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RESUMO

O efluente oriundo do confinamento de suinos é fonte potencial de genes de resisténcia a
antibioticos (GRAS), que podem ser disseminados no ambiente por meio das praticas de destinacao
final do efluente tratado, como a aplicacdo em solos, pratica muito comum na suinocultura. Para
investigar essa hipGtese, uma granja de suinocultura que concede seu efluente tratado para irrigacdo
de milho, foi escolhida para monitoramento de GRASs, e de parametros fisico-quimicos, além do
isolamento de bactérias resistentes a norfloxacina (BRN). Foram investigados a ocorréncia e
abundancia dos genes de resisténcia a beta-lactamicos (blaTEM), macrolideos (ermB), quinolonas
(gnrB), tetraciclinas (tetA) e sulfonamidas (sull), além do elemento genético mével integrase classe
1 (intl1) e do gene que estima bactérias totais (RNAr 16S), em amostras do efluente tratado (ET),
do solo fertirrigado (S1), do solo sem histérico de fertirrigacdo direta (S2) e de um acude (A),
ambos localizados a jusante da area fertirrigada. Adicionalmente, realizou-se a quantificacdo de
carbono organico total (COT), nitrogénio total (NT) e pH em todas as amostras estudadas. Foram
realizadas de quatro a cinco campanhas amostrais, com a coleta de 1 L efluente tratado, cinco
amostras de 250 g de cada solo (S1 e S2), além de 2L de agua do acude. A guantificacdo dos genes,
foi realizada por gqPCR com os primers correspondentes a cada gene. Foram realizados testes
estatisticos para verificar a normalidade dos dados e comparar as amostras. A concentracdo média
do COT e NT no efluente tratado foi de 713,2 mg/L e 2.434,5 mg/L, respectivamente. Conforme
esperado, a concentracdo desses elementos foi maior no solo fertirrigado em comparagdo ao nao
fertirrigado (p<0,05). A concentracdo de NT foi de 0,3 g/kg e 0,12 g/kg, respectivamente em S1 e
S2, enquanto a concentracdo de COT foi de 28,6 e ,17,8 respectivamente. S1 também teve o pH
levemente menor que S2(6,3 £ 0,3 e 8,0+ 0,5, p<0,05, respectivamente). J& no agude, o teor médio
de COT foi de 13,6 + 8,5 mg/L e de NT, foi de 3,0+ 0,7 mg/L. Todos 0s genes investigados (ermB,
tetA, sull, intl, gnrB, blaTEM) e o elemento genético mdvel intl foram detectados em todas as
campanhas amostrais de S1, S2, A e ET. Todavia, 0 gene gnrB esteve abaixo do limite de detec¢éo
do método analitico em ambos os solos em algumas campanhas amostrais. A abundancia absoluta
de GRAs referente a média de todas as coletas foi de aproximadamente 10,5 logiono S1, 9,6 logiono
S2, efluente tratado de 6,62 logio e do agude 3,62 logio. O gene sull foi o mais abundante entre as
amostras, com excecao das amostras do agude, em que prevaleceram maior abundancia do gene

blaTEM. A abundancia relativa variou de -0,90 a 2,23 logio no efluente tratado,-3,22 a 0,69 nas



amostras de agua do agude, -3,32 a 0,47 logio no S1 e de -4,06 a -0,43 logio cOpias/16S rRNA no
S2. Comparativamente, o gene sull e tetA foram estatisticamente mais abundantes em S1 do que
em S2, em todas as coletas, enquanto para outros genes, as variagdes nos resultados entre coletas
ndo permitem uma conclusao clara. Similarmente ao observado para os genes sull e tetA, valores
maiores de bactérias resistentes a norfloxacina no solo fertirrigado em rela¢&o ao solo S2 foram
observados (aumento de 4x, p<0,05). Assim, os resultados obtidos neste trabalho sugerem um
efeito direto da fertirrigacdo do solo no aumento dealguns GRAs e de BRN. Contudo, um aspecto
positivo observado esta na tendéncia de diminuicdodo total de GRAs na amostra do acude a jusante
a éarea fertirrigada, sugerindo um decaimento natural de GRA no ambiente. No entanto, mais
estudos s&o necessarios para possibilitar uma melhor compreenséo do impacto da fertirrigacéo na
disseminacéo de elementos de resisténcia a antibidticos em solo e outras matrizes ambientais, bem

como no potencial de transferéncia desses GRAs a microbiota ambiental.

Palavras-chave: elementos de resisténcia, dejetos suinos,solo.



ABSTRACT

The effluent from the confinement of swine is a potential source of antibiotic resistance genes
(ARGS), which can be disseminated in the environment through the practices of final disposal of
the treated effluent, such as application in soils, a very common practice in swine farming. To
investigate this hypothesis, a swine farm that uses its treated effluent for corn irrigation was chosen
to monitor ARGs and physicochemical parameters, in addition to the isolation of norfloxacin-
resistant bacteria (NRB). The occurrence and abundance of resistance genes to beta-lactams
(blaTEM), macrolides (ermB), quinolones (gnrB), tetracyclines (tetA) and sulfonamides (sull), in
addition to the mobile genetic element integrase class 1 (intl1) and of the gene that estimates total
bacteria (16S rRNA), in samples of treated effluent (ET), fertigated soil (S1), soil with no history
of direct fertigation (S2) and a weir (A), both located downstream of the fertigated area.
Additionally, the quantification of total organic carbon (TOC), total nitrogen (TN) and pH was
performed in all samples studied. Four to five sampling campaigns were carried out, with the
collection of 1 L of treated effluent, five samples of 250 g of each soil (S1 and S2), in addition to
2L of water from the weir. The quantification of genes was performed by gPCR with primers
corresponding to each gene. Statistical tests were performed to verify the normality of the data and
to compare the samples. The average concentration of TOC and TN in the treated effluent was

713.2 mg/L and 2,434.5 mg/L, respectively. As expected, the concentration of these elements was
higher in the fertigated soil compared to the non-fertigated soil (p<0.05). TN concentration was 0.3
g/kg and 0.12 g/kg, respectively in S1 and S2, while TOC concentration was 28.6 and 17.8
respectively. S1 also had a slightly lower pH than S2 (6.3 + 0.3 and 8.0 + 0.5, p<0.05, respectively).
In the weir, the average TOC content was 13.6 + 8.5 mg/L and TN was 3.0 + 0.7 mg/L. All
investigated genes (ermB, tetA, sull, intl, gnrB, blaTEM) and the mobile genetic element int1l were
detected in all sampling campaigns of S1, S2, A and ET. However, the gnrB gene was below the
detection limit of the analytical method in both soils in some sampling campaigns. The absolute
abundance of ARGs referring to the average of all collections was approximately 10.5 log10 in S1,
9.6 l0og10 in S2, treated effluent of 6.62 log10 and from the weir 3.62 log10. The sull gene was the
most abundant among the samples, with the exception of the weir samples, in which the blaTEM
gene was more abundant. The relative abundance ranged from -0.90 to 2.23 log10 in the treated
effluent, -3.22 to 0.69 in the water samples from the weir, -3.32 to 0.47 log10 in the S1 and from -



4.06 a -0.43 1og10 copies/16S rRNA in S2. Comparatively, the sull and tetA gene were statistically
more abundant in S1 than in S2, in all collections, while for other genes, the variations in the results
between collections do not allow a clear conclusion. Similar to what was observed for sull and
tetA genes, higher values of norfloxacin-resistant bacteria in fertigated soil compared to S2 soil
were observed (4x increase, p<0.05). Thus, the results obtained in this work suggest a direct effect
of soil fertigation on the increase of some ARGs and NRB. However, a positive aspect observed is
the tendency of decreasing total ARGs in the sample from the weir downstream to the fertigated
area, suggesting a natural decay of ARGs in the environment. However, further studies are needed
to provide a better understanding of the impact of fertigation on the spread of antibiotic resistance
elements in soil and other environmental matrices, as well as on the potential for the transfer of

these ARGs to the environmental microbiota.

Keywords: resistance elements, swine manure, soil.
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1 INTRODUCAO

Novos mecanismos de resisténcia vém surgindo e se disseminando em escala global,
ameacando o tratamento de doengas comuns como pneumonia, tuberculose e gonorreia.
Tratamentos com antibidticos tornam-se ineficazes em muitos casos, pela diminuicdo da eficacia
desses medicamentos através da resisténcia adquirida (WHO, 2018).

Segundo projecdes da (OMS) Organizacdo Mundial da Saude , o uso de antibidticos sera
responsavel por dez milhdes de dbitos até 2050 e serd associada a maior causa de mortes, nUmero
maior do que o atribuido ao cancer (oito milhdes) e a aos acidentes de transito (um milhdo e
duzentas mil mortes). O aumento continuo da resisténcia a antimicrobianos custard ao mundo cerca
de 100 trilndes de dblares americanos nesse cenario, a resisténcia a antibioticos causara prejuizos
financeiros lastimaveis, como na area da saude e producdo de alimentos (O’NEILL, 2014).

Dessa forma, a resisténcia a antimicrobianos esta entre 0s maiores riscos para a salde
global, encaixando-se no conceito de Satide Unica, que integra satide humana, animal e ambiental
e propbe a implementacdo de politicas, legislacdo e programas, a fim de possibilitar melhores
resultados em salde publica e minimizar os riscos globais (CFMV,2020). A resisténcia a
antimicrobianos ocorre quando certas bactérias sdo capazes de reproduzir mesmo na presenca dos
antibidticos em niveis terapéuticos (TAVARES et al., 2008; WHO, 2014).

Antimicrobianos sdo utilizados na medicina veterinaria na prevencao de doengas, como
promotores de crescimento, no controle e tratamento de doencas. Estima-se que aproximadamente
70% dos antibioticos no mundo sdo utilizados na producdo animal, sendo frequentemente
prescritos em granjas de suinos (ZEINELDIN et al, 2019). De modo geral, a maior parte desse tipo
de medicamento ndo é metabolizada nos organismos dos animais, sendo eliminada através da urina
e das fezes (NEGREANU et al., 2012).

E importante ressaltar que a microbiota intestinal de animais comp&e uma importante
reserva de (GRA) Genes de Resisténcia a Antibidticos entre 0s reservatorios ambientais que
contribuem para a generalizagdo da resisténcia antimicrobiana. Acredita-se que a administragéo de
antibidticos promova pressdo seletiva no trato gastrointestinal dos animais, selecionando e
enriquecendo bactérias resistentes a antibioticos (ALLEN et al., 2014). Tal fendmeno pode trazer
consequéncias danosas a salde humana e ambiental como um todo, uma vez que o reuso de
efluentes da pecuaria tornou-se uma atividade amplamente difundida, sendo uma pratica comum

na suinocultura como no reaproveitamento do efluente tratado para irrigagdo (ABPA, 2020).
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O problema do reuso do efluente de atividade pecuéria esta na capacidade de remocdo total
de patégenos advindos principalmente da limpeza das areas de criagdo de animais (BETTIOL et
al,.2000). Os tratamentos convencionais de efluentes ndo foram desenvolvidos para remover
contaminantes em pequena concentracdo como antibidticos, genes de resisténcia e bactérias
resistentes (ARAUJO et al., 2020). A remocao ou reducio desses poluentes depende diretamente
do tipo de tecnologia utilizada, tamanho e composicéo do efluente (CHEN et al, 2013; OSINSKA
etal., 2017).

O reuso de agua ndo potavel para fins agricolas esta previsto na Resolu¢cdo CNRH n° 54/05,
que ressalta sua importancia devido ao aumento dos gastos para tratamento de gua, considerando
0 uso para abastecimento publico e a escassez de aguas em algumas regides do territorio brasileiro.
Essa pratica pode contribuir para a reducdo da demanda de agua potavel no cultivo agricola e
auxiliar na introducédo de nutrientes proprios das aguas residuarias (ABPA, 2020).

Na legislacdo brasileira sdo solicitadas comumente andlises de pardmetros bioldgicos
referentes aos agentes patogénicos Escherichia coli e ovos viaveis de helmintos em biossélidos e
efluentes destinados ao uso em solo. Contudo, a analise da presenca de (BRA) Bactérias
Resistentes a Antibidticos e GRAs é um tema ainda ndo contemplado para fins de diagnostico
ambiental no Brasil (CONAMA, 2020).

Devido a ameaca da resisténcia antimicrobiana, o tema foi contemplado recentemente no
regulamento do Parlamento Europeu e do Conselho, que cita 0 monitoramento da resisténcia
microbiana como requisito suplementar, e principalmente quando houver evidéncias cientificas de
riscos no conceito da Satde Unica (UNIAO EUROPEIA, 2020).

Perante a problemaética da resisténcia antimicrobiana, a OMS desenvolveu, em 2015, o
Plano de Ac¢édo Global sobre Resisténcia Antimicrobiana. Entre os principais objetivos do plano,
estd melhoria na compreensao sobre a resisténcia a antimicrobianos através do desenvolvimento
de pesquisas acerca da tematica.

Nessa perspectiva, o Ministério da Saude tem incentivado o fortalecimento de
conhecimentos sobre a resisténcia antimicrobiana, em seu Plano de Acdo Global de Resisténcia
aos Antimicrobianos (BRASIL, 2019). Dessa forma, a pesquisa torna-se instrumento indispensavel
para averiguacgdo da possibilidade de disseminacao da resisténcia no meio ambiente para auxiliar

no entendimento e na tomada de decisdes para elaboracdo de a¢Bes preventivas e corretivas.
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Uma das hipoteses investigadas nesse estudo destaca a possibilidade de disseminacdo de
genes de resisténcia a antibidticos no solo apds o langamento de efluente de suinocultura. Ha
também a possibilidade de transferéncia horizontal dos GRA por meio das bactérias no solo pelas
matrizes ambientais e consequente transporte de genes ativos ou (EGM) Elementos Genéticos
Moveis -EGM a cursos hidricos de abastecimento.

Até 0 momento, ndo existe um consenso na literatura a respeito do risco da disseminacéao
de GRAs a partir da aplicacdo de efluentes tratados proveniente de producdo animal, deixando
incerteza sobre sua permanéncia no solo e disseminacdo no meio ambiente. Assim, considerando
que no Brasil o reuso de efluentes para fins agricolas é recomendado, é importante verificar a

ocorréncia de genes de resisténcia antimicrobiana em solos proximos a area de manejos agricolas.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de elementos genéticos de resisténcia
a antibioticos em amostras de solo submetidos a irrigacdo constante com efluente de
suinocultura tratado, de solo que ndo recebeu a fertirrigacao direta, de efluente tratado e de

agua de um acude adjacente a area de confinamento dos suinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Mensurar os parametros fisico-quimicos pH, (NT) Nitrogénio Total e (COT) Carbono Orgéanico
Total das amostras estudadas.

b) Quantificar os genes de resisténcia a antibidticos blaTEM, ermB, qnrB, sull e tetA, além do
gene referente a elementos genéticos mdveis intll e o gene do dominio Bacteria RNAr 16S,
em amostras de solo e no efluente tratado;

c) Comparar a quantidade de (BRN) Bactérias Resistentes a Norfloxacina nas amostras de solo
em uma campanha amostral.

d) Verificar a ocorréncia de correlacéo entre os parametros fisico-quimicos e as abundancias dos

genes nos solos estudados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. 1 SUINOCULTURA NO BRASIL

A producdo de suinos vem contribuindo de forma significativa na economia do pais, com
cerca de 1.597 milhdes de dolares somente no ano de 2019. Juntas, a avicultura e suinocultura
foram responséaveis pela geracdo de 4,1 milhdes de empregos e um (PIB) Produto Interno Bruto de
120 bilhGes para o pais no ano de 2020.

O Brasil é 0 4° produtor mundial de suinos, com estimativa de producdo em 2021 de 4.25
milhdes de toneladas. Conforme o Relatério da (ABPA) Associacao Brasileira de Proteina Animal
, houve aumento de 36.53% na exportacdo de carne suina no ano de 2020 em relacdo a 2018, sendo
0 estado de Minas Gerais 0 maior consumidor de carne suina no pais (ABPA, 2020; BNDES, 2017;
EMBRAPA Suinos e Aves, 2021).

Paralelamente & importancia econdémica da suinocultura, tem-se também o aumento de
dejetos gerados na producao em areas de confinamento. Uma unidade de producéo de leitbes gera
um volume de dejetos equivalente a 22,8 L/animal/dia e consome 35,3 L/animal/dia de agua,
levando em conta que somente no ano de 2019, mais de dois milhdes de cabegas suinas foram
alojadas no territdrio brasileiro (ABPA, 2021).

Em areas de confinamento de suinos usualmente ha elevada concentracdo de animais por
area, gerando assim um volume concentrado de estrume, composto por fezes, urina, pelos,
carcacas-quando a atividade possui um sistema de abatedouro-, excedentes de ragdes entre outros
materiais advindos dos processos produtivos. Assim, o efluente bruto, resultante da limpeza dos
dejetos constitui uma fonte potencial de impacto no ecossistema local devido a alta carga de (DBO)
Demanda Bioguimica de Oxigénio e (DQO) Demanda Quimica de Oxigénio e nutrientes e deve
ser tratado antes do langcamento em cursos hidricos e/ou solo (MAPA, 2016;0LIVEIRA, 2021).

3.2 REUSO DE EFLUENTES NA AGRICULTURA

A agricultura é a maior consumidora de dgua potavel no mundo, responsavel por 70% do
uso. O aumento da demanda hidrica fruto do crescimento populacional, além do atual estresse
hidrico no cenario mundial tornam as praticas de racionamento e recirculagdo de agua,
imprescindiveis (SAPKOTA, 2019; WORLD BANK GROUP, 2016).



23

Visando atender a atual demanda hidrica, a OMS estimula o0 emprego de aguas residuarias
na agricultura: além da economia de agua potavel, a préatica da fertirrigacdo por vezes supre a
caréncia de nutrientes indispensaveis ao crescimento das plantas como nitrogénio, fosforo, calcio,
potassio entre outros podendo auxiliar na economia de fertilizantes convencionais em muitos casos
(WHO, 2006).

Portanto, a fertirrigacdo com efluente tratado oriundo do estrume gerado pela producao
animal vem a ser uma das alternativas mais adotadas, constituindo-se em um metodo de aplicacéo
de fertilizantes por meio da &gua da irrigacao. Para esse fim, torna-se necessario o conhecimento
da mobilidade dos nutrientes no solo assim como as necessidades nutricionais de cada cultura
(SENAR, 2019). A fertirrigacdo também melhora a capacidade de retengdo de agua no solo além
da ativacao da microbiana do ambiente a longo prazo, contribuindo com a resisténcia da vegetacdo
a pragas e doencas, devido a matéria organica atribuida a esse residuo (MARCHI, 2010).

O efluente tratado da suinocultura, assim como qualquer efluente de produgéo animal, tem
composigao heterogénea em dimenséo e volume, o que torna complexa a determinacéo da estrutura
quimica da matéria organica dissolvida nesse residuo. J& foi observado a presenca de grupos
funcionais nitrogenados em efluentes derivados da producdo de suinos, que podem remeter a
liberacdo de nitrogénio e posterior contribuicdo desse elemento para o solo (BOSCO et al, 2016).

Entretanto, deve-se proporcionar o tratamento devidamente seguro de efluentes para uso
em ambiente agricola, ja que pode haver riscos associados a pratica. Alguns estudos em granjas de
suinos no Brasil, verificaram alteracdes significativas de fosforo, oxigénio dissolvido, coliformes
termotolerantes, e alto indice de eutrofizacdo em uma bacia hidrografica sob influéncia da
suinocultura (BOSCO et al, 2016); CANODA,2017).

O uso de excrementos, compostos e biofertilizantes de origem animal é permitido no Brasil
para uso como fertilizantes e corretivos em sistemas de producdo organica, desde que os residuos
sejam compostados e bioestabilizados. (MAPA, 2020). Contudo, ao contréario dos fertilizantes
quimicos, formulados de forma especifica para cada cultura, dejetos animais podem conter varios
minerais em diferentes quantificacdes, em relagdo a capacidade de absorcdo pela cultura. Deste
modo, uma das alternativas é a limitagdo da quantidade de dejetos pelo nutriente exigido em menor
guantidade pela planta como cobre, zinco (muito presentes no esterco) e nitrogénio (quando a
concentragdo de micronutrientes é menor). E recomendado o uso de dejetos com menores

quantidades de zinco, cobre, fosforo, nitrogénio, antibidticos e outros medicamentos. Para
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compostagem ou cobertura de solo, recomenda-se relacdo de C:N na proporcédo de 18:1, 10:1 e de
19:1 para esterco bovino, de aves e suino, respectivamente (2006 KIEHL, 1985; SPADOTTO et
al).

3.2 RECOMENDACOES DE REUSO DE EFLUENTES DA SUINOCULTURA NO SOLO
A Resolucdo n° 54/2005 do (CNRH) Conselho Nacional de Recursos Hidricos, atribui ao

Sistema Nacional de Recursos Hidricos a avaliacdo das praticas de reuso de agua, abrangendo em
seu terceiro artigo a aplicacdo de &gua ndo potavel para producdo agricola, assim como elaboracao
de instrumentos regulatérios e incentivos para a modalidade. Além disso, a Resolu¢gdo CNRH n°
121/2010 prevé o uso para fins agricolas e florestais, desde que ndo exponha riscos ou cause dano
ambiental ao meio ambiente e a satde da populacdo (CNRH, 2010).

Conforme a Resolugcdo (CONAMA) Conselho Nacional do Meio Ambiente n°® 430/2011 e
a Deliberacdo Normativa Conjunta COPAM/CERH-MG n° 01/2008, os parametros e padrdes para
lancamento em solo ndo necessitam estar em conformidade com os exigidos para lancamento nos
cursos hidricos, ndo havendo, contudo, poluicéo e contaminacdo dos recursos hidricos adjacentes.
Entre os parametros orientadores listados na norma estdo pH, temperatura, demanda bioquimica de
oxigénio- DBO, coliformes termotolerantes, entre outros.

A Resolucdo CONAMA 498/2020, referente a aplicacdo de biossolidos em solo, lista entre
0s critérios para analise microbioldgica ovos viaveis de helmintos e Escherichia coli por grama de
solidos totais (gt de ST). A legislacdo brasileira ndo dispde ainda de leis especificas em nivel
federal que limitem a aplicacéo de efluentes derivados de Sistemas Intensivos de Produgdo Animal
— SIPA no solo ou que prevé a analise de BRAs e GRAs para fins de diagnostico ambiental.

Na modalidade de reuso de efluente de producdo animal, ha uma iniciativa do Estado do
Parana, no anexo Il da Resolucédo para licenciamento da suinocultura, que contém critérios para
utilizacdo agricola dos dejetos suinos (SEDEST, 2020), além de duas outras legislacdes estaduais
especificas para esse fim de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, considerando que estes estados
sdo 0s maiores produtores de suinos no Brasil. Contudo, ainda had uma lacuna quanto a
especificidade e o reaproveitamento desse tipo de residuo (ARANTES, 2020).

Os residuos da suinocultura séo utilizados em forma de estrume bruto (sem tratamento) e
tratado (apos tratamento), com a fertirrigacéo, sendo um dos métodos mais utilizados para evitar o

lancamento direto do efluente tratado nos corpos hidricos. H& estudos que recomendam célculos
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para uso de dejeto liquido de suinos, considerando um teor de nitrogénio, fosfato e potassio
(MIYAZAWA et al, 2015). Porém, faz-se necessario realizar um memorial de célculo especifico
para atendimento de cada atividade para que ndo seja aplicada uma taxa maior de nutrientes no
solo do que a necessaria e gerar um impacto negativo no meio.

Consoante a classificacdo da (IN) Instrugdo Normativa 61/2020, como fertilizante organico,
0 residuo da suinocultura enquadra-se como “Classe A”, desde que seja isento de contaminantes e
seguro para uso na agricultura. O Art.9° dessa normativa, que cita a pratica da fertirrigacéo,
contempla valores minimos de carbono orgéanico (3%) e macronutrientes primarios (nitrogénio,
fésforo, potéssio, calcio, magnésio: 1%; cobre, ferro, manganés: 0,02 % ; zinco e cloro :0,1%;
cobalto molibdénio, niquel :0,005%; selénio: 0,003%; silicio :0,05% e boro :0,01% (MAPA, 2020).

Em Minas Gerais, a Deliberacdo Normativa do (CERH-MG) Conselho Estadual de
Recursos Hidricos —permite uso de esgoto domésticos na fertirrigacao superficial localizada ou por
aspersao, compreendendo além dos critérios fisico-quimicos, a analise de coliformes
termotolerantes (CERH-MG, 2020). No Ceara foi instituido em 2016 um selo de reuso para
atividades internas e externas, com um dos requisitos minimos para sua obtencdo, a licenca
ambiental de funcionamento (CEARA, 2016).

De modo geral, os padrfes utilizados para o reuso nos dispositivos legais limitam-se a
quantificacdo de coliformes termotolerantes e/ou ovos de helmintos, e ndo abordam agentes
potenciais de disseminacdo de resisténcia antimicrobiana como concentra¢fes residuais de
antibidticos, BRAs ou GRAs (Tabela 1).

Haja vista que a aplicacdo de efluente da suinocultura do solo é recorrente e que 0 uso de
antibidticos na suinocultura € uma prética comum, a analise de antibidticos residuais, GRAS e
BRAs em efluentes tratados e solos fertirrigados poderia ser uma ferramenta para verificacdo de
potenciais riscos para a saude, ja que a resisténcia antimicrobiana se tornou uma das maiores

preocupacdes no ramo da saude (WHO, 2018).
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Matéria

Parametros exigidos/condicfes de
aplicacéo

Legislacdes Orgéo
Resolucdo n° CNRH
54/2005

Resolucdo n°

1212010  CNRH
Resolugcdo n° CONAMA
430/2011

Deliberacio  COPAM e
Normativa CERH- MG
Conjunta n°

01/2008

Resolucéo CONAMA
498/2020

Resolucéo CONERH
n°75/2010 /BAHIA
Resolucéo ESTADO
conjunta DE SAO
n°01/2020 PAULO
Lei n® ESTADO
16.033/2016 DO CEARA

Modalidades, diretrizes e critérios
gerais para a préatica de reuso direto
ndo potavel de &gua, e da outras
providéncias.

Diretrizes e critérios para a pratica de
reuso direto ndo potavel de dgua na
modalidade agricola e florestal

Condices e padrdes delangamento
de efluentes

Classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais
enquadramento, condic¢des e padrdes
de lancamento de efluentes.

Critérios e procedimentos para
producéo e aplicacdo de biossolidos
em solos, e da outras providéncias.

Procedimentos para disciplinar a
prética de reuso direto ndo potavel de
adgua na modalidade agricola e/ou
florestal.

Reuso direto ndo potavel de agua,
para fins urbanos, proveniente de
Estacdes de Tratamento de Esgoto
Sanitario e da  providéncias
correlatas.

Politica de reuso de &gua néo potavel
no &mbito do Estado do Ceard

O reuso direto ndo potavel de 4gua,abrange
a aplicacdo para producdo agricola e
cultivo de florestas plantadas.

A aplicacdo de agua de reuso para fins
agricolas e florestais ndo pode apresentar
riscos ou causar danos ambientais e a
salide pablica.

A disposicgéo de efluentes no solo ndopode
causar poluicdo ou contaminacdo das
aguas superficiais e subterraneas

Limite de 200 coliformes termotolerantes
por 100 mililitros em 80% ou mais, de pelo
menos 6 (seis) amostras, coletadas durante
0 periodo de um ano, com frequéncia
bimestral

Caracterizacdo do biossélidos a ser
destinado para uso, em solos, deve prever
potencial agronémico, reducdo de
atratividade de vetores; substancias
quimicas; e qualidade microbioldgica.

Coliformes termotolerantes por 100 ml:
até 1x105

(média geométrica durante o periodo de
irrigagdo, alternativa e preferencialmente
pode-se determinar E. coli).

Ovos de helmintos por litro :1 unidade

Coliformes termotolerantes: < 200 ou E.
coli <120 UFC/100mL

Ovos de helmintos: até 1 ovo/L ou ovos
viaveis de Ascaris sp: até 0,1 ovos/L
Giardia e Cryptosporidium: ndo detectavel
(cistos/L)

Instituicdo do Selo Reuso para 0s usuarios
de &gua de reuso externo e interno.

Fonte: a autora.
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3.3 TRATAMENTO DO EFLUENTE LiQUIDO DA SUINOCULTURA

A definicdo do liquido ja tratado proveniente da limpeza das areas de producdo animal
detém de variadas terminologias como dejetos, fracdo liquida, liquido clarificado, &guas
residuarias, efluentes de currais leiteiros, efluente, sobrenadante (SALAZAR et al, 2019). O termo
utilizado nessa pesquisa sera “efluente tratado”.

Na suinocultura, o efluente liquido geralmente & composto por fezes, urina, pelos, carcagas-
quando a atividade possui um sistema de abatedouro-, excedentes de ragdes entre outros materiais
advindos dos processos produtivos (OLIVEIRA, 2021).Apesar da grande variagdo de parametros
entre as granjas de suinocultura, quando os efluentes dessa atividade séo analisados, comumente
sdo encontradas concentracGes altas de matéria organica e solidos em suspensdo, além de
quantidades significativas de nitrogénio e fésforo (BRITO et al.,2017).

Para uma destinagdo correta do efluente tratado, faz-se necessario o conhecimento prévio
da carga organica e inorganica atraveés de andlises de suas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas a fim de dispor de tratamentos apropriados e proteger 0 meio de possiveis
contaminag0es. A tecnologia empregada deve propiciar a minimizacao de perturbagdes para 0 meio
e se possivel, o reaproveitamento dos residuos.

N&o ha consenso na literatura quanto a melhor técnica para manejo de dejetos suinos no
Brasil, devido as peculiaridades de cada sistema de criagdo de suinos. As técnicas compreendem
desde as mais simples como esterqueiras, bioesterqueiras, biodigestores aos sistemas de lagoas em
série, compostagem entre outras. O tratamento de dejetos somente deve ser realizado quando os
elementos fertilizantes excederem as necessidades nutricionais das culturas e causarem alguma
situacdo de risco de contaminacdo ou poluicdo (OLIVEIRA, 2021).

No Estado de Minas Gerais, 0 sistema de biodigestor seguido de lagoa(s) prevalece com
supremacia nos tratamentos de efluentes (96 empreendimentos) nas suinoculturas ciclo completo
(Figura 1-A), presentes no (SIAM-MG)- Sistema de Informagdes Ambientais do Estado de Minas
Gerais (BRITO et al.,2017). Como disposicéo final dos efluentes, a fertirrigacao representa o maior
uso, com cerca de 117 empreendimentos que utilizam a técnica, seguida de fertirrigacdo e

lancamento em corpos hidricos (Figura 1-B).
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Figura 1- Tratamentos dos efluentes da suinocultura em Minas Gerais e disposi¢éo final dos
efluentes da suinocultura em Minas Gerais

A -
m Fertirrigagéo
Biodigestor + ® Fertirrigagdo e
ETE Quimica lancamento
m Biodigestor m Relso
mLagoa m Langamento e
redso
B Biodigestor + m Fertirrigagdo e
Lagoa rediso
m Outros = Evaporagao/pe

rcolacdo
® Lancamento

Fonte: Adaptado de Brito (2017). A: Tratamento dos efluente e B: Disposi¢do final dos efluentes

O sistema de lagoas € o mais recomendado pela OMS na irrigacdo de alimentos crus e
industrializados. Uma alternativa seria a interacdo entre os dois mecanismos bioldgicos, utilizando
o0 biodigestor anaerdbio, e em seguida um tipo de lagoa de estabilizacdo, que podem ser aerdbias,
anaerdbias e facultativas (OLIVEIRA, 2021). O sistema de tratamento elaborado pela
EMBRAPA/UFSC, composto por um decantador seguido de quatro lagoas - duas lagoas
anaerobias, uma lagoa facultativa e uma lagoa com aguapes compde uma das solugbes para

adequacdo dos dejetos suinos as legislacdes ambientais. (KUNZ et al, 2005)

3.4 ANTIBIOTICOS E SUINOCULTURA

Na medicina veterinaria € comum o uso de antibiéticos como recurso terapéutico, na
prevencéo de patologias e indugéo do crescimento dos animais. Como promotores de crescimento,
o0s antimicrobianos auxiliam na manutencdo da qualidade da microbiota intestinal, melhorando a
absorcdo de nutrientes. Como atuam diretamente no controle da microbiota patogénica, reduzem a
competicdo por nutrientes e de metabolicos que dificultariam o crescimento animal (DUARTE,
2021).

B
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Dessa forma, os antimicrobianos s&o importantes sobretudo em sistemas de confinamento,
atuando na prevencéo do alastramento de doencas infecciosas entre 0s animais e de zoonoses aos
humanos, na seguranca alimentar de mercadorias de procedéncia animal, assim como na melhoria
da produtividade da granja (ARIAS e CARRILHO, 2012).

Contudo, o uso continuo desses medicamentos reduziu gradativamente os efeitos dos
antibidticos empregados, levando ao aumento das dosagens e dependéncia integral desses
medicamentos para manutencédo das cadeias produtivas (DUARTE, 2021).

O relatorio publicado pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos norte-americana
sobre antibioticos vendidos para uso em animais produtores de alimento de 2018 a 2019, realgou a
classe das tetraciclinas como a mais vendida (cerca de 67% das vendas no mercado interno dos
Estados Unidos da América). Dentre a lista, estdo a classe das fluoroquinolonas, macrolideos,
sulfonamidas, tetraciclinas, penicilinas e polimixinas. Cerca de 85% das lincosamidas e 40% dos
macrolideos comercializados eram para uso em suinos (FDA, 2019; SILVA, 2021).

Um estudo realizado no Brasil com 58 (cinquenta e oito) propriedades de cria¢do de suinos,
na regido de Tubardo, no Estado de Santa Catarina apontou as aminopenicilinas, tetraciclinas,
anfenicois, quinolonas e macrolideos como o0s grupos de antibiéticos mais utilizados nos sistemas
de suinocultura visitados, em grande parte de médio porte. Os antibidticos sdo utilizados na terapia,
profilaxia e como promotores de crescimento (ALBERNAZ-GONCALVES et al., 2021).

No Brasil, alguns farmacos ja foram banidos ou pelo menos recomendados a
descontinuidade pelo (MAPA) Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Tabela 2). A
Unido Europeia, em 1999, baniu a tilosina, virginiamicina, bacitracina e espiramicina (ANVISA,
2018). A espiramicina foi descontinuada no Brasil treze anos mais tarde pela IN 14/2012.
Recentemente, a IN 01/2020 proibiu o uso dos antibi6ticos tilosina, lincomicina e tiamulina como

promotores de crescimento.
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Tabela 2- Instrugdes normativas vigentes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e abastecimento
para uso de antimicrobianos em animais

Principio ativo

Legislacao

Recomendacéo

Avorpacina

Cloranfenicol e
nitrofuranos

Olaquindox

Carbadox

Anfenicois, tetraciclinas,
beta lactamicos
(benzilpenicilamicos e
cefalosporinas),
quinolonas e sulfonamidas

Eritromicina e
espiramicina

Sulfato de colistina

Tilosina, lincomicina e
tiamulina

Oficio Circular
DFPA n°
047/1998

IN 09/2003

IN 11/2004

IN 35/2005

IN 26/2009

IN 14/2012

IN 45/2016

IN 01/2020

Proibe uso na alimentacdo animal com a
finalidade de aditivo

Proibe a fabricacdo, a manipulacdo, o
fracionamento, a comercializagéo, a importacao
e 0 Uso

Proibe a fabricacdo, a importacdo, a
comercializagdo e o uso como aditivo promotor
de crescimento em animais produtores de
alimentos.

Proibe a fabricacdo, a
comercializagdo e 0 uso

importacdo, a

Vedada a sua utilizagdo como aditivos
zootecnicos melhoradores de desempenho ou
como conservantes de alimentos para animais.

Descontinuidade.  Todavia,
utilizadas em uso terapéutico

podendo  ser

Proibe a importacdo e a fabricacdo da substancia
a finalidade de aditivo zootécnico melhorador de
desempenho na alimentagéo animal,

Proibido uso como aditivo

Fonte: ANVISA, 2018; MAPA (2021);.Ministério Pablico Federal (2013).

Devido a preocupagdo quanto a resisténcia antimicrobiana, 0 MAPA implementou no ano

de 2021, o Programa de Vigilancia e Monitoramento da Resisténcia aos Antimicrobianos no

Ambito da Agropecuaria, visando fortalecer conhecimentos cientificos e desenvolver um sistema

de monitoramento nacional pautando a resisténcia aos antimicrobianos na agropecuéria (MAPA,

2021). Além disso, 0 MAPA citou, em um manual de orientagGes sobre aditivos zootécnicos, a

necessidade da apresentacdo de estudos que contemplem os riscos associados & selegcdo e/ou



31

transferéncia de resisténcia a antibidticos para autorizagdo de matéria prima destinada a fabricagéo
de aditivos zootécnicos (MAPA, 2020).

3.5 ANTIBIOTICO NORFLOXACINA E BACTERIAS RESISTENTES

A norflaxacina € muito utilizada na suinocultura para fins terapéuticos e foi relatada como
0 antibidtico mais abundante no efluente tratado na granja de suinos do presente estudo (Pereira,
n&o publicado). E um antimicrobiano pouco absorvido pelo intestino: cerca de 2/3 do medicamento
é eliminado pelas excretas dos animais) , sendo utilizado para tratamento no trato urinario e
gastrointestinal (BIBLIOMED, 2021; MORES et al., 2015).

Com composicdo quimica acido metil-7-(1-piperazinil) -6-fluoro-1-4-diidro-4-oxo-3-
quinoleina carboxilico, a norflaxacina pertence a classe das fluoroquinolonas e enquadra-se no
grupo dos medicamentos mais antigos dessa classe (ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina).
Atua diretamente na inibicdo das atividades do DNA girase e da topoisomerase, enzimas
fundamentais para a replicacdo das células bacterianas (MANUAL MSD, 2021; REIS, 2014).

Entre as bactérias consideradas como importantes em nivel global pela OMS em 2017,
estdo as resistentes a classe das fluoronoquinolonas, como a Campylobacter, e a Salmonella spp,
além da Neisseria gonorrhoeae também resistente a cefalosporina de terceira geracdo (avaliadas
como prioridade alta), e a Shigella spp (prioridade média). As bactérias patdgenas Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae sdo as de maior prioridade (critica) e
todas sdo resistentes aos carbapenémicos, antimicrobianos da classe dos B-lactamicos (WHO,
2017).

3.6 MECANISMOS BIOQUIMICOS DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A resisténcia a antimicrobianos reflete na capacidade de uma bactéria impedir a acdo de um
farmaco, relacionada aos genes que codificam variados mecanismos bioquimicos. A resisténcia a
antibidticos pode ser intrinseca, ou seja, ja presente de forma natural no codigo genético do
microrganismo ou adquirida, através da transferéncia de genes e/ou mutac¢des (TAVARES, 2014).

Na resisténcia adquirida, ocorre alteracdo na estrutura e bioquimica da bacteéria, levando a
perda ou ineficiéncia da acdo do medicamento (CHEN et al, 2011). Essas modifica¢fes ocorrem
por alteracBes genéticas nos cromossomos ou por plasmideos, pequenas moléculas de DNA

extracromossodmicas. Em condicdes apropriadas, esses fragmentos de DNA podem ser transferidos
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para bactérias transformantes, capazes de obter o DNA exdgeno. De modo geral, os plasmideos
possuem funcdo de sobrevivéncia, e muitos contém genes que codificam a resisténcia a
antimicrobianos (CECCATO et al, 2015).

Por se tratar de mecanismos que retratam a diminui¢do da concentracdo de antibioticos no
meio celular, optou-se por seguir a classificagdo utilizada por Santos et al (2014) e Chen, Chopra
et al (2011), que associaram a permeabilidade, efluxo e alteracdo do sistema de transporte em um
unico agrupamento (reducdo da concentracdo do farmaco ou prevencdo de seu acumulo). Dessa
forma, os principais mecanismos de defesa citados no presente trabalho sdo divididos em trés

grupos, de acordo com as caracteristicas de inativacao do antibio6tico. Esses sao:

1 — Inativacdo dos antibidticos por enzimas ou alteracdo estrutural;

2 —Reducéo da concentracdo do farmaco ou prevencdo de seu acumulo, que pode ocorrer pela
alteracdo dos sistemas de transporte da célula ou alteracdo de permeabilidade, diminuindo o influxo
e pela remocao ativa da droga do meio intracelular — efluxo.

3- Alteracdo do receptor da droga, inativando sua acdo sobre 0 microrganismo ou supressao do
receptor a partir da sintese de vias metabdlicas (SANTOS, 2014; CHEN et al, 2011; YONEYAMA
e KATSUMATA, 2006). Na sequéncia séo citados os genes investigados no presente estudo e 0s

mecanismos de resisténcia que cada gene codifica.

3.6.1 Gene ermB

O gene ermB configura resisténcia aos macrolideos, sendo 0s principais mecanismos de
resisténcia a modificacao do sitio alvo ap6s metilacdo do ribossomo, sistema de efluxo e inativacédo
pelas enzimas acetiltransferase, hidrolase, nucleotidiltranferase e fosfotransferase (SARIBAS et al,
2006; SUI et al., 2016).

Macrolideos sdo antibioticos produzidos por diversos microrganismos, todavia, atualmente
sdo modificados por alteragdo quimica para producdo industrial (MINETTO, 2013). Sdo potentes
para ampla diversidade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.Os genes ermB sdo
disseminados principalmente em estreptococos e enterococos (LECLERCQ et al., 2002) e sua
classe ja foi detectada em diversos ambientes agricolas em solos que receberam efluente tratado
(LUBY, MOORMAN e SOUPIR,2016; NEGREANU et al, 2012; SONI et al.,2015 ).
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3.6.2 Gene sul

Sulfonamidas sdo antibidticos sintéticos que atuam na inibicao do acido folico, e foram os
primeiros antibioticos utilizados frente as infecgcdes bacterianas. Seu uso € uma pratica comum na
suinocultura, sendo indicado no tratamento de pneumonia bacteriana, colibacilose suina, enterite
bacteriana, entre outros. A resisténcia antimicrobiana de um tipo de sulfonamida também indica
resisténcia aos outros da classe, o que pode facilitar a sua detec¢do (HOFF et al., 2008; LOFFLIN
et al.,2005; WERTH, 2020).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana as sulfonamidas sdo modifica¢fes em estruturas
de enzimas que fazem parte do metabolismo do &cido tetraidrofélico ou através da producdo de
acido fdlico por uma via metabolica alternativa e através da codificacao de enzimas diidropreroato
sintase com alteragdes, que reduzem a afinidade com as sulfonamidas, sendo o sull um dos genes
codificadores dessas enzimas , além da alteracdo da permeabilidade da membrana, além de
mutacdes que ocasionam alta sintese de &cido paraminobenzéico (MEZEI, 2017).

4.6.3 Gene tet

O grupo das tetracilinas compreende antimicrobianos naturais ou semi-sintéticos (ROSSI,
2017). Constantemente relacionado a multirresisténcia bacteriana, o gene tet configura resisténcia
a tetraciclina e com frequéncia sdo associados a elementos moveis como plasmideos, transposons
e integrons, o que configura a disseminacdo desse gene em diversas espécies de bactérias. Os
principais mecanismos de resisténcia sdo a bomba de efluxo que reduz a concentragdo do
antibiotico através da reducdo da concentracdo da tetraciclina para o meio extracelular através de
proteinas de membrana que realizam o transporte ativo e modifica¢do quimica da droga, em que a
tetraciclina se torna inativa perante sua acéo de inibidora da sintese de proteinas. (MATINI, 2015;
SCHWARZ et al., 1998; VRIES et al., 2009).

A tetraciclina atua ligando-se a subunidade 30S ribossomal da bactéria durante o inicio da
sintese de proteinas, evitando a jungdo do aminoacil-tRNA ao ribossomo. Sdo considerados
antibioticos de amplo espectro e utilizacdo, contudo, houve um notorio aumento da resisténcia
bacteriana ap0s sua introdugdo no uso veterinario e na agricultura (MARTI et al., 2006) O gene
tetA corresponde a uma bomba de efluxo encontrada em muitas espécies de bactérias gram-
negativas (ALDEMA et al., 1996; CARD, 2021).
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3.6.4 Gene blaTEM

A destruicdo das enzimas de beta-lactamicos, por enzimas beta-lactamase, consiste na
principal causa da resisténcia a esses antimicrobianos. Os antibidticos beta-lactamicos tém um
elemento comum em sua estrutura molecular: um anel de quatro &tomos conhecido como beta-
lactama. A enzima lactamase quebra esse anel, desativando as propriedades antibacterianas da
molécula, que configura o mecanismo de resisténcia do gene blaTEM (ANDRADE, 2020).

As beta-lactamases sdo enzimas produzidas por algumas bactérias e sdo responsaveis por
sua resisténcia a antibidticos beta-lactamicos como penicilinas, cefalosporinas (séo relativamente
resistentes a beta-lactamases), cefalexinas e carbapenémicos (ertapenem). A diminuicdo da
permeabilidade e alteragdes estruturais de proteinas ligadoras sdo também mecanismos de
resisténcias relacionados ao blaTEM (TAO et al., 2014). Os antibioticos beta-lactamicos sao
normalmente usados para tratar amplo espectro de bactérias gram-positivas e gram-negativas. As
beta-lactamases produzidas por organismos gram-negativos sdo geralmente secretadas (CARD,
2021).

As beta-lactamases sdo adquiridas por estafilococos por mutacdo genética ou por
transferéncia de plasmideos e causam a destruigdo irreversivel da atividade antimicrobiana dos
beta-lactamicos, através da hidrolizacdo da ligacdo amida do anel beta-lactamico (TAVARES,
2014).

3.6.5 Gene gnrB

Pelo amplo espectro de acdo, as fluoroquinolonas estdo entre os antibi6ticos mais prescritos
atualmente e sdo utilizados para tratar diversas infecces humanas (ALDRED et al., 2014). As
fluoroquinolonas atuam diretamente na inibicéo das enzimas (DNA) Acido Desoxirribonucléico -
girase e topoisomerase, importantes para replicacdo do DNA das bactérias (WERTH, 2020). Séo
antibidticos sintéticos com aplicagdo na medicina humana e animal e compondo uma das classes
de antibidticos mais utilizadas na atualidade no tratamento de infec¢Bes de origem bacteriana (DA
SILVA et al., 2020).

O principal mecanismo de resisténcia associado ao gene gnrB é a protecdo através de
proteinas Qnr diante enzimas alvo (CARVALHAIS, 2015). O gene gnrB foi o gene mais
encontrado em isolados da bactéria Klebisiella pneumoniae, em trés hospitais em Recife/PE, com

perfil de susceptibilidade de resisténcia a norfloxacina 94,3% (n=28), e esta entre as bactérias gram-
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negativas mais vinculadas as infecgdes junto a assisténcia a satde no Brasil (SCAVUZZI, 2015;
BIEDENBACH et al., 2004).

3.6.6 Elemento movel integrase

Integrons sdo elementos genéticos que possuem capacidade de transferéncia entre espécies
e linhagens, com acesso a um amplo conjunto de genes, permitindo a expressao e captura de genes
exogenos. O intl refere-se ao gene que codifica uma integron integrase, constantemente
relacionados a GRAs. Pode ser encontrado tanto em bactérias patogénicas e ndo patogénicas, com

rapida mobilidade, a depender do tempo de geracdo da célula hospedeira (GILLINGS, 2014).

3.7 GENES DE RESISTENCIA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Acredita-se que a propagacdo de genes de resisténcia a antibioticos deve-se a uma selecdo
natural promovida entre o contato de bactérias a componentes antibioticos. Quando um antibi6tico
administrado alcanca o sistema gastrointestinal dos animais, ocorre pressdo seletiva entre 0s
microrganismos presentes no meio, onde bactérias sobreviventes, ao multiplicar-se, pluralizam
também genes de resisténcia. Parte da droga e das bactérias é eliminada junto aos estrumes
produzidos pelos animais (NEGREANU et al., 2012).

De acordo com Pereira et al (2021), mais de 240 tipos de GRASs ja foram detectados em
amostras de estrumes e grande parte correlacionada com antibiéticos utilizados na producédo
animal. Assim, estudos indicaram principalmente o compartilhamento de GRAs relacionados as
classes dos antibioticos sulfonamidas (sul3), tetraciclinas (tetC, tetO, tetX, tetW, tetM, tetL, tetG) e
eritromicinas (ermB e ermC) em amostras de estrumes animais da suinocultura, bovinocultura e
avicultura (PEREIRA et al, 2021).

Em sistemas de suinocultura, usualmente, aplica-se o efluente pds-tratamento diretamente
no solo. A biomassa microbiana até entdo presente no efluente é em grande parte eliminada ao
entrar em contato com o solo, por alteragdes fisicas e quimicas do novo meio, como a mudanca de
temperatura e a incidéncia dos raios solares, afetando assim o equilibrio da microbiota (ARAUJO,
2002). Como a informag&o genética da bactéria resistente permanece mesmo ap0s sua morte, 0s
genes de resisténcia podem ser transferidos a outros microrganismos presentes em solos e nos
cursos hidricos, levando a contaminagdo desses ambientes.

Ja foi observada a ocorréncia dos antibiéticos da classe das sulfonamidas e tetraciclinas na

maior parte de amostras de dejetos suinos na China, com concentragdo maxima de até 57,95 mg



36

(CHEN et al, 2017). Loof et al. (2021), observaram ainda um aumento de GRAS no interior
intestinal de suinos alimentados com racdo adicionada de antibidticos. Na Tabela 3 sdo
apresentados os principais estudos encontrados na literatura sobre a deteccdo de genes de
resisténcia no solo ap6s a aplicacdo de efluente residuario e de alguns estudos envolvendo
ambientes aquéticos.

Estudos a respeito do efeito da aplicagdo de efluente tratado na perspectiva da resisténcia
a antibioticos ainda séo escassos na literatura, sendo mais comuns os referentes a solos irrigados
com efluente bruto ou com aplicacdo de estrume de animais, em que parte apresentam maior
abundancia de GRAs ap0s esse tipo de tratamento no solo, comparado a solos controle (HAN et
al., 2016; PENG, S et al, 2015; HEUER et al., 2011).

Alguns estudos ndo observaram aumento significativo da abundancia relativa de GRAs
como sulfonamidas, tetraciclinas e eritromicinas em solos que receberam efluente tratado, mesmo
em experimentos a longo prazo, 6 a 18 anos (NEGREANU et al., 2012; BEN et al, 2017).
Entretanto outros, mais recentes, apontaram aumento de GRAs as sulfonamidas, fluoroquinolonas,
beta-lactdmicos, tetraciclinas e o elemento genético mével integrase | (KAMPOURIS et al, 2021).

Agersg & Sandvang (2005), investigaram a resisténcia a tetraciclina em Alcaligenes,
Arthbacter e Pseudomonas presentes em efluentes da suinocultura, e atestaram o risco da
fertirrigacdo na possibilidade de transferéncia de GRAs do solo para animais e humanos por meio
de culturas vegetais ou agua potavel. A ingestdo de alimentos contaminados poderia disseminar a
resisténcia antimicrobiana aumentando gradativamente a diversidade em comunidades bacterianas
resistentes.

Em um estudo similar, Binh et al., (2008) encontraram um reservatorio de plasmideos de
ampla gama de hospedeiros que alojam multiplos GRAs em amostras de solos fertirrigados com
efluente da suinocultura. Indicaram ainda a possibilidade da transferéncia de GRAs através da
alimentacdo humana, por meio de vegetais crus ou pela alimentagdo dos animais. Em um estudo
realizado em Minas Gerais, todas amostras de fezes de isolados de suinos de Escherichia
coli(patogénicos e ndo patogénicos), foram resistentes aos antimicrobianos ampicilina, tiamulina,
tetraciclina e acido nalidixico e multirresistentes — quando sdo resistentes a trés ou mais classes de

antimicrobianos. A bactéria € responsavel por uma ampla gama de sintomas em humanos.
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Tabela 3- Abundéncia de GRASs reportadas na literatura em amostras ambientais

Amostras Pais Gene de Abundancia Abundancia relativa Concluséao Referéncia
resisténcia absoluta (rRNA 165)

Solo alterado com  Alemanha Sul (1) e - -4 a 3 logio de copias de O acumulo de genes de Heueretal.,
estrume suino sul(2) gene resisténcia no solo devido a 2011
Solo sem aplicagdo disseminacdo constante de
de estrume -5a-4 logyo de copias de  estrume estd provavelmente

gene ameacando a terapia de

doencas infecciosas

Obs: Sul (2) ndo

detectado em solo sem

historico de aplicagao de

estrume
Solo irrigado com  Israel sul(1), sul(2), 4 a6 logio -5a-2 logo Em geral, ndo houve aumento Negreanu et al.,
efluente tratado e tet(O), erm(f) (copia por -5 a -2 logio de copias de  significativo de GRAS. 2012
irrigados com agua erm(B), grama/mL)  gene Bactérias do efluente ndo sdo
fresca gnr(a capazes de competir com as

3 a6 logio Obs: Qnr abaixo dos bactérias do solo, mesmo ao
limites de deteccéo em longo do tempo. N&o
todas as amostras encontraram correlagdo entre o
efluente e o0 aumento de GR

Solos de parques China Tet (G), Solo semagua -4 a -2 logo Comparando estudos com solo  Wang et al.,
irrigados com agua tet(W), recuperada: 5a -6 a-3logi de copiasde em que aplicaram estrume da 2014
recuperada e sem sul(1), sul(2) 8 logio de gene por rRNA 16S suinocultura, a concentracdo de
agua recuperada e int(1) copias antibiéticos nos solos de

parques irrigados com 4&gua
residuaria foi bem menor. Mas
baixas taxas de antibioticos
também pode induzir ARGs e
estimular transferéncia
horizontal de GRAS
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Amostras  Pais

Gene de resisténcia

Abundéancia absoluta  Abundéancia relativa (rRNA 16s)

Concluséao

Referéncia

Solo de
suinocultura
fertilizado com
estrume tratado e
nao fertilizado

Solo de parques
irrigados com
efluente e com
agua fresca

Solos fertilizados
com estrume suino
e ndo fertilizado

Solo irrigado
irrigado com
efluente comercial
tratado e solo néo
irrigado.

China

Australia

China

Alemanha

Tet(w),tet(B)
, tet(0),
tet(s), tet(C),
tet(G), tet(2),
tet(L) e
tet(X)
Int1,tnpA,Bet
a-lactamicos
A B, CeD

Tet (C),
tet(O) e
tet(W),

Int(1),
tet(M),
blaTEM,
sull,
blaOXA-58,
qnr(S),
blaCTX-M32

-1 a -2 logiede copias de
tet/16S rRNA

Nao citou abundancia de
GRAs

-4 a -1 log de cdpias de
gene

-5a -2 log de copias de
genes

-8 a -3 logao copias
-6 a 3 logiochpias

A abundancia de tetG, tetL e
tetB aumentaram apos
fertilizacdo com estrume.

NUmero de ARGs detectados
no solo com reuso de agua foi
significativamente maior do
gue 0s que ndo receberam esse
tipo de tratamento. Ndo houve
diferenca significativa entre os
solos que receberam 4gua
potavel e os solos “primitivos”.

O impacto da irrigacdo com
efluente  tratado  depende
principalmente da carga de
GRA e da intensidade da
irrigagéo

Agua  residudria  tratada
promove disseminacdo de
GRAs e intl no solo em
comparagéo com irrigacdo com
agua fresca. O impacto da agua
residuaria tratada depende da
carga de GRAs e da intensidade
da irrigacéo.

Peng, S et al,
2015

Han et al., 2016

Ben et al., 2017

Kampouris et
al., 2021
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Amostras Pais Gene de Abundancia  Abundéancia relativa Conclusdo Referéncia
resisténcia absoluta (rRNA 165)
Rio urbano (curso sul I, 0 a3 logo Distribuicdo  temporal e Arsand, etal.,
de agua poluido) Brasil blaTEM , 2 a6 logo - espacial do gene dependeu da 2020
ermB e qnrS 0 a2 logio estacdo , presenca de GRAS a
-1a3logm sulfonamidas, eritromicina e
quinolona , com maior
Agua de lagos Sull, sul2, concentracdo do gene blaTEM
Suica tetB, tetM e - -5 a-1logo Czekalski et al.,
tetw A abundancia de genes sull, 2015
mesmo a resisténcia natural de
lagos de agua doce pode ser
afetada por atividades
antropogénicas, como descarga
Amostras agua Intl, sull, de aguas residuais. Dong et al,
residuaria de China tetW, tetX, -6 a 0 logio 2019
planta de estagdo blaTEM, As amostras de hospital foram
de tratamento, ampC, cat, as mais abundantes em GRAS,
indUstria cmr, ermae e a abundancia de GRA
farmacéutica, de ermB extracelulares foi maior do que
hospital , intracelulares dessa amostra.

sedimento de um
lago urbano e de
estrume suino

Fonte: a autora.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

A &rea de estudo corresponde a uma &rea adjacente & uma granja de suinocultura situada no
interior de Minas Gerais, Brasil, que fornece o seu efluente tratado para fertirrigacdo. O
empreendimento conta com aproximadamente 450 matrizes (porcas em lactacdo). Ha cinco galpdes
que abrigam os animais, com limpeza das baias executadas semanalmente em que os dejetos séo
drenados para o sistema de tratamento do local. O tratamento do efluente (Tabela 4) gerado na
limpeza da area de confinamento é composto por um biodigestor e trés lagoas facultativas

impermedveis, com tempo de retencdo de 120 dias (Figura 2).

Figura 2- Sistema de tratamento de efluentes da suinocultura estudada

Lagoa facultativa Il

Lagoa facultativa Il ‘

Ap0s esse periodo, o efluente tratado € destinado a areas de pastagem e lavoura no proprio

Fonte: a autora.

empreendimento, com vaz&o de 50 m? por dia. As lagoas facultativas que integram o sistema de
tratamento de efluentes do empreendimento localizam-se na parte alta da propriedade, para o qual,
no primeiro momento, o efluente é direcionado para o biodigestor e posteriormente para as lagoas
através de bombeamento.
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Unidades de Conceito Funcionamento Referéncia
tratamento
Biodigestor Equipamento Digestdo anaerdbia é realizada por meio (DIESEL, 2002).
fechado em que de bactérias anaerdbias, produzindo
ocorre a biogads - como metano e didxido de
decomposicdo da carbono. O biogas pode ser utilizado
matéria organica. como fonte de energia elétrica.
Lagoa Sistema de Parte da matéria organica (DBO (VON
Facultativa tratamento particulada) sedimenta ap6s alguns dias SPERLING,2014,

secundario no qual
prevalece a
remocao de matéria
organica.
Profundidade de
15 a 2 metros,
propicia a
existéncia de duas
zonas de
degradagéo:

anaerobia e aerdbia

na lagoa, formando lodo na sec¢éo inferior,
que sofre degradacdo por bactérias
anaerdbias, convertendo-se assim entre
outros compostos, em gas carbbnico e
metano.

A DBO particulada dispersa no efluente
é entdo digerida por bactérias facultativas,
que utilizam ora matéria organica como
fonte de energia através da respiracao ora

0 oxigeénio.

MARCHI, 2010).

.Fonte: a autora.

O efluente liquido tratado é encaminhado, por gravidade, através de tubulacGes, para

uma area de pastagem de aproximadamente 4,8 hectares para cultivo de milho (Figura 3). As

concentragfes de carbono organico total e nitrogénio total do efluente tratado sdo mostradas na

Tabela 5. O efluente é entdo disposto no solo através de aspersores do tipo canh@o. Segundo o

proprietario, a area estudada recebe o efluente suino em tratamento ha 10 anos.

A érea do solo ndo fertirrigado localiza-se proxima a entrada do empreendimento,

fracdo inferior do terreno, em contraste com a &rea que recebe o efluente tratado que se localiza na

porc¢éo superior do terreno, conforme Figura 3. H& na propriedade um agude abaixo da area nédo
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fertirrigada diretamente, distante cerca de 290 metros da &rea de fertirrigacdo. Na area inferior ao
acude hd um cdrrego afluente do Cérrego do Falhado, que deségua no rio Piranga.

Figura 3- Area de estudo da suinocultura estudada

Lagoa facultativa Ill '<,ET)'\«,;;5\‘ ~Lagoa facultativa Il

Lagoas facultatiVafi & y
Solo |rr|gad9" (Siie

- A .‘4
s Cultivo de.milhoi ¥ _
— vy

- "/-

_m)-@olo Nao lifigadoi(S2)
muag@'??@.@gg,anv’a IS

Blodjggw

Area de confinamento dos su{nos‘f__ e

———

!ZV:VT
- Agu&é (A)
Google Eagth

in: irkUE 200 m

Fonte: a autora. O poligono verde compreende a &rea fertirrigada diretamente com o efluente tratado e o poligono
amarelo, a area fertirrigada amostrada neste estudo. O poligono azul parte inferior da figura represente area do solo
ndo fertirrigado amostrada.

4.2 AMOSTRAGEM DO SOLO E DE AGUA SUPERFICIAL

Foram realizadas quatro campanhas amostrais (Tabela 5) de solo na &rea fertirrigada (solo
1, codigo S1) e da mesma forma, foi selecionada uma area a jusante, sem historico de descarga
direta de efluentes -denominado solo 2 (coédigo S2). O solo do estudo € caracterizado como
latossolo vermelho amarelo distréfico, que compreende um solo de baixa fertilidade, baixo teor de
fosforo e baixa quantidade de agua disponivel as plantas (ALMEIDA et al, 2021).

Em cada campanha amostral foram coletadas aproximadamente 250 g de solo, ao longo de
10 cm de profundidade, em cinco pontos aleat6rios nas areas de estudo, conforme descrito em
documento da EMBRAPA (2006). Em paralelo com as coletas de solo, foram coletadas amostras

do efluente tratado da saida da tubulagao de irrigacdo que é direcionado a plantacdo de milho
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(cddigo E, volume 1L) e de agua do agude, compreendendo uma amostra composta, localizado a
jusante da irrigacdo (codigo A, volume 2L) . As amostras foram conservadas a uma temperatura

de -20° C para analises biomoleculares e a 4°C para analises fisico-quimicas.

Tabela 5- Amostragem de efluente tratado, &gua do acude e do solo em uma suinocultura em
Minas Gerais

Amostragem Amostras Caracteristicas Condicéo Data da coleta
coletados dacoletadaarea  climatica
fertirrigada
C1 S1,S2eE Plantas em Tempo nublado  20/01/2020
desenvolvimento

C2 S1,S2,E, A Solo arado, Tempo 16/08/2020
sem plantas ensolarado

15/03/2021

C3 S1,S2,E, A Solo arado, Tempo

sem plantas ensolarado

C4 S1,S2,E, A Plantas em Tempo 12/04/2021
desenvolvimen ensolarado

to

Fonte: a autora. Coleta 1 (C1), Coleta 2 (C2), Coleta 3 (C3) e Coleta 4 (C4), solo fertirrigado (S1), solo a jusante (S2),
acude (A), efluente tratado (E).

4.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE SOLO E EFLUENTE TRATADO

O pH em &gua do solo foi mensurado de acordo com recomendagdes da Embrapa (1997).
Para analise de (COT) Carbono Organico Total do solo, a umidade das amostras de solo foi
removida através do Analisador de Umidade Ohaus MB25 e o COT foi determinado pelo
equipamento Analisador de Carbono Organico Total, em inglés Total Organic Carbon Analyser —
TOC-LCPH/CPN (Shimadzu®). Para a analise de Nitrogénio Total das amostras de solo utilizou-
se 0 mesmo equipamento utilizado para COT, porém foi realizada previamente digestdo com &cido
acético, segundo metodologia Pontes (2012).

As anélises de granulometria do solo foram realizadas no Laboratorio de Solos da Fundagao
Gorceix, Ouro Preto. Utilizou-se aproximadamente 5009 de solo e ap6s a secagem em estufa a 105
° C, as amostras foram quarteadas até aproximadamente 300g e depois passadas em peneira de

2mm. Assim, o material foi lavado em agitador mecanico nas peneiras de n° 16, 30, 60, 100 e 200,
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conforme NBR 6457. O material retido em cada peneira foi separado e pesado apds seco na estufa
a 105°C para célculos posteriores

A determinacdo do material fino foi realizada a partir de deslamagem do material, contendo
100g de solo e 4L de agua. Para decantacgéo foi adicionado hexametafosfato de sodio 1%, cerca de
3 gramas para cada 30 ml de dgua. Apo6s 5 minutos, o material foi agitado com o auxilio de um
plunger durante mais 5 minutos. O sobrenadante foi transferido por gravidade (sistema sifdo) para
um béquer de 4L e completado com &gua até atingir 4L. O liquido sanfonado e o solido decantado
foram secos e pesados.

A interpretacdo granulométrica partiu do principio de que o peso do passante na peneira
com malha superior a 5 um se refere a areia, a fragdo menor que 5 um, refere-se a argila e a fracdo
intermedidria, ao silte (SAMPAIO et al 2007), de acordo com a aproximacao das malhas da peneira
e a classificacdo de tamanho de particulas de solo (Tabela 6), adotada pela EMBRAPA (1979).

Tabela 6- Classificacdo de tamanho de particulas de solo

Diametro (mm) Micra (um)
Argila < 0,002 2
Silte 0,002 - 0,05 2a50
Areia Fina 0,05-0,2 50a 200
Areia Grossa 0,2-2 200 a 2000

Fonte: EMBRAPA, 1979

Para analise de COT e de NT do efluente tratado, foram separados dois microtubos
eppendorf de 2 mL e centrifugados na velocidade maxima por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
vertidos para novos tubos e filtrado em membrana de filtracdo 0,45 um 47 mm e diluidos 50 vezes
com agua mili-q para anélise no equipamento TOC do efluente tratado no equipamento TOC-
LCPH/CPN (Shimadzu®), conforme instrugdes internas do laboratorio.

4.4 ANALISE DOS ELEMENTOS GENETICOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Para analise das amostras liquidas (agude e efluente tratado), foram separados seis tubos
tipo Falcon de 50 mL e o material foi centrifugado a 4500 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante

foi descartado e entéo foi adicionado 10 mL de solu¢do Tampao de Fosfato Salino — PBS (140 mM
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NaCl, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4, 3 mM KCI, pH 7,2). O material foi centrifugado

novamente nas mesmas condicdes, retirado o pellet e congelado a -20°C.

Tabela 7- Lista de primers utilizados

VUG Amplicon
Gene Primer Sequéncia p. pb Referéncia
°C) (pb)

oa  ©ATw  GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 MAO et al,

tetArv. CATAGATCGCCGTGAAGAGG °™ 2015

CGCACCGGAAACATCGCTGC

sull fw AC MADO et al.,

sull i TeAAGTTCCGCCGCAAGaeT 228 163 2015

CG
CGTGCGTCTGACATCTATCT

ermB ermB fw GA 568 190 MAO et al.,

ermBrv  CTGTGGTATGGCGGGTAAGT > 2015

T
GCGACGTTCAGTGGTTCAG

g IMBW T CCAACTTAACGCCTTGT 547 148 MAQetal,

gnrB rv 2015

AA

blare  blarew fw  GCACGAGTGGGTTACATCGA g 211 TAOetal.,

M blarem v GGTCCTCCGATCGTTGTCAG 2014

g intLfw CCTCCCGCACGATGATC 50 ,g0  GOLDSTEIN

intl rv TCCACGCATCGTCAGGC et al., 2001

FERRIS;

ANAr 1055 fu ATGGCTGTCGTCAGCT - o MUYZER

165 13921 ACGGGCGGTGTGTAC YY@F;)D etal.

Fonte: a autora.

Procedeu-se com a extracdo de DNA das amostras liquida e dos solos (0,25 g) com o kit

DNeasy PowerSoil (QIAGEN®), seguindo o protocolo recomendado. Para as amplificagOes as

amostras de DNA extraidas do efluente tratado e da 4gua do acude foram diluidas a 5 ng pL™,

enquanto as amostras de solo foram utilizadas nas reagdes sem diluicéo.

A amplificacdo e quantificacdo de GRA (Tabela 7) foram realizadas no Sistema de PCR

em Tempo Real 7500 (Applied Biosystems). Foram utilizados iniciadores contendo genes de

resisténcia a beta-lactdmicos, eritromicina, sulfonamidas, tetraciclina e fluoroquinolonas (genes

blaTEM, ermB, sull, tetA e qnrB, respectivamente), além do elemento genético movel integrase 1
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(intl) e do gene do (RNA) Acido ribonucleico ribossomal 16S, para o dominio Bacteria. Para cada
reacdo foi adicionado: 3,8 pL de agua ultrapura, 5,0 uL de PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix, 0,1 pL de cada par de primers (30 uM) e 1,0 uL de amostra de DNA. Os controles positivos
(intl, gnrB, sull, tetA, ermB, blaTEM e RNAr 16S) que foram gerados e utilizados para preparar
as curvas padrdo, foram obtidos pela clonagem de cada amplificador especifico de gene em um
vetor plasmidial (kit pGem Easy Vector, Promega), seguido de transformacédo em Escherichia coli
JM109 competente, gentilmente cedidos pela Profa. Dra, Juliana Calabria de Araujo da
Universidade Federal de Minas Gerais.

As colbnias contendo plasmideo recombinante foram replicadas em meio Luria Bertani
(LB) com concentracdo de 100 ug mL* de ampicilina e entdo armazenadas em estufa a 37°C por
16h. Uma coldnia crescida foi transferida para um tubo de 50 mL que continha 5 mL do meio LB
e 100 pg mL-% ampicilina e entdo agitado em shaker durante 5h, com rotacéo 180 rpm. O volume
do tubo foi completado com o meio mencionado anteriormente e em seguida foi agitado por mais
16h. Por fim, parte do material foi coletado, preservado no meio glicerol (500 g L), e armazenado
a-80°C.

A extracdo dos plasmideos foi realizada com o restante do material, conforme instrugdes
do fabricante, com o kit Midiprep (Promega). Em seguida, DNA foi quantificado no equipamento
NanoDrop e armazenados a -20 °C para sintese das curvas-padrao para quantificacdo dos genes na
gPCR. Foi utilizada a Equacdo 1 para quantificar as copias de DNA por pL dos controles positivos,
considerando nimero de moléculas e massa de 1 mol de pares de base conforme Whelan e Russel,
2003).

Equacéo 1:
6,02 x 107 (copias mol' ) x DNA (zpuL™)
tamanho do DNA (pb)x 649 (2 mol™” pbh)

n1° de copias de DNA |..LL']=

Fonte: a autora. Foi considerado um n° de moléculas um nimero 6,02 x 102 e 649 em 1 mol.

As curvas padrdo de cada gene do estudo foram concebidas, contendo seis pontos, com
diluicdo seriada 1:10 dos controles. Para cada curva padrdo, a equacdo foi obtida através do
cruzamento do log da concentracéo de cada ponto (concentracédo inicial dos controles positivos) e

(Ct) Ciclo Threshold para cada um dos pontos.
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O Ct corresponde ao momento da reagéo de gPCR em que a fluorescéncia refletiva em cada
amostra é detectada, em que é possivel quantificar o nimero de copias de DNA gerado. Foram
consideradas curvas ideais quando foi atingido R? > 0,99, inclinagdo da reta entre -3,1 € -3,6 e
eficiéncia entre 90 e 110%. Cada analise foi realizada em triplicata para curva e amostras,

adicionando-se amostra “branco” na qual ndo foram adicionadas as amostras.

Para estimar a quantificacdo de cOpias de genes por pL e por grama de cada amostras,
substitui-se o Ct nas equacdes de cada curva padrdo, com posterior correcdo, observando-se o
volume, quantificacdo de DNA estimada e real (apds a extracao), as massas de solo e pellet e o teor
de sélidos das amostras liquidas. Dessa forma, foi obtido a abundancia absoluta, representada pela
quantidade copias de genes por mL de amostra liquida ou grama de solo.

Por fim, para adequacao a literatura, os resultados foram normalizados, através da razédo da
abundancia absoluta (n° cépias gene mL* ou g de amostra) de cada gene pela quantificacdo das
bactérias totais (n° copias RNAr 16S mL™ de amostra ou g de solo), gerando assim a abundancia
relativa de cada amostra. As condigdes utilizadas no equipamento para amplificagdo das amostras

sdo detalhadas na Tabela 8.

Tabela 8: Condigdes para amplificagdo das amostras

Temperatura

°C) Tempo

Estagio Degrau 1 37 15 min

holding Degrau 2 95 10 min
Estagio de Degrau 1 95 10s
ciclos (40 Degrau 2 X* 30s
ciclos) Degrau 3 72 30s
Degrau 1 95 15s
Estagio curva Degrau 2 60 15s
de Melt Degrau 3 95 15s
Degrau 4 60 15s

* x= temperatura de anelamento especifica para cada

Fonte: a autora.
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4.5 ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE BACTERIAS RESISTENTES A
NORFLOXACINA

Para esta analise foram utilizadas as amostras de solo da campanha amostral 4, com o
objetivo de quantificar bactérias heterotréficas totais e bactérias heterotroficas resistentes a
norfloxacina, uma vez que o antibidtico norfloxacino também pode ser adsorvido no solo
(PERUCHI et al, 2015).

A escolha do antibi6tico baseou-se no fato de que o antibiotico foi detectado no efluente
tratado com valor médiano de 17 pg/L (Andressa Rezende, comunicagédo pessoal).

Foi utilizado para o isolamento e contagem, o meio de cultivo (PCA)Plate Count Agar
,acrescido ou ndo de 12,5 ml do antibidtico (concentracao final de 74 mg/L). Um total de 0,5 g de
cada quintuplicata de amostra do solo S1 e S2 foram ressuspendidos em 1 mL de &gua destilada
autoclavada. Utilizou-se 100 pl dessa suspenséo para realizagéo da diluicdo seriada até 103, De
cada diluicdo, foi inoculada 50 pl nas placas preparadas anteriormente com e sem o antibidtico
norfloxacina. Para homogeneizacdo, foram realizadas semeaduras de todas as diluicbes com
pérolas de vidro estéreis pelo método spread plate.

Apos inoculagéo, as placas foram incubadas a 27°C por 24 horas e em seguida na estufa de
37°C por 20 horas. Apos o periodo de crescimento, realizou-se a contagem das coldnias e aplicou-
se os fatores de diluicdo de cada amostra para a determinacdo da (UFC) Uunidade formadora de
Col6nias por mL de amostra. Algumas col6nias foram submetidas & identificacdo molecular, por
meio do sequenciamento do fragmento DNAr 16S, conduzido pela empresa Genomic Engenharia

Molecular.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica foi utilizado o teste Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos
dados, test T de Student para dados paramétricos, Mann-Whitney para dados ndo paramétricos ,
teste Wilcoxon para comparacdo dos dados fisico-quimicos do solo e o coeficiente de correlacéo
de Spearman, alem do teste Kruskal para analise estatistica da abundancia relativa das amostras de
solo e efluente tratado .Em adicéo, foi utilizado o teste de comparagcdo mdaltipla por meio do
software Jamovi , versao 1.8.4 com significancia de p<0,05, além do software Microsoft Excel para
gréficos. Para analises de PCA- Analises das Componentes principais, foi utilizado o software Past,

versao 2.17.



49

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS DO
EFLUENTE TRATADO, SOLOS E AGUA DO AGUDE

A fim de comparar algumas propriedades dos dois solos analisados, S1 solo com constante
fertirrigacdo e S2 solo a jusante sem fertirrigacéo direta, os parametros granulometria (Tabela 10),
pH (Figura 9), COT (Figura 10) e Nitrogénio (Figura 11) foram analisados em todas as coletas,

assim como o COT e NT efluente tratado (Tabela 9).

5.1.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE TRATADO (ET)

Quanta a caracterizacdo do (ET) efluente tratado, o teor de COT médio (n=4) foi de
aproximadamente 713,2 mg/L, os valores por coleta sdo listados na Tabela 9. Considerando a area
de cultivo de 4,8 ha e uma vazdo de 50.000 L/dia, é possivel estimar uma carga de
aproximadamente 6,87 kg de COT /ha.d aplicada em cada irrigacdo. Quanto ao teor de NT, a média
do efluente tratado foi de 2534,5 mg/L (n=2), com carga de nitrogénio aplicada nas mesmas
condigdes de 25,4 kg de NT /ha.d.

A recomendacdo para adubacdo nitrogenada € de 40 a 80 kg de nitrogénio por hectare ao
longo de todo o cultivo de milho (COELHO et al., 2008). Considerando-se o periodo de quatro
meses para completar o ciclo da cultura, e que essa carga de nitrogénio é aplicada toda vez que
ultima lagoa de tratamento chega ao limite, pode-se supor que provavelmente o nitrogénio ndo
perdido por volatilizacdo pode ser carreado por lixiviacdo com alto potencial de polui¢do para o
meio ambiente, caso o efluente tratado seja aplicado por mais de trés vezes no solo nesse periodo.

Mendonca et al (1999) encontraram uma dose de 319,47 kg de N/ha em plantac6es de milho
em solos que também receberam fertirrigacdo (MENDONCA et al., 1999). Alguns paises europeus
estimaram o mé&ximo de nitrogénio aplicado no solo, variando de 170 a 250 kg/ha.ano . Supondo
gue a aspersao ocorra sete vezes ao ano no presente estudo de caso, ja passaria do limite sugerido
por esses paises (REZENDE, V.D.O, 2013).
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Tabela 9- Valores de COT e NT das amostras do efluente tratado

Coleta Data da coleta Teor
COT (mg/L) NT (mg/L)
Al 20/01/2020 395 -
A2 17/08/2020 708 -
A3 15/03/2021 1128,83 4193,0
A4 12/04/2021 405,17 876,5
Média 659,3 2534,5
DP 298,9 1658,3

Fonte: a autora. Carbono orgénico total — COT.DP refere-se ao desvio padrdo das amostras de efluente tratado. As
amostras de acude e de efluente faltantes foram perdidas devido a problemas de armazenamento das amostras na
primeira amostragem. O teor de NT estava abaixo do limite detectavel na Coleta 1 e coleta 2 (2,5 mg/L). Al: coleta
1, A2: coleta 2, A3: coleta 3, A4: coleta 4.

5.1.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DOS SOLOS

5.1.2.1 Granulometria

A andlise da granulometria através de triangulo textural permitiu a classificacdo do solo 1
como franco argilo arenoso, e o solo 2 como franco arenoso (LEMOS & SANTOS, 1996). O solo
1 possui maior teor de argila, aproximadamente o dobro do que o solo 2 e menor teor de areia,

cerca de 36% a menos (Tabela 10).

Tabela 10- Distribuicdo granulométrica da amostragem de solo 1 e solo 2 (%) (n=15)

Gréo Solo 1 Solo 2
Argila 26,64 13,41
Silte 20,29 14,27
Areia 53,06 72,32

Fonte: a autora.

Uma provavel resposta a essa diferenciacdo textural dos solos se deve a variagdo
topografica, ja que o solo 1 situa-se em area de maior declividade, o que intensificaria a lavagem
da camada superficial pelo escoamento das chuvas e propiciaria, consequentemente, o transporte
da areia para a area de baixada. Como o solo 2 localiza-se em area de baixada, provavelmente, este
acumularia a areia lixiviada na superficie do solo.

A granulometria do solo pode influenciar na diversidade dos microrganismos, ja que a

relacdo do microrganismo com o solo interfere diretamente em sua sobrevivéncia, sucessdo e
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interagbes com outros microrganismos do ambiente. Os agregados do solo conferem protecéo,
menor vulnerabilidade a remocédo do habitat, além da adeséo aos nutrientes. As interacfes entre a
carga positiva da bactéria com baixo pH e carga negativa da argila sdo exemplos de interacdes
observadas entre bactérias e solo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).
5.1.2.2 pH das amostras de solo

De acordo com os valores apresentados na Figura 4, nota-se que o pH médio total (n=20)
no S1 (6,3 £ 0,3) é menor (p<0,05) que 0 S2 (8 £ 0,5). Em relacdo a quantificacdo de pH por coleta
(n=5), o pH também foi considerado menor (p <0,05) no S1 do que no S2 em todas as coletas,
variando de 6 a 7 do S1 e de 7 a 9 unidades no S2 entre as coletas. O S1 foi classificado

quimicamente como de acidez fraca e o solo 2 como de alcalinidade elevada (BETTIOL, 2000).

Figura 4- pH médio das amostras de solo S1 e S2
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Legenda: Solo fertirrigado (S1), Solo a jusante (S2), N=>5 para cada coleta e n=20 para a média total. Barras de erro
significam desvio padrdo (n=5 para cada coleta e n=20 para a média total). C1: coleta 1, C2: coleta 2, C3: coleta 3,
C4: coleta 4. Fonte: a autora.

Grande parte dos solos ja s@o naturalmente acidos, contudo, 0 manejo agricola pode
intensificar esse processo através da ciclagem de matéria organica — liberando acidos organicos-,
por meio exportacdo de nutrientes no solo e da lixiviagdo. Além disso, a acidez depende de fatores
caracteristicos do solo, como a saturagdo por aluminio e por bases e disponibilidade de nutrientes
e micronutrientes (EMBRAPA, 2021).

Alguns estudos nédo observaram influéncia da aplicacédo de efluente residuério na acidez ou

alcalinidade do solo. Han et al (2016) notaram variagdo de pH de 4 a 6 em solos que receberam
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agua potavel/de chuva e de 4 a 7 unidades aproximadamente em solos que receberam &gua
recuperada. Enquanto Oliveira et al (2014), em solo tropical, observaram pH em torno de 5
unidades solos irrigados com em aguas residudrias da suinocultura para fertirrigacdo de cultivos
anuais e solo testemunha em escala de laboratorio. Silva (2016), que também ndo observou
diferengas significas ap6s a aplicacdo da fertirrigacdo em amostras de solo e mencionaram um
provavel potencial de tamponamento do solo, com valores de pH variando de 4 a 5 unidades, com
amostras de solo com pH menor do que as do presente estudo.

A alcalinidade do solo 2 mostrou estar acima do encontrado na regido (ANDRADE et
al.,2012; LINHARES et al., 2010). Por estar em area de baixada, o0 acimulo de bases catiénicas
advindas do topo de morro da parte superior do terreno pelo escoamento superficial contribui
possivelmente para o aumento do pH nessa area.

E valido destacar que grande parte dos estudos em solo referente as sulfonamidas relatou
forte dependéncia desse antibidtico com o pH, ressaltando a importancia desse parametro no que
tange & permanéncia desse antibiotico no ambiente. Coeficientes de sor¢do dos antibioticos
sulfacloropiridazina, tilosina e oxitetraciclina, utilizados na pecuaria intensiva, por exemplo,
mostraram ser maiores em solos mais acidos. (KURWADKAR et al., 2007; PENEDA, P. A. B. F,
2016; TER LAKK et al., 2006).

Ja foi observado também alteracdo das estruturas de comunidades bacterianas devido a
variacdo de pH e aumento do potencial de transferéncia de genes de resisténcia a tetraciclina em
pH acidos e inibicdo desses em pH mais alcalino em lodo residual, o que corrobora com os
resultados obtidos no presente estudo em que o solo 1 possui maior nimero de genes de resisténcia

a tetraciclinas e sulfonamidas do que o solo 2. (HUANG et al.,2016).

5.1.2.3 Carbono organico total e nitrogénio total nas amostras de solo

Quanto ao COT (Figura 5) e NT (Figura 6), notou-se concentragdes maiores desses
elementos (p<0,05, n=20) no S1 (28,6 e 0,3 g/kg), em comparagdo ao S2 (17,8 e 0,12 g/kg). Em
relacdo a quantificacdo de COT por coleta (n=5), as coletas 2 e 4 apresentaram maior quantidade
de COT (p <0,05) no S1, variando de 22,1 a 40,4 no S1 e de 7,84 a 30,67 mg de C/g de amostras
entre as coletas no S2.

A maior concentracdo de COT do solo 1 deu-se na coleta 3 (31,1 g de COT/kg de solo)
coincidindo com a maior concentracdo de COT no efluente tratado coletado no mesmo dia, também
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na coleta 3 (1129 mg de COT/L de efluente) enquanto no solo 2, que nédo recebeu fertirrigacéo, a
maior concentragcdo de COT ocorreu na coleta 1 (24,38 g/kg). Na terceira coleta, o solo revolvido
com as palhas e residuos, misturado a matéria organica da superficie e o efluente com a maior carga
organica entre as coletas amostradas possivelmente contribuiram para 0 aumento da carga organica

do solo 1 na coleta 3 em relagdo as outras coletas.

Figura 5- Carbono organico total -COT das amostras de solo S1 e S2
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Fonte: autora . Solo fertirrigado (S1), Solo a jusante (S2), N=5 para cada coleta e n=20 para a média total. Barras de
erro significam desvio padrdo (n=5 para cada coleta e n=20 para a média total).

Foram encontrados menores teores de COT em solos nédo cultivados na literatura, como 6,4
a 24,9 de g/kg de CO, na regido Campo das Vertentes, mesma regido da area de estudo e um teor
de 12,2 a 34,5 g/kg de C na regido do quadrilatero ferrifero, préximo sobretudo ao local de estudo,
com apenas uma das amostras de solo superficial (0 a 8 cm de profundidade) acima do encontrado
no presente estudo (34,5 g/kg de C), que pode indicar a possibilidade da fertirrigacdo no aumento
de matéria organica no solo do empreendimento. Em um estudo no estado de Santa Catarina, um
dos maiores produtores de carne suina no Brasil, também foram observados menores teores de
carbono organico, mesmo apos aplicacdo de dejetos suinos, com variagdo das amostras na faixa de
9,7 a 20 g/kg.
Neste Gltimo estudo, solos alterados em que havia cultivo de milho e amostras de solo que
ndo receberam esses residuos, tiveram teores de COT semelhantes, de aproximadamente 10 g/kg,

mesmo com diferenca de treze anos de aplicacédo de dejetos entre algumas amostras, ndo havendo
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diferenciacdo entre essas amostras de solo e as isentas de dejetos (CARVALHO FILHO, et al;
2010; FERREIRA et al., 2011; RAUBER et al, 2010).

O balanco de carbono organico do solo e a mineralogia da fracdo da argila podem
influenciar diretamente na formac&o e na estabilidade dos agregados no solo. E importante destacar
que a agregacdo do solo € uma das consequéncias da longa aplicacdo de agua residuéria e pode
influenciar diretamente na diversidade dos microrganismos presentes no sistema (AGNE e KLEIN,
2014; GUBANI et al., 2007; NETO et al., 2016)

Quanto ao NT, as amostras da coleta 3 do S1 e das coletas 2, 3 e 4 do S2 estavam abaixo
do limite de deteccdo do nitrogénio, variando de 0,01 a 0,79 no S1 e de 0 a 0,3 mg de N/g no S2.
A quantificacdo de NT foi maior (p <0,05) no S1 nas coletas 2, 3 e 4.

Figura 6- Nitrogénio total - NT das amostras de solo S1 e S2
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Fonte: autora. Solo fertirrigado (S1), Solo & jusante (S2), N=5 para cada coleta e n=20 para a média total. Barras de
erro significam desvio padréo (n=5 para cada coleta e n=20 para a média total). * Abaixo do limite de deteccdo do
equipamento (2.5 mg/L).

De modo geral, a determinacdo de nitrogénio ndo é comumente realizada, devido a
complexidade da dindmica desse elemento no solo, influenciada pela umidade, temperatura, pH,
atividade microbioldgica, entre outros fatores (PREZZOTI e GUARCONI, 2013). Contudo, o
maior teor de nitrogénio no solo 1 em comparacao ao solo 2 pode ter relacéo a fertirrigacéo, ja que
esta contém naturalmente nitrogénio, principalmente o amoniacal, oriundo dos dejetos suinos
(SCOLARI, 2016).
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Apesar da caracterizagdo semelhante de solo — Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico-
da Silva e colaboradores (2016) detectou valores de nitrogénio muito acima dos encontrados no
presente estudo em amostras do solo nao fertirrigado (S2), em solos de cultivo de soja, com teor
de NT de 80 g/kg, aproximadamente. Todavia, ndo encontraram aumento significativo entre
amostras de solo fertirrigado e néo fertirrigado (aproximadamente 75 g/kg de solo). A metodologia
aplicada (oxidac¢do Umida) pode ter contribuido para essa diferenciagdo do teor de nitrogénio entre

esses estudos.

5.1.3 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DE AGUA DO ACUDE
A quantificacdo média de COT (n=3) da agua do acude foi de 13,6 = 8,5 mg/L. Quanto ao

teor de NT, a média do afluente foi 3,0+ 0,7 (n=2) mg/L, os dados referentes a cada coleta estdo
listados na Tabela 11. O agude parece ndo ter sido impacto pelo aporte de matéria organica advindo
do efluente tratado, possivelmente pela distancia da aplicacdo do efluente, que se situa a

aproximadamente 338 m de distancia do local do acude, em menor altitude.

Tabela 11- Valores de COT e NT das amostras do agude

Coleta Data da CoT NT
coleta (mg/L) (mg/L)
Cl 20/01/2020 - -
C2 17/08/2020 4,04 -

C3 15/03/2021 24,64 2,33

C4 12/04/2021 12,09 3,67
Média 13,6 3

DP 8,5 0,7

Fonte: a autora.Carbono organico total — COT.DP refere-se ao desvio padrdo das amostras do acude. As amostras de
acude faltantes foram perdidas devido a problemas de armazenamento das amostras na primeira amostragem. O teor
de NT estava abaixo do limite detectavel na Coleta 1 e coleta 2 (2.5 mg/L).

5.2 ABUNDANCIA DOS EGR A ANTIBIOTICOS

Considerando que na pratica de manejo da suinocultura ha o oferecimento de antibi6ticos,
tanto para fins terapéuticos quanto como promotores de crescimento, especula-se que os dejetos
dos animais possam conter microrganismos resistentes a estes farmacos, e que, com a pratica de
fertirrigacdo do solo com esses dejetos (brutos ou tratados), ha, portanto, um risco de disseminacao

destas bactérias no meio ambiente.
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Para investigar isso, cinco genes de resisténcia a antibiéticos e um gene que codifica o
elemento movel integron, foram monitorados em diferentes pontos de uma &rea submetidas a
fertirrigacdo, a saber solo 1 (S1 fertirrigacdo constante), solo 2 (S2 sem fertirrigacdo direta
localizado a jusante a area irrigada), agua do acude (A, localizado a jusante a area fertirrigada),
além do efluente tratado (ET, usado na fertirrigacdo do solo) em quatro campanhas experimentais.

As apresentacOes quantitativas dos genes de resisténcia serdo expressas de duas formas:
uma forma é a absoluta, que representa a quantidade total do referido gene por unidade de amostra
(gramas ou mililitros). Esta forma de apresentacdo do resultado € Gtil para comparar a dindmica
dos genes entre as amostras analisadas, mas de dificil comparacdo com a literatura devido a
limitacdes da técnica. Para isso a apresentacdo na forma relativa, que considera a relagdo entre a
quantidades do gene de resisténcia com a quantidade do gene RNAr 16S de bactérias é mais
utilizada.

Todos 0s genes investigados (ermB, tetA, sull, intl, gnrB, blaTEM) e o elemento genético
movel intl foram detectados em todas as campanhas no S1, S2, A e E, com excecédo do gene gnrB,
que esteve abaixo do limite de deteccdo do método analitico no S2 na coleta 1 e do S1 e S2 em

80% das replicatas da coleta 3 e 4 (Figura 9).

5.2.1ANALISE DE EGR NO EFLUENTE TRATADO

A abundéancia absoluta média de GRASs no efluente tratado variou de 4,97 a 7,47 logio de
de copias de gene/mL de efluente tratado entre as coletas. O gene sull deteve a maior quantificacéo
nas amostras (7.47 logio), com ordem: sull>ermB>qnrB>blaTEM>int1>tetA, com abundancia
absoluta média superior a abundéncia do gene RNAr16S, que representa as bactérias totais
presentes nas amostras (5,9 logio, variando de 5,2 a 6,1 l0gz0).

Houve variacdo da abundancia relativa na faixa de -0,17 a 2,23 logio de copias de GRASs/
RNAr 16S, acima da faixa de detecgdo encontrado por Kampouris et al, 2021 (cerca de -8 a -2
logi0) que também contemplaram em seus estudos os genes intl, sull,e blaTEM em aguas
residudrias tratadas. Em outro estudo, GRAs a tetraciclina e sulfonamidas ( tetM, tetO, tetW, sull
e sul2) foram detectados em menor abundancia relativa do que a média do efluente tratado do
presente estudo (cerca de-2,0 logio ) em efluentes residuarios de suinos (Ben et al., 2017).

Negreanu et al (2012) também observaram abundéancias relativas de genes sull e ermB
aparentemente inferiores as deste estudo (aproximadamente -3 a -2 logio de sull, e -4 a -6 logio do
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gene ermBy em amostras de efluente residuario de planta de tratamento de esgoto. Os dados
absolutos e relativos da quantificagdo dos elementos de resisténcia do efluente tratado estdo listados
no Apéndice A, enquanto sua forma graficada é apresentada na Figura 7.

A abundancia relativa do gene sull no efluente tratado foi de aproximadamente 2,23 logio
de copias de gene sull/RNAr 16S (variando de -1,81 a 2,82 logio entre coletas), enquanto do gene
ermB variou de -0,23 a 0,68 log1o entre as médias de abundéncia relativa das coletas. A abundancia
relativa com valor positivo pode indicar a possibilidade de haver mais de um gene por bactéria ou
que parte dos genes de resisténcia persistem no ambiente mesmo ap0s a morte das bactérias, e

poderiam estar livres no ambiente, como fragmentos genéticos.

Figura 7- Numero de cépias de genes/g mL de amostras em todas as coletas de efluente
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Fonte: a autora.E1: efluente tratado da coleta 1 (jan/2020), E2: efluente tratado da coleta 2 (ago/2020), E3: efluente tratado
da coleta 3(mar/2020), E4: efluente tratado da coleta 4 (abr/2020).

5.2.2 ANALISE DE EGR NAS AMOSTRAS DE SOLO

A abundancia absoluta média de GRAs no S1 variou de 6,06 a 9,85 n° de copias gene/g de
amostra (Figura 8). Os genes com maior abundancia absoluta nas mostras de solo S1 (n=20) foram
sull e intl, com média total de 9,8 e 7,0 logio nN° de cdpias gene/g amostra, respectivamente,
seguindo a ordem sull>int1>ermB>tetA>blaTEM>qnrB.
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As amostras do S1 apresentaram variagdo da abundancia relativa na faixa de -3,32 a 0,47
logio de copias de GRAs/ RNAr 16S (Figura 9). O gene sull destacou-se pela maior quantificacéo,
com media de 0,47 logio, maior que a encontrada em alguns estudos envolvendo solo fertirrigado
como os Negreanu et al (2012), cerca de -6 a -3 logio e das abundancias relativas encontradas por

Wang et al (2014) e Kampouris et al (2021), aproximadamente -3 logio de sull/RNAr 16s.

Figura 8- Abundancia absoluta das amostras de solo 1 e solo 2 por coleta
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Fonte: a autora.Abundancia absoluta: n° de copias de gene/g de solo. S1: solo fertirrigado; S2: solo néo fertirrigado, a
jusante. A: coleta 1, B: coleta 2, C: coleta 3, D: coleta 4. Barras de erro significam desvio padrdo. O gene gnrB néo foi
quantificado nas coletas 1 no S2 e em quatro replicatas da coleta 3 e coleta 4. Limite de detecgdo de gnrB - 1x102
copias/g de solo, nas coletas 1 e 8,00E+5 cOpias/g de solo nas coletas 3 e 4).

O gene gnrB foi o menos abundante nas amostras de S1, com média de 6,0 logio. E
importante ressaltar que entre as 20 (vinte) amostras de solo coletadas, apenas 11 estavam acima
do limite de deteccdo para o gene gnrB (coleta 1: 4,0x10?, coleta 3 e 4: 8,0x10%). Nas amostras S2,

13 (treze) amostras tiveram quantificacdo do gene gnrB abaixo do limite de deteccdo da reacao.
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Figura 9- Abundancia relativa das amostras de solo 1 e solo 2 por coleta
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Fonte: a autora. S1: solo fertirrigado; S2: solo néo fertirrigado, a jusante. A: coleta 1, B: coleta 2, C: coleta 3,
D: coleta 4. Barras de erro significam desvio padrdo. O gene gnrB ndo foi quantificado nas coletas 1 no S2 e
em quatro replicatas da coleta 3 e coleta 4. Limite de deteccdo de gnrB - 1x10? copias/g de solo, nas coletas 1
e 8,00E+5 cdpias/g de solo nas coletas 3 e 4).

Genes sull e tetA foram mais abundantes estatisticamente (p<0,05) no S1 do que no S2,
quando a analise estatistica foi realizada com todas as replicatas de todas coletas .Ao analisar cada
coleta separadamente, percebeu-se um padréo diferente quanto aos genes tetA e ermB, em que a
abundancia absoluta do gene ermB foi maior (p<0,05) no solo fertirrigado nas coletas 1, 2 e 3 e de
tetA foi maior apenas nas coletas 3 e 4 , além do gene intl, que esteve em maior (p<0,05)
quantificacdo nas coletas 1, 2 e 4 nessas amostras. O gene sull foi estatisticamente maior no solo
fertirrigado do que no solo ndo fertirrigado em todas as coletas. Dessa forma, a fertirrigacdo pode
estar contribuindo para o aumento dos genes ermB, tetA e sull e intl no solo.

Apesar de nédo receber efluente tratado irrigado diretamente, todos os genes estudados
também foram detectados nas amostras do S2. A abundéncia absoluta média de GRAs no S2 variou
de 5,53 a 8,95 n° de copias gene/g de amostra de solo. O gene sull também foi o gene mais
abundante entre os genes investigados com abundancia media absoluta e relativa de 7,33 logio
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respectivamente, seguido de blaTEM e int1(6,45 e 6,07 logi0) com ranking de genes sull>blaTEM,
int1>qgnrB>tetA>ermB.

A quantificacdo relativa dos GRAs no S2 variou de -,043 a -4,06 n° de copias de
GRAS/rRNA 16S. A abundéncia relativa do gene sull (0,25 logio) foi consideravelmente maior do
que a encontrada em outros estudos na literatura, como os de Negreanu et al (2012), Ben et al
(2017) e Kampouris et al (2021), que encontraram abundéncia relativa em torno de -4 a -8 logzo
em solos néo irrigados com efluente tratado.

A consideravel abundancia dos mesmos GRAs detectados no S1 nas amostras do solo S2
pode dever-se a proximidade com a cdmera do biodigestor de dejetos do suino. Nas proximidades
desse equipamento foi observada uma area de vazamento direto de dejetos brutos no solo. Assim,
é possivel que devido a ocorréncia de chuva os EGR da lavagem do efluente bruto transitem dessa
area ao Solo 2 estudado, contribuindo para 0 aumento de GRAS no solo.

E importante ressaltar que também ja foram detectadas quantificagdes de GRAS expressivas
em solos considerados intocados pela atividade antrépica como em solos na Antértica e em solos
tibetanos inexplorados (Wang et al., 2016, Li et al., 2020). Foi encontrada abundancia relativa em
solos tibetanos pristinos na faixa de -1,3 a -0.55 logio copias de GRA/coOpias de genes 16 rRNA,
dentro da faixa encontrada no presente estudo no S1eno S2.

Os GRAs encontrados no solo tibetano conferem resisténcia a antibi6ticos menos comuns,
como a como glicopetida e rifampicina. Ja em ambientes de impacto humano direto, inclusive em
solo Tibetano sob influéncia antrdpica, ha uma tendéncia de GRAs mais comumente encontrados
na literatura, como fosmidomicina, bem como aminoglicosideo, bacitracina com destaque aos

macrolideo-lincosamida-estreptogramina, fluoroquinolona e tetraciclina(LI et al., 2020).

5.2.3 ELEMENTOS GENETICOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS NA AGUA DO ACUDE

A abundancia absoluta média de GRAs nas amostras de agua do acude variou de -0,12 a
3,23 logio de copias gene/g de amostra (Figura 10). As amostras de agua do acude apresentaram
um padrdo diferenciado das outras amostras em estudo, com maior abundancia absoluta e relativa
referente aos genes blaTEM (3,1 e 0,62 logio respectivamente), seguido dos seguintes elementos
genéticos para a abundancia absoluta e relativa (n=2): blaTEM>sul1>int1>tetA>ermB>qnrB. Ja a
abundancia relativa dos GRASs variou de -3,22 a 0,69 logio copias de GRAs/rRNA 16S.
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Dong et al (2019), detectaram abundancias relativas menores em um sedimento de um lago
urbano na China (aproximadamente -2 a -4 logio copias de GRAs/FRNA 16S). Arsand et al (2020)
encontraram o gene blaTEM como o mais abundante em amostras de um rio no Brasil, considerado
afluente de natureza doméstica.

Contudo, um estudo realizado anteriormente em amostras de aguas de lagos também
detectou genes resistentes a sulfamidas como os mais abundantes, em que o gene sull foi mais bem
explicado pela proximidade de estacdes de tratamentos de aguas residuais e efluentes de hospitais,
variando de -3 a -1 logio copias de sull, valores menores do que os encontrados no presente estudo
(CZEKALSKI, 2015). A quantificacdo dos elementos de resisténcia referentes as amostras

coletadas da &gua do agude encontra-se no Apéndice B.

Figura 10- Abundancia absoluta e relativa de GRAs (genes/mL) de amostra de agua do agude
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Fonte: a autora. A2: Coleta 2 (ago/2020), A3: coleta 3 (mar/2021). Barras de erros correspondem ao desvio padrdo
das amostras.

5.2.4 COMPARACAO DA ABUNDANCIA DE GENES DE RESISTENCIA ENTRE AMOSTRAS
DE SOLO, EFLUENTE TRATADO E DE AGUA DO ACUDE

A abundéancia média de GRAS total neste estudo foi representada pelo somatério das médias
dos genes blaTEM, ermB, gnrB, sull e tetA das amostras de efluente tratado, solo e de agua do
acude. A abundancia de GRAs total do efluente tratado foi de 4.24x108 (6.62 logio + 7x10°). No
solo 1, a abundancia referente a média de todas as coletas (n=20) foi de aproximadamente
3.10x10% (10.5 logio) + 3.18 x10'°.Quanto ao solo 2, foi de 4.5x10° (9.6 logio) *+ 4.5x10° e do
acude 4.18x10° (3.62 logio) * 3.59 x10%. A maior abundancia absoluta de GRAs total no solo 1 e
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no efluente tratado coincidiram na coleta 3 (Figura 11), além do maior teor de carbono total ter se
dado também na coleta 3, como mencionado anteriormente. Ndo houve diferenca significativa de
GRAs entre as amostras de solo 1 e solo 2 solo (p<0,05) quando a estatistica foi realizada com o
somatario de todos dados relativos dos GRAS.

A diminuig&o dos valores relativos em relagéo aos valores absolutos das amostras estudadas
sugere uma queda na proporg¢do entre os genes de resisténcia em relacdo as bactérias no ambiente,
possivelmente pela diminuicéo de cdpias do gene de resisténcia em relacéo a quantidade de copias
do RNAr 16S. Quanto aos dados relativos, € possivel perceber um decaimento de GRAS de até um
1 logio de nimero de cépias entre o solo 1 e solo 2, contudo, ndo houve diferenca estatistica
(p<0,05) dos dados relativos dos GRAs ao comparar as duas amostras de solo, que se assemelharam
muito. Apesar de ndo ser possivel comparar a abundancia relativa do efluente tratado a da 4gua do
acude, devido ao pequeno numero amostral, nota-se em primeira analise uma menor quantificacéo
de GRAs no ambiente do agude do que nos demais, sendo esse ambiente um possivel sumidouro
de GRAs (GAO et al., 2018; ZHANG, 2021).

Ao se comparar a abundancia relativa do efluente tratado e o solo que recebeu esse efluente,
nota-se uma diferenca de até 3 logio de GRAS, refletindo uma maior quantificacdo significativa
p<0,05) quanto aos genes ermB, blaTEM e tetA (Figura 11) no efluente do que no solo 1 (com
decaimento de 3,06; 3,15 e 2.31 logio da abundancia relativa respectivamente). Esses resultados
podem levar a hipdtese de que ocorre uma diminuicdo da quantidade de GRAs apds o langamento
do efluente tratado no solo, possivelmente pela mudanca das condi¢cbes ambientais, diferenca do
microbioma, temperatura, entre outros fatores e que a fertirrigacdo ndo parece ter influenciado na
quantificacdo de GRAS totais no solo 1, ja que uma quantidade semelhante foi encontrada no solo
2.

Pereira (artigo em producdo), que também investigou o efluente tratado da mesma
suinocultura com maior nimero de amostragens -nove coletas, incluindo as quatro do presente
estudo, encontrou médias de abundancia relativa menores do que as deste estudo, com diferencga
de até 3 logiopara o gene sull e gnrB. Varios sdo os fatores que podem ter interferido sobre a menor
quantificacdo como o periodo das amostragens anteriores, pluviosidade — auxiliando na diluigdo
da carga de GRAs, temperatura do sistema, operacdo na analise biomolecular, antibioticos

aplicados em periodos posteriores entre outros parametros.
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Figura 11- Abundancia relativa de cada gene por amostra (log)
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Fonte: a autora.Abundancid\félati¥a (log do n° de copias de gene/RNAr 16S). E: Efluente tratado (n=4), S1: solo
fertirrigado com o efluente tratado (n=20), S2: solo a jusante do solo 1 (n=20) e A :agude a jusante do solo 2 (n=2).

E possivel perceber ainda um decaimento sutil da quantificacdo de bactérias totais nos dois

solos — S1 e S2, entre as coletas 1 a 4 (Figura 12), representado pelo gene RNAr 16S e um sutil
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aumento de genes intl, podendo representar o aumento da transferéncia horizontal de genes no
meio, assim, percebeu-se um comportamento proporcional nos dois solos. Quanto ao efluente
tratado, nota-se um aumento das bactérias totais, configuracéo diferente da observada nas amostras

de solo, possivelmente pela entrada constante de bactérias presentes do sistema de tratamento.

Figura 12: Numero de cdpias (em log) de copias dos genes estudados
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Fonte: a autora.C1: coleta 1, C2: coleta 2, C3: coleta 3, C4: coleta 4. GRA totais: soma da
quantificacdo dos genes ermB, sull, gnrB, blaTEM e tetA.

Apesar do gene sull ter sido detectado em maior abundancia nas amostras S1, S2 e E (média
de 9.81 e 8.95 logio copias de genes sul/g de solo e 7.47 logio gene/mL de amostra,
respectivamente) ndo foi encontrado aumento ou diminuicdo significativa (p<0,05) desse gene
entre a abundancia relativa das amostras. Contudo, ja foi encontrado encontrou correlacdo positiva
entre 0 gene sull e a intensidade de irrigacdo com agua residuéria (Kampouris et al.,2020), além

do mesmo gene também ter sido o mais abundante nas amostras investigadas por Ben et al. (2017);
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Um fato preocupante é que o gene sull também ja foi encontrado em solos primitivos em
alta abundancia, no interior da regido conservada 3’ da integrasse intl, que pode oportunizar a
permanéncia do gene sull dentro do ambiente nativo (PARTRIDGE 2009, WANG, 2014). Esse
fato pode sugerir que talvez o gene sull seja persistente nos ambientes.

Estudos indicaram que o despejo de efluentes residuérios da suinocultura e estrumes suinos
contribuiram para a disseminagdo de GRAs em ambientes adjacentes, como em sedimentos de rios
(Ben et al., 2017).0 mais alarmante é que com a pratica da fertirrigacdo, genes de resisténcia a
antibioticos podem incorporar-se as plantacdes com o auxilio de elementos genéticos moveis como
os plasmideos, integron e posteriormente no corpo humano através da cadeia tréfica, que pode
prejudicar a saude da populacdo (GU et al., 2020; WEN et al., 2019 ; UDIKOVICKOLIC et al.,
2014)

No acude a jusante do solo 1 e solo 2 percebeu-se uma maior abundéncia relativa do gene
blaTEM (média de 0.31 log, n=2), mas em menor abundancia nas amostras de solo e do efluente
tratado ( -2.88, -2.59, -0,57 solos 1 e solo 2 e efluente tratado, respectivamente). Apesar da menor
amostragem dos dados (n=2), notou-se que a maior abundancia relativa dos genes blaTEM
(mecanismo enzimatico de resisténcia) e tetA (bomba de efluxo) e a integrase intl ocorreram no
acude. Ja os genes ermB (mecanismo de alteracdo no alvo do antibiético) e gnrB (mecanismo
enzimatico de resisténcia) apresentaram maior abundancia nas amostras de efluente tratado e o
gene sull (mecanismo de alteracdo do alvo do antibidtico) apresentou maior abundéncia relativa
nas amostras de solo.

5.3 CORRELACAO ENTRE GRAS E PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS NAS AMOSTRAS
DE SOLO E DO EFLUENTE TRATADO

Quando se analisou os dados com as replicatas quanto a normalidade, os dados das
amostras do solo 1 e do solo 2 foram considerados ndo paramétricos, utilizando-se assim, a
correlacdo de Spearman para verificacao da existéncia de correlacdo entre as varidveis de cada solo.

Os dados de normalidade e correlagéo estdo no Apéndice (E e F).
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5.3.1 CORRELACAO ENTRE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS E A INTEGRASE
INT1 NAS AMOSTRAS DO SOLO 1 E SOLO 2

Nas amostras de S1, houve correlacdo moderada do gene RNAr 16S com ao gene blaTEM
(0.54), além correlacdo forte da integrase intl com os genes ermB, sull e tetA (0.71, 0.88 e 0.74
respectivamente), representados na Figura 13. A correlacdo entre o gene blaTEM e bactérias totais
pode estar associado ao resistoma natural do solo. Kampouris et al.(2021) corroboraram o fato de
que os genes blaTEM e bla cx --m-32 S80 membros estaveis do resistoma natural do solo, ja que
ndo foram afetados com a fertirrigacéo.

Figura 13- Correlacéo entre cdpias de intl e GRAs em log no solo 1
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Fonte: a autora
Ja no S2 também foi observado correlagBes positivas entre intl com o gene sull e ermB
(0,79- forte e 0,60 — moderada, respectivamente), além de correlacdo forte e negativa quanto ao

intl e tetA (-0,72), apresentadas na Figura 14: Em adicédo, foram observadas correlages negativas
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e fracas entre o0 gene blaTEM e a integrasse intl nas duas amostras de solo (-0,48 no solo 1 e -0,59,
p<0,05).

Como a integrasse intl corresponde a um indicador potencial de transferéncia horizontal de
genes ermB e sull (Wang, 2014), é provavel que este elemento movel esteja envolvido
disseminacdo desses genes nas duas areas de solo amostradas. Khan et al (2013) também
encontraram altos niveis de sull e intl, indicando correlacdo forte com ambientes contaminados
por antimicrobianos. Através de uma analise multifasica, Kampouris et al (2021) concluiram que
genes sull e intl (alem dos genes gnrS e blaoxa-ss), foram aumentados pela irrigagdo com efluente
tratado.

Figura 14- Correlacéo entre copias de intl e GRAs em log no solo 2
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Fonte: a autora

Um estudo anterior, realizado com amostras de solos pristinos na Antartica também
verificou a existéncia de 177 genes que conferem resisténcia a antimicrobianos naturais, contudo,
ndo foram encontrados elementos genéticos mdveis, como integrons, transposons e recombinases.
A resisténcia parece ter se dado através de transferéncia vertical (de geracdo em geragdo das
bactérias) e nao horizontal (VAN GOETHEM et al., 2018).
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E importante destacar que em estudo recente também em solos pristinos intocados no
Tibete, regido do planalto da Asia, foram encontrados EGM, em que o integron intl foi o mais
abundante, levando ao entendimento de que tais elementos ndo sdo exclusivos de ambientes
antropizados (LI et al, 2020).

Concluindo, a presenga de genes de resisténcia a antibioticos sintéticos como o0s que
conferem resisténcia as sulfonamidas (sull) e fluoronoguinolonas (gqnrB) assim com a presenca do
elemento genético movel intl pode indicar a ocorréncia de transferéncia horizontal desses genes
entre as bactérias do solo, hipotese preocupante, ja que bactérias poderiam replicar o gene e
transferir a outras bactérias do ambiente bem como bactérias patogénicas, levando a um problema
de salde publica. Néo foi possivel analisar correlagfes das amostras de acude, devido ao nimero
pequeno de amostras (n=2) e nao foram observadas correlacdes entre genes nas amostras do

efluente tratado (n=4).

5.3.2 CORRELACAO ENTRE ELEMENTOS GENETICOS DE RESISTENCIA E PARAMETROS
COT, NT, PH E GRANULOMETRIA NAS AMOSTRAS DO SOLO 1 E SOLO 2

N&o foram observadas correlacdes entre os elementos genéticos de resisténcia -EGR e 0s
parametros COT, NT e pH (n=20, p<0,05) entre as amostras do solo 1, o que pode significar que a
quantidade de carbono, nitrogénio e a variagdo do pH nao interferiram na quantificacdo dos GRAS
investigados no S1. JA no S2, o pH das amostras de S2 foi correlacionado com todos 0s genes
estudados (n=20), destacando-se a correlacdo positiva forte com os genes ermB, sull e o gene intl
(0.72, 0,75 e 0,72); além ser também observada correlagdo moderada entre o gene RNAr 16s e
COT, indicando uma possivel relacéo entre as bactérias totais e matéria organica do solo 2. Dessa
forma, os genes ermB, sull e o gene intl parecem estar mais relacionados ao pH mais alcalino do
solo.

O solo 1 que contém maior teor de argila, na teoria seria mais propicio as interacfes com
bactérias do que o solo 2, tendendo a ter uma maior quantificacdo de bactérias. Todavia, a media
dos dois solos em relagdo as bactérias totais e aos somatorios de GRAs foram bem proximos nas
duas amostras (solo 1: 9.3+ 0.17 e 8.6 £1.53 e solo 2: 9.23 +0.40 e 8.06 +1.21 logio do nimero de
copias do gene RNAr 16S e copias de GRAS/g de solo) levando a concluséo de que a granulometria
do solo parece ndo ter interferido na quantificacdo de bactérias e GRAs. Quanto ao efluente tratado,
também ndo foram encontradas correlagdes entre os genes e o pH, COT e NT.
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Em resumo, ndo foi possivel perceber um padrdo de correlacdo entre o teor de matéria
organica no efluente tratado e no solo 1 que recebeu esse efluente tratado nas coletas realizadas, e
apesar da provavel contribuicdo da acidez do solo através da fertirrigacdo e da contribuicdo do
efluente tratado para o aumento de carbono orgénico total e nitrogénio, esses parametros em

primeira anélise parecem ndo estar envolvidos diretamente na quantificacdo de GRASs através da
fertirrigagdo no solo.

5.4 ANALISE DAS COMPONENTES PRINCIPAIS

A (ACP) Anélise das Componentes Principais foi utilizada com intuito compreender como
0 periodo de amostragem influenciou na dispersdo dos genes sull e tetA no solo 1 e solo 2 e a
disposicdo dos mesmos parametros na amostragem dos solos. A Figura 15 apresenta a analise das
médias das amostras de solo 1 e solo 2, em que as componentes 1 e 2 juntas explicaram 91,7% das
variancias observadas para as abundancias absolutas dos genes e os parametros fisico-quimicos
relacionados as quatro coletas de solo.

Figura 15- Anélise das componentes principais por local de coleta e periodos de amostragem de
solo
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Fonte: a autora. Solo 1: S1A, S1B, S1C, S1D e solo 2: S2A, S2B, S2C e S2D, as letras ap6s as siglas S1 e S2
correspondem as coletas amostradas -A, B, C e D: coleta 1, coleta 2, coleta 3 e coleta 4 respectivamente.
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As varidveis sull, tetA foram as mais representativas para as Componentes 1 e 2, e COT foi
0 pardmetro fisico-quimico mais representativo para Componente 1, enquanto o pH foi 0o mais
representativo para Componente 2. O agrupamento da maioria dos pontos de coleta do S1 do lado
direito e do S2 a esquerda pode indicar uma diferenca entre as duas amostras de solo (solo 1 e solo
2). Os genes sull, tetA, COT parecem estar mais relacionados a coletas 3 solo 1.

As amostras e S2B, S2C e S2D (coleta 2, coleta 3 e coleta 4 do solo 2), a esquerda do
gréfico, indica que estas apresentaram maiores valores de pH, o que pode ser comprovado nos
dados referentes a essas coletas (Figura 4). Adicionalmente, os parametros COT e NT parecem
estar mais relacionados as coletas 1, 2 e 4, o que corrobora mais uma vez os resultados obtidos das
concentrag0es desses parametros, em que o solo 1 havia uma maior concentragdo desses
parametros.

Na Figura 16 é possivel visualizar a ACP com dados de todas as amostras de solo ,separadas
apenas pelo local de amostragem ( S1 — fertirrigado e S2- néo fertirrigado diretamente), em que se
observa configuracdo parecida das amostras. As componentes 1 e 2 explicaram juntas 78,51% das

variancias observadas.

Figura 26: Analise das componentes principais nas amostragens de solo
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5.5 ANALISE DO ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE BACTERIAS RESISTENTES A
NORFLOXACINA

A quantificacdo absoluta em termos de UFC (unidades formadoras de colénia) foi de 3,1
x10% em no S1 e 7,8 x102 UFC/ g de solo no S2 (Figura 17). De uma forma geral foi possivel
observar que o solo fertirrigado tem quatro vezes mais BRN do que o solo que ndo recebeu
fertirrigacdo direta (p<0,05) sugerindo um efeito direto da fertirrigacdo na contagem de BRN.

Negreanu et al (2012) encontrou um valor superior de UFC, variando de 1 e 3 x 10° UFC /
g solo na investigagdo da abundéncia de cepas bacterianas resistentes a tetraciclina, ciproflaxina e
eritromicina entre amostras de solo fertirrigada e amostras irrigadas com agua potavel. Contudo, a
abundéancia relativa de bactérias resistentes a antibioticos ndo foi maior nas amostras de solo
fertirrigado e ndo houve correlagdo entre o efluente tratado e a resisténcia antimicrobiana no solo,
mesmo comparando solos com maiores teores de argilas com solos mais arenosos. Curiosamente,
neste estudo um gene também referente a resisténcia a fluoronoquinolona (gnrA) também esteve
abaixo do limite de deteccdo das amostras analisadas (NEGREANU et al, 2012).

A diferenga da quantificagdo das BRN no S1 e S2 pode também estar relacionada a
biodegradacdo do antibidtico, dependendo diretamente da atividade microbiana em cada solo -
muito importante na degradagdo desse composto, além de outros fatores, como a concentracéo do
antibidtico, umidade e nutrientes presentes no solo (YANG et al, 2012).

Infelizmente a quantificagdo relativa, considerando a quantificagdo de bactérias totais, ndo
sera apresentado uma vez que ndo foi possivel isolar colénias devido ao excessivo crescimento
fangico (Figura 17), que impedia a analise das colénias, mesmo nas diluicBes mais altas.

Figura 17- Colénias de bactérias nas amostras de solo

Fonte: a autora.
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Em analises de solo em outros estudos ja foi verificado que o antibidtico norfloxacino
mostrou grande afinidade com particulas de solo, todavia, foi observado uma imobilidade desse
antibiotico nos solos avaliados (PERUCHI et al, 2015). E valido ressaltar que a norfloxacina
adsorvida por planta pode ser mais recalcitrante que o solo, levando a um possivel risco de
dissipacdo do antibi6tico do solo para plantas cultivaveis, como o caso da plantacdo de milho no
presente estudo (WANG et al., 2016).

Como a maior parte da quantificacdo do gene qnrB que confere resisténcia a classe de
antibioticos fluoroquinolonas (Figura 18) estava abaixo do limite de detec¢@o nas amostras, nao foi
possivel averiguar ligacdo entre a presenca desse antibiotico e 0 aumento da resisténcia ao gene
gnrB.

Figura 18: Abundancia absoluta de UFC em cada amostras de solo da quarta coleta
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Fonte: a autora.Os codigos S14A a S14E referem-se as amostras do solo 1(fertirrigado) e S24A a S24E as amostras
do solo 2 (ndo irrigado diretamente). Somente as amostras S14B e S24C da quarta coleta apresentaram n° de copias
de gene acima do limite de deteccdo (8.00E+5 cOpias/g de amostras em reacéo).

Quanto a formacdo de UFC, unidades formadoras de col6nia, na presenca do antibiotico
norfloxacina, observou-se um aumento significativo de isolados no solo fertirrigado (S1) quando
comparado ao ndo fertirrigado (S2). Como o gene gnrB foi detectado pelo método analitico em
apenas uma amostra (de cinco replicatas) no solo 1 e no solo 2 (amostras S14B e S24C), nédo foi
possivel perceber uma relacdo entre o antibidtico norfloxacina e esse gene em especifico, contudo,
estudos com os demais genes de resisténcia ligados ao grupo das fluoroquinolonas podem auxiliar

na compreensao da resisténcia a norfloxacina no solo nessa area de estudo.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

Todos 0s genes investigados (ermB, tetA, sull, intl, gnrB, blaTEM) e o elemento genético
movel intl foram detectados em todas as campanhas no S1, S2, A e ET. O gene sull foi o mais
abundante entre as amostras, com exce¢do das amostras do acude em que prevaleceram maior
abundancia do gene blaTEM, atuando no meio como possivel sumidouro de GRAs.

Genes sull e tetA foram mais abundantes estatisticamente no solo fertirrigado do que no
solo ndo fertirrigado, quando a anélise estatistica foi realizada com todas as replicatas de todas
coletas .Ao analisar cada coleta separadamente, percebeu-se um padréo diferente quanto aos genes
tetA e ermB, em que a abundancia absoluta do gene ermB foi maior no solo fertirrigado nas coletas
1,2 e 3 e de tetA foi maior apenas nas coletas 3 e 4, além da integrase intl, que esteve em maior
quantificacdo nas coletas 1, 2 e 4 nessas amostras. O gene sull foi estatisticamente maior no solo
fertirrigado do que no solo ndo fertirrigado em todas as coletas. Como 0 mesmo gene estava
presente no efluente tratado, é possivel que a fertirrigacao esteja contribuindo para o0 aumento desse
gene no solo e a integrase intl pode estar envolvida nesse processo de disseminagdo do gene no
ambiente.

Foi possivel perceber um decaimento de GRAs de até um 1 log10 de numero de copias
entre o solo fertirrigado e solo ndo fertirrigado, contudo, ndo houve diferenca estatistica dos dados
relativos dos GRAs ao comparar as amostras de solo, que aparentemente se assemelhou muito nas
duas amostras de solo.

Em adicdo, notou-se correlacéo entre o gene intl e os genes ermB e sull, indicando que a
integrasse 1 provavelmente esteja envolvida na disseminacdo desses genes nas duas areas de solo
amostradas. N&o foi possivel perceber um padrdo de correlacédo entre o teor de matéria organica no
efluente tratado e no solo fertirrigado nas coletas realizadas, e apesar da provavel contribuicdo da
acidez do solo através da fertirrigacdo e da contribuicdo do efluente tratado para o aumento de
carbono orgéanico total e nitrogénio, esses parametros em primeira analise parece, ndo estar
envolvidos diretamente na quantificacdo de GRAs atraves da fertirrigagcdo no solo.

O gene gnrB esteve abaixo do limite de deteccdo do método analitico no solo nédo
fertirrigado na coleta 1, na maior parte das coletas 3 e 4 neste solo e no solo fertirrigado. N&o foi
possivel perceber uma relacéo entre o antibidtico norfloxacina e esse gene em especifico, apesar
de ter sido observado um aumento significativo de isolados resistentes ao antibiético norfloxacina

no solo fertirrigado quando comparado ao nao fertirrigado. Contudo, estudos com os demais genes
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de resisténcia ligados ao grupo das fluorogquinolonas podem auxiliar na compreenséo da resisténcia
a norfloxacina no solo nessa area de estudo.

Mais campanhas amostrais tornam-se necessarias para possibilitar a compreensdo do
impacto da fertirrigacdo do solo na variacéo dos niveis de resisténcia a antibidticos, assim como a
andlise de bactérias resistentes a antibioticos para investigacdo do potencial de transferéncia de
GRAs a satde humana.
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APENDICE
A- QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS NAS AMOSTRAS
DO EFLUENTE TRATADO

© Amostras ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S

>

§ El 4,69E+05 6.08E+05 5.21E+04 1.07E+05 1.73E+03 2.26E+05 6.75E+05

& E2 6.70E+05 1.39E+04 7.40E+04 5.14E+03 1.65E+02 1.25E+03 9.05E+05

'g E3 8.38E+05 1.62E+07 1.22E+05 2.96E+04 1.12E+05 2.70E+03 1.41E+06

<_c§ E4 7.30E+05 1.02E+08 1.29E+05 491E+04 3.98E+05 6.96E+04 1.53E+05

é DP 1.34E+05 4.22E+07 3.23E+04 3.76E+04 1.62E+05 9.15E+04 4.52E+05

< Meédia 6.77E+05 2.97E+07 9.43E+04 4.77E+04 1.28E+05 7.49E+04 7.86E+05
ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S

-g < El 5.67 5.78 4,72 5.03 3.24 5.35 5.83

< § E2 5.83 4.14 4.87 3.71 2.22 3.10 5.96

2 3 E3 5.92 7.21 5.09 4.47 5.05 3.43 6.15

23 E4 5.86 8.01 5.11 4.69 5.60 4.84 5.18

< Meédia 5.83 7.47 497 4.68 511 4.87 5.90

. ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl

S « El 6.95E-01 9.01E-01 7.72E-02 1.59E-01 2.56E-03 3.35E-01

& 2 E2 7.40E-01 1.54E-02 8.18E-02 5.68E-03 1.82E-04 1.38E-03

e s E3 5.94E-01 1.15E+01 8.65E-02 2.10E-02 7.94E-02 1.91E-03

ae E4 4.77E+00 6.67E+02 8.43E-01 3.21E-01 2.60E+00 4.55E-01

< Meédia 1.70E+00 1.70E+02 2.72E-01 1.27E-01 6.71E-01 1.98E-01

. Amostras ermB sull blaTEM tetA qgnrB Intl

S El -0.16 -0.05 -1.11 -0.80 -2.59 -0.48

< .2 E2 -0.13 -1.81 -1.09 -2.25 -3.74 -2.86

25 E3 -0.23 1.06 -1.06 -1.68 -1.10 2.72

ag E4 0.68 2.82 -0.07 -0.49 0.42 -0.34

< Média 0.23 2.23 -0.57 -0.90 -0.17 -0.70

E1: coleta 1 (jan/2020), E2, coleta 2(ago/2020), E3: coleta 3(mar/2021), E4: coleta (abr/2021) . DP: desvio padrdo
das amostras. Fonte: a autora,



Abundancia Abundancia absoluta
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Abundancia

Abundancia
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B- QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS NAS
AMOSTRAS NO ACUDE

Amostras ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S
A2 3.32E+01 3.01E+02 2.83E+03 1.96E+ 1.50E+00 5.91E+01 1.24E+03
A3 1.15E+00 1.57E+02 5.77E+02 2.257E+ 0.00E+00 3.38E+02 7.69E+01
DP 1.60E+01 7.19E+01 1.13E+03 2(3).152E+ 7.52E-01 1.39E+02 5.83E+02

Média 1.72E+01 2.29E+02 1.70E+03 (1).111E+ 7.52E-01 1.98E+02 6.60E+02
ermB sull blaTEM 02tetA gnrB Intl RNAr16S
A2 1.52 2.48 3.45 2.29 0.18 1.77 3.09
A3 0.06 2.20 2.76 141 2.53 1.89
Média 1.23 2.36 3.23 2.04 -0.12 2.30 2.82
ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl
A2 2.67E-02 2.42E-01 2.28E+00  1.58E- 1.21E-03 4.75E-02
A3 1.50E-02 2.04E+00 7.50E+00 3.1(’>)iE- 0.00E+00 4.39E+00
Média 2.09E-02 1.14E+00 4.89E+00 2.A(1)E§E- 6.05E-04 2.22E+00

Amostras ermB sull blaTEM tgt; gnrB Intl
A2 -1.57 -0.62 0.36 -0.80 -2.92 -1.32
A3 -1.82 0.31 0.88 -0.48 0.64

Média -1.68 0.06 0.69 -0.61 -3.22 0.35

Fonte: a autora
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C-QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS NAS AMOSTRAS

DOSOLO 1

m Amostras ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S

5

2 S1A 263E+05  4.20E+06  2.62E+06  8.51E+05  2.09E+03  2.09E+06  3.14E+09

g SiB 6.98E+05 9.28E+06  7.27E+06  1.93E+06  3.38E+04 5.76E+06 3.28E+09

S S1C 1.63E+06 1.76E+10  1.98E+06  8.29E+06  3.52E+06 2.01E+07 1.93E+09

%é‘ 51D 1.16E+07 1.09E+10  7.98E+05  2.97E+06  1.01E+06 1.24E+07 1.25E+09

3 bpP A66E+06  7.52E+09  246E+06  2.86E+06  143E+06  6.85E406  8.47E+08

< Média 3.54E+06 7.14E+09  3.17E+06  3.51E+06  1.14E+06 1.01E+07 2.40E+09
ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S

-g < S1A 5.42 6.63 6.42 5.93 3.32 6.32 9.50

&5 S1B 5.84 6.97 6.86 6.29 453 6.76 9.52

g 2 sic 6.21 10.25 6.30 6.92 6.55 7.30 9.29

233 S1D 7.06 10.04 5.90 6.47 6.00 7.09 9.10

< Média 6.55 9.85 6.50 6.55 6.06 7.00 9.38

© ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl

S o S1A 8.39E-05 1.37E-03 8.34E-04 2.71E-04 6.65E-07 6.65E-04

< 2 S1B 2.12E-04 2.83E-03 2.21E-03 5.88E-04 1.03E-05 1.75E-03

e s SicC 8.47E-04 9.15E+00 1.03E-03 4.30E-03 1.83E-03 1.04E-02

a8 S1D 9.26E-03 8.72E+00  6.38E-04 2.37E-03 8.06E-04 9.93E-03

< Média 1.48E-03 2.97E+00  1.32E-03 1.46E-03 4.75E-04 4.20E-03

. Amostras ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl

S o S1A -4.08 -2.86 -3.08 -3.57 -6.18 -3.18

< .2 S1B -3.67 -2.55 -2.65 -3.23 -4.99 -2.76

e s sic -3.07 0.96 -2.99 -2.37 274 -1.98

a2 S1D -2.03 0.94 -3.19 -2.62 -3.09 -2.00

< Média -2.83 0.47 -2.88 -2.84 -3.32 -2.38

Fonte: a autora .S1A: coleta 1 (jan/2020), S1B, coleta 2(ago/2020), S1C: coleta 3(mar/2021), S1D: coleta (abr/2021)

. DP: desvio padrdo das amostras.



D -QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS NAS
AMOSTRAS DO SOLO 2
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Amostras ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S
o
= S2A
S 1.9E+04 6.3E+05 2.4E+06 8.0E+05 0.0E+00 4.8E+05 3.9E+09
§ S2B 5.1E+04 3.1E+05 1.2E+07 1.1E+06 7.8E+04 2.1E+05 4.5E+09
S S2C 1.7E+05 1.7E+09 9.5E+06 2.6E+05 7.8E+06 7.2E+06 8.1E+08
EU S2D 6.2E+05 19E+09  94E+05  19E+05  48E+06  43E+06  5.8E+08
3 DP 24E+05  O0E+08  46E+06  3.9E+05  3.3E+06  2.9E+06  1.8E+09
Meédia 2.1E+05 9.0E+08 6.2E+06 6.0E+05 3.2E+06 3.1E+06 2.45E+09
- ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl RNAr16S
8 %, S2A 4.28 5.80 6.39 5.90 #NUM! 5.68 9.59
S S2B 471 5.49 7.08 6.06 4.89 5.33 9.65
2g s2C 5.22 9.23 6.98 5.42 6.89 6.86 8.91
23 S2D 5.79 9.28 5.97 5.28 6.68 6.64 8.76
3 Média 5.33 8.95 6.79 5.78 6.50 6.48 9.38
ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl
g S2A 5.0E-06 1.6E-04 6.3E-04 2.1E-04 0.0E+00 1.2E-04
g S S2B 1.1E-05 7.0E-05 2.7E-03 2.6E-04 1.8E-05 4.8E-05
2k s2c 2.1E-04 21E+00  12E-02  32E-04  9.7E-03 8.9E-03
2= S2D 1.1E-03 3.3E+00 1.6E-03 3.3E-04 8.3E-03 7.5E-03
Média 8.8E-05 3.7E-01 2.6E-03 2.5E-04 1.3E-03 1.3E-03
____Amostras ermB sull blaTEM tetA gnrB Intl
=3 S2A -5.30 -3.78 -3.20 -3.68 -3.91
= § S2B -4.94 -4.16 -2.57 -3.59 -4.76 -4.32
= s2C
SS -3.69 0.32 -1.93 -3.49 -2.01 -2.05
:8 S2D -2.97 0.52 -2.79 -3.48 -2.08 -2.12
S Média -4.06 -0.43 -2.59 -3.61 -2.88 -2.90

Fonte: a autora .S2A: coleta 1 (jan/2020), S2B, coleta 2(ago/2020), S2C: coleta 3(mar/2021), S2D: coleta (abr/2021) . DP:
desvio padrdo das amostras.



E- QUANTIFICACAO DE PH, COT E NT NAS AMOSTRAS DE S1E S2

Amostra pH CcoT NT
12 28 3 42 12 2%coleta 3?%coleta 4%oleta 12 28 3 42
coleta coleta coleta coleta coleta coleta coleta coleta coleta
- (H20) (mg de C/g da amostra ) (mg/L)
S2A 7.48 7.63 8.89 8.46 13.53 8.12 27.44 15.74 0.304 0.076 0 0.1

S2B 7.47 7.32 7.89 8.55 23.29 14.56 27.5 16.99 029 0.054 0.05 0.07
S2C 7.71 7.55 8.39 8.73 25.51 11.72 7.84 12.49 0296 0.042 0.02 0.04
S2D 7.81 7.57 8.47 8.71  30.67 13.8 29.03 7.61 0.277  0.22 0.01 0.05
S2E 7.68 7.51 8.59 7.96 28.94  16.25 13.32 1332 0.297 0.058 0.01 0.13
Média 7.63 7516 845 8482 24388 12.89 21.03 13.23 0.29 0.09 0.02 0.08

DP 0.13 0.10 0.32 0.28 6.00 2.79 8.72 3.24 0.01 0.06 0.02 0.03
S1A 6.77 5.38 6.31 6.3 26.68 22.1 26.47 2452 0348 0.794 0.16 0.29
S1B 6.85 6.2 6.24 6.29 27.66 32.9 40.4 29.17 0302 0.318 0.09 0.25
S1C 6.49 6.44 6.43 6.03  31.86 24.2 26.79 27.29 0369 0199 0.07 0.51
S1D 6.46 6.22 6.37 6.06 25.08  27.73 31.42 31 0.369 0.409  0.07 0.71
S1E 5.9 6.34 6.36 6.18 2483  33.85 30.58 2841 0278 0.125 0.13 0.45

Média 6.494 6.116 6.342 6.172 27.222 28156 31.132 28.078 0.3332 0.369 0.104 0.442
DP 0.33 0.38 0.06 0.11 2.54 4.63 5.04 2.15 0.037  0.23 0.03 0.16

Fonte:a autora. Legenda: S1A a S1E referem-se as quintuplicatas do solo 1, j& as amostras S2A a S2E as quintuplicatas do solo 2
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