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RESUMO

O agronegdcio brasileiro apresenta grande relevancia no cenario mundial, com
destaque para a producdo animal, fazendo-se necessaria a adocao de técnicas que visem
assegurar a produtividade do setor. Assim, destaca-se a utilizacao de antibidticos como
promotores de crescimento animal, tendo por objetivo prevenir doengas e aumentar a
absorcédo de nutrientes. Muitas vezes estas substancias ndo sao totalmente absorvidas ou
metabolizadas no organismo do animal, sendo excretadas na urina e fezes e
consequentemente, estando presentes em residuos e efluentes agroindustriais. A presenca
de antibio6ticos em efluentes pode ocasionar na aquisi¢do de resisténcia a antibioticos,
traduzida pela presenca de GRAs. As unidades de tratamento de efluentes empregadas
em fazendas de criacdo de suinos sdo projetadas para a remocao de matéria organica e
nutrientes, sendo ainda pouco conhecida a remocao de genes de resisténcia a antibidticos.
Perante este cenario, definiu-se como proposta do presente projeto quantificar GRAs em
amostras de efluente bruto (EB) e tratado (ET), bem como em amostras de solo que
receberam este efluente por meio do processo de fertirrigacao (S1) e solo que nao recebeu
aplicacdo direta (S2). Foram monitorados 0s GRAs blaTEM, ermB, gnrB, sull e tetA,
bem como o gene indicador de mobilidade genética intl1 e RNAr 16S. O gene gnrB foi o
menos abundante em ambos os tipos de amostras, enquanto ermB foi 0 mais abundante
no efluente. Para as amostras de solo, ndo houve um gene predominante. O sistema de
tratamento ndo foi capaz de reduzir significativamente a proporcdo entre bactérias
resistentes e bactérias totais, apesar de haver reducdo da abundancia absoluta dos genes
(cerca de 2 logs). Isso indica que o tratamento é seletivo, ou seja, reduz mais bactérias
ndo-resistentes que bactérias resistentes. Nas amostras de solo, ndo houve diferenga
significativa entre S1 e S2, porém uma tendéncia de abundéncia relativa superior em S1
foi constatada para a maioria dos genes. Apenas 0 gene blaTEM apresentou maior
abundéancia relativa em S2 que no solo fertirrigado diretamente com efluente tratado (S1),
indicando que pode ter havido carreamento deste gene para a area ou devido a alguma
caracteristica particular de S2. Também foi observada diferenca significativa entre a
proporcdo de bactérias portadoras dos genes blaTEM, ermB e tetA entre ET e S1/S2.
Logo, para esses genes, a pratica de fertirrigagdo pode ser considerada benéfica na
reducdo desta proporcao.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem se verificado o destaque do Brasil no ranking mundial de
producdo e exportacdo de carnes, sendo que em 2019, o pais foi 0 maior exportador de carne
de frango e o quarto maior exportador de carne suina (EMBRAPA, 2020). Para garantir essa
elevada producdo, o uso de antibioticos tanto para fins terapéuticos, controle e prevencdo de
doencas, quanto como promotores de crescimento, tem sido uma das praticas adotadas.
Atualmente no Brasil a adicdo de antibioticos na racdo e agua dos animais para promocao de
crescimento vem sendo restringida (MAPA, 2020a), devido a crescente preocupagdo mundial
com a disseminag&o de resisténcia bacteriana a estas substancias (OMS, 2015).

O uso de antibidticos acarreta numa serie de efeitos em animais, seres humanos e ao
meio ambiente, destacando-se a selecdo de bactérias resistentes a antibidticos (BRAS) que
carregam genes de resisténcia a antibioticos, que podem ser disseminados a partir da disposicado
final de efluentes ou estrume, oriundos da criagdo de animais (ZHU et al, 2013; FANG et al.,
2015; LUO et al., 2017; CHENG et al., 2018).

Sabe-se que varios GRAs ja foram detectados tanto em efluentes brutos de suinocultura
como em efluentes tratados (JINDAL et al., 2006; GRAVES et al., 2011; WANG et al., 2012;
ZHANG et al., 2013; TAO et al., 2014; AGGA et al., 2015; HUANG et al., 2015; WAN;
CHOU, 2015; HUANG et al., 2017; PARK et al., 2018). Uma pratica comum nas granjas de
suinocultura é o emprego dos efluentes tratados como fertilizante nas plantagdes (BARROS et
al., 2019). Assim, pode ocorrer a disseminacdo destes genes para outros compartimentos
ambientais, como solo, corregos etc.

Na literatura brasileira, verifica-se a auséncia de estudos de investigacdo da
disseminacdo de GRAs em granjas de suinocultura. Assim sendo, objetivou-se no presente
trabalho quantificar cinco GRASs e o elemento moével intl1 em um sistema de tratamento de
efluentes suinos, localizado no estado de Minas Gerais. Adicionalmente, o solo no qual este
efluente é aplicado também foi monitorado com relacéo a dindmica de GRAs.
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2. JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de antibi6ticos na agroindustria, seja para fins terapéuticos ou como
promotores de crescimento, acarreta na disseminacdo destes compostos no meio ambiente por
meio da aplicacdo de efluentes/estrume, gerados no confinamento animal, como fertilizantes
em areas agricolas.

Na granja em estudo foi detectado no efluente bruto e no efluente tratado o antibidtico
norfloxacino, do grupo das fluoroquinolonas, sugerindo que a granja faz o uso de antibidticos
nos animais.

O uso intensivo de antibidticos esta relacionado com o aumento de bactérias resistentes
e, consequentemente a disseminacdo de genes de resisténcia a antibioticos, sendo essa uma
questdo de saude publica global (ZHU et al., 2013). Destaca-se que a selecdo de BRAS,
contendo GRAS, e a possibilidade destas bactérias de infectar os seres humanos é especialmente
importante do ponto de vista clinico, pois torna o tratamento de infec¢fes mais lento, o que
pode ser fatal no ambiente hospitalar (CHANDER et al., 2007).

A dindmica de GRAs em sistemas de tratamento de efluentes suinos utilizando unidades
como os biodigestores e lagoas facultativas, frequentemente empregadas no Brasil, bem como
em solos fertirrigados com o efluente tratado, ainda é pouco conhecida. Assim, o
monitoramento destes € de suma importancia, perante a possibilidade de disseminacdo de genes

de resisténcia a antibiéticos no meio ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo geral quantificar elementos genéticos de resisténcia
a antibidticos em amostras de efluente suino bruto e tratado, bem como em amostras de solo

fertirrigado com este efluente, apds tratamento.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os GRAs blaTEM, ermB, gnrB, sull e tetA, bem como o elemento movel intll
e 0 gene das bactérias totais RNAr 16S, no efluente suino bruto e tratado;

e Quantificar estes mesmos genes em amostras de solo que receberam o efluente tratado como
fertilizante;

e Quantificar estes mesmos genes em amostras de solo sem fertirrigacao.

12



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Dados de Producéo de Carne Suina

O consumo e producdo de carne suina mundial tém aumentado substancialmente ao
longo dos anos. Tal fato se deu ap6s 1978, no qual a carne suina fixou-se como a mais
significativa fonte de proteina animal do mundo. De acordo com Gongalves e Palmeira (2006),
ocorreu um grande avancgo na técnica e no modelo de coordenacdo das atividades suinicolas
nos Gltimos tempos, entre provedores de insumos, produtores rurais, agroinddstrias, atacado,
varejo e consumidores. No ambito da criacdo, tal atividade passou a ser realizada por meio de
cadeias de producdo, examinando a atividade de forma econdmica (CHAVEZ; MOREIRA;
DUARTE, 2016).

Neste momento, o Brasil se encontra como o quarto maior produtor mundial de carne
suina, no qual em 2021 chegou a ordem de 4,325 milhGes de toneladas, de acordo com dados
da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). A China ocupa a posi¢do de
maior produtor de proteina suina no mundo, chegando a producdo de 48,850 milhdes de
toneladas. Em seguida, tem-se a Unido Europeia (UE) com 23,680 milhdes de toneladas e os
Estados Unidos da América (EUA), com 12,568 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2022).

O USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos), baseado em projecdes,
previu um aumento de 3,5% na producdo de suinos para 2020 no Brasil, estimulada por
exportacOes recordes de suinos e pela expansdo da demanda doméstica. J& para 0 consumo
doméstico em 2020, o 6rgdo americano estimou um total de 3,1 milhGes de toneladas
consumidas.

O rebanho suino da regido Sul do Brasil detém a maior representacdo numérica,
econdmica e tecnoldgica, tendo em vista a influéncia europeia na criacdo de suinos. E nesta
regido que se localiza o maior nimero de industrias, grande parte delas, dotadas de tecnoldgica
de ponta (SEBRAE, 2008). Segundo o0 USDA, o Brasil apresenta o quarto maior rebanho suino
mundial. A Regido Sul concentrou quase metade de todo esse efetivo, 49,7%. Sendo o estado
de Santa Catarina responsavel por 19,2% da totalidade nacional, em seguida o Parana com
16,6% e o Rio Grande do Sul com 13,8%. Fora do Sul, o estado de Minas Gerais ganhou
notoriedade com 12,7% (IBGE, 2019).

Desde 1990, a producéo brasileira de suinos vem sofrendo alteracfes significativas.

Devido ao processo de globalizagcdo da economia e com a grande abertura dos mercados, a
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indUstria brasileira e o setor de agronegdcios precisaram se especializar para conseguir maior
competitividade em relacdo as empresas exteriores. Com isso, a producdo de suinos comecou,
mesmo que lentamente, a aderir a profissionalizacdo do setor (SOUZA et al., 2018).

A suinocultura é responsavel pela maior oferta de proteina animal. Isso é sustentado por
dados que confirmam que a producéo total de carne suina representou quase 38% do total de
carnes produzidas no mundo, no ano de 2015. As aves foram responsaveis por 35% e a carne
bovina por 21% (SEBRAE, 2016).

As projecdes para a producdo de carne no Brasil indicam crescimento para proximos
anos. Entre as variedades de carnes, a suina e a de frango devem crescer anualmente 2,6%. Ja
a bovina deve crescer um pouco menos, com um crescimento projetado de 1,9% ao ano. A
seguir, na Figura 1, sdo apresentados dados da estimativa da producéo global de proteina animal
do ano de 2018 a 2028 (MAPA, 2018).

Figura 1 - Estimativa da produc¢do mundial de carnes de 2018 a 2028 (mil toneladas)

20.145

Lsup. M Projecao
14.556

. . =

2018 2028 2018 2028 2018 2028

Bovinos Suinos Frango

Fonte: MAPA (2018)

No ambito social, estimativas apontam que a criacao de suinos gerou aproximadamente
35 mil empregos diretos, e cerca de 130 mil pessoas se beneficiaram de alguma forma,
proporcionando uma massa salarial de R$ 3,34 bilhdes no ano de 2015. Destes 35 mil empregos,
a maior parte foi advinda das atividades operacionais de producgéo de suinos, compondo 92%
do total de empregos gerados. Ja as atividades administrativas relacionadas as granjas geraram
2,8 mil postos de trabalhos (SEBRAE, 2016).

O plantel reprodutivo brasileiro foi de 1.720.255 matrizes, tendo produzido 39.263.964
suinos para abate em 2015. Esse volume, quando se observam as vérias etapas de producéo e
consumo, fez com que o Produto Interno Bruto (P1B) da suinocultura no Brasil somasse cerca
de R$ 62,537 bilhdes neste ano (SEBRAE, 2016).
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J& em relagdo ao consumo per capita, com base em dados para 2015 da National Pork
Board (2016), os maiores consumidores de carne suina sdo China/Hong Kong/Macau e Unido
Europeia, ambos com consumo ligeiramente superior a 40 kg por ano. Para efeito de
comparagdo, o consumo nos Estados Unidos €é de 29,2 kg por ano, perante 21,2 kg por ano na
Russia e 15,1 kg por ano no Brasil (GUIMARAES et al., 2017).

4.2 Tecnologias de Tratamento de Efluente de Suinocultura

A suinocultura gera uma alta carga de efluentes que séo liberados no meio ambiente,
fazendo com que esta atividade seja caracterizada como de alto impacto ambiental. Porém,
existem varias tecnologias e sistemas de tratamento que possuem a capacidade de reduzir os
niveis dos poluentes dos efluentes da suinocultura (SANTOS; DAYMERLE; CAMPOS, 2014).

Dentre tais sistemas e tecnologias de tratamentos, podem ser citadas as camas
sobrepostas, esterqueiras, compostagem, biodigestores e lagoas facultativas, sendo estas duas
ultimas empregadas na granja em analise no presente trabalho.

A técnica de camas sobrepostas iniciou-se como alternativa a reducéo da quantidade dos
efluentes produzidos por granjas, que diretamente diminui a poluicdo ambiental (SANTOS;
MYERLE; CAMPOS, 2014). O principio consiste num revestimento do piso da granja por
material poroso, como maravalha e cascas de arroz, com altura media de 0,5 m que absorve o
efluente de suinocultura, diminuindo seu volume, e facilitando seu manejo (KUNZ;
STEINMETZ; BORTOLLI, 2010).

Neste sistema, ndo ha a necessidade de investimentos para tratar o efluente, além da
necessidade de remocdo do material dos galpdes, se apresentando assim como uma interessante
alternativa para pequenas propriedades (MAPA, 2016). Segundo Paulo et al. (2009), as camas
sobrepostas evitam a higienizacdo frequente das baias, diminuindo o consumo de agua e a
emissdo de aménia (NHs) quando comparado com o piso de concreto, além de facilitar o
processo de degradacdo da matéria organica.

As esterqueiras se apresentam como outra possibilidade tecnoldgica simples, mas que,
se utilizada de forma correta e seguindo orientagdes, mostra-se eficiente na diminuicdo do
potencial poluidor dos efluentes da suinocultura, tanto quanto as outras (SANTOS;
MAYERLE; CAMPOS, 2014). Recomenda-se que o tempo de armazenamento, para uma

correta estabilizagdo da matéria orgénica e inativacdo de BRAs, seja de cerca de 120 dias, sendo
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tal exigéncia passivel de alteracbes de acordo com as legislagdes estaduais (KUNZ;
HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005).

E de extrema importancia que as esterqueiras tenham profundidade minima de 2,5 m,
pois, durante 0 armazenamento, o efluente sofre a degradacgdo anaerobica, logo, pode haver a
liberacdo de gases que geram odores, principalmente nos meses de verdo, quando o aumento da
temperatura ambiente favorece a atividade bioldgica e a volatilizacdo de gases (KUNZ;
HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005). Apds a permanéncia nas esterqueiras, os efluentes de
suinocultura geralmente sdo usados como fertilizante (SANTOS; MAYERLE; CAMPOS,
2014).

A compostagem é conceituada como a decomposicao bioldgica e a estabilizacdo das
substancias em ambientes adequados, como presenca de bactérias termofilicas, na qual sdo
capazes de produzir calor, elevando as temperaturas, dando origem entdo a um produto final
estavel e sem prejuizos quando liberados no meio ambiente (FILHO et al., 2013). Por gerar um
produto final estavel e seco, torna-se possivel sua facil estocagem e seu transporte para outras
localidades, tornando esta técnica uma interessante possibilidade para situa¢es onde ha pouca
area disponivel para a distribuicao dos efluentes liquidos (MAPA, 2016). A compostagem pode
ser feita a partir de duas formas, uma com estruturas simples de alvenaria com manejo das leiras
de forma manual (OLIVEIRA, 2004), ou sem intervengdes humanas, usando revolvedores para
a biomassa (OLIVEIRA et al., 2011).

A digestdo anaerdbia, processo que ocorre nos biodigestores, é outra alternativa
tecnoldgica para gerenciar os efluentes suinos. A matéria organica presente nos
efluentes/residuos sofre degradacéo anaerdbia, gerando como produtos finais o digestato, que
pode ser usado como biofertilizante, e biogas, este ultimo quando encaminhado para fins de
geracdo de energia e calor, pode agregar valor a este residuo (PERDOMO et al., 2003; MAPA,
2016).

Existem varios modelos de biodigestores e cada vez mais incentivos direcionados ao
aprimoramento e adaptacdo destes equipamentos, visando aumentar a eficiéncia e reduzir os
custos dos equipamentos (KUNZ; HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005). Na Figura 2, é mostrado

um esquema simplificado dos itens necessarios para o funcionamento de um biodigestor.

16



Figura 2 - Esquema simplificado de um biodigestor
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Fonte: Torres, Pedrosa e Moura (2012)

Analisando o esquema, observa-se que no nimero 1, localiza-se o curral ou deposito de
efluente/estrume. O efluente ali gerado segue em direcdo ao tonel de entrada, representado por
2, no qual é misturado com agua, caso tenha baixa diluicdo. No nimero 3, tem-se a tubulagéo
de entrada e no interior do biodigestor de fato, (nimero 4), ocorre a digestdo anaerdbia, no qual
a mistura permanece por tempo suficiente para acontecer tal processo, com a producéo final de
biofertilizante e do biogas. O biodigestor € revestido por uma manta plastica que aprisiona 0s
gases gerados e normalmente o biogas € encaminhado até a tubulacdo de saida do gés,
representada como o nimero 6. O efluente depois de tratado é encaminhado para a tubulacdo
de saida, representado pelo nimero 5, onde o material liquido é encaminhado para a caixa de
saida (numero 7), onde fica armazenado para entdo ser usado como biofertilizante (TORRES;
PEDROSA; MOURA, 2012) ou pode seguir para outros tratamentos.

Em 1908, a india foi o primeiro pais a construir e instalar o biodigestor. Na década de
1950, a China deu inicio a implantacéo de biodigestores no pais, resultando em 1992 num total
de aproximadamente 7,2 milhdes de equipamentos (ANDRADE et al., 2002). No Brasil, esta
técnica surgiu na década de oitenta e ainda hoje ¢ amplamente utilizada, visto que, 0s
biodigestores sdo arquitetados e construidos de acordo com o volume de efluentes suinos que
cada granja produz diariamente (COELHO et al., 2006; MAPA, 2016). No entanto, o efluente
estabilizado apds digestdo anaerdbia ainda apresenta alta carga poluidora, ndo podendo ser
langado no meio ambiente, sendo esta, uma das maiores limitagdes da tecnologia (KUNZ;
HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005).

Como possibilidade de refinamento do tratamento dos efluentes suinos gerados, tém-se
as lagoas de estabilizagdo (MEDRI et al., 2007). Mesmo que para a sua implantagdo sejam

necessarias grandes areas disponiveis, 0s bons resultados quanto a remoc¢édo de matéria organica
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e solidos e baixos custos financeiros para sua construgdo, apontam esta tecnologia como uma
inteligente alternativa (SILVA et al., 2009).

A lagoa facultativa é uma das variantes mais simples das lagoas de estabilizacdo. Estas
lagoas necessitam de poucos processos, sendo grande parte natural, sem a necessidade de
nenhum equipamento, pois sua construcdo se baseia na movimentacao de terra, preparacdo de
taludes e impermeabilizagdo do solo (VON SPERLING, 2002; 2005).

Neste sistema, o efluente entra por uma extremidade da lagoa e, ao final do processo,
sai na extremidade oposta. Esta etapa se estende por longos periodos, normalmente superior a
20 dias, até que 0s processos naturais acontecam e a matéria organica seja estabilizada pelos
agentes bioldgicos. Estes mecanismos acontecem em zonas chamadas de aerdbicas, facultativas

e anaerobicas, como apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema de lagoa facultativa

3

Energia luminosa

Zona aerobia

Zona facultativa

Zona anaerobia

Fotossintese

Fonte: von Sperling (1997)

A matéria organica suspensa (Demanda Biogquimica de Oxigénio- DBO particulada)
tende a sedimentar, formando o lodo de fundo, que em seguida serd& decomposto por
microrganismos anaerobios, liberando gases, como o carbdnico e metano, e formando, além
disso, uma fracdo nédo biodegradavel que continuara no fundo (VON SPERLING, 2002; 2005).

Ja a materia organica dissolvida (DBO soluvel), juntamente com a materia organica em
suspensdo de pequenas dimensdes (DBO finamente particulada), ndo sedimentardo,
permanecendo assim dispersa na massa liquida. Na camada mais superficial, tém-se a zona

aerdbia, no qual, a matéria orgénica é oxidada por meio da respiracdo aerdbia, em presenca de
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oxigénio, que é suprido por meio da fotossintese das algas, provocando assim um equilibrio
entre o consumo e a producdo de oxigénio e gas carbénico (VON SPERLING, 2002; 2005).

Como a fotossintese s6 ocorre durante o dia, € necessario que nas lagoas facultativas
estejam presentes varias espécies de bactérias responsaveis pela estabilizacdo da matéria
organica e que sejam capazes de sobreviver tanto na presenca, quanto na auséncia de oxigénio.
Em situacBes de auséncia de oxigénio livre, sdo utilizados outros aceptores de elétrons como
nitratos e sulfatos e esta zona que podera ou nao, conter oxigénio, € chamada de zona facultativa
(VON SPERLING, 2002). Este processo faz com que ocorra a melhora nos valores da DBO,
Demanda Quimica do Oxigénio (DQO), NH.*, sélidos totais e solidos sedimentaveis
(OLIVEIRA et al., 1993).

Atividades como a suinocultura devem adotar algum tipo de tratamento, independente
de qual seja, antes dos efluentes suinos serem lancados no meio ambiente. Vale ressaltar que o
lancamento de efluentes é regido por legislacOes federais, estaduais e até mesmo municipais. A
lei de maior importancia no &mbito federal é a Resolugdo CONAMA n° 430 de 13 de maio de
2011, criada para alterar e complementar a Resolucdo n°® 357 de 18 de mar¢o de 2005, ambas
com o objetivo de estabelecer as condicdes e padrdes seguros para o langcamento de efluentes
(ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016; BRASIL, 2011) em corpos d’agua. No estado de
Minas Gerais, a Deliberacdo Normativa COPAM n° 01 de 2008 possui 0 mesmo papel (MINAS
GERAIS, 2008).

A Resolucdo CONAMA n°430/2011 estabelece que o lancamento de efluentes em geral
ndo deve causar poluicdo ou contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas, precisando
para isso, seguir algumas condicGes pré-estabelecidas. A remocdo minima de 60% de DBO é
uma das principais determinac@es da legislacdo federal. No &mbito estadual, € estipulado limite
méaximo de DBO de 60 mg L™ ou tratamento com eficiéncia minima de 75% de remog&o desse
parametro. Além disso, diferentemente do padrdo federal, a lei estadual estabelece o limite
maximo de Demanda Quimica de Oxigénio de 180 mg L™ ou 70% de eficiéncia de remocao do
mesmao. Percebe-se que a legislacdo estadual € mais restritiva que a federal.

Apesar de recorrente, o uso de efluente tratado de suinocultura ainda ndo é uma pratica
regulamentada no Brasil, contando apenas a Instru¢cdo Normativa n® 11 de 2014 no estado de
Santa Catarina, que sugere algumas recomendacfes para a aplicagcdo de efluente suino como
fertilizante e para o monitoramento do solo adubado, contemplando apenas nutrientes como
fosforo e nitrogénio (FATMA, 2014).
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4.3 Uso de Antibioticos

O uso de antimicrobianos na suinocultura pode ser classificado de acordo com as formas
de aplicacdo dos produtos (SANTOS et al., 2009). O uso terapéutico tem por objetivo 0
tratamento de infec¢Bes bacterianas pré-existentes, através da medicacao de animais doentes.
O uso metafilatico refere-se ao tratamento apenas ap6s o surgimento de sinais clinicos de
alguma infeccdo em um determinado animal do lote, na qual, este animal tem potencial de
transmisséo aos demais animais desse grupo. Ja o uso profilatico da-se a partir do momento em
que se reconhece a chance de determinado animal desenvolver a doenca, buscando evitar o
surgimento de sinais clinicos. E por fim, o uso aditivo na qual se adiciona o antimicrobiano na
alimentacdo como forma de ganho de peso e com o objetivo de melhorar a conversdo alimentar
dos animais (SOBESTIANSKY; BARCELLQOS, 2007).

Alguns farmacos com finalidade de aditivos adicionados a alimentacdo de animais
foram proibidos no Brasil, entre eles avoparcina, cloranfenicol, nitrofuranos, anfenicois,
tetraciclinas, B-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), quinolonas, sulfonamidas sistémicas,
espiramicina, eritromicina (MAPA, 2020a). Os antibioticos tilosina, lincomicina e tiamulina,
sd0 0s mais recentemente proibidos pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento -
MAPA, atendendo a recomendac6es da Organizacdo Mundial da Satude (OMS) para prevencao
da resisténcia aos antimicrobianos (MAPA, 2020b).

Entretanto, os principais principios ativos dos antimicrobianos utilizados como
promotores de crescimento para suinos ou pro-nutrientes, disponiveis no mercado sdo a
avilamicina, colistina, ou compostos sintéticos quimicos, tais como, o olanquidox, acido 3-
nitro, nitrovin, halquinol e &cido arsanilico (BRUMANO; GATTAS, 2009).

Os antibidticos da classe dos macrolideos sdo usados com grande frequéncia no
tratamento de infec¢bes bacterianas humanas, estabilizacdo da flora intestinal no periodo de
desmame e também na agricultura. Como exemplo tem-se a tilosina, que atualmente se tornou
proibido para uso na promocao de crescimento, mas que foi usado frequentemente para este fim
(WANG et al., 2005). Estimativas apontam que nos EUA, as industrias suinas usam mais de
83.000 kg do antibidtico tetraciclina e 25.000 kg de tilosina como promotores de crescimento
por ano (APLEY etal., 2012).

Apesar da comprovada capacidade de melhorar o desempenho de suinos, o uso de
antimicrobianos como promotores do crescimento vem sendo progressivamente restringido,

pois tem sido considerada uma conduta de elevado potencial para a selecdo de bactérias
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resistentes a antibidticos, devido a exposi¢do desses organismos aos antimicrobianos no trato
intestinal ou no préprio residuo animal (GRAVES et al., 2011). Sabe-se que até 95 % dos
ingredientes ativos administrados aos animais podem ser integralmente eliminados nas fezes e
urina sem sofrer qualquer metabolizacdo no trato digestivo animal (SARMAH; MEYER,;
BOXALL, 2006). E mesmo que grande parte seja metabolizada, alguns dos produtos de
degradacéo excretados podem permanecer bioativos (REGITANO; LEAL, 2010).

4.4 Mecanismos de Resisténcia

De acordo com sua acdo, os antibidticos podem ser classificados como bactericidas ou
bacteriostaticos. Ou seja, conseguem eliminar diretamente os microrganismos ou inibir o
crescimento e a multiplicacdo de tais, respectivamente. Os agentes antimicrobianos podem ser
classificados de acordo com o principal mecanismo de acdo para a eliminacdo da bactéria
resistente. Podendo atuar de 5 formas diferentes: 1) inibicdo da sintese de proteinas; 2) inibi¢éo
da sintese de folato 3) interferéncia na sintese de acido nucléico 4) inibi¢do da sintese da parede
celular 5) desestabilizacdo da membrana da célula bacteriana (NOGUEIRA et al., 2016).

Compreender 0s mecanismos nos quais as bactérias conseguem resistir ao potencial
bactericida ou bacteriostatico dos antimicrobianos € imprescindivel para que 0s
desenvolvimentos de novos meios sejam criados, a fim de potencializar a eficacia e diminuir o
desenvolvimento da resisténcia aos antibiéticos, que é hoje, considerado um dos maiores
problemas na satde publica (NOGUEIRA et al. 2016).

A capacidade que alguns microrganismos tém de impedir que os antimicrobianos ajam
contra eles, é conhecida como resisténcia antimicrobiana. Esse poder faz com que, o tratamento
com os antimicrobianos se torne ineficaz e, consequentemente as BRAS se tornem capazes de
disseminar-se pela populacdo humana (World Health Organization - WHO, 2020).

Para o desenvolvimento da resisténcia, pode haver determinantes cromossémicos, como
mutacdes e amplificacdes génicas, e 0s extra-cromossdémicos, como plasmideos e elementos
genéticos da bactéria, como transpdsons, cassetes génicos e integrons. Para que a disseminagéo
da resisténcia ocorra é necessario que 0s genes de resisténcia se disseminem, e este processo
pode ocorrer através de varios mecanismos como a transformacéo, conjugacéao e transdugéo
(RANG et al., 2016).

Existem até 0 momento quatro mecanismos bioquimicos que permitem o

desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana. Estes sdo: i) alteracdo da permeabilidade da
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membrana, que impede ou dificulta a penetracdo do antibiotico na célula; (ii) alteragdo do sitio
alvo do antibidtico; (iii) superexpressdo de bombas de efluxo; (iv) producdo de enzimas que
degradam ou inativam o antibidtico (COSTA; SILVA JUNIOR; 2017; CROSFTS;
GASPARRINI; DANTAS, 2017). Estes mecanismos podem acontecer juntos ou isoladamente

e estdo representados na Figura 4.

Figura 4 - Representacdo dos diversos tipos de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos por bactérias

ALTERAGAO DE | MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE

genes de
resisténcia

ATM = antimicrobiano DNA bacteriano [ALTERACAO DO SiTIO DE ACAQ]

Fonte: ANVISA (2020)

4.4.1 Alteracdo da Permeabilidade

Os farmacos podem penetrar nas membranas e paredes celulares através das porinas,
que sédo canais hidrofilicos existentes principalmente nas membranas de compostos hidrofilicos
(DI1ZIDC; SUSKOVIC; KOS, 2008; DELCOUR, 2008).

Neste tipo de resisténcia, quaisquer modificacbes, como diminui¢des da expressdo de
porinas, expressao de uma variante de porina mais seletiva ou estruturalmente, provocam uma
reducdo da permeabilidade da membrana e parede celular, impedindo que drogas
antibacterianas tenham acesso a sitios alvos no interior da célula (CROSFTS; GASPARRINI;
DANTAS, 2017). Antibioticos dos grupos B-lactamicos, fluoroquinolonas e tetraciclinas
penetram em bactérias gram-negativas por meio das porinas, logo, qualquer modifica¢do nessa
estrutura provocara uma diminui¢do nas concentracdes do farmaco no interior da bactéria
(PAULA, 2016).

22



4.4.2 Alteracdo do Local/ Sitio Alvo de Agéo

A resisténcia baseada na alteracdo do local de acdo caracteriza-se pela diminuicdo ou
auséncia da afinidade do antibidtico ao local de acdo, seja por alteracdo da estrutura do
peptideoglicano, interferéncia na sintese de proteinas ou de DNA (BAPTISTA, 2013; FLUIT;
VISSER; SCHIMITZ, 2001). A aquisicdo de um gene codificador, capaz de modificar o alvo
original € o principal mecanismo envolvido neste tipo de resisténcia (CUNHA, 2014).

Antibioticos como B-lactdmicos e glicopeptideos agem de acordo com este mecanismo
(DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008). Os p-lactamicos agem inibindo enzimas do tipo PBPs,
impedindo a estruturacdo da parede bacteriana, levando a morte das bactérias (PALZKILL,
2013). Logo, quaisquer modificacbes nestas PBPs, como a substituicdo de aminoacidos, que
promove a diminuicdo da afinidade entre antibacteriano e as PBPs e aquisi¢do de novas PBPs,

levam a resisténcia aos antibidticos p-lactamicos (BARROCAS, 2016).

4.4.3 Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana, capazes de direcionar o antibiotico
para o0 meio extracelular (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Este mecanismo pode afetar todos
0s grupos de antibidticos, mas mostra-se uma maior eficacia nos antibiéticos macrolideos,
como a eritromicina, tetraciclinas e fluoroquinolonas, pois estes inibem a sintese de proteinas e
de &cidos nucléicos como o DNA (DIZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008).

A bomba de efluxo de s6dio e potassio, mantém o equilibrio das células com a
manutencdo das concentracdes de ions, através da captura de ions de sédio do plasma e posterior
transporte para 0 meio extra celular, assim como a captura de ions de potassio do meio
extracelular e transporte para o meio intracelular (ZUGNO, 2004).

As bombas de efluxo sdo encontradas em bactérias gram-positivas, gram-negativas e
organismos eucariotos. Elas podem ser especificas a determinado substrato ou apenas a
componentes semelhantes (AZEVEDO, 2014). Podem também ser divididas em familias de
acordo com a sequéncia de aminodcidos ou pela semelhanga nos mecanismos, sendo
predominantes em diferentes tipos de bactérias. De acordo com Azevedo (2014) existem
diversos tipos de bombas de efluxo dentro de cada familia bacteriana, tendo especificidades
diferentes a determinados antimicrobianos (PAULA, 2016).

Alguns dos tipos de bombas de efluxo incluem cinco classes de transportadores, como

Major Facilitator Family (MFS), Multidrug And Toxic Efflux (MATE), Resistance-Nodulation-
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Division Family (RND), Small Multidrug Resistance (SMR), Adenosine Triphosphate Binding
Cassette (ABC) (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008).

4.4.4 Mecanismo Enzimatico

O mecanismo enzimatico se da devido a inativacdo do farmaco a partir do momento
que a bactéria produz enzimas que degradam ou inativam o antibidtico. Estas enzimas podem
atuar através de hidrdlise, transferéncia de um grupo ou processo redox (DZIDIC; SUSKOVIC,;
KOS, 2008).

A B-lactamase é o exemplo mais conhecido deste mecanismo agindo por hidrélise. Estas
enzimas foram reportadas pela primeira vez na década de 1940 em extratos de Bacillus coli
(atualmente nomeados de Escherichia coli) (ABRAHAM; CHAIN, 1940). Tais enzimas sao
capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico presente em antibi6ticos como as penicilinas, através
do rompimento das ligacGes ésteres e amidas. Devido a quebra do anel, a ligacdo entre este e
as PBPs fica comprometida, ocasionando portando, a inibicdo da sintese da parede celular
bacteriana. (BERTONCHELI; HORNER, 2008; BUSH; JACOBY, 2010).

Os antibidticos aminoglicosideos, anfenicois, fosfomicina, estreptograminas e
macrolideos sdo os grupos mais afetados pelo mecanismo enzimatico através da transferéncia
de grupos, por enzimas transferases, capazes de transferir grupos como o adenilil, fosforil ou
acetil aos antibidticos (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; BAPTISTA, 2013). Por ser uma
reacdo irreversivel, o antibacteriano modificado, devido a mudanca resultante em sua estrutura
quimica, torna-se incapaz de ligar-se ao sitio alvo (KUMAR; VARELA, 2013).

Ha& ainda, a inativacdo do antibidtico por meio de processos de oxidacdo ou reducao,
induzido pelos microrganismos (BAPTISTA, 2013). A inativacdo da tetraciclina ocorre pela
oxidagdo mediada pela enzima TetX. Neste processo, ocorre a monohidroxilacao da tetraciclina
na posicdo 1A, de forma a romper a ligacdo do magnésio, essencial a acdo bacteriostatica
(FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001).

O uso pela bactéria de um ou de varios dos quatro mecanismos simultaneamente,
acarreta em uma terapia antimicrobiana ineficaz, visto que, podem atingir até mesmo 0s
antibidticos mais potentes, independente da sua classe (CUNHA, 2014; COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017).
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45  Aquisicio de resisténcia a antimicrobianos

Concomitantemente ao uso excessivo de antimicrobianos, ha também uma pressao
seletiva sob as bactérias favorecendo um ambiente adequado para que estas apresentem
mecanismos de resisténcia aos antibioticos (EL KHAL, 2016).

As bactérias podem expressar tais mecanismos de resisténcia, por meio de muta¢des em
genes cromossdmicos e extracromossdmicos ou através da transferéncia horizontal de genes,
chamada também de resisténcia adquirida. Também pode haver uma resisténcia fisioldgica, na
qual h& a formacao de biofilmes (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

A primeira forma de resisténcia, também chamada de natural ou intrinseca esta
relacionada as caracteristicas genéticas herdadas, transmitidas verticalmente e sem
modificacdes (VERDI et al., 2016). A presenca ou auséncia do alvo para a acdo da droga é o
que determina este tipo de resisténcia, logo, a adequada identificacdo da bactéria permite uma
escolha do antimicrobiano de forma mais eficaz, observando os mecanismos de acdo dos
mesmos, diminuindo, portanto, os riscos relacionados ao tratamento terapéutico (CUNHA,
2014).

Em contrapartida, a resisténcia adquirida se faz por meio de microrganismos que
anteriormente eram sensiveis a determinado antibi6tico, mas que, ao adquirir novas
caracteristicas torna-se resistente ao farmaco. Eventos como mutagdes de genes reguladores ou
estruturais ou ainda pela aquisicao de genes provocam a existéncia destas novas caracteristicas,
gue antes, ndo eram presentes nas células procriadoras. Estes genes podem ser incorporados por
veiculos genéticos mdveis ou por mecanismos de transferéncia horizontal, como a
transformacéo, transducéo, conjugacdo (Figura 5) (VERDI, 2016; OLIVEIRA et al., 2014;
COAN, 2014) e ainda por transposicdo (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; BAPTISTA,
2013).
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Figura 5 - Representacdo ilustrativa da transferéncia horizontal de genes
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Fonte: Adaptado de Furuya e Lowy (2006)

A transformacdo se da quando ocorre a lise celular de determinado microrganismo e,
consequentemente, seu material genético fica exposto no meio externo, sendo alvo de outras
bactérias que podem incorporar, com o auxilio de enzimas de restricdo e outras proteinas, 0
DNA livre no seu proprio genoma, no material cromossémico ou em plasmideo (CUNHA,
2014). Quando este DNA livre é incorporado e contém o gene de resisténcia, a bactéria
receptora do DNA se torna resistente a determinado antibidtico (LIMA; BENJAMIN;
SANTOS, 2017).

A transducdo envolve a presenca de bacteriofagos, que através do transporte de
pequenas porcdes de DNA da bactéria destruida anteriormente, protege a sua integridade das
nucleases existentes no meio, atuando, portanto, como vetores de DNA (PAULA, 2016;
MAYER, 2012). Quando o bacteriéfago infectar uma nova bactéria, a porcdo do DNA
transportada sera incorporada no DNA da bactéria recém-infectada (DIZIDC; SUSKOVIC;
KOS, 2008; BAPTISTA, 2013).

No processo de conjugacao, ha a participacédo de plasmideos, que se constitui como uma
porcdo de DNA extracromossdmico que contém genes que permitem a sua replicacdo autbnoma
e transferéncia para outras células (PAULA, 2016; MAYER, 2012). O plasmideo, portanto, faz
a mediacdo da transferéncia do material genético de uma célula para outra, usando o pili
conjugativo, podendo ocorrer entre células da mesma espécie ou de espécies diferentes
(PAULA, 2016).
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O processo de transferéncia genética que resulta da interacéo entre bacterias diferentes
e que atuam por muitas vezes por meio do mecanismo de conjugacdo, € chamado de
transposicdo. Neste, os fragmentos de DNA sdo nomeados como transposons (Tn) e estes se
incorporam em um genoma, plasmideo ou cromossomo, por meio de recombinacdo. Neste
processo tem-se que a mobilidade apresentada é devido a auséncia de homologia entre 0s
DNA’s recombinantes (MAYER, 2012; NEIHARDT, 2004; BAPTISTA, 2013)

Por fim, na resisténcia fisiologica ha a formacdo de biofilmes, que sdo coldnias de
microrganismos que estdo irreversivelmente ligados a um substrato ou interligados entre si,
associados a uma matriz extracelular polissacaridica (SCHIESARI JUNIOR et al., 2015). Estes
biofilmes envolvem inicialmente uma adesao primaria de células microbianas a uma superficie
com uma pelicula condicionadora. Logo depois, ha a formacao das microcol6nias e por fim, a
sintese da matriz extracelular (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

Geralmente nos cromossomos, podem ser encontrados genes que codificam 0s
mecanismos de resisténcia, porém, alguns estudos atuais apontaram a presenca destes genes em
plasmideos, 0 que se torna uma preocupacao, visto que podem disseminar-se rapidamente para
outras bactérias relevantes (BLAIR et al., 2015). Na Tabela 1, sdo apresentados genes de
resisténcia a antibi6ticos que sdo comumente analisados em estudos de propagacdo de GRAS
no ambiente, além do antibiotico associado, seu mecanismo de resisténcia e exemplos de genes.

Outra forma de transferéncia de genes e elementos genéticos moveis se da através dos
integrons, que sao elementos genéticos capazes de integrar ou mobilizar cassetes génicos por
mecanismos de recombinacdo sitio-especifico. O integron esta frequentemente presente em
bactérias Gram-negativas, associados a diferentes elementos mdveis, como sequéncias de
insercdo, transposons e plasmideos. Embora diversas classes de integrons ja tenham sido
descritas, o integron de classe 1 se destaca por sua associagdo a resisténcia aos antimicrobianos
(ANVISA, 2020a).
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Tabela 1 - Principais genes de resisténcia a antibioticos

Tipo de gene Antibiético associado Mecqn|§m9 de EAEIIRIDSI
resisténcia genes
Mecanismo enzimatico tetX
tet Tetraciclinas {6tA. tetB. tetC.
Bomba de efluxo tetD, tetK, tetL,
tetV, tetY
erm . .. AIteraga_o _d,o_alvo do ermA, ermB, ermC
Eritromicina antibidtico
ere Mecanismo enzimatico ereA, ereB
sul Sulfonamidas Alteragdo do alvo do sull, sul2, sul3
antibidtico
bla, Beta-lactamicos Mecanismo enzimatico blaTEM, blaA,
blaB, blal
:Zg aadA, aac6l,
Mecanismo enzimatico aac2IC, aph6ID,
str . L aph331B
aph Aminoglicosideos ’
mex mexY, mexE,
Bomba de efluxo mexH
emr emrE, emrD
Inu Lincosamida Mecanismo enzimatico InuA, InuB
mph Macrolideos Mecanismo enzimatico mphA, mphB
msr Macrolideos- Protecdo do alvo do msrA, msrB, msrC,
. ; antibidtico msrE
mef Lincosamida- mefA
Estreptogamina B Bomba de efluxo
ole oleB
van Vancomicina Altera(;a_o _dlo_alvo do vanA, vanB, vanC
antibidtico
dfr Trimetoprima Alteragao do alvo do dfrAL, dfrA5
antibidtico
mec Meticilina Alteraga_o _d,o_alvo do mecA, mecR1
antibidtico
gac Fluoroguinolonas Bomba de efluxo gacA, gacB
. Protecdo do alvo do
gnr Quinolonas antibistico gnrA, gnrB
mcr Colistina Protegac_; do _alvo do mcr-1
antibiotico

Fonte: Adaptado de Pereira et al. (2021)

46  Quantificacdo de GRAs em Efluentes/Estrume Suino

Como jé citado, a suinocultura é uma atividade que demanda um alto consumo de agua,
acarretando grandes volumes de efluentes que contém matéria organica e nutrientes, e o uso de
antibioticos para promover o crescimento dos suinos acarreta a excregao de tais compostos no
ambiente e contribuem na propagacao de genes de resisténcia a antibioticos. Foram encontrados

inimeros estudos na bibliografia internacional em relacdo a quantificacdo de genes de
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resisténcia a antibioticos em amostras de efluente de suinocultura. Estes dados sdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantificacdo de GRAs em amostras de efluente e estrume de suinocultura

(TSI Pais Gene de resisténcia detectado Concentragao Referéncia
ambiental
Efluente Canada tetO 2,9 a 3,2 logs copias mL? Frey et al. (2015)
. tetG, tetM, tetX, ermB, ermF, -0,9 a -0,5 logs copias .
Efluente China ereA, mefA. intl1 RNAr 1651 Sui et al. (2017)
0,4 a 0,6 logs cdpias
Efluente EUA tetM, tetQ, tetW RNA16S-1 Couch et al. (2018)
Efluente China mcr-1 a-23 'Ofggﬂp'as RNAr Xia et al. (2019)
Estrume EUA tetA/C, tetG 5a 9 logs copias g* Yu et al. (2005)
Estrume EUA ermA, ermB, ernr’rlg( ermF, ermT, 1ab5logs cop;as RNAr 16S Chen et al. (2007)
Estrume  Alemanha tetM, tetO, tetB 6,8 a 8,6 logs copias g* Holzel et al. (2010)
Estrume EUA tetQ, tetX, ermB, ermF 4al 'Ogjggﬂ'as RNAr Joy et al. (2013)
-1 a0 logs copias RNAr Luby, Moorman e
Estrume EUA ermB, ermC, ermF 1651 Soupir (2016)
. ermB, ermF, ermQ, ermT, ermX, -1 a 0 logs cépias RNAr
Estrume — China 11, sul2, tetC, tetx, intlL, intl2 165 Zhang etal. (2018)
aac, aad, acr, amp, aph, bac, bla, -
Estrume China cph, dfr, erm, erer, mef, mph, msr, 8a-04 'Ofgé’_?p'as RNAr Lue Lu (2019)
gac, tet, tnp, van, intl
Estrume Bélaica tetB, tetL, tetM, tetO,, tetQ,, tetW,, -4,2 a-0,8 logs copias Van den Meersche
g ermB, ermF, sul2 RNAr 1651 et al. (2019)
- -1,7 a-1,3 logs copias .
Estrume Italia tetA, gnrS, mcr-1, ermB RNAr 165 Petrin et al. (2019)
. tetC, tetG, tetM, tetQ, tetX, sull, -4 a 0 logs cépias RNAr .
Estrume China sul2, aac, ermB, ermQ 1651 Qian et al. (2019)
Estrume China tetW, tetO, tetM, sull, sul2, ermF 0205 Ioglse(gc?i)las RNAr Wang et al. (2019)
. ermB, ermF, ermT, gnrsS, acc(6')- . 1
Estrume China Ib, tetM, tetO, tetQ, tetW 6 a 11 logs copias g Wen et al. (2019)
Estrume China mer-1 4a-17 'Ofgé’_‘ip'as RNAr Xia et al. (2019)
sull, sul2, ermB, ermF, ereA, -
Estrume China mefA, blaCTX-M, blaTEM, tetM, -1a-0,3 logs copias RNAT Zhang et al. (2019)
- 16S
tetG, tetX, mcr-1, intll
tetG, tetM, tetX, ermB, ermF, sull, -
Estrume China sulll, blaCTX-M, blaTEM, mcr- 8a-l IonGCSQ?IaS RNAr ngr(l)g:jlgtt))al.
1,intl1, IncQ oriT, IncWrepA
. dfrA7, gryA, ermX, ermQ, ermF, -6 a -2 logs copias RNAr
Estume — China o1 sul2, tetX, tetW, tetM, tetC 165 Bao et al. (2020)
Estrume China blaTEM, ermB, intl1, qnrs, sull, 8 a 10 logs copias g* Chang et al. (2020)

sul3, tetH, tetO, tetW

Adaptado de Pereira et al. (2021)

E possivel concluir observando os dados da Tabela 2, que uma vasta gama de genes de

resisténcia a antibioticos € monitorada, sendo que 0s genes tet (tetraciclinas), erm

(eritromicina), sul (sulfonamidas) e intl, responsavel pela mobilidade de cassetes resistentes a
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antibidticos em integrons e nao-especifico, foram os frequentemente detectados nos estudos
(PEREIRA et al., 2021).

Em relacdo a abundéncia relativa de GRAs na qual é feita a normalizacéo da quantidade
de genes por amostra em funcao da quantidade de bactérias, determinada pela quantificacdo do
gene RNAr 16S, presentes nessa mesma amostra, observaram-se valores na faixa de -8 a 5 logs
de copias de GRAs por copias de RNAr 16S (CHEN et al., 2007; LU; LU, 2019; ZHANG et
al., 2019b). Ja a abundancia absoluta, na qual a quantidade GRAs é apresentada em funcédo da
quantidade de amostra — mL ou g, foram fornecidos estudos com resultados na faixa de 5 a 11
logs de copias de GRAs por g de estrume (YU et al., 2005; WEN et al., 2019), enquanto que no
unico estudo de Frey et al. (2015) o resultado da quantificacdo absoluta em amostras liquidas
foi de 2,9 a 3,2 logs copias mL™ do gene tetO.

Sui et al (2017) com o objetivo de verificar se o clima e a pluviosidade influenciam na
composicdo do efluente de suinocultura em relagdo a quantidade de GRAs, elaborou uma
andlise, na qual monitorou o efluente bruto de duas fazendas em meses de inverno e verdo. Sui
et al. (2017) obtiveram resultados que indicaram que a maioria dos genes analisados é
significativamente mais abundante no inverno do que no verao, assim como a abundancia de
bactérias. Os autores justificam essa diferenca pelo fato de que no inverno o uso de antibiéticos
para a prevencdo de doencas aumenta, devido ao clima frio. J& 0 aumento de bactérias totais
pode ser justificado pela menor diluicdo dos efluentes devido a diminuigdo da frequéncia de
lavagem das baias.

Holzel et al. (2010) ressaltam que no intestino dos animais ocorre a primeira selecéo de
bactérias, porém, assim que entram em contato com o antibidtico presente no estrume, o
ambiente pode se transformar em um ambiente propicio para a manutencdo e aumento da
resisténcia. Sui et al. (2017) também ressalta que fatores como alimentacdo, quantidade de
antibidticos utilizada e os niveis de transferéncia de resisténcia ja existentes podem causar uma
abundancia de GRAs. Chang et al. (2020) destacam que a variacdo da abundancia de GRAs
depende fortemente da sucessdo da comunidade microbiana, assim como, fatores ambientais.

Xia et al. (2019) observando a correlacdo da concentragdo do antibiotico colistina com
a abundéncia do gene mcr-1, puderam perceber que a presenca dessa substancia exerce
influéncia no aumento do gene em questdo, mas que, em altas concentracfes de colistina, 0
antibiotico pode exibir fungdes bactericidas, ao invés de manter ou induzir a resisténcia nas
bactérias. O mesmo pode ocorrer quando a colistina se apresenta em concentragdes sdo muito

baixas, podendo exercer pressao seletiva ndo significativa (XIA et al., 2019).
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A relacdo entre a diversidade de elementos genéticos moveis, especialmente intll e
intl2, e a diversidade de GRAs ja foi analisada em diversos estudos, sendo constatada a
correlacdo extremamente significativa entre a abundancia relativa desses elementos e a
abundancia relativa de GRAs, mostrando que estes, desempenham importantes papeis na
transferéncia horizontal de genes de resisténcia (LU; LU, 2019; WANG et al., 2019).

O estrume bruto esta presente na maioria dos estudos de monitoramento de GRAs em
amostras de efluentes suinos, e ainda sdo encontrados poucos trabalhos de quantificacdo em
amostras liquidas (efluente). Observa-se que grande parte dos estudos existentes foram
desenvolvidos na China, destacando, portando, a necessidade de estudos como estes em outros
paises, como Brasil, que lideram o ranking mundial de producéo de carne.

Em um levantamento bibliografico realizado por Pereira et al. (2021), observou-se que
os tratamentos de efluentes suinos apresentam desempenho variavel como relacdo a remocéo
de GRAs. Os autores observaram que os genes sul e intl foram mais persistentes, principalmente
na tecnologia de compostagem. Em contraste, os genes tet e bla foram 0os GRAs mais reduzidos
pelas técnicas relatadas, chegando até uma reducéo de 4 logs (PEREIRA et al., 2021).

Dessa forma, a disposi¢do do efluente, mesmo que tratado, em solos agricolas pode ser
uma porta de entrada para a introducdo dos genes de resisténcia aos antibiéticos no meio

ambiente.

4.7  Quantificacdo de GRAs em solos que receberam efluente/estrume suino

O emprego do esterco animal ou efluente no solo é uma pratica comum campos
agricolas, funcionando como fertilizante organico para aumentar a producdo das culturas,
trazendo efetivas vantagens, uma vez que esta adubacao organica melhora as caracteristicas do
solo favorecendo o crescimento das plantas (CANESIN; CORREA, 2006). Além disso, a
adubacdo organica é capaz de fornecer nutrientes essenciais como nitrogénio e fésforo,
dispensando a préatica de adubacdo mineral (MELO, et al., 2009).

No entanto, os componentes desses residuos podem ser carregados para as aguas
superficiais e subterraneas, devido ao escoamento e infiltracdo (CAMPAGNOLDO et al., 2002;
DONG; REDDY, 2010). Assim, a aplicacao de efluente suino, mesmo que tratado pode carrear
grande numero de genes de resisténcia a antibidticos, que podem indicar um possivel perigo a

salide dos seres humanos e do meio ambiente.
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Na literatura, diversos autores investigaram a presenca de GRASs no solo com e sem a
adicdo de estrume suino, como mostra a Tabela 3. Os genes de resisténcia a antibioticos tet, sul,
bla e erm, além do elemento mével intl, foram os mais estudados. Com relacdo a aplicacédo de
efluente liquido, ha uma escassez de dados.

De acordo com o levantamento, os genes que codificam os mecanismos de resisténcia a
tetraciclinas (tetA, tetM, tetO, tetG, tetW dentre outros), tiveram suas abundancias relativas
incrementadas, no geral, em cerca de 1 log apos a aplicacdo de estrume suino no solo (PENG
etal., 2017; GUO et al., 2018; DUAN et al., 2019; WU et al., 2019; VAN DEN MEERSCHE
et al., 2020).

As abundancias relativas dos genes que conferem resisténcia as sulfonamidas (sull,
sul2) também parecem seguir tendéncia semelhante dos genes tet (PENG et al., 2017; GUO et
al., 2018; DUAN et al., 2019; WU et al., 2019; MILLER et al., 2020; VAN DEN MEERSCHE
et al., 2020). Porém, Han et al. (2021) observaram uma reducdo da abundancia dos genes sull
e sul2 apos aplicacdo do efluente no solo.

Os genes erm e bla, associados a resisténcia a macrolideos (eritromicina) e beta-
lactdmicos, respectivamente, também foram enriquecidos em geral, apds adicdo de efluente ao
solo, quando comparados ao solo controle (PENG et al., 2017; DUAN et al., 2019; WU et al.,
2019; MILLER et al., 2020; VAN DEN MEERSCHE et al., 2020). O gene intl1, apesar de nao
conferir resisténcia, esta associado a possibilidade de mobilidade genética, funcionando como
uma espécie de indicador da dindmica de GRAs. Neste levantamento, também foi observado o
incremento desse gene na maioria dos estudos (DUAN et al., 2019; WU et al., 2019; MILLER
et al., 2020), o que indica que a pratica de aplicacdo de efluente suino no solo pode ocasionar
na disseminacdo de GRAs para outros compartimentos ambientais.
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Tabela 3 — Estudos de monitoramento de GRAs em amostras de solo fertirrigado com dejetos suinos

Tioo de amostra Genes Abundancia relativa Referéncia
P monitorados log n° cpias gene (n° copias RNAr 16S)*
1) )
Solo sem aplicacgdo de esterco (1) tetA 1:-3 2:-3
Solo com aplicacédo de esterco (2) tetG 1:-3 2:-2
tetM 1:-4 2: -4
tetO 1:-4 2:-3 Guo et al.
(2018)
tetW 1:-5 2:-4
sull 1:-3 2: -3
sul2 1:-3 2: -2
Solo sem aplicagdo de esterco (1) tetB 1:-8 2:-5
Solo com aplicacéo de esterco (2) tetM 1:.-5 2: -4
tetO 1:-4 2: -4
tetQ 1:-6 2:-5 Van den
_ Meersche et
tetW 1.-5 2:-4 al. (2020)
ermB 1:-5 2:-4
ermF 1:-6 2: -4
sul2 1:-5 2:-3
Solo sem aplicagdo de esterco (1) sul1 1:-1 2:-3 Han et al.
Solo com aplicacédo de esterco (2) sul 2 1:-1 2:-2 (2021)
Solo sem aplicagdo de esterco (1) blaTEM 1.-4 2:0
Solo com aplicacédo de esterco (2) sul2 1.-4 2:-2
) ] Peng et al.
sull 1:-4 2:-1 (2017)
tetG 1:-4 2: -2
tetz 1:-3 2:-2
Solo sem aplicagdo de esterco (1) Intll 1: Ndo detectado 2:-1
Solo com aplicacéo de esterco (2) ermB 1: Nao detectado 2: 0
sul2 1: Néo detectado 2:-1 Duan et al.
sull 1: N&o detectado 2:1 (2019)
tetX 1: N&o detectado 2:-1
tetG 1: N&o detectado 2:0
Solo sem aplicagdo de esterco (1) intll 1:-3 -
Solo com aplicacéo de esterco (2) sull 1:-2 - Miller et al.
' (2020)
ermB 1:-2 2:-3
Solo sem aplicagdo de esterco (1) blaTEM 1: N&o detectado 2:-2
Solo com aplicacéo de esterco (2) tetX 1:-3 2:-3
tetw 1:-3 2:-3 Wu et al.
tetA 1:-3 2:-3 (2019)
sul2 1: N&o detectado 2:-3
intll 1:-3 2. -2
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S. MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostras de efluente

A coleta das amostras de efluentes de suinocultura foi feita em uma granja de ciclo
completo, na qual possui todas as fases de criacdo (gestacdo, maternidade, creche, recria e
terminacdo), totalizando aproximadamente 450 matrizes e que possui cerca de 20 funcionarios.
Tal granja localiza-se no estado de Minas Gerais.

Na gestdo dos residuos animais e efluentes gerados na granja, é feita inicialmente a
raspagem das fezes dos animais e estas sdo depositadas em uma esterqueira. A juncdo da agua
de lavagem dos galpdes, resquicios das fezes dos animais, urina, restos de racdo, compdem o
efluente, que é drenado, juntamente com o efluente sanitario gerado no escritério, banheiros e
refeitorio, e direcionado ao sistema de tratamento.

O sistema de tratamento adotado nesta granja € composto por um biodigestor seguido
de trés lagoas em série (facultativa — facultativa — facultativa) como apresentado na Figura 6.
O efluente tratado é usado como biofertilizante em plantacbes de milho de 45 hectares,
localizada na prépria fazenda. Este é aplicado varias vezes ao dia, sem periodicidade definida.
O tempo total de retencdo hidraulica do efluente no sistema é de cerca de 120 dias, tratando-se
de uma vazéo de efluente de aproximadamente 50.000 L dia™.

A granja possui cerca de 20 funcionérios, que geram o efluente sanitario que compdem
o efluente bruto da granja, tendo em vista a vazao de efluente da granja, sugere-se que o efluente

sanitario gere um impacto pequeno tendo em vista o grande volume de efluente animal gerado.

Figura 6 - Sistema de tratamento em estudo
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Inicialmente, para 0 monitoramento da eficiéncia do tratamento do efluente suino, foram
feitas seis campanhas amostrais nos meses de marco, maio, agosto, setembro, novembro de
2019 e janeiro de 2020. Em cada campanha de amostragem, foram coletadas duas amostras

referentes a fase liquida, sendo a primeira na entrada do biodigestor e a segunda na saida da
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ultima lagoa, correspondendo ao efluente suino in natura (EB) e tratado (ET), respectivamente.
As coletas foram feitas durante o periodo de um ano iniciando sempre as 9h da manha com o
auxilio de um amostrador automatico VST Portable Vacuum Samplers (Manning
Environmental) nas quais a cada 10 minutos eram coletados 300 mL de efluente, até totalizar 1
L de amostra. Em seguida, a amostra de efluente era armazenada em frascos ambar,
previamente lavados com acido nitrico e mantidos em gelo, até que os procedimentos de
preparo e analise em laboratdrio fossem executados.

Adicionalmente, para futuras comparagdes com as abundancias dos genes no solo,
foram coletadas mais trés amostras de ET, referentes aos meses de agosto de 2020, marco e
abril de 2021.

5.2 Amostras de solo

Para avaliar a influéncia da aplicacdo do efluente tratado no solo, foram realizadas
quatro coletas (janeiro e agosto de 2020, marco e abril de 2021). Em cada campanha, eram
coletadas aproximadamente 250 g de solo que recebeu aplicacdo direta do efluente de
suinocultura tratado, e este sera chamado de solo 1 (S1), ao longo de 10 cm de profundidade,
em cinco pontos aleatorios nas areas de estudo. Este solo coletado recebia diretamente o
efluente tratado logo apds a passagem pela Gltima lagoa facultativa que compunha o sistema de
tratamento adotado na granja.

Além disso, para realizar a comparacdo, cinco réplicas do solo que ndo recebeu
aplicacdo direta do efluente foram coletadas, chamadas de solo 2 (S2), foram recolhidas. No
entanto, é importante ressaltar que existe a possibilidade de carreamento do efluente por
escoamento superficial para S2, devido a declividade da plantacdo.

A area do solo néo fertirrigado localiza-se proxima a entrada do empreendimento, fracdo
inferior do terreno, em contraste com a area que recebe o efluente tratado que se localiza na
porc¢éo superior do terreno, conforme Figura 7. Ha na propriedade um acude abaixo da area nao
fertirrigada diretamente, distante cerca de 290 metros da &rea de fertirrigacdo. Na &rea inferior
ao acude ha um corrego afluente do Cérrego do Falhado, que desdgua no rio Piranga
(CAETANO, 2022).
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Figura 7- Area de estudo da suinocultura estudada

Fonte: CAETANO (2022)

5.3  Quantificacdo dos Elementos Genéticos

5.3.1 Preparo das Amostras

As amostras de efluente (EB e ET) foram inicialmente lavadas, adicionando-se 50 mL
de cada amostra em tubos de polipropileno graduado de fundo conico com capacidade de 50mL,
seguida pela centrifugacao a 4500 rpm durante 10 min. Posteriormente, o sobrenadante formado
foi descartado e logo depois adicionou-se 10 mL de solu¢do Tampao de Fosfato Salino — PBS
(140 mM NaCl, 10 mM NazHPOQOg4, 2 mM KH2PO4, 3 mM KCI, pH 7,2). Tais amostras foram
levadas novamente a centrifuga por 10 min e velocidade de 4500 rpm, descartando-se o
sobrenadante ao final do processo. O sedimento foi retirado e preservado a -20°C para 0s
posteriores procedimentos. Ja as amostras de solo (S1 e S2) foram armazenadas diretamente -

20°C para os posteriores procedimentos.

5.3.2 Extracéo de DNA

Tanto o sedimento obtido das amostras de efluente quanto as amostras de solo foram
submetidas para a extracdo de DNA com o kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN®), seguindo o

protocolo recomendado. Ao final da extracdo, a quantificacdo do DNA obtido ao final do
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processo foi feita utilizando um espectrofotdmetro do tipo NanoDrop™ (Thermo Fisher
Scientific) na faixa de comprimento de onda de A260/A280 nm.

5.3.3 PCR convencional

Na Tabela 4, sdo mostradas as caracteristicas de cada par de primer utilizado no presente
estudo. Foram escolhidos cinco pares de primers referentes aos genes de resisténcia
relacionados as classes de antibi6ticos mais consumidos no mundo: blaTEM (beta-lactamicos),
ermB (eritromicina), qnrB (quinolonas), sull (sulfonamidas) e tetA (tetraciclinas). Primers
referentes ao elemento genético mével intl1 (gene integrase de classe I) e os primers referentes
ao DNA ribossomal 16S (RNAr 16S) também foram utilizados, sendo este ultimo com o

objetivo de estimar a quantidade de bactérias totais.

Tabela 4 - Primers utilizados no presente estudo

Temp. (°C)  Amplicon

Gene Primer Sequéncia Referéncia
anelamento (pb)
tetA tetA fw GCTACATCCTGCTTGCCTTC 546 210 Mao et al.
tetA rv CATAGATCGCCGTGAAGAGG ’ (2015)
sull sull fw CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 558 163 Mao et al.
sull rv TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG ! (2015)
ermB ermB fw CGTGCGTCTGACATCTATCTGA 568 190 Mao et al.
ermB rv CTGTGGTATGGCGGGTAAGTT ' (2015)
qnre gnrB fw GCGACGTTCAGTGGTTCAG 547 148 Mao et al.
gnrB rv TGTCCAACTTAACGCCTTGTAA ! (2015)
blaTEM blaTEM fw GCACGAGTGGGTTACATCGA 48 311 Tao et al.
blaTEM rv GGTCCTCCGATCGTTGTCAG (2014)
intl intll fw CCTCCCGCACGATGATC 60 280 Goldstein et
intll rv TCCACGCATCGTCAGGC al. (2001)
Ferris;
RNAr 1055 fw ATGGCTGTCGTCAGCT !
165 1392 rv ACGGGCGGTGTGTAC 53 337 'V('a‘tjilze(rlgggd

Utilizando um termociclador Biocycler o DNA anteriormente extraido das amostras foi
submetido a reacdo em cadeia de polimerase (sigla PCR do inglés Polymerase Chain Reaction)
convencional, como fase inicial para o teste de amplificacdo das amostras com os primers de
interesse. Para isso, foram adicionados 2 pL de DNA de cada amostra, 2 uL de PCR Buffer
(Mg?* Plus), 0,3 pL de dNTP (10 mM), 0,3 pL de cada par de primer (10 uM), 0,2 pL de Taq
DNA Polimerase (5 U uL ™) e 4,9 pL de 4gua, totalizando 10 pL para cada reacdo. As condicdes
de amplificacdo utilizadas no termociclador sdo apresentadas a seguir, na Tabela 5.
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Tabela 5 - Condicdes utilizadas no termociclador para PCR convencional

Temperatura (°C) Tempo

Desnaturag&o Degrau 1 94 5 min
inicial Degrau 2 94 3 min
Desnaturacéo Degrau 1 94 45s

Anelamento Degrau 2 X* 1 min 30 ciclos

Entensdo Degrau 3 72 2 min

Extensao final Degrau 1 72 10 min

Resfriamento Degrau 2 4 ©

* x= temperatura de anelamento especifica para cada primer (Tabela 4)

Para verificar a amplificacdo das amostras os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, contendo SyBR Safe DNA Gel Stain em TAE 1x, tempo de
corrida de 1h15min a 70V, utilizando ainda, marcador de peso molecular KASB de 100 pares
de bases. A visualizacdo destes foi feita sob luz ultravioleta, registrando-se a imagem em um

sistema fotodocumentador.

5.3.4 PCR em Tempo Real

Posteriormente a confirmacdo da amplificacdo via PCR convencional, foram feitas
analises via reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (sigla g°PCR do inglés
Polymerase Chain Reaction Quantitative Real Time) no equipamento 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems), utilizando a quantificacdo do tipo absoluta, para todos os genes
anteriormente citados.

Para 0 método em questdo foram utilizados em cada reacdo 3,8 pL de agua ultrapura,
5,0 uL de PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, 0,1 pL de cada par de primer (30 puM)
apresentado na Tabela 3 e 1,0 uL de amostra de DNA, totalizando um volume final de 10 pL
por reacdo, com o objetivo de analisar os genes de resisténcia e o elemento movel. As condigdes

utilizadas no equipamento para amplificacdo das amostras sdo detalhadas na Tabela 6.
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Tabela 6- Condic6es utilizadas no equipamento de PCR em tempo real

Temperatura (°C) Tempo
, . . Degrau 1 37 15 min
Estagio holding .
Degrau 2 95 10 min
Degrau 1 95 10s
Estagio de ciclos (40 ciclos) Degrau 2 X* 30s
Degrau 3 72 30s
Degrau 1 95 155
. Degrau 2 60 15s
Estagio curva de Melt
Degrau 3 95 15s
Degrau 4 60 15s

* x= temperatura de anelamento especifica para cada primer (Tabela 4)

Alguns ajustes foram necessarios no processo da quantificagdo do RNAr 16S para
obteng&o de uma curva-padrao representativa. Neste caso, para as reagdes foram utilizados 3,84
UL de agua ultrapura, 5,0 uL de PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, 0,08 pL de cada
primer (30 uM) e 1,0 pL de amostra de DNA, totalizando também um volume final de 10 pL
por reacdo. Para as variacGes de temperatura do equipamento de gPCR, utilizou-se no estagio
de ciclos 95°C por 15 s, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min (30 ciclos), sendo mantidas as demais
temperaturas e tempos dos outros estagios apresentados na Tabela 6.

Para a elaboracdo das curvas-padrédo foram utilizados os controles positivos, obtidos por
meio de clonagem do produto da PCR em vetor plasmidial (kit pGem Easy Vector, Promega)
e inseridos em bactérias E. coli IM109, gentilmente cedidos pelo Laboratério de Microbiologia
do DESA/UFMG. As colbnias brancas (que continham o plasmideo recombinante) foram
repicadas em placas de Petri contendo meio Luria Bertani (LB) com ampicilina (100 pg mL™?)
e levadas a estufa por 16h a 37°C. Em seguida, uma col6nia crescida na placa foi transferida
para um tubo de 50 mL, contendo 5 mL de caldo LB e ampicilina (100 pg mL™), sendo levado
ao shaker (Thoth) por 5h e agitacdo de 180 rpm. Por fim, completou-se o volume do falcon para
50 mL com caldo LB e ampicilina (100 pg mL™), mantendo-o por mais 16h a 180 rpm no
shaker para o crescimento da bactéria. Ao final do processo, parte do caldo LB contendo
bactéria foi coletado e preservado em glicerol (500 g L), sendo armazenado a -80 °C.

A parte restante foi utilizada para extra¢éo dos plasmideos com o auxilio do kit Midiprep
(Promega) conforme as instrugdes do fabricante. Ao final, o DNA plasmidial de cada amostra
(plasmideo + inserto) foi quantificado no NanoDrop nas quais foram congeladas a -20°C para

posterior elaboragédo das curvas-padrdo nos ensaios de PCR em tempo real.
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Para o calculo do nimero de copias de DNA em cada pL dos controles positivos,
utilizou-se a Equacéo 1, considerando que a massa de 1 mol de pares de bases (pb) possui 649
g e que o nimero de moleculas em 1 mol ¢é igual a 6,02 x 1023 (WHELAN; RUSSELL,;
WHELAN, 2003).

6,02 x 107 (cépias mol'l) x quantidade de DNA (g pL™)

n° de copias de DNA pL = T
tamanho do DNA (pb)x 649 (g mol™ pb™)

Equacédo 1

Partindo deste raciocinio foram construidas curvas-padrao contendo 6 pontos, para cada
gene de interesse, utilizando a diluicdo seriada de 1:10 dos controles positivos. A equacgédo da
reta (y = ax + b) de cada curva-padréo foi obtida plotando-se no eixo x o log da concentracéo
de cada um dos pontos da curva, sendo este valor obtido a partir da concentracdo inicial dos
controles positivos, e no eixo y o Ciclo de Threshold (Ct) correspondente a cada um desses
pontos. O Ct representa resumidamente o ciclo na qual se atinge o limiar da fase exponencial
de replicacdo de DNA, que é obtida pela intensidade de fluorescéncia emitida, podendo ser feita
a quantificacdo exata da quantidade de produto gerado.

Para as analises serem consideradas aceitaveis alguns critérios referentes a curva-padrao
obrigatoriamente foram atendidos. Esta deve apresentar R? > 0,99, inclinagdo da reta entre -3,1
e -3,6 e eficiéncia entre 90 e 110%. Todas as analises foram feitas em triplicata, tanto para a
curva quanto para as amostras, incluindo um “branco”, no qual ndo se adicionou amostra.

Através da substituicdo do Ct nas equacdes da reta de cada curva-padrdo a estimativa da
quantidade de copias do gene por pL de reacdo de cada amostra é obtida. Porém, posteriormente
se faz necessario uma série de correcdes desse valor, levando-se em conta o volume de extrato
de DNA utilizado por reacdo, a quantidade de DNA estimada e real pos-extracdo, as massas de
sedimento de efluente e solo utilizadas para extracdo, o volume final de extrato gerado e o teor
de solidos da amostra liquida. Ao final, tem-se a obtencdo da abundancia absoluta de cada
amostra, representada pela quantidade de copias de gene por mL de efluente ou g de solo.

Foi realizada também a normalizacdo das abundancias absolutas, de modo a se obter as
abundancias relativas de cada amostra. Esta foi obtida por meio da divisdo entre a abundéncia
absoluta do gene (n° copias gene mL* ou g de amostra) e a abundancia absoluta de bactérias
totais da amostra em questdo (n° copias RNAr 16S mL? ou g de amostra), originando na

abundancia relativa do gene (n° copias gene [n° copias RNAr 16S] 7).
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5.4 Andlise Estatistica

Na quantificacdo dos elementos genéticos, foram aplicados testes estatisticos para
comparar 0s conjuntos de dados. Nesse caso, a comparacao entre as abundancias dos genes nas
amostras EB, ET, S1 e S2 necessita ser realizada em termos relativos, ou seja, havera
comparacao estatistica apenas das abundéancias relativas dessas amostras, ja que se tratam de
amostras de tipologia diferente (efluente versus solo).

Inicialmente, foi testada a normalidade dos dados, utilizando o teste de Shapiro-Wilk.
Em situacOes que os dados apresentaram distribuicdo normal, aplicou-se o teste de Tuckey, para
verificar se as coletas eram estatisticamente diferentes. No caso de dados ndo-paramétricos,
estes foram submetidos ao teste de ANOVA Kruskal-Wallis. As amostras foram consideradas
estatisticamente diferentes quando apresentaram p-valor < 0,05, com um intervalo de confianga
de 95%.
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6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Abundancia absoluta dos genes no efluente

A seguir, na Tabela 7, sdo apresentados todos os dados de quantificacdo volumétrica

dos genes monitorados nos pontos EB e ET, durante seis campanhas amostrais (margo, maio,

agosto, setembro, novembro de 2019 e janeiro de 2020). Além disso, sdo mostradas também as

abundancias absolutas desses genes em ET nas trés campanhas adicionais (agosto de 2020 e

marco e abril de 2021), realizadas juntamente com o monitoramento do solo.

Tabela 7 - Monitoramento de genes em amostras de efluente bruto (EB) e tratado (ET)

Abundancia absoluta (n° cépias gene mL™?)

RNAr 16S* intl1* blaTEM* ermB* gnrB* sull* tetA*

EB 5,37E+06 1,54E+05 6,99E+05 1,44E+06 3,35E+04 5,12E+05 1,46E+04

Mar¢o/2019
ET 1,44E+06 8,38E+03 5,18E+04 2,00E+05 4,87E+02 3,39E+04 1,30E+04
Maio/2019 EB 1,73E+07 9,52E+03 8,17E+05 1,17E+06 2,77E+04 3,07E+05 9,18E+04

aio

ET 3,39E+06 5,36E+03 1,69E+03 2,42E+05 1,04E+02 1,48E+05 1,77E+04
EB 1,22E+07 4,19E+06 1,24E+06 1,00E+07 6,58E+04 1,30E+06 3,81E+05

Agosto/2019
ET 1,50E+05 2,50E+05 6,16E+03 2,46E+05 1,53E+01 1,38E+05 2,03E+04
EB 1,68E+08 5,54E+07 8,74E+06 9,87E+07 7,55E+04 1,44E+07 3,94E+07

Setembro/2019
ET 6,84E+04 1,89E+04 2,51E+04 3,26E+05 1,29E+02 3,87E+04 8,19E+03
EB 5,37E+08 1,65E+07 1,60E+07 2,61E+08 8,59E+04 8,36E+06 1,09E+07
Novembro/2019

ET 4,35E+06 4,00E+02 1,89E+03 5,26E+04 3,16E+00 2,43E+03 5,78E+02
EB 1,95E+08 4,91E+07 5,12E+07 1,08E+08 5,85E+05 2,36E+07 2,97E+07

Janeiro/2020
ET 6,75E+05 2,26E+05 5,21E+04 4,69E+05 1,73E+03 6,08E+05 1,07E+05
Agosto/2020 ET 9,05E+05 1,25E+03 7,40E+04 6,70E+05 1,65E+02 1,39E+04 5,14E+03
Marco/2021 ET 1,41E+06 2,70E+03 1,22E+05 8,38E+05 1,12E+05 1,62E+07 2,96E+04
Abril/2021 ET 1,53E+05 6,96E+04 1,29E+05 7,30E+05 3,98E+05 1,02E+08 491E+04

* Houve reducdo estatisticamente significativa entre as amostras, considerando todo o conjunto de dados

O gene de resisténcia ermB se apresentou como gene mais abundante no EF. Por se

tratar de um gene referente ao antibidtico do grupo dos macrolideos, mais especificadamente,

eritromicina, que é um antibiético natural, este gene ja foi distribuido em diversos

compartimentos ambientais, além disso, pela atuagéo da transferéncia horizontal de genes ele

acaba também sendo encontrado em concentragdes mais elevadas quando comparado a genes

de resisténcia como o gnrB que confere resisténcia as fluoroguinolonas, que € um antibidtico

sintético.
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Foi possivel observar que o gene mais abundante foi o RNAr 16S, como j& esperado,
visto que o mesmo representa o nivel de bactérias presentes nas amostras, com abundéancias de
até 8 logs, como ja visto em outros estudos da literatura (TAO et al., 2014; SUI et al. 2017).
Apesar do numero de cépias desse gene por cada célula bacteriana ser variavel, este é o
representante da comunidade mais estudado na literatura. Observando as abundancias nos
pontos EB e ET, indica-se que o sistema de tratamento consegue reter certa quantidade de
bacteérias, ja que ocorre uma nitida e significativa diminuicdo da abundancia absoluta, em média
de 1,7 logs. E

Seguindo esta mesma tendéncia, os genes de resisténcia blaTEM (2,4 logs), ermB (2,1
logs), gnrB (2,8 logs), tetA (2,1 logs) e sull (1,7 logs), além do gene indicador de mobilidade
genética intll (2,8 logs), tiveram suas abundancias reduzidas de forma significativa ao longo
do tratamento, como ja relatado na literatura (TAO et al., 2014; SUI et al. 2017). Porém, é
importante destacar que o efluente tratado ainda contém certa quantidade de genes, gerando

uma preocupacao com relacao a disposicdo final do mesmo.

6.2 Comparagcéo entre as abundancias de genes do efluente bruto e tratado

A andlise das abundancias absolutas é importante pois indica, em termos de
concentracdo no efluente, se o sistema de tratamento consegue reduzir a quantidade de bactérias
carreadoras de genes de resisténcia a antibidticos do efluente suino. Porém, a analise das
abundancias relativas pode indicar se o sistema é seletivo, ou seja, se existe diferenca entre 0s
niveis de reducdo de bactérias resistentes e ndo-resistentes. Nesta abordagem, tem-se a razéo
entre a abundéancia absoluta de determinado GRA ou intll e a abundancia absoluta do gene
RNAr 16S, ou seja, estima uma proporcdo entre bactérias resistentes e bactérias totais. Na
Figura 7 sdo apresentadas as abundancias relativas (média mais o desvio padrao) dos genes em
EB e ET, para as seis campanhas amostrais, em unidades logaritmicas.

O elemento movel intll foi quantificado no efluente bruto, obtendo-se uma média de
1,31 + 1,08 logs copias gene (copias de RNAr 16S)?, enquanto no efluente tratado obteve-
se -1,65 + 1,64 logs copias gene (copias de RNAr 16S)?, indicando uma sutil diminuico na
abundancia relativa média deste elemento movel ao passar pelo tratamento. Porem, apds testes

estatisticos, ndo foi observada diferenca significativa entre EB e ET.
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O gene de resisténcia blaTEM, conhecido por induzir resisténcia a antimicrobianos do

tipo beta-lactamicos através de mecanismo enzimatico, foi detectado uma abundancia relativa

média de -1,10 + 0,34 logs copias gene (copias de RNAr 16S)* em EB. Ja ao final do

tratamento, no efluente tratado, foram detectadas cerca de -1,84 + 1,21 logs cdpias gene (cOpias

de RNAr 16S)?, sugerindo uma diminuicio da sua abundancia relativa média ao passar pelo

tratamento. Entretanto, mais uma vez, EB e ET foram considerados estatisticamente iguais,

devido a amplitude dos dados.

Figura 8 - Variagdo das abundancias relativas dos genes no efluente bruto (EB) e tratado (ET) nas seis
campanhas amostrais
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O gene de resisténcia a eritromicina, ermB, que codifica resisténcia a esta classe de
antibidticos através da alteracdo do alvo do antibidtico, foi quantificado no efluente bruto com
uma abundancia relativa de -0,43 + 0,39 logs copias gene (copias de RNAr 16S)™. Ja no efluente
tratado, 0 mesmo gene apresentou abundéancia relativa média de - 0,52 £ 0,95 logs copias gene
(copias de 16S)?, havendo uma diminuicéo da sua abundancia relativa média, apesar de néo ser
estatisticamente diferente.

O gene gnrB (resisténcia a quinolonas) se apresentou no efluente bruto com uma
abundancia relativa média de -2,83 + 0,62 logs copias gene (copias de RNAr 16S)™2. Ja no
efluente tratado, para 0 mesmo gene, obteve-se uma abundéancia relativa média de -3,90 + 1,32
logs copias gene (copias de RNAr 16S)?, indicando uma reducdo apds o processo de
tratamento.

O gene de resisténcia as sulfonamidas, sull, que promove resisténcia a esta classe de
antibidticos através da alteracdo do alvo do antibidtico, apresentou uma abundancia relativa
média no efluente bruto de -1,25 + 0,41 logs copias gene (copias de RNAr 16S)L. Enquanto no
efluente tratado, esta abundancia apresentou-se em -1,09 + 1,26 logs cOpias gene (cdpias de
RNAr 16S)?, indicando, ao contrario dos genes de resisténcia anteriores analisados, um
aumento na abundancia relativa média apés o tratamento. Apesar disso, 0s testes estatisticos
néo indicaram que esta diferenca foi significativa.

O gene de resisténcia tetA, responsavel por conferir resisténcia aos antibioticos da classe
das tetraciclinas através do mecanismo de bomba de efluxo, apresentou uma abundancia
relativa média de -1,58 + 0,77 logs copias gene (copias de RNAr 16S)* e -1,79 + 1,20 logs

copias gene (copias de RNAr 16S)™ no efluente bruto e tratado, respectivamente. Isso indica,
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assim como para os outros genes analisados, com excecao do gene sull, uma diminui¢do néo-
significativa na abundancia relativa do gene ao passar pelo tratamento.

Diante desses resultados, observou-se uma tendéncia de reducao da abundancia absoluta
dos genes, porem as diferencas entre as abundancias relativas em EB e ET ndo foram
estatisticamente diferentes, apesar de uma tendéncia de reducdo ter sido constatada para maioria
dos genes, exceto para sull. Outros estudos ja relataram a reducdo da abundancia absoluta de
GRAs e manutencdo da abundancia relativa, como ocorreu no presente estudo (TAO et al.,
2014; SUl et al., 2017), e atribuem este fato a uma possivel alteracdo da comunidade microbiana
ao longo das unidades de tratamento de efluentes. Acredita-se que o sistema de tratamento em
questdo pode ser seletivo, ou seja, este é capaz de reduzir certa quantidade de bactérias
resistentes, porém reduz ainda mais a quantidade de bactérias ndo-resistentes. De certa forma,

as bactérias resistentes podem ser mais persistentes no efluente.

6.3  Abundancia absoluta dos genes no solo

Na Tabela 8, sdo mostradas as abundancias absolutas dos genes monitorados nas
amostras de solo que receberam diretamente o efluente tratado (S1) e o solo sem aplicagéo
direta (S2) para as quatro campanhas amostrais (janeiro e agosto de 2020; marco e abril de
2021).

Tabela 8 - Monitoramento de genes em amostras de solo fertirrigado diretamente (S1) e solo sem
aplicacéo direta (S2)

Abundancia absoluta média para n=5 (n° copias gene g*)

RNAr 16S intll blaTEM ermB gnrB sull tetA
] S1 3,14E+09 2,09E+06 2,62E+06 2,63E+05  2,09E+03'  4,29E+06 8,50E+05
Janeiro/2020
S2 3,85E+09 4,76E+05 2,44E+06 1,92E+04 <LD1 6,34E+05 8,02E+05
1 3,28E+09 5,75E+06 7,27E+06  6,99E+05 3,38E+04 9,30E+06 1,93E+06
Agosto/2020
2  4,47E+09°  2,12E+05 1,20E+07 5,13E+04 7,83E+04 3,12E+05 1,15E+06
S1 1,93E+09 2,01E+07 1,76E+06  1,63E+062 <LD2 1,76E+102  8,29E+062
Margo/2021
2 8,08E+08 7,19E+06 9,54E+06 1,66E+05 <LD2 1,69E+09 2,62E+05
Abril/2021 1 1,25E+09 1,24E+07 7,98E+05 1,16E+07 <LD2 1,09E+10 2,97E+06
ri
S2 5,76E+08 4,32E+06 9,38E+05 6,16E+05 <LD2 1,89E+09 1,89E+05

LD1 =1 copia gene uL™ de reacédo; LD2 = 2000 cdpias gene uL* de reacdo; 'n=2; n=4

Assim como nas amostras de efluente bruto e tratado, o gene RNAr 16S foi 0o mais

abundante como ja esperado, visto que 0 mesmo representa estima as bactérias totais das
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amostras de solo. Porém, com relacéo aos demais genes, foi observado um perfil diferente. Em
geral, as abundancias destes genes se apresentaram na faixa de 10° a 10° copias por grama de
solo, enquanto o0 gene gnrB foi o menos abundante, sendo detectado apenas em algumas
campanhas.

As comparacOes entre as abundancias absolutas de genes em S1 e S2 também foram
variaveis, e em algumas campanhas, para a maioria dos genes, S1 apresentou mais copias que
0 S2, possivelmente influenciado pela fertirrigacdo. Porém, também neste caso, ndo foram
identificadas diferencas significativas para o conjunto de dados de S1 e S2, em nenhum dos
genes, provavelmente devido a variabilidade dos dados. Este resultado sugere que ndo ha
influéncia dos periodos chuvosos (Janeiro/ Marco) e ndo chuvosos (Agosto/ Abril) na

abundancia dos genes no efluente.

6.4  Comparacdo entre as abundancias de genes do efluente tratado e solo

Como ja mencionado, a comparacdo relativa entre as abundancias permite conhecer a
proporcéo entre bactérias portadoras de genes e bactérias totais em determinada amostra. Dessa
forma, foram também calculadas as abundancias relativas dos genes em S1 e S2.
Adicionalmente, a abundancia relativa em ET também foi usada na comparacdo, de modo a
identificar uma possivel reducdo ou incremento dessas apés disposicao final no solo. Na Figura
8, sdo apresentadas as variacGes abundancias relativas dos genes no efluente tratado (ET), solo
fertirrigado diretamente (S1) e solo sem aplicacdo direta (S2), nas campanhas amostrais de
janeiro e agosto de 2020, e marco e abril de 2021.

O elemento movel intl1 foi detectado no efluente tratado com abundéncia relativa média
de -1,60 +1,38 logs copias gene (copias de RNAr 16S)2. J4 em S2 e S1 foram detectadas -3,10
+ 1,18 logs copias gene (copias de RNAr 16S)* e -2,48 + 0,59 logs (copias gene RNAr 16S)7,
respectivamente, indicando que a abundancia do gene foi maior no efluente tratado em relacéo
as amostras de solo. Na comparacédo de S1 e S2, ndo foram observadas diferencas significativas.

Para o gene de resisténcia aos beta lactdmicos, blaTEM, foi detectada no efluente tratado
uma média de abundancia relativa de -0,83 + 0,51 logs copias gene (copias RNAr 16S)?,
enquanto em S2 e em S1 foram detectadas cerca de -2,62 + 0,53 logs e -2,99 + 0,23 logs coOpias
gene (copias RNAr 16S), respectivamente. Estes dados indicam que a abundéancia do gene em
questdo se apresenta maior no efluente tratado em relacéo as amostras de solo analisadas. Entre

S1 e S2, observou-se uma tendéncia contraria, ou seja, o solo que ndo recebeu efluente parece
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apresentar maior teor relativo do gene blaTEM, apesar de ndo-significativo. Uma possivel
justificativa poderia ser a presenca de bactérias portadoras deste gene em S2, que ndo estavam
presentes em S1, ou até mesmo o carreamento deste gene por escoamento superficial de S1 para
S2, ja que a area de estudo apresenta uma declividade consideravel.

Os genes ermB e tetA seguiram mesma tendéncia de intl1. Para o gene de resisténcia a
eritromicina, foi detectada uma média de abundancia relativa de 0,04 + 0,42 logs cOpias gene
(copias RNAr 16S)™ no efluente tratado. Enquanto isso, no S2 foi detectado -4,22 + 1,09 logs
copias gene (copias RNAr 16S)?, apresentando uma média de abundancia relativa menor do
que a do S1, no qual foi detectado -3,26 + 1,08 logs copias gene (copias RNAr 16S)™2. Para o
gene de resisténcia as tetraciclinas, tetA, a analise do efluente tratado revelou uma media de
abundancia para este gene de -1,30 + 0,80 logs cdpias gene (copias de RNAr 16S)™. No S2 foi
detectado -3,56 + 0,10 logs copias gene (copias RNAr 16S)* e no solo fertirrigado com efluente
suino uma média de -3,14 +0,48 logs copias gene (copias RNAr 16S)?. Para ambos os casos,
houve diferenca significativa da abundancia relativa entre ET e S1/S2 (estatisticamente iguais).

Figura 9 - Variacdo das abundancias relativas dos genes no efluente tratado (ET), solo fertirrigado
diretamente (S1) e solo sem fertirrigacdo direta (S2) para as quatro campanhas amostrais
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Para o gene de resisténcia as quinolonas, gnrB, a média de sua abundancia relativa no
efluente tratado foi de -1,75 +1,80 logs copias gene (copias de RNAr 16S)?. Ja nas amostras de
solo, 0 mesmo nédo foi quantificado na maioria das coletas, o que indica neste caso que a
disposicao do efluente no solo possibilitou uma redu¢do da abundéancia relativa deste.

A média da abundancia relativa do gene de resisténcia as sulfonamidas, sull, também
foi analisada, sendo quantificado no efluente tratado um valor de 0,51 £1,94 logs cOpias gene
(copias de RNAr 16S)?. Nas amostras de S2 e S1, foram observadas médias de -1,78 + 2,53
logs copias gene (copias de RNAr 16S)* e -1,49 + 2,11 logs copias gene (copias de RNAr
16S)?, respectivamente. Devido a ampla variabilidade dos dados, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os pontos monitorados, incluindo ET.

Considerando as abundéncias relativas entre S1 e S2, ndo foram observadas diferencas
significativas para os genes monitorados, apesar de haver tendéncia de niveis menores em S2
na maioria dos casos, exceto para blaTEM. Isso pode ter ocorrido devido a composicao natural
do S2, que pode apresentar bactérias portadoras de blaTEM, ou até mesmo a possibilidade de
arraste de bactérias portadoras deste gene para regido sem aplicacdo direta do efluente, devido
ao escoamento superficial. Um maior nimero de coletas poderia trazer uma resposta mais clara,
porém até o momento, ja é possivel observar que a disposicéo do efluente tratado no solo reduz
as proporgdes relativas de bactérias resistentes, possivelmente devido as condigdes favoraveis
para inativacao de bactérias, tal como a incidéncia de radiacdo solar.

Como pode ser constatado na Tabela 3, os estudos da literatura sdo voltados para a
investigacdo dos efeitos da aplicagdo do residuo sélido gerado na suinocultura, o estrume.
Apesar desse fato, € possivel fazer algumas comparacdes dos efeitos da disposicéo final de

efluentes suinos em solos, com relacdo aos genes monitorados no presente estudo.
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Em geral, observou-se um incremento superior a 1 log na abundéncia relativa de ermB,
blaTEM, intl1 e sull, apods aplicacdo de estrume no solo, na maioria dos estudos consultados
(VAN DEN MEERSCHE et al., 2020; PENG et al., 2017; DUAN et al., 2019; WU et al., 2019).
Por outro lado, ndo foram observadas variacGes para tetA (GUO et al., 2018; WU et al., 2019).
Alguns casos especificos relataram abundancia de sull inferior no solo fertirrigado, quando
comparado ao solo sem aplicacdo de estrume (HAN et al.,, 2021; MILLER et al., 2020).
Inclusive, Miller et al. (2020) relataram abundancias de intl1, ermB e sull inferiores no solo
acrescido de estrume, em comparagéo com o solo sem aplicacdo, o que pode ser justificado por
caracteristicas especificas dos solos em estudo. Apesar de nao-significativas, houveram
tendéncias semelhantes na granja em estudo quando comparadas aos dados da literatura para
alguns genes.

A ampla variabilidade observada nesses dados pode estar ligada a inUmeros fatores,
como as caracteristicas do solo, a composicdo do estrume/efluente e o regime de aplicacdo do
efluente. Além disso, neste trabalho, a area que ndo recebeu aplicacdo direta do efluente pode
ter sofrido influéncia de escoamento superficial. Dessa forma, um maior nimero de campanhas
amostrais, bem como a adi¢do de uma area de estudo isenta de contato com o efluente, poderia
delinear melhor as tendéncias percebidas neste trabalho.

Entretanto, os resultados alcangados aqui fortalecem a importancia da investigacdo mais
detalhada dos efeitos da disposicao final de efluentes no solo, mesmo que tratados, como forma
de suprir a demanda nutricional e hidrica de culturas agricolas, ja que esta pratica é muito
comum no pais. No que diz respeito a disseminacao de resisténcia a antibiéticos, € nitida uma
reducdo da concentracdo de GRAS no efluente pela unidade de tratamento, bem como uma
reducdo na proporcao relativa destes genes entre ET e S1/S2, indicando que esta via pode

minimizar o problema.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, foi possivel observar a presenca de todos os genes de
resisténcia a antibioticos monitorados, na maioria das amostras de efluente e solo. Vale ressaltar
que o gene de resisténcia gnrB foi 0 menos abundante em ambos os tipos de amostras, enquanto
ermB foi o mais abundante no efluente. Para as amostras de solo, ndo houve um gene de
resisténcia predominante, devido a variabilidade dos resultados.

A comparacdo relativa entre EB e ET revelou que o sistema de tratamento usado na granja
ndo reduz significativamente a propor¢éo entre bactérias resistentes e bactérias totais, apesar de
haver reducdo da abundéncia absoluta dos genes. Isso indica que o tratamento é seletivo, ou
seja, reduz mais bactérias nao-resistentes que bactérias resistentes.

Com relacdo as amostras de solo, apenas o gene blaTEM apresentou maior abundancia
relativa em S2 que em S1 (considerada estatisticamente igual), indicando a possibilidade de
bactérias exclusivas de S2 portadoras de genes blaTEM, ou até mesmo carreamento dessas
bactérias de S1 para S2, devido ao escoamento superficial.

Possivelmente houve uma diminuicdo significativa da proporcdo de bactérias portadoras
dos genes blaTEM, ermB e tetA ap6s disposicéo do dejeto no solo, indicando que a pratica pode

auxiliar na reducdo da disseminagdo de GRAS no ambiente.
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