o processo.

Em relagdo aos ovos de helmintos, esses apresentaram presenga € quantidade bastante
variavel durante o processo da compostagem. Levando em considerag@o os residuos frescos, a
cama de cavalo apresentou maior quantidade de ovos de helmintos (3 ovos viaveis g™ tipo
Strongyloidea) em relagiio as camas de aviario (1 ovo viavel g™! tipo Strongyloidea). Os equinos
sao parasitados por mais de 90 espécies de helmintos, sendo os ovos destes parasitos excretados
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nas fezes (ROBERTS; JANOVY JUNIOR, 2009). Ao verificarem a prevaléncia de parasitas
em equinos, Godéski e Pedrassani (2018) constataram que todos os animais estudados
apresentaram ovos de helmintos nos exames parasitologicos de fezes, entretanto a carga
parasitaria foi considerada baixa (102 + 228 ovos g™ de fezes). Salas-Romero et al. (2017)
observaram elevada carga parasitaria ao avaliar a excrecao de ovos de helmintos em equinos,
encontrando em média 1436 ovos g de fezes. Em relagdo as aves, Melo et al. (2019) afirmaram
que os helmintos sao comumente relatados em infecgdes de aves silvestres. Eles parasitam, na
maioria dos casos, o trato gastrointestinal das aves, liberando ovos junto as fezes dos
hospedeiros (BOWMAN, 2014).

A partir de 32° dia, os ovos de helmintos ndo foram detectados na cama de cavalo e a
cama de aviario convencional. Na cama de aviario organico foi detectado 1 ovo viavel g! tipo
Strongyloidea aos 60 dias, com efetiva eliminacdo de ovos de helmintos somente aos 90 dias.
Assim, os compostos finais ndo apresentaram contamina¢do por ovos de helmintos. Isso
ocorreu, possivelmente, devido a sua menor quantidade no residuo fresco e a temperatura acima
de 60 °C durante a compostagem. Tem sido relatado que temperaturas superiores a 55° C
durante trés dias ¢ satisfatoria para eliminacdo de ovos de helmintos (WICHUK;
MCCARTNEY, 2007).

Assim, no presente trabalho, o processo de compostagem foi eficaz na eliminacao de
ovos de helmintos. Da mesma forma, Heck et al. (2013) descreveram auséncia de Salmonella e
de ovos de helmintos ao estudarem a qualidade microbioldgica do composto final oriundo de
residuos solidos. Corréa et al. (2007) também relataram taxa de redugdo entre 93 e 100% do
numero de ovos de helmintos em amostras de lodo de esgoto compostado. Ademais, nossos
resultados corroboram com os obtidos por Zhu et al. (2004) que observaram a eliminacao de
ovos de helmintos ap6s 63 dias da compostagem de esterco suino.

Embora os compostos do presente trabalho estejam de acordo com a regulamentacao do
MAPA em relagdo aos atributos Salmonella sp. e ovos de helmintos, o0 nimero mais provavel
(NMP) de coliformes termotolerantes apontou contagem superior a preconizada pela legislagao,
sugerindo que somente a compostagem, com pilhas reduzidas, ndo ¢ suficiente para reduzir a
carga microbiana até o limite preconizado. Contudo, cabe destacar que o tamanho da pilha
interfere na troca de calor com o ambiente, influenciando a temperatura da mesma. Assim,
pilhas maiores reduzem a superficie exposta ao ambiente e, consequentemente podem aumentar
a eficiéncia da higieniza¢ao do processo de compostagem.

Embora a utilizacdo de residuos animais na agricultura seja uma alternativa sustentavel,
ela precisa ser ambientalmente segura. Para tal, ¢ necessario fazer uso de tratamentos que
garantam sua higieniza¢do. A garantia da qualidade e da seguranca na utilizagao desses residuos
na agricultura ¢ importante para evitar a disseminacdo de bactérias patogénicas e
consequentemente, um problema de satde publica. Frente a isto, ¢ necessario estudos que
avaliem o emprego de técnicas adicionais que garantam a redugao dos coliformes
termotolerantes até o limite maximo estabelecido para agricultura organica, como a solarizagao
(OZDEMIR et al., 2020).
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3.6 CONCLUSOES

A compostagem propicia uma redugdo expressiva na populacdo de coliformes
termotolerantes dos residuos de cama de cavalo e cama de avidrio organica e convencional,
porém, os compostos finais apresentaram carga superior ao exigido pela legislagdo Brasileira
vigente para agricultura organica.

O género Salmonella esteve ausente nos residuos frescos e durante todo o periodo da
compostagem.

A compostagem foi efetiva na elimina¢do de ovos viaveis de helmintos de todos os
residuos animais.
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4. CAPITULO I

PESQUISA DE BACTERIAS DA ORDEM ENTEROBACTERIALES E
PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DURANTE O
PROCESSO DE COMPOSTAGEM DE RESIDUOS PROVENIENTES DA
PRODUCAO ANIMAL
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4.1 RESUMO

Residuos provenientes da produgdo animal sdo amplamente utilizados na agricultura. E, embora
proporcione beneficios ao solo e consequentemente as plantas, se ndo manejados de forma
adequada, podem ser um veiculo de contaminagdo ambiental pois contém microrganismos
patogénicos e determinantes de resisténcia antimicrobiana. Assim, quando utilizados como
fertilizante organico, os contaminantes existentes nos residuos podem persistir e se acumular
no solo, podendo transferir resisténcia para bactérias comensais e patogénicas de humanos e
animais. Nesse viés, técnicas de manejo, como a compostagem, podem ser promissoras para
reduzir e/ou eliminar esses contaminantes. Baseado nisso, este trabalho teve como objetivo
pesquisar bactérias da ordem Enterobacteriales e seu respectivo perfil de resisténcia
antimicrobiana durante a compostagem da cama de cavalo e camas de aviario provenientes dos
sistemas organico e convencional de producdo. Cepas bacterianas foram isoladas nos meios
solido Salmonella-Shigella e Eosina Azul de Metileno a partir de residuos animais durante o
processo de compostagem que foi conduzido por um periodo de 125 dias. Apos isoladas, as
cepas foram identificadas pela técnica MALDI-TOF e, em seguida, foi realizado o ensaio de
difusdo em disco para detecc¢do fenotipica da resisténcia aos antimicrobianos. Foram isoladas
158 cepas bacterianas durante o processo de compostagem dos trés residuos. A familia
Enterobacteriaceae foi a mais abundante e Proteus mirabilis e Escherichia coli foram as
espécies com maior percentual nos residuos e as que apresentaram multirresisténcia. As
bactérias Klebsiella pneumoniae e P. mirabilis, ambas com potencial patogénico, foram
encontradas durante toda compostagem. Apesar da compostagem ter sido efetiva na eliminagao
das cepas de E. coli, a presenca de P. mirabilis com perfil de multirresisténcia no composto
final representa um risco a saude publica. Os resultados obtidos reforcam que os residuos
animais sdo reservatorios de bactérias patogénicas e resistentes a antimicrobianos e apontam
para a importancia do desenvolvimento de estratégias de manejo que visem a reducao e/ou
eliminacdo desses contaminantes de modo que garanta sua utilizagdo segura na agricultura.

Palavras-chave: Fertilizantes agricolas. Residuos animais. Resisténcia bacteriana. Saude
publica.
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4.2 ABSTRACT

Animal production wastes are widely used in agriculture because their soil and plant benefits,
although if improperly managed, can be a vehicle of environmental contamination with
pathogenic microorganisms and antimicrobial resistance determinants. Thus, the animal
production wastes used as organic fertilizer can contain contaminants that persist and
accumulate in the soil, transferring resistance to commensal and pathogenic bacteria of humans
and animals. In this way, management techniques, such as composting, can be promising to
reduce and/or eliminate these contaminants. This work aimed to evaluate bacteria of the order
Enterobacteriales and their respective antimicrobial resistance profile during the composting of
horse and poultry beds from organic and conventional production systems. Bacterial strains
were isolated in solid media Salmonella-Shigella and Eosina Methylene Blue from animal
wastes during the composting process for 125 days. After isolation, the bacterial strains were
identified by the MALDI-TOF technique and, then the disk diffusion test was performed for
phenotypic detection of antimicrobial resistance. One hundred fifty-eight bacterial strains were
isolated during the composting process from the three wastes. The Enterobacteriaceae family
was the most abundant, and Proteus mirabilis and Escherichia coli were the species with the
highest percentage in the residues and those that presented multidrug resistance. Klebsiella
pneumoniae and P. mirabilis, both with pathogenic potential, were found throughout the
composting process. However, composting was effective in eliminating E. coli strains, the
presence of P. mirabilis with a multidrug resistance profile in the final compost represents a
public health risk. The results reinforce that animal wastes are reservoirs of pathogenic bacteria
and are resistant to antimicrobials and point to the importance of developing management
strategies aimed at reducing and / or eliminating these contaminants in order to guarantee their
safe use in agriculture.

Key words: Organic compost. Animal wastes. Bacterial resistance. Public health.
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4.3 INTRODUCAO

Residuos provenientes da producdo animal sdo largamente utilizados na produgao
agricola. A grande vantagem da utilizagdo destes residuos como fertilizantes organicos
relaciona-se com o fornecimento de nutrientes e/ou com beneficios ligados ao seu conteudo
organico, que pode manter, ou mesmo elevar, o teor de matéria organica do solo (PIRES;
MATTIAZZO, 2008).

Os residuos animais contém uma série de microrganismos comuns do trato
gastrointestinal dos animais, sendo que alguns podem ser patogénicos, como Salmonella,
Streptococcus, Escherichia, Campylobacter e Bacillus (BURTON; TURNER, 2003). Essas
bactérias tém o potencial de causar doengas em seres humanos e uma vez presente nos residuos,
podem ser transferidas ao solo. Além de veicular patogenos, os residuos animais também
podem conter genes de resisténcia, bactérias resistentes e até mesmo concentragoes de
antimicrobianos que ndo foram completamente metabolizados pelo animal (CHIESA et al.,
2015).

Assim, os residuos animais, quando aplicados no solo, podem carrear bactérias
patogénicas, bactérias resistentes e genes de resisténcia a antimicrobianos, o que pode ocasionar
alteragdes no perfil da populagdo bacteriana e no resistoma ambiental, afetando os ciclos
biogeoquimicos e favorecendo a transferéncia de genes de resisténcia para bactérias comensais
e patogénicas de humanos e animais (HOELZER et al., 2017, WELLINGTON et al., 2013).

Dessa forma, se ndo forem manejados adequadamente, quando dispostos no meio
ambiente, os residuos animais podem ocasionar consequéncias indesejaveis, como riscos de
contaminag¢do e problemas de satide publica (FUJII et al., 2014). Nesse viés, técnicas de manejo,
como a compostagem, tem sido amplamente utilizadas pelos agricultores por resultar em
matéria organica mais estabilizada, sendo eficiente quanto a degradacio de substancias toxicas,
concentragao de nutrientes, valorizagao organica dos residuos, reducao de massa e volume do
residuo e, reducdo de patogenos (COSTA et al., 2009; LARNEY et al., 2006; LARNEY et al.,
2008; SA et al., 2014). Além de tais vantagens, a compostagem pode ser uma técnica
promissora para reduzir e/ou eliminar determinantes de resisténcia a antimicrobianos existentes
nos residuos animais.

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi pesquisar bactérias da ordem
Enterobacteriales e seu respectivo perfil de resisténcia antimicrobiana durante a compostagem
da cama de cavalo e camas de aviario provenientes dos sistemas organico e convencional de
producao.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Origem dos Residuos Provenientes da Producio Animal

Os residuos animais foram adquiridos em setembro de 2019. A cama de cavalo foi
proveniente de um haras localizado em Nova Friburgo (22°17°S e 42°32°W), regido Serrana do
Estado do Rio de Janeiro, Brasil. As amostras de cama de aviario foram provenientes de uma
granja que adota o sistema de produgdo organico em Sdo José do Vale do Rio Preto (22°09°S e
42°55°W), e de uma granja que adota o sistema de produgdo convencional em Nova Friburgo
(22°17°S e 42°32°W), ambos na regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Apos a
coleta, os materiais foram acondicionados em sacos e transportados até o Sistema Integrado de
Produgao Agroecologica (SIPA), uma parceria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRYJ), Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro (Pesagro) e Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), onde foi conduzido o experimento de
compostagem.

4.4.2 Montagem, Conduciao da Compostagem e Coleta de Amostras

O experimento da compostagem foi conduzido no periodo de outubro de 2019 a margo
de 2020 no Sistema Integrado de Produ¢do Agroecologica (SIPA), localizado no municipio de
Seropédica, regido metropolitana do estado do Rio de Janeiro, entre as coordenadas 22°46°S e
43°41°W (DIAS, 2007). O clima é quente e umido, classificado como Aw, com o dominio de
altas temperaturas no verdo e amenas no inverno, temperatura média anual de 24,5°C, com
chuvas concentradas de novembro a mar¢o e precipitagio anual média de 1213 mm
(EMBRAPA, 1999).

Em um galpao coberto foram confeccionadas trés pilhas para cada tipo de residuo, sendo
eles, cama de cavalo (CC), cama de aviario convencional (CAC) e cama de aviario organico
(CAOQ). As pilhas foram montadas com formato cilindrico e dimensdes aproximadas de 1 metro
de altura por 1,20 metros de didmetro, onde o material foi acondicionado em telas de viveiro
para melhor otimizagao do espago € manutencao ao longo do processo.

A compostagem foi conduzida por um periodo de 125 dias. A avaliacdo de temperatura
foi realizada diariamente nas duas primeiras semanas e, posteriormente, em dias alternados até
a estabiliza¢do do material, utilizando-se um termometro digital do tipo culindrio inserido a 20
cm de profundidade em trés pontos de cada pilha. As camas de avidrio apresentaram
temperaturas ideais por periodos de tempos adequados (65°C durante 3-4 dias) para serem
considerados higienizados segundo a legislacao (55°C durante 14 dias ou 65°C durante 3 dias),
enquanto a cama de cavalo apresentou comportamento proximo do que ¢ considerado ideal
(63°C durante 1 dia). O material foi irrigado para manter a umidade em valores proximos de
55%, 45% e 45% para cama de cavalo, cama de aviario organico e cama de avidrio
convencional, respectivamente. Estes valores de umidade foram estipulados com base na
facilidade de manejo e na composi¢ao do material.

As amostras foram coletadas nos tempos 0, 14, 32, 60, 90 e 125 dias, sendo obtidas a
partir de trés amostras simples coletadas no momento do revolvimento da pilha e em posi¢des
equidistantes das demais amostragens. Estas amostras foram misturadas, formando amostras
compostas, e em seguida, acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao Laboratdrio de
Diversidade Microbiana do Instituto de Veterinaria da UFRRJ.
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4.4.3 Origem, Isolamento e Manuten¢ao das Bactérias

Cerca de 10 g de cada amostra de residuos foi adicionada a 90 mL de dgua peptonada
0,1% para pesquisa de Salmonella e quantificacao de coliformes termotolerantes (ISO, 2010;
RICE et al., 2017). Para pesquisa de Salmonella, uma aliquota do caldo Tetrationato foi
semeada em Agar Salmonella-Shigella (SS). Para a quantificagdio de coliformes
termotolerantes, uma aliquota do caldo Escherichia coli (EC) foi semeada no meio Eosina Azul
de Metileno (EMB). Foi obtido um total de 47 cepas a partir do meio SS e 111 cepas a partir
do meio EMB, totalizando 158 bactérias que foram estocadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e Agar Estoque ¢ armazenadas a -20°C para posteriores avaliagdes.

4.4.4 Identificacdo de Bactérias

As cepas bacterianas isoladas a partir do material de compostagem foram identificadas
quanto a espécie pela técnica do Tempo de Voo de lonizagdo/Desorcao por Laser Assistida por
Matriz (MALDI-TOF) no Laboratorio Integrado de Microbiologia (LIM), Instituto de
Microbiologia Paulo Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

As amostras foram reativadas em agar CLED a 37 °C por 24 horas. Cada cultura
bacteriana foi transferida para a microplaca (96 MSP, Bruker - Billerica, EUA) e, ao sedimento
bacteriano, foi adicionada uma solugdo de lise (acido formico 70%, Sigma-Aldrich®) em
quantidade suficiente para cobri-lo. Em seguida, 1 pul de solug¢do da matriz (4cido alfa-ciano-
4-hidroxi-cinamico diluido em acetonitrila 50% e &cido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®)
foi utilizado para cobrir o extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os espectros de
cada amostra foram gerados 18 em um espectrometro de massa (MALDI-TOF LT Microflex
Bruker, Bruker®) equipado com laser de 337 nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo
programa FlexControl 3.3 (Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massas entre
2.000-20.000 m/s e posteriormente, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®),
com as configuragcdes padronizadas para identificacdo bacteriana. O programa confronta os
espectros da amostra desconhecida com amostras de referéncia em um banco de dados.

Os resultados obtidos variam em uma escala que vai de zero a trés, sendo que quanto
maior o valor, mais confiavel ¢ a identificacao. Considerou-se como uma identificagdo aceitavel
aquelas que apresentaram valores > 2.000, indicando, de acordo com o FlexControl software
3.3, como uma identificacdo segura de género e provavel de espécie.

4.4.5 Deteccao Fenotipica da Resisténcia aos Antimicrobianos

Os testes de deteccao fenotipica da resisténcia foram executados conforme os padrdes
estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST,
2017). Assim, foi preparado um inéculo contendo 1,5 x 10® células/mL, ajustados segundo a
escala 0,5 de McFarland. Em seguida, foi realizado o ensaio de difusao em disco, distribuindo
a suspensdo bacteriana (0,1 mL) por toda a superficie de placas de 4gar Mueller Hinton, onde
foram depositados os discos dos antimicrobianos. Apos incubagao por 18 horas a 35 °C, os
diametros formados ao redor do disco foram medidos, em milimetros (Figura 1).
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Figura 1. Halos formados ap6s o periodo de incubagao do ensaio de difusdo em disco. Acervo
pessoal.

Os antimicrobianos testados em cada familia sdo apresentados na tabela 1. Para
interpretagdo dos resultados foram considerados os pontos de corte estabelecidos pelo Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing e Clinical and Laboratory Standards
Institute (BRCAST, 2019; CLSI, 2020).

Tabela 1. Antimicrobianos utilizados nos ensaios de difusdo em disco

Enterobacteriaceae Morganellaceae Pseudomonadaceae Moraxellaceae

AMC T T NT NT
AMP T T NT NT
ATM T T T NT
CAZ T T T T
CFO T T NT NT
CIP T T NT T
COM T T T T
GEN T T T T
IPM T T T T
PPT NT NT T T
SUT T T NT T
TET T T NT T

* AMC- Amoxicilinatacido clavulanico, AMP- Ampicilina, ATM- Aztreonam, CPM- Cefepime, CFO-
Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, CIP- Ciprofloxacina, GEN- Gentamicina, IMP- Imipenem, PPT -
piperacilinat+tazobactam, SUT- Sulfametoxazol + trimetoprim e TET- Tetraciclina. T- Testado e NT- Néo testado.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 158 cepas bacterianas isoladas nos meios SS e EMB durante o processo de
compostagem da cama de aviario organica e convencional ¢ da cama de cavalo foram
distribuidas em quatro familias (Enterobacteriaceae, Morganellaceae, Pseudomonadaceae e
Moraxellaceae) (Figura 2) e dez géneros (Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Pseudomonas e Serratia) (Tabela
2). Vale ressaltar que das 47 cepas bacterianas isoladas no meio SS, 1 foi identificada como
Escherichia coli, 1 como Klebsiella aerogenes, 7 como Citrobacter freundii e 39 como Proteus
mirabilis. Assim, todas as Citrobacter freundii e Proteus mirabilis avaliadas no presente estudo
foram oriundas do meio SS. Apesar desse meio ser altamente seletivo para o isolamento de
Salmonella sp. e algumas espécies de Shigella, Proteus mirabilis ¢ facilmente detectado e
possui a mesma morfologia tipica das colonias de Salmonella, ou seja, colonias incolores com
centro preto (DICKINSON, 2013).
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Figura 2. Distribui¢do de isolados de bactérias por familia em fun¢do do residuo animal. CC-
Cama de cavalo, CAO- Cama de aviario organica, CAC- Cama de avidrio convencional.

As camas de aviario, independente do sistema de produgdo, apresentaram as mesmas
familias, enquanto na cama de cavalo apenas a familia Moraxellaceae esteve ausente. A familia
Enterobacteriaceae foi a mais abundante, representando cerca de 60% (95/158) dos isolados
presentes nos residuos avaliados (Figura 2 e Tabela 2). Essa prevaléncia ¢ relacionada ao fato
de que as espécies desta familia habitam comensalmente o trato gastrointestinal de animais
(OLIVEIRA et al., 2015). As camas contém excrementos fecais, portanto a analise
microbiologica deste residuo reflete a composi¢ao da microbiota intestinal dos animais.
Virtuoso et al. (2015) afirma que na cama de avidrio, grande parte das bactérias presentes
pertencem a atual Ordem Enterobacterales. Segundo ZHU et al. (2002), o ceco de frangos
normais apresenta uma vasta microbiota, com destaque para as espécies desta familia. Além
disso, as aves tém sido consideradas como importante fonte de disseminagdo de bactérias
intestinais para o meio ambiente e deste para o homem (BARRA et al., 2010).
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Tabela 2. Prevaléncia bacteriana durante a compostagem de cama de cavalo (CC), cama de
aviario organica (CAQO) e cama de aviario convencional (CAC)
Residuo Familias identificadas Espécies identificadas

Citrobacter amalonaticus (2%, n=1)
Citrobacter freundii (2%, n=1)
. Enterobact, buriae (2%, n=1
Enterobacteriaceae (54%, n=27) nterobacter asburiae ( . ’ nﬁ )
Enterobacter cloacae (2%, n=1)
Escherichia coli (24%, n=12)

Klebsiella pneumoniae (22%, n=11)

cC
(N=50)

Morganella morganii (2%, n=1)
Proteus mirabilis (28%, n=14)
Pseudomonadaceae (16%, n=8) Pseudomonas aeruginosa (16%, n=8)
Citrobacter freundii (3,77%, n=2)
Enterobacter asburiae (1,89%, n=1)
Enterobacter cloacae (11,32%, n=6)
Enterobacter kobei (1,89%, n=1)
Escherichia coli (22,64%, n=12)
Klebsiella pneumoniae (11,32%, n=6)
Klebsiella variicola (7,55%, n=4)
Serratia marcescens (5,66%, n=3)

Morganellaceae (30%, n=15)

Enterobacteriaceae (66%, n=35)

CAO
(N=53)

Moraxellaceae (2%, n=1) Acinetobacter baumannii (1,89%, n=1)
Morganellaceae (24,5%, n=13) Proteus mirabilis (24,53%, n=13)
Pseudomonadaceae (7,5%, n=4) Pseudomonas aeruginosa (7,55%, n=4)

Citrobacter freundii (7,27%, n=4)
Enterobacter asburiae (1,82%, n=1)
Enterobacter cloacae (10,91%, n=6)

Escherichia coli (23,64%, n=13)

CAC Klebsiella aerogenes (5,45%, n=3)
(N=55) Klebsiella pneumoniae (10,91%, n=6)

Moraxellaceae (7%, n=4) Acinetobacter baumannii (7,27%, n=4)
Proteus mirabilis (21,82%, n=12)
Providencia stuartii (1,82%, n=1)

Pseudomonadaceae (9%, n=5) Pseudomonas aeruginosa (9,09%, n=5)

Enterobacteriaceae (60%, n=33)

Morganellaceae (22%, n=13)

As espécies de bactérias com maior percentual nos residuos foram Proteus mirabilis e
Escherichia coli, com percentual de 24,68% (39/158) e 23,41% (37/158), respectivamente.
Ambas espécies ja foram relatadas em fezes de diversos animais (CULL et al., 2017; HU et al.,
2017; MOTTA et al., 2012; PEREIRA et al., 2009). Abrado et al. (2018), ao caracterizar a
populagdo de bactérias intestinais de vacas, ovinos, equinos ¢ suinos, relataram que E. coli foi
a espécie que apresentou maior ocorréncia estando presente em amostras de todos os animais
analisados. Em cavalos, Maia et al. (2010) identificou a predominancia de E. coli, Klebsiella
pneumoniae ¢ Serratia rubideae. No presente trabalho, K. pneumoniae foi a terceira espécie
predominante na cama de cavalo (22%).

Chung et al. (2016), ao avaliar a frequéncia de E. coli em amostras associadas a cavalos,
detectaram essa bactéria em 8% (51/637) das amostras fecais de cavalo e 26,3% (3/11) das
amostras de cama de cavalo. Dhanarani et al. (2009) e Omeira et al. (2006) observaram que E.
coli representava 12,5% e 42% do total de bactérias presentes nas camas de avidrio,
respectivamente, ¢ ambos os estudos trabalharam com métodos tradicionais de cultivo
microbiologico. Corréa (2013), ao avaliar 13 amostras de cama de avidrio, detectou E. coli em
92,3% (12/13) das amostras e Pseudomonas spp. em 7,7% das amostras (1/13). Segundo Lu et
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al. (2003), altos indices de E. coli ja sdo esperados em cama de frangos, uma vez que a
microbiota desse residuo ¢ bastante semelhante a composi¢ao do conteudo do ileo dos frangos,
devido ao continuo aporte de material fecal, secrecdes e descamacgdes das aves durante o ciclo
de criagao.

As espécies Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii e Enterobacter asburiae estiveram
presentes em todos os residuos avaliados (Figura 3). Chernaki-Leffer et al. (2002), ao isolar
enterobactérias de cama de aviario, relatou a ocorréncia de Proteus vulgaris, P. mirabilis, E.
coli e Enterobacter agglomerans, sendo a maior predominancia as espécies do género Proteus.

cc
Gitrobacter amalonaticus
Norganella morganii
Klebsielis preumaoriae o Klebsialia varicofa
Wmm Serratia marcescens CAOD
nfsrobacter cloacas Enierobacier kober

Klehsiella asrogencs
Providencia stuari

Figura 3. Distribuicdo de espécies de bactérias por residuo proveniente da producao animal.
CC- Cama de cavalo, CAO- Cama de avidrio organica, CAC- Cama de aviario
convencional. *Ordem da mais abundante para menos abundante.

As espécies Klebsiella variicola, Serratia marcescens e Enterobacter kobei foram
exclusivas da cama de aviario organica. Klebsiella aerogenes e Providencia stuartii foram
exclusivas da cama de aviario convencional e, Citrobacter amalonaticus e Morganella
morganii foram espécies exclusivas da cama de cavalo. Acinetobacter baumannii foi a inica
espécie isolada somente nas camas de aviario. Apesar de tal resultado, essa espécie ja foi relada
em equinos (SFACIOTTE et al., 2014). Nos ultimos anos, Acinetobacter baumannii, espécie
com potencial patogénico, tornou-se uma preocupacao emergente de saude publica por estar
frequentemente associada a multirresisténcia aos antimicrobianos, o que pode resultar em
reducdo da eficicia do tratamento e aumento das taxas de mortalidade (KURIHARA et al.,
2020; NASR, 2020; ZHOU et al., 2019).

A maioria das bactérias identificadas no presente estudo fazem parte da microbiota
comensal do trato gastrointestinal dos animais, entretanto algumas podem apresentar fatores de
viruléncia que representem riscos de patogenicidade, oportunista ou regular, ao homem. De
acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC, 2019a), as enterobactérias,
grupo predominante nos residuos avaliados neste trabalho, podem causar infecgdes, incluindo
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pneumonia, infecgdes da corrente sanguinea, infecgdes do trato urinario e meningite. Essas
bactérias podem ser disseminadas no ambiente através dos excrementos dos animais e quando
estes sao utilizados na agricultura, podem modificar o resistoma ambiental, além de contaminar
0s vegetais que por sua vez, ao serem ingeridos in natura, podem causar infecgdes em seres
humanos e animais.

No curto periodo de outubro a dezembro de 2018, foram reportados 62 e 29 casos de
surtos causados pelo consumo de alface romana contaminada por E. coli, respectivamente, nos
Estados Unidos e no Canada (CDC, 2019b; PHAC, 2019). Ao avaliar Enterobacteriaceae em
alface americana, Osaili et al. (2018) observaram a predominancia das espécies Klebsiella
pneumonia (43,33%) e Enterobacter cloacae (36,67%). Segundo Said et al. (2015), a
quantidade de bactérias nas hortalicas podem aumentar quando se emprega fertilizantes
organicos. Assim, os residuos animais sdo possiveis reservatorios de bactérias patogénicas e,
quando nao tratado adequadamente, pode ser uma fonte relevante de contaminagdo,
ocasionando problemas de saude publica. Tal fato reforca a importancia de técnicas de manejo
que assegurem a utilizagdo desses residuos. A redugdo da carga microbiana ou eliminagdo de
patogenos nos residuos animais pode ser obtida pela compostagem.

Aos 120 dias de compostagem, as espécies Citrobacter amalonaticus, Enterobacter
asburiae, Enterobacter kobei e Escherichia coli ja ndo foram mais detectadas (Tabela 3). Ja as
bactérias Klebsiella pneumoniae € Proteus mirabilis foram encontradas durante todo o periodo
de compostagem. Todas as outras bactérias apresentaram comportamento variavel. Baseado no
regulamento técnico da Portaria n® 52, de 15 de margo de 2021, do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, os principais indicadores de contaminagdo de compostos organicos
sd0: Salmonella e coliformes termotolerantes, com énfase para a E. coli (BRASIL, 2021).

Apesar do género Salmonella nao ter sido detectado nos residuos e a compostagem ter
sido efetiva na eliminagdo de E. coli, bactérias como Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis
ainda estavam presentes no residuo final. Uma vez que essas bactérias tem potencial
patogénico, podendo estar implicadas em uma variedade de infecgoes humanas (MIRYALA,;
ANBARASU; RAMAIAH, 2021; VADING et al., 2018), sua presenca no composto final
representa uma fonte de preocupacgdo e refor¢a a importancia de estudos aprofundados sobre o
efeito da compostagem na eliminacdo de patdgenos, assim como uma reavaliacdo dos
parametros de qualidade sanitaria do composto final.

Além da disseminagdo de bactérias com potencial patogénico, outra abordagem
importante a ser levada em consideragdo na utilizacdo de residuos animais, ¢ a potencial
contribuicdo ao fendmeno da resisténcia a antimicrobianos. Os isolados da familia
Enterobacteriaceae, a mais abundante nos residuos avaliados, apresentaram elevado percentual
de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactimicos ampicilina (45,3%, 43/95) e
amoxicilina+acido clavulamico (34,7%, 33/95) (Tabela 4). E importante considerar que estas
bactérias podem representar um reservatorio de genes de resisténcia, e que sua dispersao no
meio pode acarretar a distribuicao para cepas sensiveis, ampliando o espectro dessa resisténcia,
e que em contato com humanos e animais podem ocasionar infecgdes com maior chance de
fracasso terapéutico (HAWKEY; JONES, 2009; HUANG et al., 2012). Martins et al. (2019),
ao avaliar a resisténcia a antimicrobianos de enterobactérias isoladas de aguas, verificaram que
mais da metade das amostras de enterobactérias foram resistentes a pelo menos uma classe de
antimicrobianos.
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Tabela 3. Espécies de bactérias isoladas de cama de cavalo (CC), cama de aviario organica (CAO) e cama de aviario convencional (CAC) ao longo
do processo de compostagem (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias)

L L CC CAO CAC
Espécies de bactérias
0 15 30 60 90 120 0 15 30 60 90 120 15 30 60
Acinetobacter baumannii - - - - - - - - - 1 - - 1 - -
Citrobacter amalonaticus 1 - - - - - - - - - - - - - R
Citrobacter freundii - - - - 1 - - - - 1 - 1 - - 2
Enterobacter asburiae 1 - - - - - 1 - - - - - - -
Enterobacter cloacae - - - - 1 - 1 4 - 1 - - - 1 -
Enterobacter kobei - - - - - - 1 - - - - - - R -
Escherichia coli 7 1 4 - - - 5 2 3 1 1 - 2 4 -
Klebsiella aerogenes - - - - - - - - - - - - - - 3
Klebsiella pneumoniae 1 2 3 3 - 1 3 1 - 1 1 1 1
Klebsiella variicola - - - - - 3 - - - 1 - - -
Morganella morganii - - - - 1 - - - - - - - - - -
Proteus mirabilis - 4 3 3 2 2 2 2 3 2 3 1 3 3 1
Pseudomonas aeruginosa - - 3 - 1 4 - - - 1 1 2 1 1 2
Providencia stuartii - - - - - - - - - - - - 1 - -
Serratia marcescens - - - - - - - - - - 1 2 - - -
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Tabela 4. Percentual de resisténcia de espécies de bactérias isoladas de cama de cavalo, cama
de aviario orginica e cama de aviario convencional

Enterobacteriaceae Morganellaceae Pseudomonadaceae Moraxellaceae
95 (41) a7 (6))
AMC 34,7% 26,8% * *
AMP 45,3% 12,2% * *
ATM 5,3% 17,1% 0% *
CAZ 3.2% 12,2% 0% 20%
CFO 30,5% 36,6% * *
C1p 2,1% 7,3% * 0%
CPM 5,3% 19,5% 0% 20%
GEN 2,1% 2,4% 0% 0%
IPM 3.2% 24,4% 35,3% 0%
PPT * * 0% 20%
SUT 4,2% 22% * 0%
TET 7,4% 100% * 0%

*Nao testado. AMC- Amoxicilina/acido clavulamico, AMP- Ampicilina, ATM- Aztreonam, CPM- Cefepime,
CFO- Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, CIP- Ciprofloxacina, GEN- Gentamicina, IMP- Imipenem, PPT —
piperaciclina+tazobactam, SUT- Sulfametoxazol + trimetoprim, TET- Tetraciclina.

Cem por cento dos isolados da familia Morganellaceae foram resistentes a tetraciclina.
A alta resisténcia a tetraciclina ¢ preocupante, pois sinaliza que sua eficacia pode ser reduzida
e a pressao seletiva exercida pode favorecer a disseminagao da resisténcia a este firmaco. Além
disso, essa classe ¢ amplamente utilizada em animais (PRAXEDES et al., 2013). No presente
estudo, a familia Pseudomonadaceae, representada pela espécie Pseudomonas aeruginosa,
apresentou resisténcia somente ao Imipenem (35,3%, 6/17). Vale ressaltar que o Imipenem nao
¢ um bom preditor de resisténcia a carbapenémicos, e portanto, testes com Meropenem e
Ertapenem serdo realizados para confirmar tal resultado. Entretanto, a presenca de
Pseudomonas aeruginosa nos residuos representa risco, uma vez que a World Health
Organization, em 2017, considerou essa espécie como um organismo de prioridade critica
quando resistente aos carbapenémicos (WHO, 2017).

Ja a familia Moraxellaceae, representada pela espécie Acinetobacter baumannii,
apresentou resisténcia aos seguintes antimicrobianos: ceftazidima, cefepime e
piperacilina+tazobactam, ambos com 20% (1/5) dos isolados identificados resistentes. Como ja
mencionado anteriormente, a espécie A. baumannii vem se destacando como um patdogeno
multirresistente. Havenga et al. (2019), ao avaliar o perfil de resisténcia de cepas bacterianas
da lista de prioridades da Organizacdo Mundial de Saude, relatou que cepas de 4. baumannii
apresentaram  resisténcia aos  antimicrobianos  beta-lactimicos, fluoroquinolonas,
aminoglicosideos e carbapenémicos, sendo classificadas como multirresistentes.

Foram detectados 40 perfis de resisténcia antimicrobiana (Tabela 5). Os perfis de
resisténcia 5 e 8, que indica resisténcia aos antimicrobianos amoxicilina+acido clavulanico e
cefoxitina e, amoxicilinat+acido clavulanico, ampicilina e cefoxitina, respectivamente, foram os
predominantes. Dentre as espécies isoladas, Proteus mirabilis foi a espécie mais frequente nos
trés residuos avaliados e também, aquela que apresentou maior numero de perfis, totalizando
22 perfis distintos de resisténcia antimicrobiana.
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Tabela 5. Antibiotipagem das bactérias isoladas de cama de cavalo, cama de aviario organica
e cama de aviario convencional. *Perfis de multirresisténcia

Espécie Perfil Resisténcia antimicrobiana

AMC - AMP - CFO

AMC — AMP — ATM - CFO

10 AMC - AMP - CFO - IPM

11 AMC — AMP — CFO — CPM - IPM - TET

12 AMC — AMP — ATM - CAZ - CFO - CPM - SUT
13 AMC — AMP — ATM - CAZ — CFO — CPM — IPM —

Acinetobacter baumannii (5) é EAZ _ CPM — PPT
Citrobacter amalonaticus (1) 3 AMC — AMP - CFO - CPM
4 TET
Citrobacter freundii (7) 5 AMC - CFO
6 AMC — AMP — CFO -TET
7 ATM
Enterobacter asburiae (3) 5 AMC - CFO
8 AMC — AMP — CFO
5 AMC - CFO
8
9

Enterobacter cloacae (13)

SUT
Enterobacter kobei (1) 8 AMC — AMP - CFO
1 _
14 AMC
Escherichia coli (37) 8 AMC — AMP - CFO

15*  CIP-GEN-SUT-TET
16  AMP - ATM - CAZ — CIP — CPM — GEN - SUT

5 AMC - CFO

Klebsiella aerogenes (3) 8 AMC — AMP — CFO

Klebsiella pneumoniae (23) 17 AMP

5 AMC — CFO
Klebsiella variicola (4) 1 —
Morganella morganii (1) 18 AMC — AMP — TET
4 TET

19 AMC - TET

20 CFO - TET

21 CIP - TET

22 IPM - TET

23 SUT — TET

24 AMC - CFO -TET

25 ATM - CAZ - TET

26 CFO - CPM -TET

27 CFO —IPM —-TET
28*  CFO-SUT-TET
29*  CIP-SUT -TET
30* AMC—-AMP - SUT - TET

31 AMC — ATM - CPM -TET
32*  CAZ-CFO-SUT-TET
33*  CFO-IPM-SUT-TET
34*  CPM-IPM-SUT-TET
35*  AMP - CPM - GEN - SUT - TET

36 ATM - CAZ - CFO - CPM - TET

37 AMC — AMP — ATM - CFO —IPM - TET
38*  AMC - ATM - CIP — CPM —IPM - TET
39 AMC — AMP — ATM — CAZ - CFO — CPM - TET

Proteus mirabilis (39)

=]
=]

Providencia stuartii (1) 19 AMC - TET
. 1 -
Pseudomonas aeruginosa (17) 40 IPM
Serratia marcescens (3) 18 AMC — AMP —TET

(o)}
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O pertfil de multirresisténcia, caracterizada pela resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos, foi detectado em 6% (10/158) dos isolados testados, sendo estes Proteus
mirabilis (8) e Escherichia coli (2) (Tabela 5). Isolados multirresistentes representam um sério
risco a saude publica por diminuir as opgdes terapéuticas em um processo infeccioso
(MAGIORAKOS et al., 2012; MIRYALA; ANBARASU; RAMAIAH, 2021). Analisando
dentro do contexto do presente estudo, a eliminagdo efetiva das cepas de E. coli pela
compostagem reduz o risco da disseminagdo e potencial infec¢do. Entretanto, a presenca de
cepas de P. mirabilis no residuo final deve ser levada em consideragao.

Geralmente, infecgdes por Proteus spp. nao recebem a devida atencao e essa espécie
pode ser considerada contaminante mesmo quando ¢ o principal agente causal. Isso ocorre
devido a maior incidéncia de infecgdes humanas e animais causadas por enterobactérias com
maior potencial patogénico, como Escherichia coli e Salmonella spp. (ZAPPA et al., 2017). No
entanto, a presenga de P. mirabilis com perfil de multirresisténcia no composto final, alerta para
o risco de que a utilizacdo destes residuos como fertilizante organico podem incrementar
determinantes de resisténcia a antimicrobianos nos solos, € consequentemente, favorecer a
circulacdo e transferéncia para bactérias de maior potencial patogénico. Estes resultados
reforcam que maior atencdo deve ser dada a esta espécie pois ela vem sendo cada vez mais
recuperada e apresentando perfis de multirresisténcia. Zappa et al. (2017), ao avaliar
multirresisténcia em linhagens de P. mirabilis e P. vulgaris isoladas de fezes de bovinos,
equinos e felinos, detectou diferentes perfis de resisténcia, sendo que um dos perfis demonstrou
resisténcia a 11 antimicrobianos.

Independentemente do tipo de residuo da producao animal, os mais elevados percentuais
de resisténcia foram obtidos frente aos antimicrobianos cefoxitina, ampicilina, tetraciclina e
amoxicilina+acido clavulanico (Figura 4), o que pode ser explicado pela elevada pressdao de
selecdo ocasionada pela utilizacdo frequente desses antimicrobianos. As tetraciclinas foram os
primeiros antibacterianos de amplo espectro descritos e juntamente com os beta-lactamicos,
como cefoxitina, ampicilina e amoxicilina+acido clavulamico, sdo amplamente utilizadas na
medicina veterinaria e com uso rotineiro na producao animal (ROSSI et al., 2015; D’EL REY-
DANTAS et al., 2018).

De modo geral, as bactérias isoladas a partir da cama de cavalo apresentaram menor
percentual de resisténcia em comparaciao a cama de aviario. As diferencas nas finalidades e
periodicidade de uso dos antimicrobianos no manejo animal pode contribuir para este resultado.
Apesar do uso de antimicrobianos ser utilizado para fins preventivos, terapéuticos € como
promotor de crescimento, maior quantidade ¢ utilizada na avicultura em comparagdo a
equinocultura (MENDES et al., 2013). Ao pontuar a tetraciclina, esse fato ndo ¢ diferente.
Segundo Castillo (2013), as tetraciclinas sdo utilizadas em menor escala em equinos, quando
comparado ao uso em animais de produgdo, mesmo sendo um farmaco de fécil acesso e com
amplo potencial terapéutico.

Ao comparar as camas de aviario, constatou-se que, de modo geral, aquela oriunda do
sistema convencional de produgdo apresentou maior abundancia de bactérias resistentes quando
comparada aquela do sistema organico. O sistema convencional de producdo de produgdo faz
uso continuo de antimicrobianos, o que consequentemente, aumenta a pressao de selecao de
bactérias resistentes. Por outro lado, o uso restrito ou ausente de antibidticos na producao
organica parece contribuir para menor abundancia de bactérias resistentes
(LUANGTONGKUM et al., 2006; MUCH et al., 2019). Entretanto, excepcionalmente, ao
avaliar a tetraciclina, foi possivel observar comportamento inverso. Uma possivel explicacao
para este fendmeno pode ser a ocorréncia de mecanismos intrinsecos de resisténcia a este
farmaco nas bactérias isoladas nesse sistema de producdo, uma vez que os mecanismos
intrinsecos ou passivos, sdo independentes da pressdo de selecdo exercida pelo meio,
representando um processo de evolucao bacteriana que pode estar presente mesmo em sistemas
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que o uso de antimicrobianos € proibido, como o organico (BRASIL, 2021; HEUER;
SMALLA, 2007).
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Figura 4. Porcentagem de bactérias resistentes por antimicrobianos em fun¢do do residuo
proveniente da produgdo animal. *Numeros acima da barra representam n° total de
bactérias de cada residuo animal. CC- Cama de cavalo, CAO- Cama de aviario organica
e CAC- Cama de aviario convencional. AMC- Amoxicilina/acido clavulamico, AMP-
Ampicilina, ATM- Aztreonam, CPM- Cefepime, CFO- Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima,
CIP- Ciprofloxacina, GEN-  Gentamicina, IMP- Imipenem, PPT -
piperaciclina+tazobactam, SUT- Sulfametoxazol + trimetoprim, TET- Tetraciclina.

Vale ressaltar que todos os isolados provenientes de cama de aviario convencional
foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Na cama de avidrio organica, pode-se
constatar sensibilidade de todos os isolados a associacao piperacilina+tazobactam. Enquanto na
cama de cavalo, todos os isolados foram sensiveis a piperacilina+tazobactam e gentamicina.

Os resultados obtidos apontam para a importancia de estratégias voltadas a redugdo da
resisténcia a antimicrobianos. Segundo Scaldaferri et al. (2020), a sensibilizacdo da populacao
quanto ao uso consciente de antimicrobianos; a intensificacao das pesquisas e do investimento
na area a fim de se produzir antimicrobianos mais adequados e especificos para determinados
usos; o monitoramento da resisténcia visando mensurar o agravamento ou controle da mesma;
a determinacao critérios epidemiologicos objetivando a resolug¢do dos pontos criticos; a adogao
de medidas higiénico sanitarias para diminuir os casos de infec¢do; a diminui¢do do uso de
terapia empirica e a adogdo do uso racional ao invés da utilizacdo indiscriminada, ou por vezes
desnecessaria, dos antimicrobianos sdo algumas sugestdes e estratégias para diminuir a pressao
de selecdo e reduzir a disseminagdo da resisténcia antimicrobiana.

O uso do antimicrobianos na producao animal reflete nos determinantes de resisténcia
presentes nos residuos. E estes, quando utilizados na produg¢ao agricola, podem contaminar os
solos, que por sua vez podem servir como reservatorios de bactérias patogé€nicas e
determinantes de resisténcia. O aumento desses determinantes no solo pode favorecer sua
transferéncia para bactérias comensais ¢ patogénicas de humanos e animais, o que pode resultar
em risco a saude publica. Este fendmeno de disseminagdo da resisténcia a antimicrobianos
refor¢a a importancia de estudos sobre essa tematica em uma abordagem de Satide Unica. A
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Saude Unica parte do pressuposto de que a saude humana estd intimamente ligada a satde
animal e que ambas, por sua vez, estdo interligadas ao meio ambiente (OIE, 2020). Portanto,
tratar da resisténcia aos antimicrobianos vai exigir acdes transdisciplinares e parcerias entre os
multiplos atores envolvidos com o tema. Em relacdo a producgdo animal, isso implica mudancgas
em algumas praticas agricolas tradicionais (LOUREIRO et al., 2016; OIE, 2016; WHO, 2015).
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4.6 CONCLUSOES

Proteus mirabilis e Escherichia coli sdo as espécies com maior ocorréncia na cama de
cavalo e camas de aviario orginica e convencional, e foram as unicas que apresentaram perfil
de multirresisténcia.

A compostagem foi efetiva na eliminacdo Escherichia coli. Em contrapartida, Proteus
mirabilis com perfil de multirresisténcia foi detectado no composto final.

As camas de aviario apresentam maior abundancia de bactérias resistentes quando

comparada a cama de cavalo, assim como maior abundancia de bactérias resistentes sdao
detectadas em cama de avidrio convencional em comparagdo a cama de aviario organica.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho se baseou na pesquisa de indicadores de qualidade microbiologica e
parasitaria e no perfil bacteriano e de resisténcia aos antimicrobianos durante a compostagem
de cama de cavalo e camas de avidrio dos sistemas organico e convencional de producao.

Embora seja fato que os residuos provenientes da producdo animal possuem grande
potencial para serem utilizados como fertilizantes agricolas, os resultados confirmam que os
residuos animais, mesmo compostados, podem ser fonte de contaminantes e incrementar
patdgenos e determinantes de resisténcia no solo, o que pode favorecer a disseminagdo ¢ a
transferéncia dos mesmos para bactérias comensais e patogénicas de humanos e animais,
resultando em risco a satde publica.

Dessa maneira, apesar do processo de compostagem ser uma pratica comumente
recomendada para higienizacao de residuos animais, verifica-se que pode ndo ser suficiente na
eliminacao de bactérias patogénicas e de determinantes de resisténcia a antimicrobianos. Assim,
¢ necessario estudos que avaliem o aprimoramento do processo de compostagem ou 0 emprego
de técnicas adicionais que garantam a eliminacao de patdgenos e de determinantes de
resisténcia a antimicrobianos nos compostos organicos, de modo que estes possam ser aplicados
de forma segura nos solos levando em consideragio uma abordagem de Saude Unica.
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