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RESUMO

O uso de antibidticos ¢ uma préatica frequente no setor agroindustrial. Estas substancias ndo sdo totalmente
absorvidas ou metabolizadas no organismo do animal, sendo excretadas na urina e fezes e consequentemente,
estando presentes em residuos e efluentes agroindustriais. O uso de antibioticos pode induzir o
desenvolvimento de bactérias resistentes e genes de resisténcia a antibidticos (GRAS). Assim sendo, definiu-se
como objetivo do presente trabalho, monitorar um sistema de tratamento de dejetos suinos com relacéo a
alguns parametros fisico-quimicos e a presenca de GRAs. O sistema é composto por dois biodigestores em
série seguidos por uma lagoa facultativa. Avaliaram-se em trés coletas os parametros DQO, SSV, NH4* e pH,
além da presenca/auséncia dos genes tetA, tetB, sull, sul2, ermB, ermC, gnrB, blaTEM e intl1 pela técnica de
PCR. Observou-se que os parametros fisico-quimicos estavam em concordancia com outros estudos em dejetos
suinos, porém foi verificado que a retirada do lodo dos biodigestores anteriormente a segunda coleta alterou a
dindmica de remoc¢do de matéria organica, representada pela DQO, e dos demais pardmetros monitorados. Os
genes de resisténcia a antibioticos foram detectados na grande maioria das amostras, sendo que 0s genes
blaTEM e intll estiveram ausentes nas amostras de lodo do biodigestor. Foi possivel concluir que o sistema
possibilita a remocdo de matéria organica e SSV, porém mesmo nas amostras referentes a saida do tratamento
foram detectados todos os genes testados, destacando-se assim a possibilidade de disseminacdo destes no meio
ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Suinocultura, antimicrobianos, biodigestor, lagoa.

INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, o Brasil vem se destacando com relagcdo a producdo e exportacdo de carnes perante o
cendrio mundial. No ano de 2017, o pais alcangou a primeira posi¢do no ranking de exportacdo de carne de
frango e quarta posicao para exportacdo de carne suina (EMBRAPA, 2018).

Para garantir esta produtividade, uma série de medidas sdo adotadas em granjas de confinamento de animais,
podendo-se destacar o uso de antibioticos. Estas substancias podem ser utilizadas para fins terapéuticos,
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controle e prevencdo de doengas, e como promotores de crescimento. Atualmente no Brasil, quatorze
ingredientes ativos utilizados como promotores de crescimento sdo permitidos (MAPA, 2018).

Sabe-se que a maioria destes compostos sdo pouco adsorvidos e metabolizados no organismo dos animais,
sendo eliminados nas fezes e urina de forma praticamente inalterada (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).
Sendo assim, podem estar presentes em efluentes e no estrume de animais e, consequentemente, em diversos
compartimentos ambientais, tais como solo, aguas superficiais e subterraneas, dependendo das suas
propriedades fisico-quimicas.

O uso de antibiéticos causa uma série de efeitos em animais, seres humanos e ao meio ambiente, destacando-se
o0 surgimento de bactérias patogénicas resistentes a antibioticos (BRAS) e genes de resisténcia a antibioticos
(GRAs) em efluentes e residuos agroindustriais (ZHU et al, 2013; FANG et al., 2015; LUO et al., 2017;
CHENG et al., 2018).

Sabe-se que varios GRAs sdo detectados tanto em amostras de efluentes e residuos brutos de suinocultura
como em amostras pés-tratamento (JINDAL et al., 2006; GRAVES et al., 2011; WANG et al., 2012; ZHANG
et al., 2013; TAO et al., 2014; AGGA et al., 2015; HUANG et al., 2015; WAN; CHOU, 2015; HUANG et al.,
2017; PARK et al., 2018). Na literatura brasileira, verifica-se a auséncia de estudos que reportem a presenca de
GRAs em unidades de tratamento de efluentes de suinocultura.

Sendo assim, definiu-se como objetivo deste trabalho avaliar a presenca de genes de resisténcia a antibidticos
ao longo de uma unidade de tratamento de dejetos de suinocultura.

MATERIAIS E METODOS

A coleta das amostras de dejeto de suinocultura foi feita em uma granja localizada no estado de Minas Gerais.
Esta conta com uma unidade de tratamento de dejetos composta por dois biodigestores anaerébios em série
seguidos por uma lagoa facultativa, conforme Figura 1. O efluente final é aplicado no solo como fertilizante.
Foram coletadas quatro amostras correspondentes a: entrada do primeiro biodigestor (EB1), saida do primeiro
biodigestor (SB1), saida do segundo biodigestor (SB2) e saida da lagoa (SL). Uma amostra do lodo do
primeiro biodigestor (LB1) foi coletada tanto na coleta 1 quanto na coleta 3, para analise apenas da presenca de
genes.

EB1 SB1 SB2 SL

o
. - Lagoa
— Biodigestor 1 — Biodigestor 2 — -,

Figura 1: Fluxograma de tratamento de efluentes utilizado na granja em estudo

Para a caracterizagdo fisico-quimica do efluente, foram feitas as analises de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO), Sélidos Suspensos Volateis (SSV) e pH dos pontos acima apresentados de acordo com APHA (2005).
As concentracOes de NH,* foram obtidas por meio de um cromatégrafo de ions (Metrohm). Foram feitas trés
coletas distintas, sendo a coleta 1 em 01/09/2017, a coleta 2 em 11/12/2017 e a coleta 3 em 21/03/2018.

J4 para a deteccdo dos genes de resisténcia a antibiéticos, foi feito inicialmente um pool das trés coletas para
cada ponto de amostragem apresentado na Figura 1 (exceto para SB1), além de um pool das duas coletas do
lodo do biodigestor. A extracdo de DNA destas amostras foi feita com o kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN®),
seguindo o protocolo recomendado. A quantificacio de DNA nas amostras foi obtida utilizando-se um
espectrofotdmetro do tipo NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific) na faixa de comprimento de onda de
A260/A280 nm.

Em seguida, para amplificacdo dos genes testados, 0 DNA extraido das amostras foi submetido a uma reacéo
em cadeia de polimerase (sigla PCR do inglés Polymerase Chain Peaction) convencional com os primers
apresentados na Tabela 1. Foram adicionados 5 uL de DNA de cada amostra, 5 pL de tampdo, 0,75 uL de
dNTP, 0,75 pL de cada primer (fw e rv), 0,5 uL de Taq e 12,25 pL de agua.
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Tabela 1: Sequéncias de primers, temperatura de anelamento e tamanhos de amplicons para os nove
genes de resisténcia a antibioticos testados

Temp. de Tamanho
Gene Primer Sequéncia (5’- 3%) anelamento do amplicon
Q) (pb)
tetA tetA fw GCTACATCCTGCTTGCCTTC 546 210
tetraciclina® tetA rv CATAGATCGCCGTGAAGAGG '
tetB tetB fw GGTTGAGACGCAATCGAATT 529 206
tetraciclina® tetB rv AGGCTTGGAATACTGAGTGTAA !
sull sull fw CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 55 8 163
sulfonamida® sull rv TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG '
sul2 sul2 fw TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 60.0 191
sulfonamida’ sul2 rv CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG '
ermB ermB fw CGTGCGTCTGACATCTATCTGA 56.8 190
eritromicina® ermB rv CTGTGGTATGGCGGGTAAGTT !
ermC ermC fw GAAATCGGCTCAGGAAAAGG 578 279
eritromicinat ermC rv TAGCAAACCCGTATTCCACG ’
gnrB gnrB fw GCGACGTTCAGTGGTTCAG 547 148
quinolona® gnrB rv TGTCCAACTTAACGCCTTGTAA '
blaTEM blaTEM fw GCACGAGTGGGTTACATCGA 48 311
beta-lactamicos? BLATEM rv GGTCCTCCGATCGTTGTCAG
intl13 i_ntll fw CCTCCCGCACGATGATC 55 280
intll rv TCCACGCATCGTCAGGC

Mao et al. (2015); 2Carlson et al. (1999); *Goldstein et al. (2011)

Para verificacdo de presenca/auséncia dos genes nas amostras, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, contendo SyBR Safe DNA Gel Stain em TAE 1x, tempo de corrida de
1h15min a 70V. A visualizacdo destes foi feita sob luz ultravioleta, registrando-se a imagem em um sistema
fotodocumentador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacédo fisico-quimica do efluente

Primeiramente foi feita a caracterizagéo fisico-quimica do efluente em trés coletas distintas, sendo amostrados
0s pontos de entrada do biodigestor 1 (EBL1), saida do biodigestor 1 (SB1), saida do biodigestor 2 (SB2) e
saida da lagoa facultativa (SL). Nas Figuras 2, 3, 4 e 5 sdo apresentados os resultados dos parametros DQO,
SSV, pH e NH4* nos pontos de amostragem para cada coleta.
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Figura 2: Variagdo da DQO ao longo dos pontos  Figura 3: Variacao de SSV ao longo dos pontos de
de amostragem, nas trés coletas amostragem, nas trés coletas

ABES - Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



C

30° CONGRESSO ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria @ Ambiental

12

104

EEES Coleta 1
[ 1Coleta 2
EEEEH Coleta 3

3000

ABES

2500

9 Coleta 1|
[T Coleta 2
EEE Coleta 3|

2000 o

1500

a
o
E

-
z

1000

k AT 1 &
R f 3 b
b L
500 - faa e 1 b i !
b
. - B I 11§
4 : | i, #
y R | ] | [6e % R || B
o LE : Pt B P RS | [ B
B2 5l

_

< X
|
stetedi

e

A
.
"
.0

o5

.
i, >
20;:’

o

o
K

s

2w
o
o

N

o

o
s

9!

¥y

o

%

EBIL 581 SB2 5L

Ponto de coleta
Figura 5: Variacao de NH4* ao longo dos pontos
de amostragem, nas trés coletas

Ponto de coleta

Figura 4: Variacao de pH ao longo dos pontos de
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De acordo com a Figura 2, foi possivel observar uma reducdo da DQO, que determina o conteldo de matéria
organica, ao longo da unidade de tratamento. Verificou-se remocéo total de 71%, 35% e 88% de DQO para as
coletas 1, 2 e 3, respectivamente. A eficiéncia de remocéao da coleta 2, que apresenta o valor mais discrepante,
pode estar relacionada ao descarte de lodo dos biodigestores, ocorrido alguns dias anteriormente a essa coleta.
Huang et al. (2015) avaliaram a remocéo de DQO em um sistema de wetlands de fluxo ascendente tratando
efluentes de suinocultura contendo GRAs e verificaram remogdes na faixa de 49% a 92%, valores estes
semelhantes ao verificado no presente estudo. Jindal et al. (2006) também verificaram a remog¢do de DQO de
dejeto de suinocultura em um sistema composto por um decantador seguido de uma lagoa, alcancando
remogdes entre 85% e 91%.

No caso dos solidos suspensos volateis (Figura 3), que representam a biomassa do sistema, foi possivel
observar que apenas 0 biodigestor 1 ja foi suficiente para uma remocdo consideravel da quantidade desses. A
remoc¢do total de SSV pelo sistema de tratamento foi de 49% para a coleta 1. Ja para as coletas 2 e 3,
observou-se uma reducdo de 84% e 86% para a coleta 2 e 3, respectivamente, sendo estas diferengas
justificadas possivelmente pela retirada do lodo dos biodigestores antes da coleta 2. Assim como na coleta 1,
Jindal et al. (2006) constataram remog¢des de SSV semelhantes, entre 41% e 43% na associagdo de um
decantador a uma lagoa.

O pH, que € de fundamental importancia principalmente para a etapa anaerdbia, se manteve préximo da
neutralidade na maioria dos casos (6,82 a 9,02), sendo observado um pequeno aumento do mesmo apés a
retirada do lodo dos biodigestores. Joy et al. (2014) avaliaram o pH do dejeto suino bruto contendo GRASs,
encontrando valores de 6,3 a 7,9, conforme verificado no efluente bruto das coletas 1 e 3, analisados no
presente trabalho.

A aménia (NHs) é um dos principais constituintes de dejetos suinos e é téxica para a vida aquatica. Observou-
se que a remocdo do ion amdnio (ndo-téxico) foi 46% e 30% para as coletas 1 e 3. Ja a coleta 2 apresentou um
acréscimo de 90% da quantidade de NH.*, possivelmente influenciada também pela retirada de lodo dos
biodigestores. Huang et al. (2015) verificaram remoc6es de 36% a 94% em wetlands de fluxo ascendente para
remocao de antibidticos de dejeto suino.

Deteccdo de GRAs no dejeto ao longo do sistema de tratamento

A partir dos ensaios de PCR, foi possivel analisar a presenga ou auséncia de determinado gene de resisténcia a
antibiéticos em 3 pontos de amostragem apresentados na Figura 1 (EB1, SB2 e SL) além do lodo do
biodigestor 1 (LB1). Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir, na Tabela 2.

A partir destes resultados, foi possivel observar a presenca dos genes tetA e tetB, referentes ao grupo de
antibioticos das tetraciclinas, dos genes sull e sul2, associados as sulfonamidas, dos genes relacionados a
eritromicina ermB e ermC e do gene gnrB (quinolonas) em todos os pontos de amostragem. O gene blaTEM,
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associado ao grupo dos antimicrobianos beta-lactamicos, ndo foi detectado apenas no lodo do biodigestor 1,
assim como o elemento mével intl1.

Tabela 2: Presenca de genes de resisténcia a antibidticos nos pontos de amostragem

tetA | tetB sull sul2 | ermB | ermC | gnrB | blaTEM | intll1
EB1 + + + + + + + + +
LB1 + + + + + + + - -
SB2 + + + + + + + + +
SL + + + + + + +

+ = positivo; - = negativo
EB1 = Entrada do biodigestor 1; LB1 = Lodo do biodigestor 1; SB2 = Saida do
biodigestor 2; SL = Saida da lagoa

No caso dos genes blaTEM e intll, que ndo estiveram presentes no lodo do biodigestor, indica-se a
necessidade de repeticdo da PCR para confirmar a auséncia destes nas amostras. Apesar disso, pode-se inferir
que GRAs podem estar associados a fase liquida desta etapa de tratamento, e por isso foram detectados apenas
no efluente da saida do biodigestor.

Em estudo semelhante, Graves et al. (2011) analisaram a presenca de GRAs em isolados de E. coli
provenientes de dejeto suino bruto e apds o tratamento por lagoa, sendo verificado o resultado positivo para 0s
genes tetA, tetB, sull e sul2 em 94,5%, 46,6%, 74,8% e 36,1%, respectivamente, dos isolados de dejeto bruto.
J& no efluente da lagoa, a porcentagem de resultados positivos nos isolados foram de respectivamente 85%,
53%, 75,6% e 41,5% para tetA, tetB, sull e sul2.

Agga et al. (2015) também testaram diversos genes similares ao presente trabalho, tais como ermB, ermC, tetA,
tetB e qnrB, observando-se que em 75% ou mais das amostras de dejetos suinos brutos os genes ermB, ermC,
tetA e tetB estiveram presentes. Ja 0 gene gnrB esteve ausente em todas as amostras testadas na literatura.

Os GRAs blaTEM, sull, sul2 e tetA também foram detectados em diversas etapas de sistemas de tratamento de
efluente de suinocultura estudados por Tao et al. (2014), inclusive no efluente final. Vale destacar que nenhum
dos sistemas empregava a etapa de desinfec¢do do efluente, contando apenas com unidades de remocéo fisica e
bioldgica.

Huang et al. (2017) monitoraram um sistema de alagados construidos, também conhecidos como wetlands,
tratando dejeto suino durante 90 dias e verificaram a presenca de intll tanto no efluente bruto quanto no
efluente tratado. Wolters et al. (2016) também detectaram intl1, sull, sul2 e tetA, em varias amostras de dejeto
suino bruto e em amostras provenientes de biodigestores, como no presente estudo.

Tendo em vista os resultados observados na Tabela 2, ndo é possivel mensurar se o sistema de tratamento foi
capaz de reduzir ou aumentar a quantidades de GRAs no decorrer das unidades, porém foi detectada a presenca
de todos os genes no efluente final, indicando assim a possibilidade de disseminacio desses para outras matrizes
ambientais.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar a dindmica de alguns parametros fisico-quimicos da
unidade de tratamento em estudo e a influéncia da retirada do lodo dos biodigestores na eficiéncia de remogao
de DQO, SSV e NH4*. O sistema de tratamento em estudo foi capaz de remover matéria organica, representada
pela DQO, além da redugdo da quantidade de SSV. Ja o ion amdnio apresentou-se em concentracdo ainda
elevada no efluente tratado. O pH manteve-se dentro do esperado, sendo este de fundamental importéncia
principalmente para a etapa anaerdbia do sistema.

Com relagdo a deteccdo de GRAs nas amostras de dejeto suino, foi possivel observar a presenca dos genes
testados na maioria dos pontos de coleta, exceto para blaTEM e intl1 no lodo do biodigestor 1. Assim,
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destaca-se a possibilidade de disseminagdo de resisténcia a antimicrobianos no meio ambiente, ja que o efluente
final do sistema apresentou todos os genes testados e este € utilizado como fertilizante nas plantagdes da
fazenda.
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