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RESUMO

NUNES, Juliana Ferreira. Monitoramento da qualidade microbiolégica e perfil de
resisténcia a antimicrobianos em aguas residuais e impacto na diversidade bacteriana do
solo. 2023. 52f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2023.

O processo de abate de aves gera um volume de efluentes que pode se acumular ao longo da
cadeia produtiva. Quando despejados nos corpos d’agua sem o devido tratamento, esses
efluentes atuam como fonte de contaminac¢do ambiental, especialmente quando utilizado para
irrigacdo, o que pode contribuir para a intensificacdo da contaminacdo e a dispersdo de
patégenos e genes de resisténcia, podendo causar infec¢des na populacdo, nos trabalhadores
rurais, além de favorecer o desequilibrio no resistoma e na diversidade do solo. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi analisar a qualidade microbiolédgica das dguas circulantes de um
abatedouro avidrio e de solos em propriedades ao entorno, que utilizam, ou ndo, a d4gua do rio
como fonte para irrigacdo de cultivares agricolas, através dos indicadores microbioldgicos
coliformes termotolerantes e Salmonella. Objetivou-se também avaliar o fenétipo de resisténcia
dos isolados bacterianos provenientes das amostras coletadas a fim de se obter um rastreamento
epidemioldgico da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. As amostras foram coletadas no
municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto, no Rio de Janeiro, sendo amostras de 4gua em
quatro pontos diferentes e solo de uma area de floresta e de duas propriedades agricolas. Para a
determinac¢do da qualidade microbioldgica foi realizada a técnica dos multiplos tubos, através
do método do Numero Mais Provavel (NMP), para a detec¢do de Salmonella foi utilizada a
metodologia ISO 2010 e para o teste de sensibilidade a antimicrobianos foi utilizado o método
de disco difusdo preconizado pelo BrCast. O nivel de coliformes termotolerantes nas amostras
do corrego estiveram dentro do estabelecido na legislacdo, enquanto o efluente bruto e o tratado
excederam o limite maximo estabelecido pela legislacio do CONAMA N°430/2011, que € de
1000 NMP/100 mL. Nos solos, os coliformes termotolerantes bem como a Salmonella nao
foram detectados. Foram isoladas 178 cepas bacterianas, 58% (104/178) dos solos e 42%
(74/178) das 4guas, dentro das familias FEnterobacteriaceae (87%; 155/178) e
Pseudomoneaceae (13%; 25/178). Enterobacter bugandecensis foi isolada em 6 dos 7 pontos
de coleta (20%; 35/178), sendo a espécie mais encontrada nos solos (25%; 26/104). Klebsiella
pneumoniae (35/74) foi a espécie mais frequente em amostras de dgua, com 47%, onde pode-
se observar a producdo de betalactamases do tipo KPC e pAmpC. Nao foi observado nenhuma
producdo de betalactamases nos solos, porém observou-se um alto nivel de resisténcia aos
antimicrobianos amoxicilinas+éacido clavulanico e cefoxitina, seguidos de ciprofloxacina e
ertapenem. Os dados obtidos neste trabalho demonstram a necessidade de monitoramento
microbiolégico na qualidade da dgua para que ela seja utilizada na irrigacdo de cultivos
agricolas com seguridade; além de enfatizar a importancia do acompanhamento dos niveis de
dispersdo da resisténcia antimicrobiana no ambiente.

Palavras-chave: Abatedouro avicola. Aguas residuais. Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

NUNES, Juliana Ferreira. Monitoring of microbiological quality and antimicrobial
resistance profile in wastewater and impact on soil bacterial diversity. 2023. 52p.
Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The poultry slaughter process generates a volume of effluents that can accumulate along the
production chain. When discharged into water bodies without proper treatment, these effluents
act as a source of environmental contamination, especially when used for irrigation, which can
contribute to the intensification of contamination and the dispersion of pathogens and resistance
genes, which can cause infections in the population, in rural workers, in addition to favoring
the imbalance in the resistome and soil diversity. Thus, the objective of this work was to analyze
the microbiological quality of the circulating waters of an avian slaughterhouse and soils in
surrounding properties, which use, or not, the river water as a source for irrigation of
agricultural cultivars, through the microbiological indicators thermotolerant coliforms and
Salmonella. The objective of this study was also to evaluate the resistance phenotype of
bacterial isolates from the samples collected in order to obtain an epidemiological screening of
bacterial resistance to antimicrobials. The samples were collected in the municipality of Sao
José do Vale do Rio Preto, in Rio de Janeiro, being water samples at four different points and
soil from a forest area and two agricultural properties. To determine the microbiological quality,
the multi-tube technique was performed using the Most Probable Number (MPN) method, the
ISO 2010 methodology was used for the detection of Salmonella and the diffusion disc method
recommended by BrCast was used for the antimicrobial susceptibility test. The level of
thermotolerant coliforms in the stream samples were within the established legislation, while
the raw effluent and the treated exceeded the maximum limit established by CONAMA
legislation No. 430/2011, which is 1000 NMP/100 mL In soils, thermotolerant coliforms as
well as Salmonella were not detected. A total of 178 bacterial strains were isolated, 58%
(104/178) from soils and 42% (74/178) from waters, within the families Enterobacteriaceae
(87%; 155/178) and Pseudomoneaceae (13%; 25/178). Enterobacter bugandecensis was
isolated in 6 of the 7 collection points (20%; 35/178), being the most common species found in
soils (25%; 26/104). Klebsiella pneumoniae (35/74) was the most frequent species in water
samples, with 47%, where the production of beta-lactamases of the KPC and pAmpC type can
be observed. No production of beta-lactamases was observed in the soils, but a high level of
resistance to the antimicrobials amoxicillins+clavulanic acid and cefoxitin, followed by
ciprofloxacin and ertapenem, was observed. The data obtained in this study demonstrate the
need for microbiological monitoring of water quality so that it can be used in irrigated
agriculture with greater safety; in addition to emphasizing the importance of monitoring the
levels of dispersion of antimicrobial resistance in the environment.

Keywords: Poultry slaughterhouse. Wastewater. Antimicrobial resistance.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores de carne de frango do mundo, ocupando a segunda
posic@o no ranking mundial, com 14.524 milhdes de toneladas no ano de 2022, onde 67% da
producdo total € voltada para o mercado interno e os outros 33% ¢é voltada para exportagdo,
detém o primeiro lugar em exportacao (ABPA, 2023). Essa proteina animal € a mais consumida
pelos brasileiros, 45,2 kg per capita por ano, devido a sua versatilidade no preparo e seu custo-
beneficio, um alimento de alto valor nutricional e preco acessivel quando comparado ao valor
de carne bovina, por exemplo (ABPA, 2023). O aumento da produtividade nesse setor se deu a
partir da década de 70, quando ocorreram mudancas tecnoldgicas e na estrutura produtiva
(PANDOLFI & MOTA, 2020; SCHMIDT & SILVA, 2018; ESPINDOLA, 2012). Para
acompanhar essa demanda de producdo, antimicrobianos sdo muito utilizados como
melhoradores de crescimento em doses subterapéuticas na alimentacdo dos animais, além de
seu uso terapéutico e profildtico, a fim de inibir o crescimento de bactérias que secretam
substancias toxicas e prejudicam a absor¢do de nutrientes (PANDOLFI & MOTA, 2020). No
entanto, o uso inadequado desses farmacos tem contribuido para o desenvolvimento da
resisténcia antimicrobiana nos mais variados ambientes.

Levando-se em consideracdo o alto consumo de dgua durante o processo de producao
de carne avidria, é preocupante o surgimento de grande quantidade de efluentes contendo
residuos de antimicrobianos, genes de resisténcia e bactérias resistentes ao longo da cadeia
produtiva uma vez que podem alcangar os rios que cortam e abastecem cidades. Muitas vezes,
o tratamento de dgua ndo € eficiente de fato para a diminui¢ao da carga microbiana e o uso de
dguas contaminadas para irrigagdo de sistemas agricolas ajuda na dispersao de determinantes
de resisténcia, contaminando os solos e os tecidos vegetais das plantas, além de oferecer um
risco direto aos trabalhadores rurais, a comunidade local e aos consumidores.

A contaminagdo dos solos provoca sérios problemas ambientais, como o desequilibrio
do ecossistema, contamina¢do dos lengdis fredticos, infertilidade do solo, perda da capacidade
de drenagem natural e risco a saide dos seres humanos. Juntamente a isso, € um ambiente capaz
de favorecer a transferéncia genética horizontal devido a composi¢do da diversidade bacteriana
que habita o local.

Diante da relacdo indissocidvel entre humanos, animais e ambiente, o conceito One
Health (Saide Unica) é usado pelas Nagdes Unidas (Organizagio Mundial da Satdde,
Organizag¢dao Mundial de Saide Animal e Organizaciao das Na¢des Unidas para a Alimentacao
e a Agricultura) com a finalidade de abordar questdes de satide global, como a resisténcia aos
antimicrobianos, em uma perspectiva integradora (MEDINA-PIZZALI et al. 2021, OIE, 2018).
Neste sentido, opta-se pela adocdo do principio de precau¢do que acaba por reduzir a
possibilidade de uso de antimicrobianos na satide animal que representem risco para os seres
humanos. Visando o controle da disseminagdo da resisténcia antimicrobiana, o Ministério da
Saude langou em 2018 o Plano de A¢ao Nacional de Prevengao e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos no Ambito da Satide Unica (PAN-BR), com objetivo de garantir que se
mantenha a capacidade de tratar e prevenir doencas infecciosas com medicamentos seguros e
eficazes, que sejam utilizados de forma responsdvel e acessivel a todos que deles necessitem
(BRASIL/MS, 2018). Esse documento foi elaborado em convergéncia com o0s objetivos
definidos pela alianca tripartite entre a Organizacao Mundial de Saide (OMS), a Organizagdo
das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial de
Saide Animal (OIE) e apresentados no Plano de Ac¢do Global sobre Resisténcia aos
Antimicrobianos.



Desse modo, acredita-se que as dguas residuais de abatedouros representam uma fonte
de disseminacdo de bactérias multirresistentes com relevancia clinica no meio ambiente,
afetando tanto animais quanto seres humanos, de forma direta ou nao, tornando-se um problema
de Satide Unica. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi analisar a qualidade microbiolégica
das dguas circulantes de um abatedouro localizado na regido Serrana do estado do Rio de
Janeiro, e de solos em propriedades localizadas no entorno, que utilizam ou ndo a 4gua do rio
como fonte para irrigacdo de cultivares agricolas. Buscou-se, também, analisar o fenétipo de
resisténcia dos isolados bacterianos provenientes das amostras coletadas nesses ambientes a fim
de se obter um rastreamento epidemioldgico da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Producao Aviaria e Uso de Antimicrobianos

Atualmente no Brasil, a carne de frango é a mais consumida devido a sua qualidade
nutricional e versatilidade de preparo associados ao valor acessivel do produto considerando a
renda da populacio (GREGORIO, 2020). Estima-se que, no ano de 2022 o Brasil tenha
produzido cerca de 14,524 milhdes de toneladas de carne avidria sendo que 67,83% desta
producdo foi destinada ao mercado interno, gerando um consumo per capita de 45,2 kg/hab.
(ABPA, 2023). A produgdo avicola do pais se concentra, principalmente, nas regides Sudeste e
Sul do pais. Na regido Sudeste, o relatério de atividades da Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural do Estado do Rio de Janeiro (EMATER_RIO), destacou a producdo de 284.551
toneladas de carne de frango em 2020, que mesmo sendo um ano atipico e marcado pelo
surgimento da pandemia da Covid-19, este segmento do mercado nio parou. O municipio de
Sao José do Vale do Rio Preto, localizado na regido Serrana do estado, € considerado um dos
mais expressivos nesse setor de producio, e contribuiu com cerca de 63% do total da produgdo
em 2020, aproximadamente 179.032 toneladas. O histérico da produgdo avicola em Sao José
do Vale do Rio Preto teve inicio em meados do século passado, onde o municipio destacou-se
no periodo de 1950-1960 como maior centro avicola da América do Sul. Paralelamente ao auge
da avicultura ocorreu o desenvolvimento da agricultura com o fornecimento de adubos
provenientes de residuos das aves para as lavouras (PMSJVRP, 2021).

Como a microbiota intestinal das galinhas pode ser uma fonte de infec¢@o bacteriana, o
uso de antimicrobianos para fins terapéuticos e profildticos, tem o objetivo de controlar e
prevenir doencas infecciosas (TAKESHITA et al., 2021). Além disto, esses compostos sao
também utilizados para melhorar o desempenho produtivo, como agentes promotores de
crescimento, através de sua inclusdo na dieta em concentragdes subinibitérias (VALENTIM et
al., 2018; ROSTAGNO, 2011).

A introducgdo de antimicrobianos como aditivos zootécnicos, também conhecidos como
promotores de crescimento, deu inicio em 1950, apresentando beneficios principalmente sobre
o ganho de peso, conversdo alimentar e redu¢do na mortalidade. Esses beneficios ocorreram
devido a exclusdo de bactérias que competem por nutrientes ou lesam o intestino (PANDOLFI
& MOTA, 2020). Desde sua introducdo na medicina veterindria, a saide e a produtividade
animal t€ém melhorado expressivamente. Contudo, sugere-se que o uso de antimicrobianos por
longo periodo para fins terapéuticos na medicina humana e veterindria tenha favorecido a
selecdo de linhagens bacterianas resistentes (BEZERRA et al., 2017).0 surgimento de novos
fendtipos resistentes em microrganismo patogénicos € uma preocupacdo crescente, pois
infecgdes provocadas por bactérias resistentes estdo associadas com maior taxa de morbidade e
mortalidade do que as causadas pelos patégenos sensiveis (LIVERMORE, 2005; HELMS et
al., 2002), além de aumentar o risco para falhas terapéuticas.

E importante salientar que a intensificacio da resisténcia aos antimicrobianos implicou
em muitas restricdes quanto ao uso desses medicamentos em diversos paises, inclusive o Brasil.
Paises como os da Unido Europeia, por exemplo, proibe a utilizacdo de substancias com a tnica
finalidade de promog¢do de crescimento desde 2006 (EFSA, 2009). No Brasil, temos um
histérico de normas proibitivas que incluem as normativas N° 26 de 09 de julho de 2009 que
regulamentou a proibicio da administracio de alguns antimicrobianos como aditivos
zootécnicos e promotores de crescimento, dentre eles: anfenicéis, tetraciclinas, betalactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas (de 3* e 4* geracdes), fluoroquinolonas, quinolonas e
sulfonamidas sistémicas (BRASIL, 2009). A Instru¢ao Normativa N° 14 de 17 de maio de 2012
que proibiu a importagdo, fabricacdo e o uso da espiramicina e eritromicina como aditivo



zootécnico (BRASIL, 2012). A Instrucdo Normativa N° 45 de 22 de novembro de 2016 que
regulamentou o uso da colistina apenas como alternativa terapéutica e proibiu seu uso como
promotor de crescimento (BRASIL, 2016). Mais recentemente, o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) publicou a Portaria 171/2018, que proibiu o uso dos
antimicrobianos tilosina, lincomicina, virginiamicina, bacitracina e tiamulina como aditivos
melhoradores de desempenho animal (BRASIL, 2018), além da Instru¢do Normativa n° 1, de
13 de janeiro de 2020, que proibiu em todo territério nacional, a importagdo, a fabricacdo, a
comercializacdo e o uso de aditivos melhoradores de desempenho que contenham os
antimicrobianos tilosina, lincomicina, e tiamulina, classificados como importantes na medicina
humana (BRASIL, 2020).

Durante o processo de producdo de carne avidria, desde a plataforma de entrada até a
expedi¢do, é recomendado, segundo a Portaria 210/1998 do Ministério da Agricultura e
Pecudria (MAPA), o uso de 30 litros de dgua por frango abatido, o que € preocupante devido
ao volume de residuos liquidos gerados nessa cadeia de produgdo. Estes residuos liquidos sdao
ricos em matéria organica, nutrientes e sais, €, mesmo apods o tratamento, ainda apresentam ser
um potencial poluidor dos corpos hidricos (MENEGASSI, 2018).

A 4gua que se acumula durante o processo de abate de aves também € um importante
reservatorio de bactérias resistentes a varias classes de antimicrobianos e pode servir como um
vetor de transmissdo para funciondrios do matadouro ocupacionalmente expostos (SAVIN et
al., 2021; HOMEIER-BACHMANN et al., 2021). Além disso, dguas residuais de abatedouros
podem conter bactérias multirresistentes com relevancia clinica, representando uma fonte de
disseminac¢do destas bactérias para o meio ambiente.

Portanto, é possivel compreender que a descarga direta de dguas residuais nao tratadas
de abatedouros de animais para dguas superficiais € impraticavel e deve ser evitada devido a
poluicdo ambiental e aos possiveis efeitos negativos sobre a saide humana e animal, pois
representa uma grande fonte de disseminagcdo de resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos.

2.2. Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos

Em fevereiro de 2017, a Organizacao Mundial da Saide (OMS) publicou a primeira
lista de “agentes patogénicos prioritdrios” resistentes aos antimicrobianos, apresentando 12
familias de bactérias que representam a maior ameaca para a saide humana, classificando-as
em trés niveis: critico, alto e médio. A lista destaca em particular, a ameaca de bactérias Gram-
negativas como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii produtoras de
carbapenemases e Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (Betalactamases de Espectro
Estendido), classificadas como nivel critico de importancia (HOMEIER-BACHMANN, et al.,
2021). Além disso, em 2019 a OMS incluiu a colistina no grupo dos "antimicrobianos de
importancia critica de maior prioridade" para a medicina humana, em especial devido a sua
ampla utilizacdo na produgdo animal desde a década de 50, influenciando fortemente na
disseminag¢ao dessa resisténcia, principalmente associada ao gene mcr-1 (SAVIN et al., 2020).

A resisténcia bacteriana € um problema mundialmente conhecido e vem preocupando
cada vez mais organizacdes de saude ao redor do globo (TAYLOR et al., 2011), levando a ébito
cerca de 700 mil pessoas por ano (O’NEIL, 2014). Como a aquisi¢cdo de resisténcia acontece
numa velocidade maior que a descoberta de novos farmacos (WRIGHT, 2007), a auséncia de
tratamentos quimioterdpicos para infec¢des pode ocorrer no futuro. Além dos impactos
ambientais e sociais ainda desconhecidos, a resisténcia bacteriana gerard um grande impacto
econOmico se ndo for detida, gerando uma perda de 100 trilhdes de dblares aos cofres puiblicos
até 2050, além de 10 milhdes de 6bitos por ano (O’NEIL, 2016).



A resisténcia a antimicrobianos pode ocorrer por mecanismos intrinsecos a bactéria, de
forma natural através de um processo evolutivo (MOTA, 2018), e por mecanismos adquiridos
através do aumento da pressao seletiva ocasionada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos
tanto no tratamento da saude humana quanto na saude animal, inclusive na producido animal
intensiva (ARSAND et al., 2019). A resisténcia adquirida pode ocorrer devido a mutagdes
genéticas (DA COSTA & JUNIOR, 2017), transferéncia vertical e transferéncia horizontal
genética, mediada por elementos genéticos mdveis como transposons, plasmideos e integrons
(ARSAND et al., 2019; COSTA, 2016). Por sua vez, a transferéncia horizontal genética pode
ocorrer de formas diferentes, porém, € através da conjugacao plasmidial que se da a diversidade
de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (AMINOYV, 2009). Dentre os mecanismos de
resisténcia adquiridos pelas bactérias, os principais sdo bomba de efluxo, alteracdo da
permeabilidade da membrana, altera¢do do local-alvo e mecanismo enzimético (MADIGAN et
al., 2016). Além disso, a resisténcia a certos agentes antimicrobianos também pode ocorrer em
decorréncia da co-selecdo, onde a existéncia de genes distintos ou mutacdes na mesma cepa
bacteriana confere resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, e pela selecdo cruzada.
A selegdo cruzada refere-se a presenga de um tinico gene de resisténcia ou mutagdo que confere
tal caracteristica a dois ou mais grupos de antimicrobianos que, em geral, pertencem a mesma
classe (MURRAY et al, 2019).

Os antimicrobianos betalactamicos sao os farmacos mais consumidos no mundo, sendo
0 maior nimero em uso clinico pertence a classe das cefalosporinas (WHO, 2018; BUSH,
2018), devido a baixa toxicidade para os seres humanos (AMINOV, 2009). Por isso, a producao
de betalactamases vem conduzindo uma emergéncia na mesma propor¢ao. A produgdo desta
enzima € o principal mecanismo de resisténcia apresentado por bactérias Gram-negativas frente
aos betalactdmicos como penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenemas através da hidrélise do anel betalactamico (BUSH, 2018).

Ambler (1980) classificou as betalactamases em quatro classes (A, B C e D) de acordo
com sua semelhanca entre as cadeias de aminodcidos das enzimas, na qual possuem uma serina
em seu sitio ativo. A classe A pertence as enzimas chamadas de ESBL (Betalactamase de
Espectro Estendido), sendo representadas pelas enzimas SHV, CTX-M, TEM e OXA, as
Penicilinases e as Serina-carbapenemases, representada pela KPC. A classe C s@o as enzimas
AmpC, representadas por CMY, AmpC, FOX, MOX e LAT e a classe D, as Oxacilinases,
representada pela enzima OXA-48 e OXA-53. A classe B € designada as Metalo-
betalactamases, representadas pelas enzimas NDM, IMP, VIM E SPM, onde possuem um ion
de Zinco para intermediar a rea¢do. Anos mais tarde, Bush&Jacob (2010), classificou as
enzimas de acordo com seu substrato e inativacdo de inibidores especificos, em 4 divisdes, de
1 a 3, onde 1 sdo as AmpC, 2 as ESBL, Penicilinases e Serina-carbapenemase e 3 as Metalo-
betalactamase (Quadro 1).



Quadro 1. Classificagdo das betalactamases segundo Bush & Jacob (2010), resumida e

adaptada
Classe Enzimas Grupo de enzimas Inibicao
Molecular | representativas (espectro/potencial Substratos
de hidrolise) CLA |EDTA
TEM-3, SHV-2, Cfs 1*-4* ger., e
A CTX-M-2, 14, ESBL ger-, Sim Nio
15 monobactamico
Cfs 17-4* ger.,
A KPC-2, 3 Carbapenemase cefamchma.ls, Variavel | Nio
monobactamico e
carbapenémicos
Cfs 17-4* ger., ~ .
B (MBL) | SPM-1, IMP-1, Carbapenemase .. Nao Sim
cefamicinas
C CMY-2 AmpC Cis I 2%ger, | \ao | Nao
cefamicinas
Cfs 17-3% ger.,
C CMY-37 AmpC cefamicinas e Nao Nao
monobactamico
D OXA-11, 15; ESBL Cfs 1*-4% ger. | Variavel | Nio
D OXA-23,48 Carbapenemase Carbapenémicos | Varidvel | Nao

*CLA: Acido clavulanico; EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético; Cfs: Cefalosporinas; Ger:
Geracdo. Fonte: ANDRADE & DARINI (2017).

As betalactamases de espectro estendido (ESBL) sdo enzimas com capacidade de
hidrolisar cefalosporinas de terceira geracdo e aztreonam, e inibidas por dcido clavulanico
(PATERSON&BONOMO, 2005), pertencentes a classe A de Ambler. Essas enzimas sao
codificadas por genes chamados bla (ANDRADE & DARINI, 2017), que podem estar presentes
no cromossomo bacteriano, mas, principalmente em plasmideos (ANDRADE & DARINI,
2017; BUSH & JACOBY, 2010)

Dentre os genes que codificam ESBL os mais frequentes sdo blatewm, blasuv e blactx-m
que codificam as enzimas TEM, SHV, CTX-M (LIEBANA et al., 2013; BRADFORD, 2001).
Além disso, bactérias produtoras de ESBL também podem conter genes de resisténcia a outros
farmacos ndo B-lactamicos, como o gene gnr, associado a resisténcia a quinolonas e € bastante
detectado em plasmideos que contém genes que codificam resisténcia a -lactimicos como o
blactx-m € blaampc (SANTIAGO, 2016).

Carbapenemases sdo enzimas capazes de hidrolisar carbapenémicos (imipenem,
meropenem e ertapenem) além de outros betalactimicos (ABRANTES & NOGUEIRA, 2017).
Sao divididas em dois grupos: serina-carbapenemase (SBL), pertencentes a classe A de Ambler,
que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas, aztreonam e carbapenémicos e sdo fracamente
inibidas por acido clavulanico, representadas pela Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC) e, metalo-betalactamase (MBL), pertencentes a classe B de Ambler, que hidrolisam,
assim como as SBL, penicilina, cefalosporinas e carbapenémicos, com excecao do aztreonam,
mas sdo inibidas por EDTA, por precisarem de um cofator — geralmente o zinco — para sua
atividade enzimadtica, representada pela Nova Deli Metalo-betalactamases (NDM),
(ANDRADE & DARINI, 2017; DOI&PATERSON, 2015).
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Betalactamase do tipo AmpC, pertencentes a classe C de Ambler, hidrolisam
penicilinas, cefalosporinas (incluindo a terceira gera¢cdo), € monobactamicos. Em geral sdo
fracamente inibidas pelos inibidores de ESBL cléssicos, especialmente o dcido clavulanico
(JACOBY, 2009). Sao codificadas por genes cromossOmicos, mas também podem ser
adquiridas via plasmideos (BUSH & BRADFOREF, 2020; MEINI et al., 2019; JABOBY, 2009)
e encontradas amplamente. Os mecanismos que fundamentam a resisténcia mediada por AmpC
nao sdo faceis de entender (MEINI et al., 2019) mas, segundo Tamma et al. (2019), pode ser
subdividido em trés categorias: resisténcia induzivel via genes codificados
cromossomicamente; resisténcia cromossdmica ndo induzivel devido a mutagdes promotoras
e/ou repressoras e resisténcia mediada por plasmideos. As principais enzimas codificadas por
genes plasmidiais sdao: CMY, FOX, MOX, LAT E DHA. As espécies Citrobacter freundii,
Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens e complexo Enterobacter cloacae sao
particularmente importantes na medicina humana, pois as enzimas sido induziveis nesses
isolados (BUSH & BRADFORF, 2020).

2.3. Aguas Residuais: Uso na Agricultura e Implicacées

A escassez de dgua potdvel e a preocupagdo com o desperdicio faz com que busquemos
formas para um uso mais consciente € que traga o menor impacto possivel para o ecossistema.
Pensando nisso, a utilizacdo de dgua tratada proveniente de efluente se mostra uma boa
alternativa para a producgdo agricola, aliviando a pressdao sobre os recursos de dgua doce
(FARHADKHANI et al., 2018), principalmente em regides que o acesso a dgua é reduzido,
como regides aridas.

Grande parte da 4dgua € destinada a agricultura onde cerda de 53,7% do consumo total
de 4gua no Brasil corresponde a irrigagdo (ANA, 2021). Os efluentes gerados por esses setores
necessitam de tratamento especifico, seguindo a Resolu¢ao 430/2011 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) que dispde sobre as condi¢cdes e padrdes de lancamento de
efluentes no ambiente e complementa e altera a Resolucdo N° 357, de 17 de margo de 2005.

A Resolugao 430/2011 do CONAMA diz em seu artigo 5° que “os efluentes nao podem
conferir ao corpo receptor caracteristicas de qualidade em desacordo com as metas obrigatérias
progressivas, intermedidrias e final, do seu enquadramento” (BRASIL, 2011). Considerando
que o enquadramento dos corpos de dgua deve estar baseado ndo necessariamente no seu estado
atual, mas nos niveis de qualidade que deveriam possuir para atender as necessidades da
comunidade, a Resolu¢cdo n°® 357/2005 do CONAMA classifica as dguas doces em quatro
classes, segundo a qualidade requerida para seus usos preponderantemente:

a) Classe Especial - Destinada ao abastecimento para consumo humano, com
desinfeccdo; a preservacao do equilibrio natural das comunidades aquéticas; e, a preservacao
dos ambientes aquaticos em unidades de conservacao e protecdo integral.

As condi¢des microbioldgicas da qualidade dessa dgua, se seu uso for para recreacdo de
contato primadrio, devera seguir os padroes de qualidade previstos na Resolugdo n°274/200 do
CONAMA. Para os demais usos, ndo devera ser excedido um limite de 200 coliformes
termotolerantes em 100 mililitros.

b) Classe 1 - Destinada ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento
simplificado; a protecdo das comunidades aquéticas; a recreagdo de contato primadrio, tais como,
natacao, esqui aquatico e mergulho, conforme Resolucaio CONAMA no 274/2000; a irrigagcdo
de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que
sejam ingeridas cruas, sem remocgao de pelicula; e, a prote¢cdo das comunidades aquéticas em
Terras Indigenas.



Nas 4guas de Classe 1, ndo deverd ser excedido um limite de 200 coliformes
termotolerantes em 100 mililitros.

c) Classe 2 - Destinada ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional; a recreagdo de contato primdrio, tais como natagdo, esqui aqudtico e mergulho,
conforme Resolucio CONAMA n° 274, de 2000; a irrigacao de hortalicas, plantas frutiferas e
de parques, jardins, campos de esportes e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato
direto; a aquicultura e a atividade de pesca.

Nas aguas de Classe 2 o nimero de coliformes termotolerantes aceito para uso de
recreacdo de contato primdrio deverd obedecer a Resolu¢gago CONAMA n° 274/2000. Para os
demais usos, ndo deverd ser excedido um limite de 1000 coliformes termotolerantes /100
mililitros.

d) Classe 3 - Destinada: ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional ou avangado; a irrigacdo de culturas arbéreas, cerealiferas e forrageiras; a pesca
amadora; a recreacdo de contato secundario; e a dessedentacdo de animais.

Nas dguas de Classe 3, a presenca de coliformes termotolerantes para o uso de recreacio
de contato secunddrio ndo devera ser excedido um limite de 2 500 coliformes termotolerantes
/100 mililitros.

e) Classe 4 - Destinada: a navegacdo; e, a harmonia paisagistica. Para essa classificacao
nao foi designada uma quantidade de coliformes maximo.

Considerando que a pratica de reuso de dgua reduz os custos associados a poluicdo e
contribui para a protecdo do meio ambiente e da saide publica, a Resolu¢dao N° 54, de 28 de
novembro de 2005, o Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH) estabelece
modalidades, diretrizes e critérios gerais para a pratica de reuso direto nao potdvel de dgua, e
da outras providéncias. Essa resolu¢ao define dgua residudria como esgoto, dgua descartada,
efluentes liquidos de edificacdes, industrias, agroindustrias e agropecudria, tratados ou nao; e
dgua de reuso como toda dgua residudria que se encontra dentro dos padrdes exigidos para sua
aplicacdo nas modalidades pretendidas, podendo ser reutilizada para fins urbanos, industriais,
ambientais, aquicultura e para fins agricolas e florestais (BRASIL, 2005). Vale aqui ressaltar
que o grau e o tipo de tratamento da dgua residual vao depender da sua utilizacdo ou de que
forma ela serd utilizada e onde serd lancada, sendo interessante destacar que para o uso de dguas
residuais na irrigacdo, o tratamento nao é o mesmo daquele destinado ao abastecimento ptiblico
(BRAGA et al., 2014).

O uso de aguas residuais na agricultura € uma alternativa mais sustentavel e até
estimulada pelos 6rgaos publicos, como aponta a Resolucao N° 121 de 16 de dezembro de 2010,
que estabelece diretrizes e critérios para a prética de reuso direto ndo potdvel de dgua na
modalidade agricola e florestal, definida na Resolu¢do CNRH n° 54 de 2005.

Muito utilizada anteriormente em &reas de escassez hidrica, hd pelos menos duas
décadas, seu uso em dreas com alta disponibilidade hidrica vem aumentando devido ao
agravamento da disponibilidade e qualidade da dgua (BRAGA et al., 2014). Seu uso traz
vantagens econdmicas, como a redu¢do do custo de producdo para produtores mais pobres
(KHALID et al., 2018) e vantagens ambientais, como a diminuicdo no uso de fertilizantes
quimicos, a promog¢do de matéria organica e nutrientes essenciais as plantas, minimizando, por
fim, a contaminacao das dguas (SHUTULL-TRAURING et al., 2022; FARHADKHANI et al.,
2018; KHALID et al., 2018). Também pode aumentar o nivel de microrganismos benéficos,
como aqueles envolvidos com a fixacdo e a ciclagem de nutrientes (KHALID et al., 2018).

Porém, a irrigagdo com essas dguas pode provocar sérios impactos nas propriedades
fisicas e quimicas do solo, como a alteracao da salinidade do solo uma vez que € influenciada
pela concentragdo de sédio, que altera a pressdo osmotica na zona radicular das plantas,



ocasionando a diminuicdo da produtividade. A contaminacao por metais pesados, alteragao das
propriedades quimicas do solo, pH e matéria organica, diretamente relacionadas a fertilidade
dos solos e aos potenciais riscos a saide humana (SHUTULL-TRAURING et al., 2022;
FARHADKHANI et al., 2018; KHALID et al., 2018; BALKHAIR, 2016; BECERRA
CASTRO et al., 2015). Ademais, como a dgua € um disseminador de patégenos em potencial,
pode aumentar a quantidade de microrganismos patogénicos e fitopatogénicos, além de
bactérias resistentes a antimicrobianos. Ou seja, o uso inadequado para irriga¢do pode resultar
em sérios riscos de contaminacio do solo, das plantas e das dguas subterrdneas (KHALID et
al., 2018; BALKHAIR, 2016). Os efluentes ainda podem conter resquicios de medicamentos
utilizados na medicina humana e animal que ndo foram totalmente degradados durante o
tratamento convencional da dgua (GATICA&CYTRYN, 2021).

2.4. Parametros para Qualidade Microbiologica da Agua

A 4gua é um elemento essencial para a manutencdo da vida e dos ecossistemas no
planeta. Em 2010 a Assembleia Geral das Na¢des Unidas reconheceu a dgua potdvel e o
saneamento basico como direitos humanos essenciais para o pleno gozo da vida e de todos os
outros direitos humanos. Apesar disso, aproximadamente 2,1 bilhdes de pessoas no mundo
estdo sem acesso a dgua potdvel e 4,4 bilhdes sem acesso a saneamento bésico de forma segura
(ONU, 2018). A dgua € um dos principais disseminadores de patégenos, e quando nao tratada
adequadamente, pode causar doengas levando a 6bito. Estima-se que, anualmente, cerca de 829
mil pessoas morrem de diarreia como resultado de consumo de dgua imprdpria, falta de
saneamento bésico e higiene inadequada das maos, atingindo principalmente criangcas menores
de 5 anos de idade (UNESCO, 2021; PRUSS-USTUN et al., 2019).

Segundo o Ministério da Sadde (1990), a d4gua propria para consumo humano nao pode
conter microrganismos patogénicos nem substancias que representem risco a saide em niveis
superiores aos maximos permitidos pela Legislacdo, além de ndo poder apresentar
caracteristicas que causem rejeicao por parte da populacdo (como gosto, odor ou cor que deixem
a dgua com um aspecto desagradavel). Para garantir o controle da qualidade da 4gua, a Portaria
N° 888, de 04 de maio de 2021, divulga uma série de normas e o padrdo de potabilidade da dgua
destinada ao consumo humano, a serem observadas em todo o territério nacional, € um dos
parametros estabelecidos é a qualidade microbiolégica da dgua, onde utilizam coliformes
termotolerantes e Salmonella como marcadores de contaminagao.

O grupo de coliformes pertence a familia das enterobactérias, bacilos Gram-negativos,
aerébios facultativos, nao formadores de esporos, oxidase-negativas capazes de crescer na
presenca de sais biliares ou outros compostos ativos de superficie (surfactantes) com
propriedades similares de inibi¢do de crescimento e que fermentam a lactose com producao de
aldeido, acido de gds a 35° C em 24-48 horas. O teste de coliformes totais identifica todas as
bactérias deste grupo que ocorrem naturalmente no ambiente, sendo que a maioria € considerada
inofensiva, no entanto, algumas das bactérias sdo nocivas e indicam contaminacdo fecal (de
SA, 2012).

Os coliformes termotolerantes sdo aqueles que possuem as mesmas caracteristicas
descritas acima, porém, com a temperatura de incubagdo a 44,5° C por 24 horas, sendo
Escherichia coli o principal representante deste grupo. A E. coli € a espécie mais representativa
de indicagao de contaminacao por fezes de animais endotérmicos, sendo um habitante comum
do trato intestinal de homem e animais (VASCONCELOS, 2019).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bactérias em
forma de bastonetes curtos, Gram-negativas, intracelulares, anaerébicas facultativas e ndo
formadoras de endésporos, com temperatura 6tima de crescimento em 46° C (FORSYTHE,



2013). E amplamente difundida na natureza e capaz de infectar o trato intestinal de animais
ectotérmicos e endotérmicos, incluindo o homem (OLIVEIRA, 2004). Esse microrganismo €
comum na microbiota intestinal das aves e pode sobreviver até onze semanas fora do sistema
digestorio (OAKKLEY et al., 2014; HAAPAPURO et al., 1997). E 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).

2.5. Solos como Ambiente Natural de Resisténcia aos Antimicrobianos

Ainda nao ha consenso sobre uma defini¢ao tnica de solos. Mas pode-se dizer que é um
ecossistema complexo, heterogéneo, composto por multiplos habitats que abrigam diferentes
seres vivos, dentre eles os microrganismos. Sdo divididos em fase sélida, liquida e gasosa,
formados a partir de rochas de diferentes origens, compostos por matéria organica e minerais
(SOLOS, 2013). Albergam uma infinidade de organismos, entre macro, meso e microfauna,
sendo considerado um dos principais compartimentos da Biosfera em termos de reservatdrio
biolégico (CARDOSO, 2016).

O microbioma do solo € essencial para seu funcionamento, sendo a este atribuido muitos
processos que regem a manutenc¢do e a funcionalidade dos solos (CARDOSO, 2016). A
populacdo microbiana existe em equilibrio dindmico através de interacdes bidticas e abidticas,
podendo ser alterada pelo ambiente e manejo da terra. Desempenha diversas funcdes
ecossistémicas de extrema importancia, como sequestro de carbono, ciclagem de nutrientes,
reservatorio de 4dgua, producdo de alimentos, manuten¢cdo do patrimonio histérico-cultural,
ciclo do nitrogénio entre outras (PARENTE et al., 2021, CARDOSO, 2016).

Os microrganismos presentes nos solos sdo capazes de degradar moléculas simples
como a glicose, até moléculas mais complexas como a lignina ou o latex, sendo as bactérias,
fungos e algas os maiores grupos existentes desses organismos (MATTOS, 2015).

Diversos antibidticos foram produzidos a partir de bactérias do solo como a
estreptomicina, um aminoglicosideo isolado de Streptomyces griséus, a lincomicina,
lincosamida isolada de S. lincolnensis e a vancomicina, um glicopeptideo isolado a partir de S.
orientalis (GUIMARAES et al., 2010). O significado biolégico da producio de antibidticos
pela estirpe produtora ainda ndo é muito claro, embora seja um mecanismo desenvolvido,
atribuido a uma caracteristica estrutural ou funcional (DA COSTA & JUNIOR, 2017; BLAIR
et al., 2015), que confere uma vantagem adaptativa no habitat em que vive. A presenca desses
compostos no solo e condicdes potencialmente ofensivas na natureza pode selecionar
mecanismos especificos ou inespecificos de resisténcia a antibiéticos (ALLEN et al., 2010).

O entendimento do papel ecolégico dos antibidticos e dos genes de resisténcia
antimicrobiana nesses ambientes pode auxiliar na mitiga¢do da disseminacdo dessa resisténcia
para animais e humanos, inclusive entre bactérias comensais e patogénicas (MORAIS et al.,
2016; MARTINEZ, 2008).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Caracterizaciio da Area e Coleta de Amostras

As amostras foram coletadas no municipio de Sao José do Vale do Rio Preto, na regido
Serrana do Estado do Rio de Janeiro, onde desagua o rio Preto. A cidade € o principal polo de
producgdo avicola em nivel regional (cerca de 100 granjas) e € cercada por areas agricolas de
grande relevancia para o abastecimento de produtos in natura (ex. tomate, chuchu, abobrinha,
berinjela, pepino) para a regido Metropolitana do RJ. Além disso, a drea de estudo possui
fragmentos de Mata Atlantica, um bioma tropical protegido por parques nacionais e estaduais
de grande relevancia para a conservacgao da biodiversidade e dos recursos hidricos (PARENTE
et al., 2019).

Para as amostras de dgua, foram realizadas trés coletas no ano de 2022, a primeira em
margo, a segunda em junho e a terceira em julho, nos pontos identificados como: P1- Cérrego
acima do abatedouro, P2 - efluente bruto, P3 — Saida do efluente tratado e P4 —Estacao de
tratamento propria do abatedouro (Figura 1). Importante salientar que a amostra da estacao de
tratamento foi coletada apenas para andlise de diversidade bacteriana e resisténcia a
antimicrobianos, com a finalidade de verificar se a estacio estd sendo eficiente na diminui¢do
da disseminagdo de bactérias patogénicas entre os tratamentos (quimico e bioldgico). As
amostras foram coletadas em recipiente estéril de vidro no volume de 2 litros por amostra, e
transportadas ao Laboratério de Microrganismos de Referéncia / INCQS / Fiocruz para o
processo de filtracdo.

As amostras de solos foram coletadas em outubro de 2022, em propriedades agricolas
que utilizavam a dgua do rio, onde o efluente do abatedouro € lancado, para irrigacdo da cultura
de chuchu (Sechium edule). Foram coletadas amostras de solos de uma floresta préxima as duas
propriedades agricolas. Os pontos de coleta foram: (A) Area de floresta, (B) propriedade
agricola a montante do abatedouro e (C) propriedade agricola a jusante do abatedouro. A coleta
foi realizada nas entrelinhas da parcela util, em solo ndo-rizosférico, de forma aleatéria, na
profundidade de 0-10 cm, com auxilio de um trado, sendo trés amostras simples para formar
uma amostra composta, com trés repeticdes, por propriedade. O material coletado foi
armazenado em sacos pldsticos estéreis, acondicionados e transportados ao Laboratério de
Bacteriologia da UFRRJ.
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Figura 1. Localizacdo dos pontos coletados. Icones em amarelo representam os pontos de

coleta de dgua e os icones em vermelho representam os pontos de coleta dos solos. Area
A — Floresta; Propriedade B - a montante do abatedouro. Propriedade C - a jusante do
abatedouro.

A area de floresta (A) se caracterizava como mata de reflorestamento, com arvores de
porte médio e de médio calibre e com pouca serrapilheira sob o solo. A drea a montante do
abatedouro (B) tinha um solo bem estruturado, com palhada como cobertura e a irrigacdo era
feita por aspersdo. A propriedade a jusante do abatedouro (C) era uma vasta propriedade, com
plantacdo apenas de chuchu, a irrigacao feita por aspersao.

3.2. Determinacao de Coliformes

Para determinar o nimero de coliformes totais e coliformes termotolerantes utilizou-se
a técnica do Numero Mais Provavel (NMP). E uma técnica quantitativa onde estima-se,
estatisticamente, a quantidade de microrganismos presentes em uma amostra. Esta andlise se
processa por meio de 2 etapas (ensaios presuntivo e confirmatério), de realiza¢do obrigatdria
(CETESB, 2017; APHA, 2015).

Ap0s realizada a coleta da 4gua e homogeneizac¢ao da amostra, 1 mL da amostra de dgua
“bruta” foi adicionado em 9 mL de dgua peptonada 0,1% (dilui¢do 10™") realizando a primeira
dilui¢do. Esta suspensdo foi homogeneizada e 1 mL foi transferida para um frasco contendo 9
mL de 4gua peptonada (dilui¢io 10). Esse procedimento foi realizado sucessivamente até a
décima dilui¢cdo, para cada amostra coletada.

Para a anélise do solo, 25 g de cada amostra foi adicionada a 225 mL de 4gua salina
0,9% para a primeira diluicdo. Apds a homogeneizagdo dessa suspensdo, dilui¢des decimais
foram preparadas em tubos contendo 9 mL de 4dgua salina 0,9%, adicionando 1mL da amostra
diluida, até a décima diluigdo.
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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 incubadas na estufa a 35° C por 48 h. Os tubos considerados positivos
foram aqueles que apresentaram turbidez do meio e/ou produgdo de gds no tubo de Durham, e
foram destinados aos testes confirmatdrios e quantificados.

Para confirmacao e quantificacio de coliformes totais, aliquotas das amostras positivas
foram transferidas para tubos contendo Caldo Lactosado com Verde Brilhante e bile (CLVB)a
2%. Os tubos de caldo CLVB foram incubados em estufa a 35° C + 0,5° C, por 48 horas. Foram
considerados positivos os tubos que apresentaram turbidez e/ou continham formacao de gés no
interior do tubo de Durham.

Para quantificacdo de coliformes totais termotolerantes, aliquotas das amostras positivas
(turbidez e/ou com presenga 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°
C + 0,2° C por 24 horas. Foi considerado como positivo os tubos que apresentaram turbidez
e/ou continham formacao de gis no interior do tubo de Durham.

Foram inoculadas trés séries de cinco tubos com trés dilui¢cdes decimais diferentes, para
ambas as quantificagdes. O nimero de tubos positivos de trés diluicdes foi comparado com a
tabela de NMP. O niimero mais provdvel de cada amostra foi calculado de acorda com a
seguinte féormula:

NMP correspondente a tabela x10/v
Onde:
v= Maior volume inoculado.

3.3. Presenca de Salmonella no Solo

Para a andlise de presenca de Salmonella em solos, segundo a ISO (2010), foi
suspendido 25g de solo em 225mL de dgua salina, para cada amostra. Apds esta fase, 1 mL
dessa suspensdo foi transferida para tubos com 9 mL de caldo Tetrationato. Os tubos foram
incubados a 35 ° C por 24 h. Apés a incubacdo, uma aliquota do caldo Tetrationato foi semeada
no meio Agar Salmonella-Shigella (ASS) e incubadas a 35° C por 24 h. As col6nias com
caracteristicas de Salmonella (preta com centro negro) foram isoladas e posteriormente
identificadas.

3.4. Isolamento e Identificacdo de Bactérias da Agua e Solo

As amostras de dgua foram concentradas em membranas de 0,22 um apds filtragao a
vacuo e inoculadas em um tubo contendo caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI), meio de
enriquecimento nao-seletivo, e caldo Tetrationato, meio de enriquecimento seletivo para
Salmonella. Aliquotas foram semeadas em meios seletivos para bactérias Gram-negativas (dgar
MacConkey - HiMedia® e dgar Eosina Azul de Metileno - HiMedia®) e agar Salmonella-
Shigella para isolamento de Salmonella. As placas foram incubadas em estufa a 37° C por 24
horas. Apds o crescimento, foram isoladas e identificadas colonias com diferentes
caracteristicas.

Para o isolamento das amostras de solo, uma al¢cada foi transferida para o meio de cultura
EMB dos tubos considerados positivos provenientes de Caldo EC através da técnica de
semeadura por esgotamento. Essas colonias foram estocadas e identificadas posteriormente.
Todos os isolados foram identificados através do MALDI-TOF. Para o preparo das amostras,
os isolados foram cultivados em dgar CLED a 37° C por 24 horas. Cada cultura bacteriana foi
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transferida para a microplaca (96 MSP, Bruker-Billerica, E.U.A) e, ao sedimento bacteriano,
foi adicionado uma solu¢@o de lise (4dcido férmico 70% Sigma- Aldrich®) em quantidade
suficiente para cobri-lo. Em seguida 1 pLL de solu¢do da matriz (dcido alfa-ciano-4-hidroxi-
cindmico diluido em acetonitrila 50% e dacido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) foi
utilizado para cobrir o extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os espectros de cada
amostra foram gerados em um espectro de massa (MALDI- TOF LT Microflex Bruker,
Bruker®) equipado com laser de 337 nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo
programa Flex Control 3.3 (Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massa entre
2.000e 20.000 m/s e, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0, conforme indica o
fabricante (Bruker®).

3.5. Deteccao Fenotipica do Perfil de Resisténcia

Os testes de deteccao fenotipica da resisténcia foram executados conforme os padrdes
estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST,
2022). 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 suspensao bacteriana (0,1 mL) por toda a superficie de placas de d4gar Mueller Hinton, onde
foram depositados os discos dos antimicrobianos (Figura 2). Apds incubagdo por 18 horas a 35°
C, os didametros formados ao redor do disco foram medidos, em milimetros.

Figura 2. Teste de resisténcia antimicrobiana por disco difusdo (técnica de Kirby Bauer).
(BrCast, 2022. Adaptado). AMC-Amoxicilina+acido clavulanico, CAZ — Ceftazidima,
CPM- Cefepime, CTX — Cefotaxima, CRO - Ceftriaxona, CFO — Cefoxitina, ATM —
Aztreonam, PPT — Piperacilina+Tazobactam, ETP — Ertapenem, IMP — Imipenem,
MER - Meropenem, GEN — Gentamicina, CIP — Ciprofloxacina.

14



Quadro 2. Antimicrobianos testados por familia

Classe Subclasse Antimicrobiano
Aminoglicosideo - Gentamicina' (GEN)
Penicilina Amoxicilina+dcido clavuanico' (AMC)
Piperacilina+Tazobactam'? (PPT’
Cefalosporina 2* geracdo Cefoxitina'? (CFO)
Cefotaxima' (CTX)
Cefalosporina 3* geracdo Ceftazidima'? (CAZ)
Betalactamicos Ceftriaxona! (CRO)
Cefalosporina 4* geracdo Cefepima!? (CPM)
Ertapenem' (ERT)
Carbapenémicos Imipinem' (IMP)
Meropenem'? (MER)
Monobactimicos Aztreonam'? (ATM)
Fluoroquinolona - Ciprofloxacina'*? (CIP)

! Antimicrobianos avaliados em Enterobacteriaceae
2 Antimicrobianos avaliados em Pseudomoneaceae

Os antimicrobianos testados por familia sdo apresentados no Quadro 2. Para
interpretacdo dos resultados foram considerados os pontos de corte estabelecidos pelo Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing Institute (BrCast, 2022).

Para a deteccao de producdo de ESBL foi observado se houve sinergismo entre o disco
AMC e qualquer uma das cefalosporinas (CAZ, CTX e CPM). Esse teste é conhecido como
teste do sinergismo de disco duplo, onde os discos de cefalosporinas sdo aplicados a uma
distancia de 25mm do disco de 4cido clavulanico (AMC). O resultado € considerado positivo
quando as zonas de inibi¢do em torno de qualquer um discos de cefalosporinas sdo aumentadas
na direcdo do disco que contém o acido clavulanico. Esse teste foi realizado em todos os
isolados da familia Enterobacteriaceae (BrCast, 2022).

Isolados pertencentes ao Grupo 1 de Enterobacteriaceae (AmpC cromossdmica
indutiva - E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp.) com halo de
resisténcia em CFO e CAZ/CTX foram investigados para a produ¢ao de AmpC (BrCast, 2022)

Para a deteccdo de carbapenemases em Enterobacteriaceae foi observado o halo de
inibicao de meropenem e ertapenem, de acordo com a tabela de ponto de corte. Os isolados que
apresentaram halo de inibicdo de MER entre 25 e 27mm sé foram investigados caso
apresentassem, também, resisténcia a piperacilina+tazobactam (BrCast, 2022).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Indicadores Microbioldgicos de Qualidade da Agua e do Solo

A quantificag¢do de coliformes no tanque de equalizacdo, indicada na Tabela 1 como
efluente bruto, apresentou densidade populacional de 107 a 10°NMP/100 mL para ambos os
coliformes, totais e termotolerantes. A presenca destes grupos de microrganismos no efluente
bruto proveniente do abatedouro € esperado, pois aves de abate sdo geralmente fonte de
contaminacdo, e o nimero de microrganismos presentes pode ser influencidvel pelas condi¢des

de higiene no processo de abate (CARVALHO et al., 2005).

Tabela 1. Quantificacdo de coliformes totais e termotolerantes e deteccdo de Salmonella nas
amostras de dgua e de solos (NMP/100 mL)

Coliformes Coliformes
Coleta Ponto de coleta totais termotolerantes Salmonella

(E.coli)
o Cérrego 43x10% 7.9x10° Ausente
legil;ga Efluente bruto 2.3x10° 1,3x10° Ausente
Efluente tratado 2.2x107 7,0x10° Ausente
Cérrego 7.8x10? 7.8x10? Ausente

A Segunda ; .
gua coleta Efluente bruto 3,3x10 3,3x10 Ausente
Efluente tratado 1,3 x 10° 0 Ausente
Terce Cérrego 1,3x10° 4,5x10° Ausente
f;f:;a Efluente bruto 4,6x10° - Ausente
Efluente tratado 2.3x108 1,1x10% Ausente
Area de floresta 9,8x10* 0 Ausente
Solos Propriedade a montante 4,0x10° 0 Ausente
Propriedade a jusante >1,6x107 0 Ausente

Apés o abate dos animais, o efluente bruto é encaminhado para um tanque de
equalizacdo, onde ocorre a separacdo da fase solida da fase liquida. A fase liquida €
encaminhada para a esta¢do de tratamento quimico e posteriormente ao tratamento bioldgico
em piscinas de anaerobiose e aerobiose, para, somente entao, ser descartada.

Os efluentes tratados apresentaram valores entre 1,3 x 10° NMP/100 mL e 2,3x10%
NMP/100 mL para coliformes totais e 1,1x108 NMP/100 mL e 7,0x10°® NMP/100 mL para
coliformes termotolerantes. Comparando os valores obtidos para coliformes totais e
termotolerantes entre o efluente bruto e o efluente tratado, percebe-se uma diminui¢ao da carga
microbiana, podendo inferir que os tratamentos realizados dentro do abatedouro estdo
diminuindo a densidade populacional da comunidade microbiana.

A Resolugdo 430 CONAMA diz que “o lancamento de efluentes em corpos de 4gua,
com excecdo daqueles enquadrados na classe especial, ndo poderd exceder as condicoes e
padrdes de qualidade de dgua estabelecidos para as respectivas classes, nas condi¢des da vazao
de referéncia ou volume disponivel, além de atender outras exigéncias aplicaveis”. Dito isso,
uma vez que o efluente, mesmo apds tratamento, apresenta uma carga minima de coliformes
termotolerantes de 10°, ndo poderia ser descartado no cérrego por exceder o limite maximo de
qualidade para dguas de classe 3 que corresponde a 2 500 coliformes termotolerantes /100
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mililitros. Isso indica que melhorias no tratamento desse efluente devem ser implementadas, na
intencao da diminui¢do da carga microbiana e adequacdo a legislagdo.

E importante ressaltar que dguas de classe 3 podem ser destinadas ao abastecimento para
consumo humano, apds tratamento convencional ou avangado; a irrigacao de culturas arboreas,
cerealiferas e forrageiras; a pesca amadora; a recreacdo de contato secunddrio; e a
dessedentacdo de animais. Para ser utilizada para irrigacdo de hortalicas, que sdo as culturas
preponderantes na regido, a d4gua deve pertencer a classe 2, que ndo deve exceder o limite de
1000 coliformes termotolerantes /100 mililitros.

A 4gua do cérrego, coletada num ponto a montante do abatedouro, apresentou valores
entre 450 e 780 NMP/100 mL de coliformes termotolerantes, considerados dentro do padrdo
exigido pela legislacdo para a classe 2. No entanto, hd uma flutuacdo nos valores dos dois
indices entre as coletas. Na primeira coleta o valor de coliformes totais foi de 4,3x10* NMP/100
mL, enquanto na segunda foi de 780 NMP/100 mL e 1300 NMP/100 mL na terceira. Nesse
caso, o uso desta 4gua para a irrigacdo de hortalicas pode representar um risco de contaminagao.
Essa variabilidade nos valores mostra que ha alguma fonte de contamina¢@o no percurso até o
corrego, justificados pela quantidade de propriedades agricolas a montante do abatedouro
(SAMPAIO et al., 2019), com atividade agricola e agropecudria. Além disso, outros fatores
como estacdo do ano, temperatura, concentracio de nutrientes na 4gua, uso da terra, salinidade,
carbono organico dissolvido, entre outras, também podem influenciar na concentracao de
microrganismos em aguas superficiais (BADGLEY et al., 2019)

Uma vez que o tratamento do efluente do abatedouro nao estd sendo eficiente, o seu
descarte continuo tende a aumentar o nimero de coliformes do cérrego; e o seu uso para a
irrigacdo pode se tornar um meio de veiculacdo de patégenos, servindo como um meio de
disseminac¢do de doencas transmitidas pela dgua (DTA). Segundo a OMS, DTA sdo adquiridas
por meio da ingestdo direta da 4gua contaminada com microrganismo patogénico, ou
transmitidas através do contato direto com essa dgua em atividade rotineiras, além das doengas
que podem ser adquiridas por terem seus vetores com parte do ciclo de vida desenvolvido no
ambiente aquatico.

Em relacdo aos solos, o solo da drea de floresta apresentou 9,8x10* NMP/100 mL de
coliformes totais. A Resolu¢do 274/2000 do CONAMA diz que coliformes totais além de
presentes em fezes humanas e de animais podem, também, ser encontradas em solos, plantas
ou quaisquer efluentes contendo matéria organica (BRASIL, 2000), podendo ser encontrados
igualmente em 4guas de regides tropicais ou subtropicais, sem qualquer polui¢cdo evidente por
material de origem fecal (CETESB, 2019).

Ambos os solos irrigados com a dgua do corrego apresentaram um aumento no nivel de
coliformes, sendo que a propriedade a jusante do abatedouro apresentou uma maior
concentragdo, superior a 1,6x10’'NMP/100 mL. A maior contagem de coliformes totais dos
solos das propriedades agricolas em relacao a drea de floresta pode ser resultado da qualidade
da adgua utilizada para a irrigacdo, que € proveniente do cérrego que recebe efluentes
provenientes das granjas. Além do aumento do nimero de coliformes totais dos solos, a d4gua
utilizada para a irrigacdo pode estar carreando microrganismos para as plantas cultivadas, o que
refor¢a o seu papel como fonte de disseminagao de patégenos.

Ainda ndo ha uma legislacdo no pais que estipule um nivel mdximo de indicadores de
qualidade microbioldgica (Coliformes e Salmonella) no solo. As legislagdes vigentes sao
voltadas para o controle e qualidade ambiental no processo de compostagem de residuos
organicos (Resolucdo 481/2017 CONAMA) e a Portaria n°52/2021 MAPA, que lista as
substancias e prdticas para uso nos sistemas organicos, onde determina 1000 NMP de
coliformes termotolerantes em 100 mL por matéria seca e auséncia de Salmonella nos residuos
formulados. No Brasil, hoje, hd apenas legislacdes que tratam da contaminacdo do solo por
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substancias quimicas, como a Resolucdo 420/2009 CONAMA, entre outras legislagdes federais
e estaduais.

Nao foi detectado a presenga de Salmonella sp. em nenhuma amostra, tanto de dgua
quanto de solo, apesar do trato intestinal de animais domésticos, principalmente aves, ser o
principal reservatério deste género bacteriano (HUGAS&BELOEIL, 2014). Santos el al. (2007)
diz que isso ocorre, pois, bactérias do género Salmonella sp. sdo consideradas fastidiosas, tendo
seu crescimento laboratorial possivel somente quando houver um declinio na taxa de
multiplicagdo ou inativacdo de outras bactérias. A Salmonella sp. € utilizada como indicador
microbiol6gico por ser estar distribuida amplamente pela natureza e ter o potencial de causar
infecgdes alimentares graves, com a salmonelose considerada a zoonose mais difundida do
mundo, sendo uma das principais responsaveis por surtos de origem alimentar, com alto nivel
de mortalidade e morbidade (BRASIL, 2011) se tornando um problema de Sadde Publica.

4.2. Diversidade da Comunidade Microbiana da Agua e do Solo

Ao todo, 333 cepas de bactérias Gram-negativas das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomoneaceae foram isoladas a partir das amostras de dgua e solo. No presente trabalho,
foram considerados os gé€neros presentes em ambos os ambientes para comparagdo da
abundancia das espécies bem como o seu nivel de resisténcia antimicrobiana. Os outros
isolados estdo sendo trabalhados em projetos paralelos. Sendo assim, 178 isolados foram
considerados sendo 74 (41,58%) a partir de amostras de dgua e 104 dos solos (58,42%).

As 178 cepas bacterianas Gram-negativas, isoladas nos pontos de coleta de 4gua e solos,
pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo detectados quatro gé€neros: Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia e a familia Pseudomoneaceae representada pelo género
Pseudomonas. O grande nimero de isolados das enterobactérias e Pseudomonas sp. pode ser
explicado pela ampla distribuicio no mundo todo, podendo ser encontradas no solo, dgua,
frutas, vegetais, floracoes (BRENNER&FARMER, 2015) e na microbiota intestinal de homens
€ animais no caso mais especifico das enterobactérias.

O género Enterobacter foi o mais abundante nos solos (45,2%) e o segundo mais
abundante nas amostras de dguas (18,9%) (Figura 3). Isso pode estar associado ao fato de ser
comensais naturais da microbiota intestinal de homens e animais, além de facilmente isolados
desses ambientes. As espécies deste género sdo membros do grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp.), descritos como a principal causa de infeccoes
nosocomiais resistentes. Algumas espécies sdo agrupadas no complexo Enterobacter
cloacae: E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori e E.
nimipressuralis, devido a sua similaridade gendmica (DAVIN-REGLI et al., 2019).

Klebsiella foi mais encontrada em amostras de dgua (47,3%; 35/74) do que em solos
(5,8%; 6/104), o que se inverte para Citrobacter, com 16,2% (12/74) e 25% (26/104)
respectivamente. A abundancia de Serratia foi relativamente igual em ambos os ambientes,
representando 6,76% (5/74) os isolados de dgua e 8,65% (9/104) os isolados de solos. Ja
Pseudomonas representou 10,8% (8/74) dos isolados de dgua e 15,4% (16/104) dos isolados de
solos.
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Figura 3. Relacdo de géneros isolados no ambiente solo e dgua.

Mais especificamente (Figura 4), o género Enterobacter foi o mais frequente em solos,
seguido de Citrobacter e Pseudomonas, enquanto o género Klebsiella foi isolado apenas na
area de floresta (A). Enquanto isso, na dgua, o género abundante foi Klebsiella, seguido de
Enterobacter e Citrobacter. O género Serratia foi encontrado em apenas dois pontos de coleta
em cada ambiente, porém ambos com a mesma abundancia. Pseudomonas segue o mesmo
padrao sendo isolada, apenas em dois pontos de coleta em cada ambiente, porém, nos solos
Pseudomonas se mostrou mais abundante. De forma geral, Enterobacter foi o género mais
abundante, sendo encontrado em todas as amostras de ambos os ambientes. Estes resultados sdo
esperados, uma vez que os géneros sdo comumente encontrados em solos, d4gua e no trato
intestinal de seres humanos (ROGERS et al., 2016).

Dentre as duas familias foram identificadas 21 espécies diferentes. Dezesseis sdo
representadas pela familia Enterobacteriaceae com Citrobacter sedlakii (2/178), Citrobracter
braakii (10/178), Citrobracter freundii (24/178), Citrobacter gillenii (2/178), Enterobacter
asburiae (12/178), Enterobacter bugandensis (35/178), Enterobacter cloacae (3/178),
Enterobacter kobei (2/178), Enterobacter ludwigii (5/178), Enterobacter roggemkampii
(4/178), Klebsiella aerogenes (6/178), Klebsiella oxytoca (1/178), Klebsiella pneumoniae
(33/178), Klebsiella variicola (2/178), Serratia marcescens (10/178) e Serratia nematodiphila
(4/178). O restante representado por Pseudomonas sido cinco espécies: Pseudomonas
aeruginosa (8/178), Pseudomonas otitidis (1/178), Pseudomonas montellii (2/178),
Pseudomonas putida (11/178), Pseudomonas stutizeri (3/178).
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Figura 4. Distribuicdo de géneros dentro do ambiente solo e dgua. Solo: A — 4rea de floresta,
B — propriedade a montante do abatedouro, C — propriedade a jusante do abatedouro.
Agua: P1 — Cérrego, P2 — Efluente bruto, P3 — Efluente tratado e P4 — Estacio de
tratamento.

A espécie Klebsiella pneumoniae foi comum as quatro amostras de dgua, enquanto
Enterobacter bugandensis foi comum as trés amostras de solo (Figura 5). E interessante
observar que E. bugandensis foi a espécie isolada em quase todos os pontos de coleta, ficando
de fora apenas no efluente bruto. Houve uma sobreposi¢do de seis espécies entre os ambientes
adgua e solo (Figura 6), representadas por Citrobacter braakii, Citrobacter freundii,
Enterobacter asburiae, Serratia marcescens, Serratia nematodiphila e Enterobacter
bugandensis, equivalente a 53,3% do total de isolados (95/178).

A espécie Klebsiella pneumoniae foi a mais encontrada nas amostras de dgua, com 33
isolados, principalmente no efluente bruto, mas com presenca na dgua do cérrego, na estacao
de tratamento e na saida do efluente tratado (Tabela 2). A 4gua e a vegetacao tém sido descritas
como ambientes nativos desta espécie (ROCHA et al., 2022; BRISSE & GRIMONT, 2006), e
de fato € uma espécie capaz de prosperar em compartimentos ambientais diferentes como agua,
solos e plantas, mas, também, em animais e seres humanos, podendo, entdo, ser considerada
como contaminantes ambientais (ROCHA et al., 2022).
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Figura 5. Espécies em comum isoladas em cada ambiente. A esquerda, espécies em comum
nas amostras de dgua. A direita, espécies em comum em amostras de solo: A — 4rea
florestal, B — propriedade a montante do abatedouro, C — propriedade a jusante ao
abatedouro

Figura 6. Espécies isoladas em comum das amostras de dgua e solo.

A Pseudomonas aeruginosa é um microrganismo ubiquo, associado a 4gua e ambiente
umido e sujo (VIOLA et al., 2011). No estudo, foi isolada em dois pontos de coleta, o efluente
bruto e o tratado. No entanto, a abundancia dessa bactéria no efluente tratado € reduzida a menos
que a metade, além de ndo ter sido isolada em nenhuma amostra de solo. A partir disso,
podemos inferir que o tratamento quimico na esta¢do de tratamento do abatedouro pode ter
surtido efeito na redu¢do de carga microbiana, como observado na andlise microbioldgica de
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dgua. Reconhecida como patégeno oportunista, tem sido isolada de dgua tratada e possui
importante papel em surtos de gastroenterites veiculadas pela dgua e por colonizar
transitoriamente os tratos respiratdrios de pacientes hospitalizados (PERESI et al., 2011).

Nos solos, a espécie Pseudomonas putida teve abundancia relativamente alta. E uma
bactéria saproéfita ubiqua da rizosfera, frequentemente encontrada em ambientes contaminados,
que evoluiu para suportar condicdes ambientais de estresse fisico e quimico, além manter a
capacidade de sobreviver e prosperar em ambientais de solo natural. Devido a sua capacidade
de crescer em substratos complexos, tem sido reconhecida como um agente de biorremediagdo
(VOLKE & CALERO, 2020; WEIMER et al., 2020). Devido ao seu metabolismo versatil, P.
putida é capaz de tolerar valores extremos de pH, altas temperaturas assim como um alto nivel
de substancia toxicas, como xenotobidticos, sendo extremamente interessante para processos
biotecnolégicos (POBLETE-CASTRO et al., 2017).

Tabela 2. Prevaléncia bacteriana nas amostras de dgua e solo (continua)

Ambiente  Ponto de coleta Familia Espécie

Citrobracter braakii (1)
Citrobracter freundii (1)
Enterobacter asburiae (1)
Enterobacter bugandensis (3)

Cérrego (n=12) Enterobacteriaceae Enterobacter cloacae (1)
Klebsiella oxytoca (1)
Klebsiella pneumoniae (2)
Klebsiella variicola (1)
Serratia marcescens (1)
Citrobracter braakii (1)
Citrobacter sedlakii (1)

Efluente bruto Enterobacteriaceae Enterobacter bugandensis (4)
(n=28) Enterobacter cloacae (1)
Agua Klebsiella pneumoniae (16)
(n=74) Pseudomoneaceae Pseudomonas aeruginosa (5)

Citrobracter braakii (2)
Citrobracter freundii (1)

Estagdo de . Citrobacter sedlakii (1)
tratamento Enterobacteriaceae .
(n=15) Enterobacter asburiae (1)
Enterobacter bugandensis (2)
Klebsiella pneumoniae (8)
Citrobracter freundii (4)
Enterobacter cloacae (1)
Efluente tratado Enterobacteriaceae Klebsz?lla pneumoniae (7)
(n=19) Serratia marcescens (3)

Serratia nematodiphila (1)
Pseudomonas aeruginosa (2)
Pseudomonas otitidis (1)

Pseudomoneaceae
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Tabela 2. Continuacdo

Enterobacter kobei (1)

, Enterobacter bugandensis (4)
Area de floresta

(n=13) Enterobacteriaceae Klebsiella aerogenes (6)

Serratia marcescens (1)
Serratia nematodiphila (1)
Citrobracter freundii (2)
Citrobacter gillenii (1)

Enterobacter asburiae (5)

Propriedade a Enterobacter bugandensis (8)

Enterobacteri
montante do nierovacieriaceac Enterobacter ludwigii (5)
abatedouro b . 03
Solo (n=34) Enterobacter roggenkampii (3)
(n=104) Serratia marcescens (5)
Serratia nematodiphila (2)
Pseudomoneaceae Pseudomonas stutizeri (3)

Citrobracter braakii (6)
Citrobracter freundii (16)
Citrobacter gillenii (1)

P r.oprieda(clle a Enterobacteriaceae Enterobacter asburiae (5)
ajl EZ?:&?)H;:) Enterobacter bugandensis (14)
(n=57) Enterobacter kobei (1)

Enterobacter roggenkampii (1)

Pseudomonas monteilii (2)
Pseudomoneaceae )
Pseudomonas putida (11)

4.3. Resisténcia Bacteriana e Perfil de Resisténcia

Além da disseminacdo de bactérias com potencial patogénico, outra abordagem
importante a ser levada em consideracdo € a contribuicdo ao fendmeno da resisténcia aos
antimicrobianos (FERREIRA, et al., 2021). Os ambientes aquiticos que recebem efluentes
domésticos e industriais representam um cendrio inico na aquisicdo e disseminacdo de genes
de resisténcia e a proliferacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos (SANT’ANNA et
al., 2021; CHEN et al., 2019).

No presente trabalho foi observado uma alta prevaléncia de fenétipos resistentes a
amoxicilina+dcido clavulanico e cefoxitina, representados na Figura 7. Os resultados
apresentados estdo em concordancia com Amador et al. (2014), onde encontrou 53,5 % de
resisténcia a cefoxitina e 43,5% resistente a amoxicilina+acido clavulinico em isolados de
Enterobacteriaceae provenientes de dguas residuais. Farias et al. (2021) verificou o perfil de
sensibilidade na microbacia em Rio Branco e observou, assim como neste trabalho, alto
percentual de resisténcia a amoxicilina+4cido clavulanico e cefoxitina, ndo obstante, também
verificou sensibilidade ao imipenem e meropenem. No entanto, em contraposicio ao nosso
trabalho, verificou resisténcia a CIP em 20% do isolados.
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Figura 7. Percentual de resisténcia bacteriana observada em cada ambiente. AMC-
Amoxicilina+édcido clavulanico, CAZ - Ceftazidima, CPM- Cefepime, CTX -
Cefotaxima, CRO - Ceftriaxona, CFO — Cefoxitina, ATM - Aztreonam, PPT —
Piperacilina+Tazobactam, ETP — Ertapenem, IMP — Imipenem, MER — Meropenem,
GEN - Gentamicina, CIP — Ciprofloxacina.

% de bactérias resistentes a antimicrobianos

Além da alta resisténcia aos betalactamicos, nas amostras de dgua a resisténcia mais
encontrada foi a ciprofloxacina, sendo expressa em cinco espécies diferentes (C. freundii, E.
bugandensis, K. oxytoca, K. variicola e K. pneumoniae), observados na Tabela 3.

Isolados de K. pneumoniae apresentaram resisténcia aos betalactamicos,
aminoglicosideo e fluoroquinolona, e se expressados num mesmo isolado é considerado
multidroga resistente — MDR. A CDC (Center for Disease Prevention and Control) categoriza
aresisténcia em trés principais classes: extensive-drug resistance (XDR) quando ha resisténcia
em pelo menos um antimicrobiano de todas as classes; pan drug resistance (PDR), definida
quando ha resisténcia em todos os antimicrobianos de todas as classes, e multidrug resistance
(MDR), quando ha resisténcia a um antimicrobiano de, pelo menos, trés classes diferentes
(JUBAIR et al., 2021; CDC, 2019). Num estudo realizado por Homeier-Bachmann e
colaboradores (2021), foram isoladas 10 cepas de K. pneumoniae MDR de matadouro. Uma
vez que o ambiente € um importante reservatério de K. pneumoniae que alberga caracteristicas
clinicamente relevantes (ROCHA et al., 2022), essas cepas sdo consideradas uma grande
ameaca a saude global pois tém uma propensdo a adquirir multiplos determinantes de
resisténcia, como ESBL e/ou carbapenemase (JUBAIR et al., 2021; TANG et al., 2020).
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Tabela 3. Percentual de resisténcia observado por espécie, nos isolados de dgua.

Espécies Betalactamicos Aminog  Flu

AMC CAZ CPM CTX CRO CFO ATM PPT ETP IMP MER GEN C(CIP
Citrobracter braakii (4) 25 0 0 0 0 75 0 0 0 0 0 0 0
Citrobracter freundii (6) 17 0 0 0 0 33 0 0 0 0 0 0 17
Citrobacter sedlakii (2) 100 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter asburiae (2) 50 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter bugandensis (9) 67 0 0 0 0 67 8 0 0 0 0 0 8
Enterobacter cloacae (3) 0 0 0 0 0 67 0 0 0 0 0 0 0

Klebsiella oxytoca (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Klebsiella pneumoniae (33) 15 3 6 3 3 21 6 0 12 6 0 3 6
Klebsiella variicola (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33
Serratia marcescens (4) 75 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0
Serratia nematodiphila (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa (7) * 0 0 * * * 0 0 * 0 0 * 0
Pseudomonas otitidis (1) * 0 0 * * * 0 0 * 0 0 * 0

*Nao testados. Antimicrobianos: AMC-Amoxicilina+4cido clavulanico, CAZ — Ceftazidima, CPM- Cefepime, CTX — Cefotaxima, CRO — Ceftriaxona, CFO —
Cefoxitina, ATM — Aztreonam, PPT — Piperacilina+Tazobactam, ETP — Ertapenem, IMP — Imipenem, MER — Meropenem, GEN — Gentamicina, CIP —
Ciprofloxacina. Aminog — Aminoglicosideo. Flu — Fluoroquinolona.
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Nos solos, Pseudomonas putida apresentou resisténcia a ceftazidima, aztreonam,
meropenem e Ciprofloxacina (Tabela 4). Os dados relativos a resisténcia a agentes
antimicrobianos em isolados clinicos desta espécie ainda sdo bem limitados. No entanto,
segundo Zhong e colaboradores (2022), isolados desta espécie, proveniente de dguas residuais,
apresentaram resisténcia ao meropenem por uma metalo-betalactamase e atribuiram este fato
ao estresse causado por cadmio, inclusive constatou que essa espécie pode ser usada para
biorremediacdo sem transferir resisténcia ao meropenem. Na clinica hospitalar, infeccoes
causadas por esse patdgenos sdo, geralmente, tratadas com carbapenemas, fluoroquinolona,
algumas cefalosporinas e aminoglicosideos (MESAROS et al., 2007; HORII et al., 2005). Kim
e colaboradores (2012), verificou uma alta resisténcia a carbapenémicos em isolados desta
espécie. Um estudo realizado por Horii e colaboradores (2005) verificou resisténcia a metalo-
betalactamase na grande maioria dos isolados. Levando em consideragdo ao que foi dito
anteriormente sobre essa espécie ser utilizada na industria biotecnoldgica como biorremediador,
torna-se preocupante o aparecimento a cepas resistentes em ambientes nao-hospitalares, uma
vez que os genes resistentes podem ser transferidos para espécies sensiveis, além de outras
espécies de relevancia clinica.

Além disso, foi observado também resisténcia a gentamicina em isolados de C. freundii
e E. asburiaee a ao ertapenem em isolados e E. bugandensis, E. kobei, E. ludwigii e C. freundii.
A familia Enterobacteriaceae, a mais frequente dentro das amostras avaliadas, apresentou
resisténcia a grande parte dos antimicrobianos testados. Bactérias dessa familia fazem parte da
microbiota intestinal de animais saudaveis (HOMEIER-BACHMANN, 2021), no entanto, €
importante considerar que podem ser um importante reservatorio de resisténcia, € o contato com
seres humanos e animais pode acarretar a falha do tratamento. Inclusive, a disseminagdo desses
patogenos ainda pode modificar o resistoma ambiental, além de contaminar os vegetais que por
sua vez, ao serem ingeridos in natura, vindo a causar infec¢des em seres humanos e animais
(FERREIRA et al., 2021).

A partir dos 178 isolados, 69 perfis de resisténcia foram identificados (Tabela 5). A
classe dos betalactamicos foi a que mais apresentou isolados resistentes, tanto nas amostras de
dgua quanto de solo, podendo observar isolados resistentes as vdrias subclasses em todos os
pontos de coleta. Esse resultado € esperado, uma vez que os betalactimicos sao os
antimicrobianos mais utilizados no mundo, tanto na medicina humana quanto na medicina
animal.

Enterobacter possui resisténcia intrinseca a ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de
primeira geragdo e a cefoxitina, por expressar construtivamente a enzima AmpC (DAVIN-
REGLI et al., 2019). Isso explica o fato desse género como um todo expressar um percentual
de resisténcia tdo grande a cefoxitina avaliados neste trabalho. As infec¢des mais comuns
causadas por Enterobacter sao bacteremia, infec¢des do trato respiratério, infe¢des do trato
urindrio, infec¢des de sitio cirurgico e infec¢des associadas a dispositivos intravascular. Sao
infec¢des graves que, mesmo se tratadas adequadamente, podem levar a morte (RAMIREZ &
GERON, 2022).
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Tabela 4. Percentual de resisténcia observado por espécie, nos isolados de solos.

Espécies Betalactamicos Aminog Flu

AMC CAZ CPM CTX CRO CFO ATM PPT ERT IMP MER GEN CIP
Citrobracter braakii (6) 67 17 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 0
Citrobracter freundii (18) 39 0 0 0 0 78 11 0 5 0 0 5 0
Citrobacter gillenii (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter asburiae (10) 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0
Enterobacter bugandensis (26) 69 0 0 0 0 100 0 0 4 0 0 0 0
Enterobacter kobei (2) 50 0 0 0 0 100 0 0 50 0 0 0 0
Enterobacter ludwigii (5) 100 20 0 0 0 100 20 0 20 0 0 0 0
Enterobacter roggenkampii (4) 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
Klebsiella aerogenes (6) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Serratia marcescens (6) 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Serratia nematodiphila (3) 34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas monteilii (2) o 0 0 w* o o 50 0 w* 0 0 wk 0
Pseudomonas putida (11) o 9 0 w* o o 9 0 w* 0 36 wk 9
Pseudomonas stutizeri (3) o 0 0 H® o o 0 0 H® 0 0 o 0

*Nao testados. AMC-Amoxicilina+4cido clavulanico, CAZ — Ceftazidima, CPM- Cefepime, CTX — Cefotaxima, CRO — Ceftriaxona, CFO — Cefoxitina, ATM
— Aztreonam, PPT — Piperacilina+Tazobactam, ETP — Ertapenem, IMP — Imipenem, MER — Meropenem, GEN — Gentamicina, CIP — Ciprofloxacina. Aminog
— Aminoglicosideo. Flu — Fluoroquinolona.
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Tabela 5. Fenétipo de resisténcia e suspeita do mecanismo de resisténcia em todas as espécies
dos isoladas de acordo com seu ambiente (continua).

Ambiente Espécie

Fenoétipo

Freq. Suspeita

Citrobracter braakii (4)

CFO
AMC - CFO

1

Citrobracter freundii (6)

CFO

CIP

CIp*

AMC - CFO

Citrobacter sedlakii (2)

AMC
AMC - CFO

Enterobacter asburiae (2)

AMC - CFO

Enterobacter bugandensis (9)

AMC

AMC - CFO

AMC - CFO - CIP*

AMC - CAZ* — CRO* - CFO -
ATM - CIP

— 0 = NI = == = = = N = N

—

Enterobacter cloacae (3)

CFO

98]

Klebsiella oxytoca (1)

CIP

—

Agua
(n=74)

Klebsiella pneumoniae (33)

CFO

ERT

ERT*

AMC - CFO

AMC - CFO*

CFO - CIP

CFO - ERT*

CFO - PPT

CFO* — IMP

ERT - GEN

AMC - CFO - ATM

AMC - PPT* — ERT*

CPM - CRO* — IMP - CFO* —
ERT - CIP*

AMC - CAZ - CPM CTX —
CRO - ATM - ERT — CIP

—_
o]

e e e e e e e e ® )

Klebsiella variicola (1)

AMC*

Serratia marcescens (4)

AMC
AMC - CFO

Serratia nematodiphila (1)

Pseudomonas aeruginosa (7)

Pseudomonas otitidis (1)

=A== N = =
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Tabela 5. Continuagdo

AMC - CFO
AMC - CFO - ATM
AMC - CFO - CAZ*
AMC* — CFO — GEN*
CFO
GEN
AMC - CFO
ATM — ERT
AMC - ATM - GEN*
AMC - CFO - CAZ*
AMC - CFO - CIP*
Citrobacter gillenii (2) -

CFO
Enterobacter asburiae (10) AMC - CFO
AMC - CFO - GEN
CFO
AMC - CFO
AMC - CFO - ERT
AMC - CFO — GEN*
AMC - CFO - ATM*
AMC - CFO - ERT
AMC - CFO
AMC - CFO - ERT
AMC - CFO - CAZ — ATM -
ERT*
AMC - CFO
AMC - CFO — GEN*
Klebsiella aerogenes (6) -

Citrobracter braakii (6)

Citrobracter freundii (18)

0= ~J N[N = = = N = 00 == = =
1

—_
(o)}
1

Enterobacter bugandensis (26)

Solo
(n=104) Enterobacter kobei (2)

Enterobacter ludwigii (5)

Enterobacter roggenkampii (4)

Serratia marcescens (6) :AM C

Serratia nematodiphila (3) _AM C

Pseudomonas monteilii (2) :ATM

ATM*

MER

MER*

ATM*— MER
ATM - CAZ - CIP
*Sensivel com exposi¢do aumentada. Antimicrobianos: AMC - Amoxicilina+écido clavulanico, ATM
— Aztreonam, CAZ — Ceftazidima, CIP — Ciprofloxacina, CFO - cefoxitina, CPM — Cefepime, CTX —
Cefotaxima, CRO — Ceftriaxona ERT — Ertapenem, GEN — Gentamicina, IMP — Imipenem, MER —
meropenem, PPT — piperacilina+tazobactam. Freq. — frequéncia; pAmpC — AmpC plasmidial; KPC —
Klebsiella pneumoniae carbapenemase

Pseudomonas putida (11)

DN = N = R == N= N[N DN DN = = W= == =

—
1

Espécies de Citrobacter, Enterobacter, Serratia e Providencia, agrupadas no grupo
CESP, sdao assim agrupadas por produzirem AmpC, uma betalactamase cromossOmica
induzivel, capaz de hidrolisar cefalosporinas de terceira geracao, penicilinas de amplo espectro
e monobactdmicos, mas ndo sdo inibidas pelos inibidores de betalactamase, como o dcido

29



clavulanico. A expressdo de AmpC cromossdmica pode estar desreprimida em isolados com
gene ampC cromossomico induzivel, devido a mutacdes nos genes reguladores, resultando na
hiperproducao de AmpC (JACOBY, 2009). Ou seja, espécies teoricamente sensiveis quando
expostas a antimicrobianos que possam induzir a produgdo dessa enzima, assim o fazem,
fazendo com que essas bactérias desenvolvam resisténcia durante o tratamento na clinica, e,
consequentemente, resultando numa falha terapéutica. Portanto, é recomendado que todas as
Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia sp. € Providencia sp. sejam reportadas como
resistente as cefalosporinas de terceira geracdo (LIVERMORE & BROWN, 2001).

Para além da enzima cromossdmica, hd também a possibilidade de genes de resisténcia
serem transmitidos via plasmideo (pAmpC), comumente encontradas em Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli (LIVERMORE; BROWN, 2001), mas também encontradas em
isolados de Escherichia coli, Salmonella spp., Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes
(SANTIAGO et al., 2016). Sao transferidas por elementos genéticos moveis, e constitutivas, ou
seja, ndo sao induzidas na presenca de antimicrobianos indutores. AmpC codificadas por
plasmideos tem uma relacio intima com as enzimas determinadas cromossomicamente, pois,
pAmpC carregam consigo genes que codificam outras resisténcias, como a aminoglicosideos,
quinolonas, bem como para outras betalactamases (JABOBY, 2009; ALVAREZ et al, 2004).
No entanto, distinguir a produ¢do de ESBL de uma AmpC plasmidial ndo é uma tarefa facil
pelo teste de sensibilidade aos antimicrobianos devido a auséncia de métodos preconizados. A
resisténcia a cefoxitina indica a possibilidade de resisténcia mediada por AmpC, mas também
indica permeabilidade reduzida da membrana externa (PAI et al., 2004; LIVERMORE;
BROWN, 2001). Segundo Livermore & Brown (2004), a maioria das Enterobacter sp. e
Citrobacter freundii, apenas, podem ser reconhecidas resistentes a cefoxitina, mas susceptiveis
as cefalosporinas de terceira geragdo, enquanto espécies sem niveis significativos de AmpC sdo
susceptiveis ao antimicrobiano citado. Alternativamente, AmpC induzivel pode ser reconhecida
em teste de antagonismo de cefoxitina e ceftazidima. J4 o BrCast (2022) preconiza que a
diferenciacdo para AmpC plasmidial induzivel seja feita através do disco aproximacao entre
ceftazidima e imipenem. Porém, testes genotipicos sao a melhor alternativa para diferencia-los,
sendo PCR multiplex considerado padrao ouro (SANTIAGO et al., 2016).

Apesar do estudo de Amador et al. (2014), onde identificou 44% de seus isolados como
produtores de AmpC, pode-se perceber que ndo hd uma literatura que aprofunde na detec¢do
dessa betalactamase em amostras ambientais. O rastreio da disseminacdo de patdgenos
resistentes em ambientes aquaticos, dguas residuais e estacdes de tratamento € necessario até
para se ter uma previsdo de quais tipos de infec¢des a populagcdo estd exposta e possiveis
tratamentos. Além disso, o conhecimento sobre a disseminagdo de bactérias resistentes para que
possamos pensar formas eficientes de minimizar o impacto desses patégenos no ambiente, uma
vez que a transferéncia por elementos moéveis pode ocorrer entre espécies de importancia
clinica, como alguns isolados deste trabalho, ou nao-clinicas.

Klebsiella pneumoniae também apresentou fendtipos resistentes ao ertapenem,
principalmente. Apesar da resisténcia adquirida aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae
ser rara (WOODFORD et al., 2007), neste trabalho foi observada tanto em isolados de dgua
quanto no solo, mais prevalente ao ertapenem, 6% e 5% respectivamente. A OMS (2017)
classifica a familia Enterobacteriaceae produtora de carbapenemase como nivel critico, devido
os riscos que a disseminacdo de bactérias com esse perfil de resisténcia apresenta a saide
publica. Os carbapenémicos sio usados na clinica para tratar infeccdes causadas por bactérias
Gram-negativa MDR e a apari¢do crescente de resisténcia a essa antimicrobiano restringe
opgoes terapéuticas, ameacando a satide humana (YUAN et al., 2022; TILAHUN et al., 2021).
Sua resisténcia pode ser mediada pela producdo de carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) e Metalo-betalactamase (YUAN et al., 2022; TILAHUN et al.,
2021; WOODFORD et al., 2007), além de produ¢do de ESBL e/ou AmpC com perda da porina
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(enterobactérias resistentes aos carbapenémicos ndo-produtoras de carbapenemase — CP-CRE)
(BOURLES et al., 2023).

Woodford e colaboradores (2007) realizaram uma pesquisa em um hospital do Reino
Unido onde isolaram 95 cepas de Klebsiella sp. e 76 de Enterobacter sp. resistentes ao
ertapenem. Eles identificaram um aumento na resisténcia ao ertapenem no pais, onde supuseram
que houve uma combina¢do de ESBL em Klebsiella sp. ou AmpC em Enterobacter sp., somado
a impermeabilidade e/ou aumento de efluxo. Baseados na susceptibilidade ao ertapenem,
Bourles e colaboradores (2023) realizaram um estudo com amostras clinicas e ambientais
(efluentes de hospitais) e verificou em todas as amostras de efluentes hospitalares a presenca
de CP-CRE. Um estudo realizado em 2020 por Reinke e colaboradores procurou quantificar
bactérias resistentes aos carbapenémicos em &dguas residuais tratadas e ndo tratadas. As
enterobactérias foram as mais abundantes e todas apresentaram resisténcia aos carbapenémicos
com as maiores concentracoes obtidas no meio de ertapenem seguido por doripenem e
meropenem.

A disseminacdo global de patdgenos prioritdrios resistentes a antimicrobianos além do
ambiente hospitalar é uma questdo critica dentro do contexto One Health que integra as
interfaces homem-animal-ambiente. Os problemas de saide de hoje sdo frequentemente
complexos, transfronteiricos, multifatoriais e entre espécies, e se abordados de um ponto de
vista puramente médico, veterindrio ou ecoldgico, é improvavel que estratégias sustentaveis de
mitigacao sejam produzidas(MACKENZIE&JEGGO, 2019)
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5. CONCLUSOES

Mesmo ap6s o tratamento, as dguas residuais apresentaram alta carga de coliformes
totais e termotolerantes, indicando que estdo impréprias para o uso na irrigacdo de culturas
herbacea. Melhorias durante o processo devem ser implementadas para que a 4gua seja utilizada
de forma segura.

As 4guas e os solos apresentaram altos niveis de resisténcia a amoxicilina com &cido
clavulanico e cefoxitina, resultado esperado uma vez que grande parte dos isolados sdo
produtores naturais da betalactamase do tipo AmpC, que confere resisténcia a esses
antimicrobianos. Com uma taxa menor, mas ainda alarmante, a resisténcia aos carbapenémicos
pdde ser observada em indmeros isolados, inclusive em Klebsiella pneumoniae, uma bactéria
de extrema importancia clinica, isolada unicamente em amostras de agua. Klebsiella
pneumoniae foi a espécie que mais apresentou fendtipos de resisténcia diversos, incluindo a
producdo de AmpC plasmidial e KPC.

A busca da integracdo entre a saide animal, saide humana e saide ambiental se faz
necessario nesse cendrio, uma vez que determinantes de resisténcia a antimicrobianos presentes
em ambientes aqudticos e nos solos podem ser transferidos para bactérias patogénicas do
homem e animal, o que pode aumentar o risco de falhas nos tratamentos, se tornando um
problema de saide publica.
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7. ANEXOS

Anexo A. Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Termotolerantes da Agua

(continua)
. e Caldo Coliformes  Coliformes
Cola i DAl Lauril totais termotolerantes
-1 5 5 5
2 5 5 3
Corrego -3 1 1 0
-4 1 1 0
-5 0 0 0
-6 5 5 5
o -7 5 5 4
Primeira Efluente bruto 8 0 0 0
coleta
-9 0 0 0
-10 0 0 0
-3 5 5 5
-4 5 5 5
Efluente tratado -5 4 4 2
-6 2 2 1
-7 0 0 0
-1 3 3 3
2 1 0 0
Corrego -3 0 0 0
-4 0 0 0
-5 0 0 0
-5 5 5 5
-6 1 1 1
Efluente bruto -7 0 0 0
Segunda -8 0 0 0
coleta -9 0 0 0
-1 5 5 0
2 5 5 0
-3 5 5 0
-4 4 4 0
Efluente tratado 5 | 0 0
-6 0 - -
7 0 - -
-8 0 - -




Anexo A. Continuagdo
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Anexo B. Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais ¢ Termotolerantes dos Solos

(continua)
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Anexo B. Continuacio

-3 5 5 0
B3 -4 5 5 0
-5 4 3 0
-3 5 5 0
C1 -4 5 5 0
-5 5 5 0
-3 5 5 0
C2 -4 5 5 0
-5 5 5 0
-3 4 5 0
C3 -4 5 4 0
-5 2 2 0

Al, A2, A3 — Area de Floresta

B1, B2, B3 - @rea a montante do abatedouro
C1, C2, C3 — Area a jusante do abatedouro

Anexo C. Identificacio das espécies bacterianas da Agua pela técnica de MALDI-TOF

(continua)
Analyte Organism Score
ID (best match) Value
11 Klebsiella oxytoca
14 Serratia marcescens
19 Klebsiella pneumoniae
20 Klebsiella pneumoniae
22 Klebsiella pneumoniae
23 Citrobacter braakii
24 Klebsiella pneumoniae
26 Enterobacter bugandensis
28 Klebsiella pneumoniae
32 Klebsiella pneumoniae
33 Citrobacter freundii
46 Enterobacter bugandensis
47 Enterobacter asburiae
49 Klebsiella pneumoniae
53 Serratia marcescens
54 Serratia marcescens
47 Enterobacter asburiae
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Anexo C. Continuagdo

64 Enterobacter bugandensis
66 Klebsiella variicola

70 Klebsiella pneumoniae
71 Enterobacter bugandensis
73 Klebsiella pneumoniae
74 Klebsiella pneumoniae
75 Enterobacter bugandensis
78 Klebsiella pneumoniae
98 Enterobacter bugandensis
99 Klebsiella pneumoniae
100 Klebsiella pneumoniae
105 Enterobacter bugandensis
113 Klebsiella pneumoniae 1,87
119 Enterobacter cloacae 1,80
123 Klebsiella pneumoniae
128 Klebsiella pneumoniae
137 Klebsiella pneumoniae
143 Klebsiella pneumoniae
163 Klebsiella pneumoniae
164 Enterobacter asburiae
164 Enterobacter asburiae
166 Citrobacter braakii
167 Enterobacter bugandensis
169 Enterobacter bugandensis
175 Klebsiella pneumoniae
180 Klebsiella pneumoniae
187 Klebsiella pneumoniae
188 Klebsiella pneumoniae
189 Klebsiella pneumoniae
190 Klebsiella pneumoniae
192 Citrobacter braakii
194 Citrobacter freundii
200 Serratia nematodiphila
205 Enterobacter bugandensis
209 Pseudomonas aeruginosa
210 Pseudomonas aeruginosa
118j Pseudomonas aeruginosa
121 Klebsiella pneumoniae

48



Anexo C. Continuagao

124 Serratia nematodiphila
129j Klebsiella pneumoniae
1305 Klebsiella pneumoniae
148 Citrobacter freundii
156j Citrobacter freundii
157; Citrobacter freundii
212 Citrobacter braakii
220 Pseudomonas aeruginosa
221 Pseudomonas aeruginosa
222 Enterobacter cloacae
225 Enterobacter cloacae
230 Pseudomonas aeruginosa
231 Pseudomonas aeruginosa
238 Citrobacter freundii
240 Klebsiella pneumoniae
251 Klebsiella pneumoniae
253 Klebsiella pneumoniae
256 Klebsiella pneumoniae
266 Citrobacter sedlakii
273 Citrobacter sedlakii
241 Pseudomonas otitidis

1,91

Anexo D. Identificag@o das espécies bacterianas de Solo pela técnica de MALDI-TOF

(continua)
Analyte Organism Score

ID (best match) Value
1 Klebsiella aerogenes

2 Enterobacter kobei

3 Klebsiella aerogenes

4 Enterobacter bugandensis

5 Serratia marcescens

6 Enterobacter bugandensis

7 Klebsiella aerogenes

8 Klebsiella aerogenes

9 Klebsiella aerogenes

10 Enterobacter bugandensis

11 Klebsiella aerogenes

12 Serratia nematodiphila 1,98
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Anexo D. Continuagao

13 Enterobacter bugandensis 2,17
14 Enterobacter asburiae 2,29
15 Serratia nematodiphila 2,06
16 Enterobacter asburiae 2,24
17 Enterobacter roggenkampii 1,90
18 Serratia marcescens 1,86
19 Citrobacter freundii

20 Enterobacter bugandensis

21 Serratia marcescens

22 Serratia marcescens

23 Enterobacter bugandensis

24 Enterobacter asburiae

25 Enterobacter bugandensis

26 Enterobacter bugandensis

27 Citrobacter gillenii

28 Enterobacter asburiae

29 Enterobacter bugandensis

30 Serratia marcescens

31 Enterobacter bugandensis

32 Serratia nematodiphila

33 Pseudomonas stutzeri

34 Pseudomonas stutzeri

35 Enterobacter roggenkampii

36 Serratia marcescens

37 Enterobacter roggenkampii

38 Enterobacter asburiae

39 Enterobacter bugandensis

40 Enterobacter bugandensis

41 Enterobacter ludwigii

42 Enterobacter ludwigii

43 Pseudomonas stutzeri

44 Citrobacter braakii

45 Enterobacter bugandensis

46 Citrobacter braakii

47 Enterobacter asburiae

48 Enterobacter bugandensis
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Anexo D. Continuagao

49 Citrobacter freundii

50 Citrobacter freundii

51 Enterobacter bugandensis
52 Citrobacter freundii

53 Pseudomonas putida

54 Pseudomonas monteilii
55 Enterobacter roggenkampii
57 Enterobacter asburiae
58 Enterobacter bugandensis
59 Enterobacter bugandensis
60 Citrobacter freundii

61 Enterobacter bugandensis
62 Enterobacter bugandensis
63 Enterobacter asburiae
64 Pseudomonas putida

65 Citrobacter braakii

66 Citrobacter freundii

67 Enterobacter asburiae
69 Citrobacter braakii 1,81
70 Enterobacter bugandensis 1,97
71 Citrobacter freundii 1,95
72 Citrobacter braakii

73 Pseudomonas putida

74 Citrobacter freundii

75 Pseudomonas putida

76 Citrobacter freundii

77 Pseudomonas putida

78 Citrobacter braakii

79 Enterobacter bugandensis
81 Citrobacter freundii

82 Enterobacter kobei

83 Enterobacter bugandensis
84 Enterobacter bugandensis
87 Enterobacter bugandensis
88 Pseudomonas putida

89 Pseudomonas putida

90 Enterobacter bugandensis
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Anexo D. Continuagao

91 Citrobacter freundii
92 Citrobacter freundii
93 Citrobacter freundii
94 Pseudomonas monteilii
95 Citrobacter freundii
96 Enterobacter asburiae
97 Pseudomonas putida
98 Pseudomonas putida
99 Citrobacter freundii
100 Citrobacter freundii
101 Pseudomonas putida
102 Pseudomonas monteilii
104 Pseudomonas putida
105 Citrobacter freundii
106 Citrobacter gillenii
107 Enterobacter ludwigii
108 Enterobacter ludwigii
109 Enterobacter ludwigii
110 Citrobacter freundii
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