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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi
avaliar o perfil de resisténcia a metais
pesados em Enterobacter isoladas durante
0 processo de compostagem de cama
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de aviario do sistema convencional e
organico de produgdo.Foram isoladas e
identificadas doze cepas bacterianas do
género Enterobacter durante 125 dias de
compostagem dos residuose,o efeito de
cobre, zinco e chumbo no crescimento
dessas bactérias foi avaliado pela técnica
de microdiluicdo em caldo.Os isolados

foram identificados como Enterobacter
asburiae(2), Enterobacter kobei(1)
eEnterobacter cloacae(9). A maioria
apresentou crescimento elevado nas

concentragbes mais baixas dos metais,
principalmente no cobre e zinco por serem
considerados micronutrientes essenciais
no desenvolvimento dos microrganismos.
O chumbo néo afetou o crescimento nas
concentragbes mais baixas, devido a
presenca de nitrogénio na composicao do
sal utilizado, um macronutriente essencial
para os microrganismos. Nas concentracdes
de 2,4 g.L'de cobre, 2,88 g.L''de zinco e
0,72 g.L''de chumbo, houve uma redugéo
acentuada na curva de crescimento dos
isolados. Além disso, ndo houve diferenca
no padrdo de resisténcia aos metais
pesados das bactérias isoladas da cama de
aviario do modelo convencional em relagéo
ao organico. Assim, residuos animais como
a cama de aviario, independente do sistema
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de produgéo, carreiam bactérias resistentes a metais pesados, representando um risco a
saude publica quando utilizados como fertilizante organico na agricultura.
PALAVRAS-CHAVE: chumbo, cobre, fertilizante organico, residuos animais, zinco.

RESISTANCE PROFILE TO HEAVY METALS IN BACTERIA OF THE GENRE
ENTEROBACTER FROM POULTRY LITTER FROM DIFFERENT PRODUCTION
SYSTEMS
ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the resistance profile to heavy metals
in Enterobacter isolated during the composting process of poultry litter from conventional
and organic production systems. Twelve bacteria of the genus Enterobacter were isolated
and identified during 125 days of waste composting and the effect of copper, zinc and lead
on the growth of these bacteria was evaluated using the broth microdilution technique. The
isolates were identified as Enterobacter asburiae (2), Enterobacter kobei (1) and Enterobacter
cloacae (9). The majority showed high growth at the lowest concentrations of metals, mainly
copper and zinc as they are considered essential micronutrients in the development of
microorganisms. Lead did not affect growth at lower concentrations, due to the presence of
nitrogen in the composition of the salt used, an essential macronutrient for microorganisms.
At concentrations of 2.4 g.L" of copper, 2.88 g.L" of zinc and 0.72 g.L™" of lead, there was a
marked reduction in the growth curve of the isolates. Furthermore, there was no difference
in the pattern of resistance to heavy metals of bacteria isolated from poultry litter from the
conventional model in relation to the organic model. Thus, animal waste such as poultry litter,
regardless of the production system, carries bacteria resistant to heavy metals, representing
a risk to public health when used as organic fertilizer in agriculture.

KEYWORDS: animal waste, copper, lead, organic fertilizer, zinc

INTRODUCAO

Muitos desafios sdo enfrentados pela avicultura no Brasil, sendo um deles o
gerenciamento dos residuos gerados, como a cama de aviario. Esse residuo € um material
utilizado na forracdo das instalagbes onde os animais permanecem para evitar o contato
direto do animal com o piso, servir de substrato para a absor¢do da agua, incorporagéo
de fezes, urina e restos de alimentos ndo aproveitados ou deteriorados (VIRTUOSO et al.,
2015).Esse material possui elevado teor nutricional e, devido a isso € muito utilizado na
agricultura como fertilizante organico. No entanto, ele também pode conter microrganismos
patogénicos, como bactérias do género Enterobacter que sao importantes patdgenos
causadores de infeccoes em humanos e animais, podendo ainda apresentar diferentes
genes de resisténcia a antimicrobianos devido a utilizagdo indiscriminada desses farmacos
na producédo animal (CABRAL, 2016).

Além dessa problematica, tem-se ainda a questéo dos metais pesados, como o cobre
e 0 zinco, que por serem utilizados como aditivos na ragéo do animale, pouco absorvidos

pelo organismo animal, sdo facilmente expelidos, podendo contaminar o solo e a agua
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(OLIVEIRA, 2019; YAZDANKHAH et al., 2018). Além disso, a presenca de metais pesados
pode favorecera persisténcia das bactérias resistentes a antimicrobianos. Ja é sabido que
microrganismos que sdo expostos a contaminacdo ambiental de antimicrobianos e metais
pesados estdo sujeitos a co-sele¢do da resisténcia de ambos, processo esse que pode
ocorrer por mecanismos de co-resisténcia e resisténcia cruzada (IMRAN et al., 2019).
Tal fato constitui um grave potencial de ameaca saude publica, uma vez que bactérias
resistentes a antimicrobianos limitam a eficiéncia destes, dificultando o tratamento de
infecdes (IMRAN et al., 2019).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia a metais
pesados em Enterobacter isoladas durante o processo de compostagem de cama de
aviario do sistema convencional e organico de produgéo.

MATERIAL E METODOS

O crescimento de doze cepas bacterianas do género Enterobacter previamente
isoladas e identificadas por Ferreira et al. (2021), provenientes de compostagem de cama
de aviario do sistema convencional e orgénico de producéo, foi avaliado na presenca de
cobre, zinco e chumbo por meio da técnica de microdiluigdo em caldo.

Inicialmente, as cepas foram cultivadas em caldo Mueller Hinton a 37°C por 24 horas
e a concentracdo celular foi ajustada. Os ensaios foram realizados em microplacas de
poliestireno de 96 pogos com um volume total de 100 yL por pogo, composto por 97,5% de
caldo TSB e 2,5% de inoculo. Seis diferentes concentracdes de solugdes de sulfato de cobre
pentahidratado(0,3; 0,6; 1,2; 2,4; 4,8 € 9,6 g.L™"), sulfato de zinco heptahidratado(0,18; 0,36;
0,72; 1,44; 2,88 e 5,76 g.L") e nitrato de chumbo(0,09; 0,18; 0,36; 0,72; 1,44 e 2,88 g.L")
foram utilizadas. Foram incluidos controles positivos (TSB sem metal + bactéria) e brancos
(sem in6culo) para cada concentracdo dos metais. As microplacas foram incubadas a 35°C
por 24 horas. O calculo foi realizado com base nas leituras espectrofotométricas antes e
apos a incubacao, com o objetivo de determinar o crescimento bacteriano. Aconcentragao
inibitéria minima (CIM) foi determinada como a concentracao de metal em g.L' capaz de

inibir 95% do crescimento bacteriano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados foram identificados como pertencentes as espéciesEnterobacter
asburiae (2), Enterobacter kobei(1) e Enterobacter cloacae(9). A curva de crescimento
desses isolados nao apresentou comportamento discrepante entre os dois sistemas de
producéo, convencional e organico (Figura 1). Todos os isolados apresentaram um elevado
crescimento nas concentragdes mais baixas de metais, com apice nas concentracoes de
0,60 g.L" de cobre e 0,36 g.L"'de zinco e chumbo. Em relacédo a cobre e zinco, tal resultado
ja era esperado pois esses micronutrientes sdo essenciais para a saude de todos os
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organismos vivos, incluindo os microrganismos. Em um estudo realizado por Bravo (2018),
ao avaliar a resisténcia a metais de bactérias isoladas de ambiente aquatico, detectou
elevado crescimento bacteriano em concentracbes baixas de cobre, chumbo, cromo e
zinco. O chumbo, por sua vez, € um dos contaminantes ambientais mais comuns, toxico
para os homens e animais, e sem nenhuma func¢éo fisiol6gica conhecida no organismo. No
entanto, como a fonte de chumbo utilizada foi o nitrato, um sal que se dissocia em meio
aquoso e libera nitrogénio que é indispensavel para os organismos, houve crescimento
bacteriano nas menores concentra¢des de chumbo.

Cobre Zinco Chumbo

Crescimento bacteriano (%)
o
3
Crescimento bacteriano (%)

030 060 1,20 240 480 9,60 0,18 036 072 144 288 576 030 0,18 036 0,72 144 288
Concetragdo (g/L) Concentragdo (glL) Concentragdes (g/L)

Figura 1: Curva de crescimento bacteriano de isolados de Enterobacterprovenientes de camas de
aviario convencional (cinza) e organica (preto) em diferentes concentracbes de cobre, zinco e chumbo.

A curva de crescimento apresentou uma tendéncia de decréscimo a medida em que
as concentragdes aumentaram. Nas concentracdes de 2,4 g.L" para cobre e 0,72 g.L'para
zinco e chumbo, foi possivel observar uma redugéo brusca, seguido de uma estagnagéo no
crescimento bacteriano para a maioria dos isolados, principalmente em relagéo ao cobre
e zinco. O ponto mais baixo da curva coincidiu com as concentragdes nas quais houve
maior numero de isolados em que apresentaram auséncia de crescimento bacteriano.
A alta concentragdo de metais pesados pode ocasionar efeitos toxicos nas células dos
microrganismos e causar danos letais (BARON, 1996). Esse fato explica o declinio e
consequente auséncia do crescimento bacteriano a medida que aumenta a concentragéo
dos metais.

No chumbo nédo foi possivel observar isolados que apresentaram auséncia de
crescimento, logo ap6s o ponto mais baixo da curva (0,72 g.L™"), pelo contréario, houve uma
nova tendéncia de crescimento. Tal fato pode estar relacionado a precipitagcdo do metal,
tornando-o indisponivel no meio. A medida que maior quantidade de sais contendo metal é
adicionada, ocorre a formacao de precipitados. Essa precipitagdo € um processo quimico
em que ions metalicos dissolvidos em solugdo reagem com outros ions ou compostos,
resultando na formacédo de so6lidos insolUveis. Assim, quanto maior for a disponibilidade
de ions metalicos na solugdo, maior sera a intensidade da reacéo de precipitacédo pois o
produto da atividade i6nica ultrapassa o produto da solubilidade (SHEORAN; SHEORAN,
2006).
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Cerca de 60%dos isolados de Enterobacter provenientes da cama de aviario
convencional (CAC) atingiram a CIM de cobre a 2,4 g.L", enquanto em apenas 40%
dos isolados n&o foi possivel determinar a CIM (Tabela 1). Os isolados provenientes da
cama de aviario organica (CAO) atingiram, em sua maioria (86%), a CIM de 2,4 g.L"'de
cobre. Em relagdo ao zinco,60%dos isolados oriundos da cama de aviario convencional,
apresentaramuma CIM, sendo 20%hna concentracdo de 0,72 g.L", 20%na 1,44 g.L" e
20%na 2,88 g.L". Ja& os 40% restantes dos isolados apresentam crescimento nem até a
maior concentracao testada (5,76 g.L"). A concentragéo de 1,44 g.L" de zinco foi a que
inibiu o crescimento de uma maior quantidade de isolados da cama de aviario organica.
No chumbo, 100% dos isolados da cama de aviario convencional e orgéanica apresentaram
crescimento na concentragdo de 2,88 g.L", sendo esta a maior concentracdo de chumbo
avaliada.

Tabela 1: Percentual de bactérias do género Enterobacterprovenientes de camas de aviario
convencional (CAC) e organica (CAO)com concentragdo inibitéria minima (CIM) de chumbo, cobre e
zinco determinada. *Concentragdes que ndo apresentaram isolados que atingiram a CIM

Sistema de Cobre (g.L")

produgdo 03 06 1,2 24 48 9.6 ~96
CAC (n=5) * * * 60 * * 40
CAO (n=7) * * * 86 14 * *
Sistema de Zinco(g.L")

producéo 0,2 0,4 0,72 1,44 2,88 5,76 >5,76
CAC (n=5) * * 20 20 20 * 40
CAO (n=7) * * 14 58 14 * 14
Sistema de Chumbo(g.L")

produgéo 0,9 0,18 0,36 0,72 1,44 2,88 >2,88
CAC (n=5) * * * . . N 100
CAO (n=7) * * * * * * 100

Independente do sistema de produgéo,néo foi possivel detectar a CIM de elevada
parcela dos isolados, ou seja, a maioria dos isolados apresentaram crescimentonas
concentracdes mais altas do metal, com destaque para ochumbo. Tal fato indica uma
elevada resisténcia dos isolados bacterianos aos metais pesados, o que ja era esperado
para os isolados proveniente do sistema convencional de produc¢do animal pelo uso
frequente de metais como aditivos alimentares (ZHANG et al., 2012).
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CONCLUSOES

Os isolados de Enterobacter de diferentes sistemas de produgcéo de cama de aviario
apresentaram resisténcia aos metais pesados cobre, zinco e chumbo e,se beneficiam de
baixas concentracbes desses metais, indicando seu potencial como micronutrientes. Esse
fendbmeno é consistente, independentemente do sistema de produgédo. No entanto, essa
resisténcia representa um risco para 0 meio ambiente e a salde publica. Portanto, medidas
de gerenciamento sdo necessarias para mitigar esses riscos e garantir a seguranga e
sustentabilidade nos sistemas de producao de cama de aviario.
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