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RESUMO GERAL

FERREIRA, Paula Fernanda Alves. Resisténcia a antimicrobianos em solos e residuos de
origem animal sob uma perspectiva de satide unica. 2025. 144f. Tese (Doutorado em
Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, RJ, 2025.

Os ambientes agricolas desempenham um papel significativo como fonte e disseminacdo da
resisténcia a antimicrobianos. Além disso, fatores como a presenca de metais podem favorecer
a persisténcia da resisténcia. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar como diferentes
sistemas de manejo e a presenca de metais pesados influenciam a resisténcia a antimicrobianos
em solos e residuos de origem animal. Foi realizada uma revisao de literatura em busca de
artigos que abordassem a resisténcia antimicrobiana em ambientes agricolas, com foco em
residuos animais utilizados como fertilizantes agricolas, solos e dguas utilizadas na irrigagao,
no Brasil até o ano de 2023. Contudo, o nimero de artigos que exploram essa temadtica ainda €
bastante limitado, sendo que em todos, foram detectadas bactérias resistentes e genes de
resisténcia a antimicrobianos (ARGs) das mais diversas classes, além de elementos genéticos
moveis. Foi realizada a avaliacdo da caracterizacdo quimica, da diversidade bacteriana e da
abundancia dos ARGs em solos de areas de cultivo intensivo de hortalicas e de florestas. Os
diferentes usos do solo influenciaram os atributos quimicos, refletindo diferencas na
diversidade e estrutura da comunidade microbiana. Dos 18 genes relacionados a resisténcia a
antimicrobianos avaliados, sete foram detectados nos solos estudados. Dentre eles, o gene oprD
se destacou pela maior abundancia, sendo identificado apenas nas dreas de cultivo. Bactérias
dos géneros Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Proteus, isoladas durante a compostagem
de cama de cavalo e cama de avidrio organica e convencional, foram avaliadas quanto ao
crescimento em diferentes concentracdes de sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato de
chumbo. A maioria desses gé€neros apresentou declinio de crescimento com o aumento dos
metais, seguido de retomada do crescimento na maior concentra¢ao. Além disso, 102 isolados
bacterianos isolados durante a compostagem de cama de cavalo e cama de avidrio organica e
convencional foram avaliadas quanto a resisténcia a antimicrobianos na presenca e auséncia
dos metais pesados, utilizando o método de difusdo em disco. A maioria dos isolados
bacterianos apresentou-se sensivel aos antimicrobianos na auséncia e presenca dos metais
pesados, mas alguns apresentaram altera¢do no perfil de sensibilidade ou resisténcia quando
expostos aos metais pesados, especialmente no meio contendo zinco. As bactérias que se
tornaram resistentes ao imipenem na presenga de sulfato de zinco, foram selecionadas para
avaliacdo quanto a resisténcia ao meropenem. Dessas, 16 tornaram-se resistentes a meropenem
na presenga do zinco. Essas cepas resistentes foram testadas como potenciais produtoras de
metalobetalactamases (MBLs), resultando em quatro isolados positivos para MBLs, sendo estes
pertencentes as espécies Enterobacter cloacae, Enterobacter kobei e Proteus mirabilis.
Baseado no exposto, torna-se evidente que os sistemas de manejo refletem na estrutura da
comunidade bacteriana e desempenham um papel crucial na modulacdo da resisténcia a
antimicrobianos em solos e residuos de origem animal, destacando a necessidade de mais
estudos sobre esse tema. Esses ambientes podem funcionar como reservatérios e fontes de
resisténcia, representando riscos significativos a satde publica. Estas informag¢des reforcam a
importincia de abordar esta tematica em uma abordagem de Satdde Unica que integra a satde
humana, animal e ambiental.

Palavras-chave: Antibidtico. Impactos ambientais. Resisténcia bacteriana.



GENERAL ABSTRACT

FERREIRA, Paula Fernanda Alves. Antimicrobial resistance in soils and animal waste from
a one health perspective. 2025. 144p. Thesis (Doctorate in Agronomy, Soil Science). Instituto
de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Agricultural environments play a significant role as sources and pathways for the dissemination
of antimicrobial resistance. Furthermore, factors such as the presence of metals can promote
the persistence of resistance. This study aimed to evaluate how different management systems,
and the presence of heavy metals influence antimicrobial resistance in soils and animal residues.
A literature review was conducted to identify articles addressing antimicrobial resistance in
agricultural environments, with a focus on animal residues used as fertilizers, soils, and
irrigation water in Brazil up to the year 2023. Although the number of studies exploring this
topic is still quite limited, all the reviewed articles reported the detection of resistant bacteria,
antimicrobial resistance genes (ARGs) from various classes, and mobile genetic elements. The
chemical characterization, bacterial diversity, and abundance of ARGs in soils from areas of
intensive vegetable cultivation and forested regions were evaluated. Different land uses affected
chemical attributes, leading to variations in the diversity and structure of the microbial
community. Among the 18 target genes evaluated, seven were detected in the soils studied, with
the oprD gene standing out due to its higher abundance, being identified exclusively in
cultivated areas. Bacteria belonging to the genera Enterobacter, Escherichia, Klebsiella and
Proteus, isolated during the composting of horse manure and organic and conventional poultry
litter, were assessed for growth under varying concentrations of copper sulfate, zinc sulfate, and
lead nitrate. Most isolates exhibited reduced growth with increasing concentrations of salts,
followed by growth recovery at the highest concentration. Additionally, 102 bacterial isolates
from the composting process were evaluated for antimicrobial resistance in the presence and
absence of heavy metals using the disk diffusion method. Most bacterial isolates were sensitive
to antimicrobials under both conditions; however, some showed alterations in their sensitivity
or resistance profiles when exposed to heavy metals, particularly in zinc-containing media.
Bacteria that developed resistance to imipenem in the presence of zinc sulfate were
subsequently tested for resistance to meropenem. Among these, 16 isolates became resistant to
meropenem in the presence of zinc. These resistant strains were further tested for the production
of metallobetalactamases (MBLs), resulting in four MBLs positive isolates belonging to the
species Enterobacter cloacae, Enterobacter kobei and Proteus mirabilis. Based on these
findings, it is evident that management systems influence the structure of the bacterial
community and play a critical role in modulating antimicrobial resistance in soils and animal
waste. This underscores the need for further studies on this topic. Agricultural environments
can act as reservoirs and sources of resistance, posing significant risks to public health. These
findings highlight the importance of addressing this issue through a One Health approach that
integrates human, animal, and environmental health.

Key words: Antibiotic. Environmental impacts. Bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO GERAL

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando os microrganismos sofrem alteragdes ao
longo do tempo e deixam de responder aos antimicrobianos que, antes eram eficazes na sua
eliminacdo ou inibicdo de seu crescimento. Essa adaptagdo compromete a eficicia do
tratamento de um nimero crescente de infec¢des, resultando em um aumento significativo das
taxas de morbidade e mortalidade e, nos custos de tratamento. Dada a sua gravidade e impacto,
a resisténcia antimicrobiana € considerada um dos dez maiores problemas de saide publica
global.

Tal fendmeno é uma resposta evolutiva natural, em que bactérias produtoras de
substancias antibidticas desenvolvem mecanismos para se protegerem contra 0s proprios
antibidticos que produzem, evitando a autointoxicacao e a morte. Como os solos abrigam uma
elevada diversidade de microrganismos, eles apresentam um “resistoma natural” - termo
utilizado para descrever o conjunto diversificado de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos presentes no ambiente. No entanto, o resistoma dos solos pode ser modificado
por meio de a¢des antropicas, como o manejo intensivo do solo, o uso de residuos animais sem
tratamento prévio como fertilizantes orgéanicos, a disposi¢cdo inadequada de residuos
antimicrobianos no meio ambiente e a utilizacdo de dgua contaminada na irrigacdo agricola.
Todos esses fatores podem afetar a estrutura da comunidade microbiana presente nesses solos
e, consequentemente, sua funcionalidade, além de contribuir para o aumento e/ou modificagao,
persisténcia e disseminagao de determinantes de resisténcia a antimicrobianos.

Em ambientes agricolas, um dos principais fatores que podem favorecer a persisténcia
da resisténcia a antimicrobianos nos solos € a presenca de metais pesados. Esses metais estdao
presentes nos solos de forma natural, mas seu acimulo pode ser ocasionado a partir do uso
excessivo e recorrente de insumos agricolas, como pesticidas, calcdrios, fertilizantes minerais,
fertilizantes organicos e outros residuos aplicados no solo com o intuito de aumentar a
produtividade agricola. Além disso, alguns metais, como o zinco e cobre, sdo utilizados como
promotor de crescimento, sendo adicionados a racao animal e, como sdo pouco absorvidos pelo
organismo animal sdo facilmente expelidos, podendo contaminar o solo e a d4gua por meio da
eliminacdo direta das excretas do animal ou por meio da utilizagdo do residuo animal como
fertilizante. Dessa forma, o aumento dos niveis de metais pesados nos solos e a exposicao da
microbiota do solo a esses metais pesados pode resultar em selecdo indireta de bactérias
resistentes a antimicrobianos e promover a manutencao e propagacdo de genes de resisténcia.
Isso ocorre porque ficam sujeitas a co-selecdo da resisténcia a antimicrobianos e metais
pesados.

O ambiente agricola ¢ uma fonte importante de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos que podem ser transferidos para bactérias comensais e patogénicas de humanos
e animais. Neste contexto, ressalta-se a importancia de estudos que contribuam para uma maior
compreensdo da resisténcia aos antimicrobianos e dos fatores que podem contribuir para sua
persisténcia, especialmente em uma abordagem de Sadde Unica, que é baseada na ideia de que
a satde humana estd intimamente ligada a satide animal e que ambos estdo, por sua vez, ligados
ao meio ambiente.

Partindo da hipdtese de que: i) sistemas agricolas atuam como reservatorios e vias de
disseminacdo de determinantes de resisténcia; ii) sistemas de manejo intensivo do solo
modificam a comunidade microbiana e o resistoma do solo; iii) bactérias provenientes de
residuos de origem animal possuem resisténcia a metais pesados; e iv) a presenca de metais
pesados nos solos e nos residuos animais contribui para a persisténcia de determinantes de
resisténcia a antimicrobianos, o objetivo geral do estudo foi avaliar a influéncia do sistema de



manejo e dos metais pesados na resisténcia a antimicrobianos em solos e residuos de origem
animal sob uma perspectiva de Saide Unica.

Diante disso, a presente tese foi dividida em capitulos, identificados a seguir: Capitulo
I/Revisdo de literatura - Resisténcia a antimicrobianos em sistemas agricolas no Brasil — uma
preocupagio sob a perspectiva de Satide Unica; Capitulo II - Atributos quimicos, comunidade
bacteriana e genes de resisténcia a antibidticos sdo afetados pelo uso intensivo do solo em
agroecossistemas da Mata Atlantica, Sudeste do Brasil; Capitulo III - Resisténcia a metais
pesados em bactérias isoladas de residuos animais de diferentes sistemas de producao; Capitulo
IV — Influéncia de metais pesados na resisténcia a antimicrobianos em bactérias provenientes
de residuos animais; e, Capitulo V - Influéncia do zinco na resisténcia a carbapenémicos em
bactérias provenientes de residuos animais.



2. CAPITULO 1

RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EM SISTEMAS AGRICOLAS
NO BRASIL - UMA PREOCUPACAO SOB A PERSPECTIVA DE
SAUDE UNICA

Documento aceito para publicagcdo na ‘‘Revista Brasileira de Ciéncia do Solo’’

FERREIRA, P. F. A.; BERTHOLOTO, D. M.; NUNES, J. F.; SANT’ANNA, G. S. L;
PATRICIO, T. C. C.; XAVIER, J. F.; SOUZA, H. D. F.; COELHO, S. M. O.; SOUZA, M. M.
S.; COELHO, I. S. Resisténcia a antimicrobianos em sistemas agricolas no Brasil — uma
preocupacio sob a perspectiva de Satide Unica.



2.1 RESUMO

A resisténcia a antimicrobianos € uma preocupacado de satde publica global que exige uma
abordagem integrada entre a saide humana, animal e ambiental. Ambientes agricolas, como
solos, residuos animais e dgua para irrigacao, desempenham um papel crucial na dinamica da
resisténcia a antimicrobianos, pois atuam como reservatorios e vias de disseminacdo de
determinantes de resisténcia. Apesar disso, esses ambientes agricolas ainda sao frequentemente
subestimados e negligenciados em muitas pesquisas. Nesse sentido, o objetivo desta revisao de
literatura € realizar um levantamento bibliografico sobre a resisténcia a antimicrobianos em
ambientes agricolas no Brasil, visando elucidar o estado atual do conhecimento sobre essa
problematica no pafis. Para isso, foi realizada uma busca de carater qualitativo nas bases Google
Scholar, Google, ISI Web of Knowledge e Web of Science, nos idiomas portugués, inglés e
espanhol, de artigos que abordassem a resisténcia antimicrobiana em ambientes agricolas no
Brasil até o ano de 2023. Diferentes termos de busca foram utilizados, e os achados foram
categorizados conforme questdes de pesquisa. Foi encontrado um total de 36 artigos, sendo 20
focados na resisténcia antimicrobiana em residuos animais provenientes de sistemas de
producdo, 13 abordando a temética em solos agricolas, dois explorando ambos os ambientes e
apenas um tratando da resisténcia antimicrobiana associada a dgua de irrigacdo em ambientes
agricolas. Em todos os estudos foram detectadas bactérias resistentes e genes de resisténcia a
antimicrobianos das mais diversas classes, além de elementos genéticos méveis. Contudo, o
numero de artigos que exploram essa temdatica em ambientes agricolas do Brasil — comecando
pelos residuos animais, seguidos pelos solos e, em menor nimero, pela dgua de irrigacdo —
ainda € bastante limitado, revelando lacunas significativas a serem preenchidas. Portanto, €
essencial a realizagdo de mais estudos sobre resisténcia a antimicrobianos nesses ambientes a
fim de elucidar seu papel como reservatério e fonte de resisténcia a antimicrobianos, bem como
avaliar os riscos para a saide publica.

Palavras-chave: Antibidticos. Irrigacao. Residuos animais. Resisténcia bacteriana. Solos.



2.2 ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a global public health concern that requires an integrated approach
involving human, animal, and environmental health. Agricultural environments, such as soils,
animal waste, and irrigation water, play a crucial role in the dynamics of antimicrobial
resistance, acting as reservoirs and pathways for the dissemination of resistance determinants.
Despite this, these agricultural environments are often underestimated and neglected in many
studies. In this context, the objective of this literature review is to conduct a bibliographic
survey on antimicrobial resistance in agricultural environments in Brazil, aiming to elucidate
the current state of knowledge on this issue in the country. To achieve this, a qualitative search
was conducted in the Google Scholar, Google, ISI Web of Knowledge, and Web of Science
databases, in Portuguese, English, and Spanish, for articles addressing antimicrobial resistance
in agricultural environments in Brazil up to the year 2023. Different search terms were used,
and the findings were categorized according to research questions. A total of 36 articles were
found, 20 of which focused on antimicrobial resistance in animal waste from production
systems, 13 addressed the issue in agricultural soils, two explored both environments, and only
one addressed antimicrobial resistance associated with irrigation water in agricultural
environments. Resistant bacteria and antimicrobial resistance genes from a wide range of
classes were detected in all studies, along with mobile genetic elements. However, the number
of articles exploring this issue in agricultural environments in Brazil — starting with animal
waste, followed by soils, and to a lesser extent, irrigation water — is still quite limited, revealing
significant gaps to be filled. Therefore, further studies on antimicrobial resistance in these
environments are essential to elucidate their role as a reservoir and source of antimicrobial
resistance, as well as to assess the risks to public health.

Key words: Antibiotics. Irrigation. Animal waste. Bacterial resistance. Soils.



2.3 INTRODUCAO

A descoberta dos antimicrobianos foi um grande marco na Medicina Moderna,
reduzindo significativamente as taxas de mortalidade por infec¢des bacterianas desde sua
comercializacdo em 1941 (DODDS, 2017). Entretanto, seu uso em larga escala em ambiente
hospitalar, pela comunidade e na produg¢do agropecudria, culminou no atual cendrio de
resisténcia antimicrobiana: uma crise na saide publica devido ao desenvolvimento e
persisténcia de bactérias resistentes em diversos ambientes (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Em 2016, o estudo do economista O'Neil despertou um alerta sobre as perspectivas
futuras para a problemadtica da resisténcia antimicrobiana. Este estudo demonstrou que, se
medidas de contencdo quanto ao uso e descarte de antimicrobianos nao forem tomadas, em
2050 o panorama mundial serd de, em média, 10 milhdes de mortes por ano devido ao aumento
de infec¢des resistentes, além de um custo de 100 trilhdes de délares em saude publica. Nesse
cendrio, paises em desenvolvimento, como o Brasil, serdo os mais impactados. (O'NEILL,
2016).

Globalmente, o Brasil encontra-se entre os principais produtores de proteina animal
(ABPA, 2023) e, o setor agropecudrio é responsdvel por uma grande parte do consumo de
antimicrobianos no mundo (TISEO et al., 2020; MULCHANDANI et al., 2023). Esses
medicamentos sdo amplamente utilizados ndo apenas para tratar doencas infecciosas, mas
também para prevenir infec¢cdes e melhorar o desempenho animal (BOKMA-BAKKER et al.,
2014; CHATTOPADHYAY, 2014). Contudo, o aumento da produ¢do animal resulta na
geracdo de grandes quantidades de residuos que podem conter microrganismos patogénicos e
determinantes de resisténcia a antimicrobianos, como bactérias resistentes, genes de resisténcia
e antimicrobianos residuais (HEUER et al., 2011). Esses residuos, amplamente utilizados como
fertilizante orgénico, podem modificar a diversidade bacteriana dos solos e dos reservatorios
ambientais de genes de resisténcia a antimicrobianos, facilitando a transferéncia desses genes
para bactérias comensais e patdgenos de humanos e animais (REULAND et al.,, 2014;
VELDMAN et al., 2014; BLAAK et al., 2015; HOELZER et al., 2017).

Ambientes agricolas, como solos, residuos animais e dguas de irrigacdo, desempenham
um papel fundamental na dissemina¢ao da resisténcia a antimicrobianos. O solo, por exemplo,
abriga um ‘“resistoma natural”, termo utilizado para descrever o conjunto diversificado de
determinantes de resisténcia a antimicrobianos presentes no ambiente (ZHANG et al., 2021;
BERTHOLOTO, 2022), no entanto, praticas agricolas inadequadas podem intensificar a
disseminac¢ao de determinantes de resisténcia. Ja a 4gua utilizada para irrigacao, frequentemente
contaminada por residuos agropecudrios, € importante via de transporte desses microrganismos
resistentes (LOPES et al., 2022).

Assim, a resisténcia antimicrobiana ocasiona diversos impactos no ambiente a partir da
relacdo indissocidvel entre humanos, animais e ecossistemas. Nesse contexto, a abordagem de
Satide Unica (Figura 1) se torna essencial para propor solugdes eficazes e sustentdveis. A
Organizac¢do Mundial de Saide (OMS) e o Ministério da Saide (MS), por meio de planos de
acdo, destacam a importincia de estratégias voltadas ao monitoramento e controle da resisténcia
antimicrobiana, especialmente no setor agropecuario (WHO, 2015; MS, 2018). Essas
iniciativas reforcam a necessidade de compreender melhor os impactos das praticas agricolas
na resisténcia antimicrobiana.



Satide gmbient®
Figura 1. Esquema grifico das conexdes entre os ambientes agricolas na disseminacdo de
determinantes de resisténcia a antimicrobianos.

Considerando que a resisténcia a antimicrobianos em ambientes agricolas no Brasil é
um tema ainda pouco investigado, com escassez de estudos especificos, o que dificulta a
compreensdo plena da magnitude e dos fatores envolvidos nesse problema no contexto
nacional, o objetivo desta revisdo de literatura é realizar um levantamento bibliografico sobre
a resisténcia a antimicrobianos em ambientes agricolas no Brasil, visando elucidar o estado
atual do conhecimento sobre essa problemdtica no Pais.



2.4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa, de carater qualitativo, foi realizada no periodo de fevereiro a dezembro de
2023, com o objetivo de identificar artigos relacionados a resisténcia a antimicrobianos em
ambientes agricolas no Brasil. Para garantir a abrangéncia e a relevancia dos artigos
selecionados, foram utilizados termos de busca especificos, conforme descrito na Tabela 1, nos
buscadores Google Scholar, Google, ISI Web of Knowledge e Web of Science

Tabela 1. Termos de busca utilizados nos buscadores

Search terms #1 AND Search terms #2 AND Search term #3
“antibiotic resistance” OR “animal waste” OR “Brazil”
“antimicrobial resistance” OR “bovine waste” OR

“beta-lactam resistance” OR “brazilian soil” OR

“colistine resistance” OR “broiler litter” OR

“fluroquinolone resistance” OR “cattle manure” OR

“resistance gene” OR “fertilizer” OR

“resistome” OR “irrigation” OR

“sulfonamide resistance” OR “organic fertilizer” OR

“tetracycline resistance” OR “poultry litter” OR

“poultry waste” OR
“residues” OR
“reused water” OR
“soil” OR

“swine manure”
“water irrigation” OR

Foram incluidos na andlise apenas artigos originais, revisados por pares, publicados nos
idiomas portugués, espanhol e inglés, com data de publicacdo até dezembro de 2023. Para a
selecdo, também foram adotados critérios de exclusdo, sendo estes (i) artigos em duplicidade,
(i1) revisoes de literatura ou (iii) indisponiveis para leitura integral.

Ap0s selecdo, os dados de cada artigo foram extraidos de maneira sistematica. A partir
dessa extracdo, as informagdes foram tabuladas e analisadas com base nos seguintes
parametros: identificacdo numérica de cada artigo, titulo, periddico, ano de publicagdo,
ambiente agricola (residuos animais, solo e/ou dgua de irrigacao), especifica¢des sobre a origem
e ambiente, regido do Brasil em que a pesquisa foi realizada, as evidéncias de resisténcia
fenotipica e genotipica aos antimicrobianos, a presenca de elementos genéticos moéveis
avaliados e detectados, e a citacdo da referéncia (Apéndice A/Tabela S1).



2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 36 artigos referentes a resisténcia a antimicrobianos em ambientes
agricolas no Brasil (Apéndice A/Tabela S1). Desses, 16% (6/36) foram publicados entre 1986
e 2013, 42% (15/36) entre 2014 e 2019, e 42% (15/36) entre 2021 e o segundo semestre de
2023, revelando um aumento nas publicacdes sobre o tema ao longo dos anos (Figura 2). No
periodo de 1987 a 2005, nao foram publicados trabalhos sobre resisténcia antimicrobiana nesses
ambientes no Brasil.
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Figura 2. Quantidade de trabalhos publicados sobre resisténcia a antimicrobianos em
ambientes agricolas no Brasil de acordo com a data de publicacao.

A maior parte das pesquisas foi conduzida na regido Sudeste (67%, 24/36), sendo 13, 7
e 3 artigos referentes aos estados de Sao Paulo (artigo n® 2, 5, 9, 10, 13, 14, 16, 17, 19, 21, 25,
26 e 31), Rio de Janeiro (artigo n° 4, 11, 12, 33, 34, 35 e 36) e Minas Gerais (artigo n° 1, 7 e
18), respectivamente, € apenas um artigo menciona resultados referentes aos estados de Sdo
Paulo e Minas Gerais, concomitantemente (artigo n® 32) (Figura 3 e Apéndice A/Tabela S1).
Em seguida destaca-se a regido Sul (17%, 6/36), com os estados de Santa Catarina (3 artigos,
n° 8, 20 e 22), Rio Grande do Sul (1 artigo, n® 24) e Parand (1 artigo, n° 15). Um artigo menciona
resultados referentes ao Parand e Rio Grande do Sul de forma concomitante (artigo n° 6).
Apenas um artigo aborda esta questdo em ambientes agricolas na regidao Centro-oeste (3%,
1/36), referente ao estado de Goids (artigo n° 3). Trés artigos mencionam que as pesquisas foram
realizadas em diferentes regides do Brasil, sendo um nos estados do Mato Grosso e Pard; um
nos estados do Parana, Piaui, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo e, outro nos estados de Amazonas,
Distrito Federal, Goids, Minas Gerais e Roraima (artigo n°® 23, 27 e 29, respectivamente). Dois

trabalhos ndo informaram a regifio e os estados em que foram desenvolvidos (artigo n° 28 e 30)
(Apéndice A/Tabela S1).
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Figura 3. Numero de trabalhos que analisaram resisténcia a antimicrobianos em ambientes
agricolas por estado brasileiro.

Dentre os 36 artigos, 20 abordaram a resisténcia antimicrobiana em residuos animais,
13 abordam tal temdtica em solos agricolas e de floresta, dois abordaram a resisténcia
antimicrobiana tanto nos residuos animais como nos solos agricolas e um abordou a resisténcia
antimicrobiana associada a dgua de irrigacdo em ambiente agricola.

2.5.1 Residuos Animais

Um total de 22 artigos referentes a resisténcia antimicrobiana em residuos animais no
Brasil foi encontrado na literatura. Destes artigos, seis sdo relacionados a residuos avicolas
(artigon® 1, 2, 6, 11, 15 e 16), seis de residuos bovinos (artigo n° 7, 10, 14, 17, 18 e 19), quatro
a residuos suinos (artigo n° 8, 20, 21 e 22), quatro a residuos ovinos (artigo n° 3, 5,9 e 13) e
dois relacionados a residuos de diferentes animais (avicola/equino (artigo n°® 4), avicola/bovino
(artigo n° 12) (Tabela 2 e Apéndice A/Tabela S1). Em 82% (18/22) dos artigos, a resisténcia
fenotipica aos antimicrobianos foi avaliada, sendo detectada resisténcia as seguintes classes de
antimicrobianos: aminocumarina, aminoglicosideos, anfenicais, betalactamicos,
diaminopirimidinicos, fosfomicinas, glicopeptideos, lincosamidas, macrolideos, macrociclico,
nitrofuranos, polipeptidios, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas (Tabela 2). A resisténcia
aos antimicrobianos: danofloxacina (quinolona), minociclina (tetraciclina), vancomicina
(glicopeptideo), clindamicina (lincosamidas) e, ticarciclina-dcido clavulanico e ertapenem
(betalactamicos), foi avaliada e ndo detectada.

As classes de antimicrobianos mais avaliadas (>10 artigos) e que apresentaram maior
indice de resisténcia bacteriana foram os betalactimicos (100%, 15/15), tetraciclina (91%,
10/11), aminoglicosideos (85%, 11/13), sulfonamida (85%, 11/13) e quinolonas (81%, 13/16).
Dentre os menos avaliados (<10 artigos), a resisténcia as classes aminocumarina,
diaminopirimidinicos, fosfomicina, macrolideo, ndo esteroide e polipeptidio foram as mais
abundantes, com 100% de detec¢ao nos artigos avaliados, seguido das classes anfenicéis (87 %,
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7/8), nitrofuranos (50%, 2/4), macrociclico (50%, 1/2), lincosamidas (50%, 1/2) e, por fim, a
classe dos glicopeptideos que ndo foi detectada em nenhum dos artigos avaliados (0%, 0/2).

Tabela 2. Resisténcia fenotipica, genotipica e elementos genéticos moéveis detectados em
diferentes residuos animais no Brasil (continua)

N° de Resisténcia fenotipica a Resisténcia genotipica a Elementos genéticos
trabalhos  antimicrobianos antimicrobianos moveis
(n)
Frango Aminoglicosideos: estreptomicina, Betalactamicos: blacr, *
(8) gentamicina; blactx-m-Gp1, blactx-m-Gp2,
Anfenicois: cloranfenicol; blactx-m-Gps;
Betalactamicos: amoxicilina-acido Colistina: mcr-1;
clavuléanico, ampicilina, aztreonam, Fosfomicina: fosA3;
cefaclor, cefalotina, cefazolina, Quinolonas: gnrA, gnrB,
cefepime, ceftazidima, cefotaxima, qnrS;
cefoxitina, imipenem; Sulfonamidas: sull, sul2;
Fosfomicinas: fosfomicina- Tetraciclinas: refB.
trometamol;
Macrolideos: tilosina;
Nitrofuranos: nitrofurantoina;
Quinolonas: 4cido nalidixico,
ciprofloxacina, enrofloxacina,
norfloxacina;
Sulfonamidas: sulfametaxazol-
trimetropim;
Tetraciclinas: tetraciclina.
Bovino Aminoglicosideos: amicacina, Aminoglicosideos: aac(3')-la, Plasmideo: ColE-
7 canamicina, estreptomicina, aadA, aphA2, aph(3')-1a; like, IncF, IncFIA,
gentamicina; Betalactamicos: blacuy, IncFIB, IncHI1,
Anfenicois: cloranfenicol; blacrx-m-cp2, blasuy, blatem, Incll, IncK, IncP,
Betalactamicos: amoxilina, mecA; IncR, IncY, IncU;
ampicilina, ampicilina-sulbactam, Fenicdis: cmliA, floR; Integron: Intll.
cefalotina, cefepime, ceftriaxone, Glicopeptideos: vanA, vanCl,
meropenem, oxacilina, penicilina G, vanC2/3;
piperaciclina-tazobactam; Macrolideos: ermB, mefAE;
Macrociclico: rifampicina; Quinolonas: gnrA; gnrB;
Macrolideos: eritromicina, qnrS, 0gxA, ogxB, gepA.
Quinolonas: 4cido nalidixico, Sulfonamidas: sull, sul2,
ciprofloxacina, levofloxacina; sul3;
Sulfonamidas: sulfametaxazol- Tetraciclinas: zetA, tetB, tetC.
trimetropim;
Tetraciclinas: tetraciclina.
Equino Betalactamicos: amoxicilina-acido * *
@))] clavulanico, ampicilina, aztreonam,
cefepime, ceftazidima, cefoxitina,
imipenem;
Quinolonas: ciprofloxacina;
Sulfonamidas: sulfametaxazol-
trimetropim.
Ovino Aminocumarinase: novobiocina; Aminoglicosideos: aac(6')-Ib; Plasmideo: ColE-
“4) Aminoglicosideos: amicacina, Anfenicois: cmlA; like, IncF, IncFIA,

estreptomicina, gentamicina,
neomicina, tobramicina;
Anfenicois: cloranfenicol;
Betalactamicos: amoxilina,
amoxilina-acido clavulénico,
ampicilina, ampicilina-sulbactam,
cefaclor, cefalotina, cefazolina,
cefepime, cefotaxima, cefoxitina,

Betalactamicos: blacwmy,
blactx-m-Gp1, blactx-m-cpo,
blasnv;

Quinolonas: gnrB, gnrs,
0gxA, 0gxB;
Sulfonamidas: sull, sul2;
Tetraciclinas: retA, tetB,
tetC.

IncFIB, IncHI1,
Incll, IncK, IncFepB.
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Tabela 2. Continuagdo
ceftriaxone, cefurozima, penicilina G;
Diaminopirimidinicos: trimetropim;
Lincosamidas: lincomicina;
Macrolideos: eritromicina;
Quinolonas: icido nalidixico,
ciprofloxacina, levofloxacina;
lomefloxacina, norfloxacina,
ofloxacina;
Sulfonamidas: sulfametaxazol-
trimetropim, sulfonamida;
Tetraciclinas: doxiciclina,

tetraciclina.
Suino Aminoglicosideos: amicacina, Betalactamicos: ampC, *
“) gentamicina, neomicina; blacty-m2, blactx-m-cpi, blages,
Anfenicois: cloranfenicol; blaoxa-1-ike, blasuy, blatem,
Betalactamicos: amoxilina-acido blaves;
clavuléanico, ampicilina, cefalexina, Quinolonas: gnrS.

ceftiofur, penicilina G;
Diaminopirimidinicos: trimetropim;
Nao esteroide: fluorfenicol;
Polipeptideos: colistina;
Quinolonas: enrofloxacina,
norfloxacina;

Sulfonamidas: sulfametaxazol-
trimetropim;

Tetraciclinas: tetraciclina.

* indica que determinado parametro nio foi avaliado em nenhum artigo referente a determinado residuos animal.

Dentre a classe dos betalactamicos, a resisténcia a ampicilina foi detectada em maior
propor¢do (71%, 10/14), principalmente nos artigos que analisaram residuos ovinos. Em
relacdo as quinolonas, a resisténcia a ciprofloxacina foi verificada em 69% (9/13) dos artigos,
com maior representatividade nos residuos avicolas. A resisténcia a gentamicina, pertencente a
classe dos aminoglicosideos, foi detectada em 82% (9/11) dos artigos. Dentre as sulfonamidas
e tetraciclinas, a resisténcia ao sulfametaxazol-trimetropim e tetraciclina, respectivamente,
foram representativas em 100% artigos avaliados (10/10 e 9/9, respectivamente).

Dentre os artigos, 50% (11/22) avaliaram genes que codificam resisténcia aos
antimicrobianos. Destes, os genes relacionados a betalactamicos foram detectados em 91%
(10/11) dos artigos, quinolonas em 45% (5/11), tetraciclinas e sulfonamidas em 36% (4/11),
aminoglicosideos em 27% (3/11), macrolideos e fenicois em 18% (2/11) e, colistina,
fosfomicina e glicopeptideos em 9% (1/22) dos artigos avaliados. Elementos genéticos méveis
foram abordados em 18% (4/22) dos artigos, sendo dois sobre residuos bovinos (artigo n° 10 e
14) que detectaram genes relacionados a integrons e plasmideos e, dois sobre residuos ovinos
(artigo n® 5 e 13), que detectaram apenas genes relacionados a plasmideos (Tabela 2 e Apéndice
A/Tabela S1).

Nos residuos avicolas foi detectada a presenca de bactérias resistentes a todas as classes
de antimicrobianos avaliadas, sendo a mais avaliada e detectada a classe das quinolonas (6/6),
betalactamicos (4/4), aminoglicosideos (4/4) e sulfonamidas (4/4) (Apéndice A/Tabela S1). Em
relacdo aos genes de resisténcia a antimicrobianos nos residuos avicolas, doze genes foram
detectados, sendo eles blacrr, blactx-m-Gp1, blactx-m-cp2 € blactx-m-cps, mcr-1, fosA3, gnrA,
qnrB, gnrS, sull, sul2 e tetB (Tabela 2). Vale ressaltar que cada um deles foram detectados
somente uma vez dentre os sete artigos avaliados. Dos doze genes detectados, quatro sio
relacionados a classe dos betalactamicos (blacrr, blactx-mM-cp1, blactx-M-Gp2, blacTx-m-Gps)-
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Os residuos bovinos apresentaram bactérias com resisténcia fenotipica aos
betalactamicos, sulfonamidas e macrolideos em maior propor¢do (100%, 4/4; 4/4 e 2/2,
respectivamente), quando comparados as demais classes avaliadas. A resisténcia a
aminoglicosideos e quinolonas foram detectados em 75% (3/4) dos artigos, seguido pelas
classes dos anfenicdis e tetraciclina, ambos com 67% (2/3) de detec¢do e, dos macrocrociclicos
(50%, 1/2). Nao foi detectada resisténcia aos glicopeptideos e lincosamidas nos residuos
bovinos. Os genes ermB, gnrS, sull e sul2 foram mais representativos nos residuos bovinos,
sendo detectados em 100% (2/2) dos artigos que os avaliaram. Dentre os elementos genéticos
moveis, o gene intl, relacionado a integrons, foi o mais representativo, sendo detectado em
100% (2/2) dos artigos. Referente aos residuos de equinos no Brasil, apenas um artigo foi
encontrado na literatura, sendo detectadas bactérias resistentes a betalactamicos, quinolonas e
sulfonamidas.

Os quatro artigos que avaliaram residuos de ovinos detectaram resisténcia fenotipica aos
betalactamicos (100%, 4/4). A resisténcia bacteriana as classes de antimicrobianos quinolonas
(3/3), aminoglicosideos (3/3), tetraciclina (3/3), sulfonamida (2/2), diaminopirimidinicos (2/2),
macrolideos (1/1), lincosamidas (1/1) e aminocumarina (1/1) foram detectadas em todos dos
artigos em que foram avaliados. Ademais, a resisténcia aos antimicrobianos anfenicois e
nitrofuranos ndo foi detectada. Os genes blactx-m-Gpo (3/3), 0gxB (2/2), 0gxB (2/2), sull (2/2),
sul2 (2/2), tetA (2/2), tetB (2/2), tetC (2/2), ogxA (1/1) e cmlA (1/1) foram os mais
representativos com 100% de deteccdo, seguido dos genes gnrB, aac(6')-Ib, blacmy e blasuv,
todos detectados em 50% (1/2) dos artigos. Em relacdo aos genes de elementos genéticos
moveis nesses residuos, os mais representativos foram ColE-like, IncFIA, IncFIB, IncHII,
IncIl e IncK, com 100% (2/2) de deteccao.

Os residuos de suinos apresentaram maior proporcao de bactérias resistentes as classes
de antimicrobianos betalactamicos (3/3), tetraciclina (2/2), polipeptideos (2/2), macrolideo
(1/1), nao esteroide (1/1) e diaminopirimidinicos (1/1), com 100% de detec¢do, seguida das
quinolonas, aminoglicosideos e sulfonamidas que representaram 67% (2/3). Em relacdo aos
genes de resisténcia a antimicrobianos avaliados nesses residuos, foram detectados os genes
ampC, blacty-m-cp1, blactx-m-Gp2, blaces, blaoxa-1-ike, blasnv, blatem, blaves e gnrS.

Dentre os residuos avaliados, o maior indice de resisténcia fenotipica foi detectado nos
residuos de suinos (89%, 16/18), seguido dos residuos de aves (85%, 22/26), bovinos (85%,
22/26), equinos (82%, 9/11) e ovinos (79%, 33/42), considerando, a quantidade de
antimicrobianos avaliados e detectados. Em relacdo aos genes de resisténcia, os residuos
avicolas apresentaram maior indice de detec¢do, com 48% (12/25), seguido dos residuos
bovinos, ovinos e suinos com 45% (29/65), 34% (15/44) e 29% (9/31), respectivamente. Nos
artigos encontrados referentes a residuos de equinos, nao foram avaliados genes de resisténcia
a antimicrobianos.

Dos 22 artigos que abordam a resisténcia antimicrobiana em residuos animais no Brasil,
18 % (4/22) avaliaram a presenca de elementos genéticos méveis em residuos bovinos e ovinos.
Todos esses estudos detectaram algum tipo de elemento genético moével, especificamente
plasmideos ou integrons.

2.5.2 Solos

Um total de 15 artigos referentes a resisténcia antimicrobiana em solos no Brasil foram
encontrados na literatura. Destes, dois trabalhos analisaram o efeito do uso de fertilizantes
(artigon® 21 e 22) (Apéndice A/Tabela S1). Dos 15 artigos, oito avaliaram solos agricolas com
€nfase nos tipos de cobertura do solo, genes de resisténcia presentes e fatores relacionados ao
aumento da resisténcia antimicrobiana (artigo n° 21, 22, 25, 26, 27, 28, 29 e 30); e sete artigos
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avaliaram esses fatores comparando solos agricolas e solos florestais (artigo n° 23, 24, 31, 32,
33, 34 e 35) (Apéndice A/Tabela S1 e Tabela 3).

Nos artigos que analisaram resisténcia fenotipica aos antimicrobianos (9/15), foram
detectadas resisténcias as seguintes classes: aminoglicosideos, anfenicéis, betalactamicos,
diaminopirimidinicos, fosfomicina, macrolideos, nitrofuranos, polipeptidio, quinolonas,
sulfonamidas e tetraciclinas. Em relacdo a resisténcia genotipica, 87% (13/15) dos artigos
analisaram e encontraram resisténcia as seguintes classes: aminoglicosideos, anfenicdis,
betalactamicos, diaminopirimidinicos, fosfomicina, macrélideos, nitrofurano, polipeptidio,
quinolona, sulfonamida e tetraciclina.

Tabela 3. Resisténcia fenotipica, genotipica e elementos genéticos méveis detectados em solos
no Brasil (continua)

Residuos  Resisténcia fenotipica a Resisténcia genotipica a Genes de
(n) antimicrobianos antimicrobianos elementos
genéticos méveis
Floresta Aminoglicosideo: amicacina, Aminoglicosideos: aadA, Plasmideo: ColE-
7 canamicina, estreptomicina, aac(6')-1b, aph(3')-1a; like, ColpVC,
gentamicina, tobramicina; Anfenicdis: cmlA, floR; CoIRNA, IncFIA,
Anfenicois: cloranfenicol; Betalactamicos: blacmy, blasyv, IncFIB, IncFIC,
Betalactamicos: amoxicilina-acido  blarem; blacrx-m-cp2, blacrx-m— IncHI1, InclIl,
clavulanico, ampicilina, ampicilina- gp1s, blaoxa-i-ike, lactamaseB, IncN, IncP, IncR,
sulbactam, aztreonam, cefaclor, transpeptidade; IncFieps, IncU,
cefazolina, cefepime, cefotaxima, Diaminopirimidinicos: dfrB3, IncY;
ceftazidima, ceftriaxona, dfrB7_1; Integron: Intl.
cefuroxima, penicilina G; Fosfomicina: fosA;
Diaminopirimidinicos: Glicopéptidos: vanRO, vanR,
trimetropim; vans;
Fosfomicina: fosfomicina; Macrociclico: rbpA;
Macrolideo: eritromicina, Macrolidos: erm;
Quinolonas: dcido nalidixico, Macrolideos, lincosamidas e
ciprofloxacina, norfloxacina, estreptograminas do grupo B:
levofloxacina, lomefloxacina, ermB, ermB efluxo, ermE;
ofloxacina; Multirresisténcia: RND mfp,
Nitrofuranos: nitrofurantoina; HTH araC, RND efluxo, ACR
Polipeptideo: colistina; tran, mexW-mexl, adeR, marR,
Sulfonamidas: sulfonamida, ABC1, drrA, Whib, macB,
sulfametaxazol-teimetropim; MFS1, ABC efluxo, Dala dala lig
Tetraciclina: doxiciclina, N, ABC tran;
minociclina, tetraciclina. Polipeptideo: mcrl;
Quinolona: gnrA, ogxA, flior
res DNA topo;
Sulfonamida: sull, sul2, sul3;
Tetraciclina: retA, terB, tetC, tet
ribossomal protect, tefM- tetW-
tetO- tetS.
Agricultura Aminoglicosideo: amicacina, Aminoglicosideos: aadA, Plasmideo: ColE-
(15) canamicina, estreptomicina, aadAl, aadAS, aadA24, like, ColpVC,

gentamicina, tobramicina;
Anfenicéis: cloranfenicol;
Betalactamicos: amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina, ampicilina-
sulbactam, aztreonam, cefaclor,
cefazolina, cefepime, cefotaxima,
cefoxitina, ceftazidima, ceftiofur,
ceftriaxona, cefuroxima,
meropenem, penicilina G,
ticarcilina-acido clavulanico,

aph(3")-1b, aph(6')-1d;
Anfenicéis: cmlA, floR;
Betalactamicos: blaBJp_l, blaCMy,
blactx-m-cp1, blactx-m-Gp2, blaces,
blarra-9, blaoxa-1-ike, blaoxa-as-
likes blaper, blasuv, blatewm,
blartemi, blatem-166, blaves,
lactamaseB, transpeptidade;
Diaminopirimidinicos: dfrA,
dfrAl, dfrB3;

CoIRNA, IncF,
IncFIA, IncFIB,
IncFIC, IncFII,
IncHI1, Incll,
IncL/M, IncN,
IncN3, IncP,
IncP1, IncR,
IncFeps, IncU,
IncY;
Integron: Intl.
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Tabela 3. Continuacdo

ticarcilina;
Diaminopirimidinicos:
trimetropim;

Fosfomicina: fosfomicina;
Macrolideo: eritromicina;
Quinolonas: icido nalidixico,
ciprofloxacina, enrofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina,
levofloxacina, lomefloxacina;
Nitrofuranos: nitrofurantoina;
Polipeptideo: colistina;
Sulfonamidas: sulfonamida,
sulfametaxazol-teimetropim;
Tetraciclina: doxiciclina,
minociclina, tetraciclina.

Fosfomicina: fosA;
Glicopeptideos: vanRO, vanSO,
vanR, vanS;

Macrociclico: rbpA;
Macrolideos: erm, mdfA, mphA,
mtrA;

Macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas do grupo B:
ermB, ermB efluxo, ermE;
Multirresisténcia: RND mfp,
HTH araC, RND efluxo, ACR
tran, mexW-mexl, adeR, marR,
ABCI1, drrA, Whib, macB,
MFS1, ABC efluxo, Dala dala lig
N, ABC tran;

Polipeptideo: mcrl;
Quinolonas: gnrA, gnrB, gnrS,
ogxA, ogxB, gepA, flior res
DNA topo;

Sulfonamida: sull, sul2, sul3;
Tetraciclina: retA, terB, tetC,
tet34, flior res DNA topo;

Vale ressaltar que dos 13 artigos que avaliaram resisténcia genotipica, apenas um (artigo
n° 23), referente a solos agricolas e florestais, avaliou genes relacionados a multirresisténcia a
antimicrobianos, detectando os seguintes genes: RND mfp, HTH araC, RND efluxo, ACR tran,
mexW-mexl, adeR, marR, ABCl1, drrA, Whib, macB, MFS1, ABC efluxo, Dala dala lig N e
ABC tran, todos relacionados a mecanismos de resisténcia de diversas classes de
antimicrobianos. Quanto aos elementos genéticos moveis, foi detectada a presenca de genes
relacionados a plasmideos e integrons nos solos florestais e agricolas.

Dos artigos que avaliaram solos de floresta (7/15), 14% (1/7) analisaram a resisténcia
fenotipica e genotipica dos solos (artigo n° 32), 14% (1/7) analisaram apenas a resisténcia
fenotipica (artigo n° 33) e 71% (5/7) analisaram apenas a resisténcia genotipica (artigo n°® 23,
24, 31, 34 e 35). A resisténcia fenotipica mais avaliada e detectada foi aos aminoglicosideos
(2/2), betalactamicos (2/2) e tetraciclina (2/2), encontrados em 100% dos trabalhos analisados
referentes a solos florestais. Na classe dos aminoglicosideos, a estreptomicina foi o
antimicrobiano mais avaliado e detectado (100%, 2/2), enquanto os outros antimicrobianos
dessa classe, foram avaliados e detectados em apenas um artigo. Da classe dos betalactamicos,
os antimicrobianos amoxicilina-dcido clavulanico, ampicilina, ampicilina-sulbactam,
aztreonam, cefazolina, cefaclor, cefepime, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima e
penicilina foram detectados em 100% (1/1) dos artigos referentes a solos de floresta. Ja
cefoxitina, meropenem, imipenem e piperaciclina-tazobactam foram avaliados mas nao
detectados (0%, 0/1); e na classe das tetraciclinas foram relatados os antimicrobianos doxicilina
(1/1), minociclina (1/1) e tetraciclina (2/2).

Em relacdo aos genes de resisténcia nos solos florestais, as classes sulfonamida e
quinolona foram as mais avaliadas (3 artigos), sendo detectadas em 67% e 100% dos artigos,
respectivamente. Genes relacionados a resisténcia a betalactamicos (2/2), tetraciclinas (2/2),
macrociclicos (2/2), glicopeptideos (2/2), aminoglicosideos (1/1), anfenicéis (1/1), macrolideos
(1/1), grupo MLSB (macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B) (1/1) e genes
relacionados a multiresisténcia (1/1), foram detectados em 100% dos artigos. Dentre a classe
das sulfonamidas foram detectados os genes sull, sul2 e sul, e dentre a classe das quinolonas
foram detectados os genes ogxA, gnrA e Fluor Res DNA topo. Em apenas 14% (1/7) dos
trabalhos que abordaram solos de floresta, a presenca de elementos genéticos moéveis foi
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avaliada, sendo detectada a presenca de genes da classe dos plasmideos (ColE-like, ColpVC,
ColRNA, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncHI1, Incll, IncN, IncP, IncR, IncF.epB, IncU e IncY) e de
integrons (Int1) (artigo n° 32).

Dentre os 15 trabalhos que abordaram resisténcia a antimicrobianos em solos agricolas,
60% (9/15), 87% (13/15) e 40% (6/15) avaliaram resisténcia fenotipica e genotipica aos
antimicrobianos e, elementos genéticos mdveis, respectivamente. As classes de
antimicrobianos que apresentaram maior frequéncia de resisténcia fenotipica foram os
betalactamicos (8/8), seguido de tetraciclinas (6/6), polipeptideos (3/3), anfenicéis (3/3),
diaminopirimidinicos (3/3), macrolideos (2/2), fosfomicina (1/1) e nitrofuranos (1/1). Os
aminoglicosideos, quinolonas e sulfonamidas foram detectados em 83% (5/6), 86% (6/7) e 80%
(4/5) dos artigos, respectivamente. Dos betalactamicos, o aztreonam foi o mais avaliado e
detectado, estando em 100% (4/4) dos solos analisados. Para a classe das tetraciclinas, foram
detectados os antimicrobianos doxiciclina, minociclina e tetraciclina.

A deteccao de resisténcia genotipica as sulfonamidas (5/5), diaminopirimidinicos (4/4),
tetraciclinas (4/4), macrolideos (4/4), aminoglicosideos (3/3), anfenicdis (2/2), glicopeptideos
(2/2), macrociclicos (2/2), grupo MLSB (1/1) e genes relacionados a multirresisténcia (1/1) em
solos de agricultura, foi relatada em 100% dos trabalhos. Genes relacionados a resisténcia a
betalactidmicos e a quinolonas foram avaliados em nove e seis artigos, sendo detectados em
89% (8/9) e 83% (5/6), respectivamente, com predominancia de deteccdo dos genes blasuv €
blactx-m-cp1 relacionado aos betalactamicos, e os genes gnrB relacionado as quinolonas. Em
100% (6/6) dos trabalhos que avaliaram elementos genéticos moéveis, genes relacionados a
plasmideos e/ou integrons foram detectados. O gene Int1 foi o unico detectado (3/3) dentre os
integrons avaliados nos solos agricolas e foram detectados 19 diferentes genes relacionados a
presenca plasmideos.

2.5.3 Agua de Irrigacao
Apenas um artigo que aborda a detec¢do de genes de resisténcia a antimicrobianos
associados a dgua de irrigacdo em ambientes agricolas no Brasil foi encontrado na literatura

(artigo n°® 36), sendo detectada a presenca de genes de resisténcia a sulfonamida (sull e sul2) e
a betalactamicos (blacgs, blatem e blasnv).
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2.6 DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana é uma preocupacdo de satude publica global que requer
uma abordagem de Saudde Unica; em que a saide humana, animal e ambiental, devem ser
tratadas de maneira interdependentes. Ambientes agricolas sdo criticos para a dinamica da
resisténcia antimicrobiana, atuando como reservatorios e rotas de transporte de determinantes
de resisténcia. No entanto, eles ainda sao frequentemente subestimados e negligenciados.
Portanto, o objetivo deste levantamento bibliografico é proporcionar uma visdo abrangente
sobre a situacdo da resisténcia em trés aspectos chave dos ambientes agricolas brasileiros:
residuos animais, solos e dgua de irrigacao.

Entre as opcdes disponiveis para o uso dos residuos animais, a aplica¢io agricola como
fertilizante € certamente a mais interessante, em termos agronomicos, economicos, ambientais
e sociais (CORREA et al., 2011). A grande vantagem da reutilizacio destes residuos nos solos
relaciona-se com o fornecimento de nutrientes contidos neste e com beneficios ligados ao seu
conteido organico. Além disso, sua reutilizacio como adubo organico pode substituir os
fertilizantes sintéticos, reduzindo os custos de produc¢do na agricultura (BRANDIJES et al.,
1996; WEINDORF; MUIR; LANDERO-SANCHES, 2011). Porém, a resisténcia
antimicrobiana em residuos animais representa uma questao critica no contexto agricola, devido
ao seu papel na disseminagdo de cepas resistentes.

No presente estudo, as classes de antimicrobianos mais avaliadas e que apresentaram
maior indice de resisténcia bacteriana nos residuos animais foram os betalactimicos,
tetraciclina, aminoglicosideos, sulfonamida e quinolonas. Sabe-se que 50% de todos os
antimicrobianos produzidos sao destinados a fins agropecudrias e, entre os mais utilizados estao
tetraciclina, betalactamicos e sulfonamidas, que, de acordo com os resultados, estdo entre as
classes que apresentaram maior indice de resisténcia bacteriana (CALDEIRA, 2012;
MADIGAN et al., 2016). A ampla utilizacdo desses antimicrobianos na producio agricola e,
consequentemente, os elevados indices de resisténcia detectados nos residuos animais sdao
preocupantes, uma vez que essas substancias sdo frequentemente empregadas no tratamento de
infec¢des bacterianas em animais e, ocasionalmente, em seres humanos.

Nos residuos avicolas foi detectada a presenga de bactérias resistentes a todas as classes
de antimicrobianos avaliadas. Ferreira et al. (2023) compararam o perfil de resisténcia
bacteriana a antimicrobianos em camas de avidrio provenientes de sistemas de produgdo
orgdnico e convencional e, detectaram que o sistema convencional apresentou maior
abundancia de bactérias resistentes, provavelmente devido ao uso continuo de antimicrobianos
nesse sistema, o que consequentemente, aumenta a pressao de selecao de bactérias resistentes.

No caso dos residuos de equinos, apenas um artigo foi encontrado na literatura, sendo
detectadas bactérias resistentes a betalactamicos, quinolonas e sulfonamidas (FERREIRA et al.,
2023). A resisténcia bacteriana a gentamicina e piperacilina-tazobactam, das classes
aminoglicosideos e betalactamicos, respetivamente, foi avaliada, mas nao detectada nesses
residuos. Neste trabalho a resisténcia a antimicrobianos também foi avaliada em bactérias
isoladas de camas de avidrio provenientes de sistemas organico e convencional de produgdo,
sendo detectada a maior abundancia de bactérias resistentes nos residuos avicolas em
comparacdo a cama de equino.

Em relacdo aos genes de resisténcia a antimicrobianos, diferencgas considerdveis foram
observadas entre os diferentes residuos animais, possivelmente devido a variagdo no uso de
antimicrobianos, nos padrdes de dosagem e na dieta dos animais (HE et al., 2020; IBEKWE et
al., 2021). Em trabalho realizado por Hou et al. (2015) na China, os antimicrobianos
veterindrios foram detectados com concentracdes mais elevadas em dejetos de suinos e de aves
do que em dejetos de bovinos, refletindo o uso intenso desses farmacos na criacdo intensiva
desses animais. Van e Blaney (2016), ao compilar em um artigo de revisdo dados sobre a
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presenca de antimicrobianos em residuos animais de vérios paises, observaram trés classes
predominantes em cama de avidrio e esterco suino, sendo estas a quinolona, sulfonamida e
tetraciclina. Ja no esterco bovino, os autores mencionam que hd uma menor quantidade de
informagdes disponiveis sobre detec¢do de antimicrobianos nesse residuo. Mesmo resultado foi
encontrado por Tian et al. (2021), que ao compilarem dados da China, afirmaram que essas
mesmas classes de antimicrobianos (quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas) sdo comumente
detectadas em dejetos avicolas, bovinos e suinos. Ainda na China, Hou et al. (2015) detectaram
em maior concentracao a tetraciclina, seguida das sulfonamidas, fluoroquinolonas, nitrofuranos
e macrolideos em dejetos avicolas, bovinos e suinos.

Entre 2018 e 2020, o consumo médio mundial de antimicrobianos na producao animal
foi de 80.541 toneladas de principios ativos por ano em fazendas industriais (WAP, 2023).
Especificamente, no Brasil, ainda ndo ha levantamentos estatisticos em relagdo a
comercializacdo de antimicrobianos para a producdo animal (LENTZ, 2022). A utilizacdo
desses farmacos na saide animal pode ocorrer de forma: 1) terapéutica - os animais doentes sao
identificados e tratados; ii) metafilica - todos os animais (doentes / ndo doentes) sdo submetidos
ao tratamento, apds inicio dos sinais clinicos em uma parcela da populagdo; iii) profilatica - o
tratamento dos animais ¢ realizado de forma individual ou em grupo, antes da apresentacao de
sinais da doenga; e iv) aditivos zootécnicos (também chamados de promotores de crescimento)
em ragdes, a fim de melhorar a eficiéncia na conversdo alimentar e estimular o crescimento
(GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

Os aditivos zootécnicos s@o utilizados no Brasil desde a década de 1950 e representam
uma das medidas mais controversa quanto a administracdo desses farmacos, pois ocorre em
baixas dosagens e em concentrac¢io insuficiente para eliminar todas as bactérias patogénicas no
organismo animal (RONQUILLO; HERNANDEZ, 2017; ABPA, 2022). Considerando que o
uso de alguns antimicrobianos € a Unica op¢ao terapéutica disponivel para tratar infeccoes
bacterianas graves em humanos, a Organizacio Mundial da Sadde criou uma lista de
antimicrobianos considerados criticamente importantes e de alta prioridade para a medicina
humana, sendo a maioria desses farmacos também utilizados na medicina veterinaria (WHO,
2017).

Assim, desde 2005, a Organizacao Mundial da Satde atualiza regularmente essa lista
para auxiliar na elaboragdo de estratégias de gerenciamento e avaliagdo de riscos da resisténcia
aos antimicrobianos, garantindo que os antimicrobianos sejam utilizados de forma cautelosa
(LENTZ, 2022). Em 2019 ocorreu a dltima atualizacdo da lista que compreende 17 classes
distintas de antimicrobianos (WHO, 2019). Além disso, a Organizacdo Mundial da Sadde
Animal também publicou uma lista dos antimicrobianos de importancia veterindria, na qual
consta os agentes antimicrobianos autorizados para uso em animais destinados a producao de
alimentos (WOAH, 2021).

Na Europa, em 1997, uma decisdao da Comissao Européia suspendeu o uso de
avoparcina, um peptidoglicano antibidtico, a nivel comunitério e, em julho de 1999 foram
banidos quatro antimicrobianos promotores de crescimento, sendo eles a zincobacitracina,
virginiamicina, espiramicina e tilosina (EC, 1998). Em 2006, a partir do regulamento
1831/2003/EC, foi proibida a utilizacdo de antimicrobianos como promotores de crescimento
na Comunidade Européia (EC, 2003). Recentemente, a partir do Regulamento de Execuc¢do
(UE) 2022/1255, em vigor desde 9 de fevereiro de 2023, foi designado 18 antimicrobianos cuja
utilizagcdo em animais ndo € permitida (EC, 2022). Isso ocorreu a partir de critérios para limitar
antimicrobianos para uso exclusivo em humanos, incluido a alta importancia para a saide
humana, risco de transmissdo de resisténcia e necessidade ndo essencial para a saide animal
(EC, 2021).

Nos Estados Unidos, em janeiro de 2017, a Food and Drug Administration (FDA)
estabeleceu normas para limitar o uso de antimicrobianos em animais de criacdo (FDA, 2017).
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Assim, o uso de antimicrobianos clinicamente importantes, essenciais para o tratamento de
doencas em humanos, foi proibido para fins de producido, como promog¢io do crescimento,
aumento do ganho de peso ou eficiéncia alimentar. Além disso, passou a ser exigida a
supervisdo veterindria para administracao desses antimicrobianos a animais por meio da racao
ou da dgua. No entanto, de acordo com Hicks (2020), ainda ha muitas lacunas no plano e é
necessario regras mais rigorosas para conter a resisténcia a antimicrobianos.

Na China, em julho de 2019, o Ministério da Agricultura e Assuntos Rurais da China
anunciou a proibi¢do da produgdo, importacdo, comercializa¢do e uso de oito antimicrobianos
frequentemente utilizados como aditivos zootécnicos para promover o crescimento animal
(SHAO et al., 2021). Além disso, em 2020, pela mesma entidade, houve a proibicdo da
producdo de ragdes comerciais contendo antimicrobianos.

No Brasil, algumas ac¢des legislativas foram sendo adotadas a fim de controlar o uso de
antimicrobianos na producio animal. Em 1988 houve a primeira regulamenta¢do proibindo a
utilizacdo de uma substancia antimicrobiana como aditivo zootécnico melhorador de
desempenho na alimenta¢do animal. Assim, o uso da avoparcina foi proibido em todo o
territério nacional para tal finalidade, de acordo com Oficio Circular DFPA n° 047/1988. Em
julho de 2009, foi publicada a Instrucdo Normativa N° 26 que regulamenta a proibi¢ao da
administracdo de alguns antimicrobianos como aditivos zootécnicos, dentre eles: anfenicdis,
tetraciclinas, betalactamicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas de 3* e 4* geragdes),
fluoroquinolonas, quinolonas e sulfonamidas sistémicas (MAPA, 2009). A Instrugdo
Normativa N° 14 de 17 de maio de 2012 especifica a proibicdo de importar, fabricar ou utilizar
os antimicrobianos espiramicina e eritromicina como aditivo zootécnico (MAPA, 2012). A
Instru¢do Normativa N° 45 de 22 de novembro de 2016 que regulamenta o uso da colistina
apenas como alternativa terapéutica e proibe seu uso como aditivo zootécnico (MAPA, 2016).
Mais recentemente, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) publicou
a Instrucdo Normativa N° 1 de 13 de janeiro de 2020, que proibe, em todo o territorio nacional,
a importacao, a fabricacdo, a comercializac¢do e o uso dos antimicrobianos tilosina, lincomicina
e tiamulina como aditivos melhoradores de desempenho animal (MAPA, 2020).

Embora o uso de antimicrobianos melhore o desempenho animal e otimize a producao
em larga escala, existe uma crescente preocupagdo com o aumento de microrganismos
resistentes decorrentes dessa pratica. Devido as propriedades dos antimicrobianos, muitos ndao
sao plenamente metabolizados pelo organismo e, consequentemente, sao liberados no ambiente
por meio de excrecOes vesicais e intestinais. Além disso, estes residuos podem conter bactérias
patogénicas e determinantes de resisténcia antimicrobiana que podem ser liberados no solo
quando utilizado como fertilizante organico na agricultura, resultando na alteracdo do resistoma
ambiental e dos ciclos biogeoquimicos e, em problemas de natureza toxicolégica em certos
organismos (REGITANO; LEAL, 2010; LEAL, 2012; WELLINGTON et al., 2013; FUJII et
al., 2014; CLEARY et al., 2016; HOELZER et al., 2017). Como resultado desse conjunto de
fatores, as comunidades bacterianas dos diferentes reservatdrios ambientais sdo afetadas a nivel
estrutural e funcional, favorecendo a intensificacdo e disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana (O'NEILL, 2015; BURKI, 2018).

Ao se discutir a presenca de determinantes de resisténcia a antimicrobianos em residuos
animais e o risco da dissemina¢do da resisténcia no ambiente oriunda da utilizacdo desses
residuos como fertilizantes organicos nos solos agricolas, € importante também levar em
consideracdo a presenca de elementos genéticos moveis. No presente estudo foi possivel
detectar que dos 22 artigos referentes a resisténcia antimicrobiana em residuos animais no
Brasil, 18 % (4/22), referente a residuos bovinos e ovinos, avaliaram a presencga de elementos
genéticos madveis e, todos estes detectaram algum tipo de elemento genético mével.

Esses elementos sdo fundamentais na disseminacao da resisténcia antimicrobiana entre
e dentro as espécies bacterianas pois promovem a mobilidade intra e intercelular do DNA, a

20



partir da transferéncia horizontal de genes (PARTRIDGE et al., 2018). Dessa forma, residuos
animais que contém determinantes de resisténcia a antimicrobianos e elementos genéticos
moveis, e sdo incorporados nos solos podem favorecer a disseminagdo da resisténcia aos
antimicrobianos nos reservatérios ambientais gerando risco a saide humana (KUTSZEPA,
2009). Assim, é importante considerar os mecanismos de disseminacdo, a atenuacdo dos
determinantes de resisténcia a antimicrobianos e a dindmica associada a tal, no solo e na 4gua.

De acordo com o levantamento bibliografico, nos estudos sobre resisténcia a
antimicrobianos em solos, foram detectadas resisténcia fenotipica e genotipica a 11 classes de
antimicrobianos, sendo estes aminoglicosideos, anfenicois, betalactamicos,
diaminopirimidinicos, fosfomicina, macrolideos, nitrofuranos, polipeptidio, quinolonas,
sulfonamidas e tetraciclinas. A presenca desses determinantes de resisténcia a antimicrobianos
pode ser influenciada por diversos fatores, como o uso intensivo e inadequado de
antimicrobianos na pecudria, assim como na saide humana, uso de fertilizantes organicos sem
o devido tratamento, qualidade da 4gua de irrigacdo, e at€é mesmo a poluicdo ambiental. Esses
fatores podem incrementar antimicrobianos e determinantes de resisténcia a antimicrobianos
nos solos e selecionar e favorecer a troca génica por meio de transferéncia horizontal, que
contribui para a disseminagao de genes resistentes entre bactérias e, eventualmente, a aquisi¢ao
por patdgenos, ameagando, portanto, as terapias antimicrobianas (NESME; SIMONET, 2015;
CERQUEIRA et al., 2019; DELGADO-BAQUERIZO et al., 2022).

O primeiro registro de comparacdo de resisténcia a antimicrobianos em solos
antropizados e solos naturais do Brasil é datado de 1986. Neste trabalho, foi relatada uma
tendéncia de maior ocorréncia de bactérias resistentes a estreptomicina e penicilina em solos de
pastagens em relacao aos solos naturais (VAN ELSAS; PEREIRA, 1986). Lemos et al. (2021)
realizaram um estudo onde se propuseram a avaliar a influéncia do desmatamento da Amazodnia
no resistoma do solo, avaliando diferentes tipos de uso da terra e concluiram que na transicao
de solos de floresta para solos agricolas hd um aumento nos genes de resisténcia a
antimicrobianos, indicando que atividades antropogénicas e pressdo ambiental podem agir
fortemente na abundancia e distribuicdo espacial desses genes de resisténcia a antimicrobianos,
principalmente pelo uso de esterco como fertilizantes.

A utilizacdo de residuos como fertilizante organico na agricultura também levanta a
questdo de possivel alteracdio do solo pelo acimulo de residuos farmacéuticos e
desenvolvimento de microrganismos resistentes, sendo esta a via de propagacdo inicial de
determinantes de resisténcia a antimicrobianos predominante no ambiente. Apesar de tais
questdes variarem em fungdo do tipo de residuo animal e o método de aplicagdo no solo
utilizado, essa prética permanece sendo um risco progressivo de persisténcia e de resisténcia
generalizada aos antimicrobianos (BASTOS et al., 2018; HE et al., 2020). Além disso, de
acordo com Guron et al. (2019), o aspecto mais significativo da aplicac¢do de residuos animais
em solos agricolas € o efeito “da exploracdo agricola até a mesa”, pois os produtos frescos
consumidos crus ou minimamente processados sdo cultivados em solos fertilizados com esses
residuos e, devido o contato direto solo-vegetal, os determinantes de resisténcia a
antimicrobianos podem se acumular nesses vegetais destinados ao consumo humano,
resultando em risco a saide humana (REGITANO; LEAL, 2010). Apesar disso, a unica
legislacdo referente a qualidade de residuos animais com finalidade agricola € destinada a
agricultura organica e ndo engloba aspectos relacionados a resisténcia a antimicrobianos.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (2021), os
residuos animais s6 podem ser utilizados na agricultura organica, mediante a compostagem e
bioestabilizacdo do mesmo. No entanto, a eficiéncia da compostagem na eliminacdo de
contaminantes bioldgicos ainda € controversa, uma vez que estudos afirmam que mesmo apoés
o processo de compostagem, os residuos animais ainda podem conter contaminantes e, quando
utilizados como fertilizante, podem transferir patégenos e determinantes de resisténcia no solo
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(FERREIRA et al., 2021; FERREIRA et al., 2023). Dessa forma, é necessario pesquisas
envolvendo o aprimoramento do processo de compostagem, a adicdo de técnicas, como o
processo de solarizacdo ou, até mesmo, o emprego de novas técnicas a fim de reduzir ou
eliminar contaminantes dos residuos animais, resultando na seguranga de sua utilizacdo na
agricultura; fomentar a discussao acerca dos parametros de qualidade, levando em consideracao
que os indicadores ja definidos pela legislagdo ndo sao suficientes para determinar a seguridade
bioldgica dos residuos; e expandir tais parametros também para a agricultura convencional.

Em relacdo a resisténcia a antimicrobianos associada a dgua de irrigagdo em ambientes
agricolas no Brasil, apenas um artigo foi encontrado na literatura (artigo n°® 36), sendo abordado
apenas a deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos. Lopes et al. (2022) detectaram a
presenca de genes de resisténcia a sulfonamida (sull e sul2) e a betalactamicos (blacgs, blatem
e blasuv) em trés lagoas de irrigacdo de culturas de chuchu, tomate, abobrinha, pimentdo, entre
outras, no municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto, localizado na regiao serrana no estado
do Rio de Janeiro, que se destaca como maior produtor avicola do estado e ainda possui um
abatedouro de aves na mesma regido. A presenca de genes de resisténcia a sulfonamidas e
betalactimicos em dguas de irrigacdo € particularmente relevante, uma vez que esses
antimicrobianos sdo amplamente utilizados tanto na medicina humana quanto veterindria, no
controle de infeccdes bacterianas.

A agricultura irrigada é responsavel por aproximadamente 70% do consumo total de
dgua doce utilizada do mundo, e esse valor € ainda maior em muitos paises em desenvolvimento
(PENG et al., 2019). No Brasil, a maior parte do consumo de dgua também ¢é para o setor
agricola, sendo 66,5% para irrigacdo, seguida pelo abastecimento urbano, pela industria de
transformagao e pelo abastecimento animal (ANA, 2019). Assim, o principal destino da dgua
recuperada no mundo € a agricultura irrigada (ANGELAKIS et al., 2018). Ademais, ressalta-se
que esta dgua recuperada provém principalmente de estacdes de tratamento de dguas residuais
(ETAR) (LIMA et al., 2021). Isso ocorre devido a escassez de fontes de d4gua para irrigagao em
diversas regides, fazendo com que a dgua de reuso seja uma alternativa para enfrentar esse
problema (FAO, 2017).

A avaliacdo da qualidade da dgua para irrigacdo € necessdria e depende principalmente
do tipo de consumo, cultivo e irrigacdo de cada cultura (LIMA et al., 2021). Sperling (1995)
destaca a salinidade ndo excessiva e a auséncia de substancias quimicas prejudiciais a saide
como principais requisitos para o uso seguro da 4gua na irrigacdo de cultivos agricolas.
Especificamente, para hortalicas e demais produtos ingeridos crus ou com casca, adiciona-se a
auséncia de organismos prejudiciais a saide como outro requisito de qualidade. Além desses
requisitos, que expressam de forma geral e conceitual a qualidade desejada para a dgua, é
necessario também estabelecer padrées de qualidade, respaldados por uma base legal
(SPERLING, 1998). Assim, tem-se a Resolucdo CONAMA n°357/2005 que dispde sobre a
classificacdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento. Tal
resolucao classifica as dguas doces em cinco classes (especial, 1, 2, 3 e 4), segundo a qualidade
requerida para seus usos preponderantemente baseados nos niveis de coliformes
termotolerantes e outros parametros quimicos e fisicos (CONAMA, 2005). Para irrigacdo €
permitido o uso de dgua doce somente das classes 1, 2 e 3.

No Brasil, em relacdo as 4guas residuais, ainda ndo ha uma legislacao federal com
critérios e parametros estabelecidos para avaliar sua qualidade para uso na agricultura
(HANDAM et al., 2021). Isso € extremamente importante, pois a dgua de reuso pode ser
insegura para a saude humana e ambiental, dependendo da origem e do tratamento a que foi
submetida (MOURA et al., 2020). No entanto, é valido mencionar que a Associagao Brasileira
de Normas Técnicas possui uma norma técnica, n° 13.969/97 (ABNT, 1997) relacionada a tal
problematica, mas nao € especifica e traz poucos parametros de qualidade para dgua reutilizada.
Ademais, existem ainda leis especificas em alguns estados brasileiros que possuem parametros
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de qualidade para tal uso, como a COEMA do Ceard n° 2 de 2017 (COEMA, 2017) e a
CONERH da Bahia n° 75 de 2010 (CONERH, 2010). Handam et al. (2022), avaliaram dureza
total, turbidez, fldor, cloro residual, nitrato, nitrito, sulfato, alcalinidade, condutividade, cor
aparente, pH e cloro livre como parametros fisicos e quimicos e, somente coliformes
termotolerantes como parametro biolégico para determinar a qualidade sanitdria da dgua
reutilizada para irrigacdo na agricultura no Brasil.

Vale ressaltar que os parametros para se considerar uma 4gua de qualidade
microbiolégica adequada tém sido questionados atualmente. Isto se deve ao fato de que
constantemente os corpos hidricos recebem efluentes de diferentes origens, seja urbano,
agricola, industrial ou hospitalar, e todos apresentam em comum a descarga de residuos de
antimicrobianos. Consequentemente, esses residuos presentes nos efluentes irdo alcangar os
corpos hidricos, representando uma ameaga nao s6 ao meio ambiente, mas também a seguranca
alimentar.

Especificamente, tal problemadtica ocasiona alteragcdes no microbioma, na selecdo de
bactérias resistentes e na disseminagdo dos seus genes de resisténcia. Além disso, tem-se como
efeito indireto, a transmissdo de bactérias patogé€nicas e resistentes aos antimicrobianos, ao
homem e aos animais. Isso pode acontecer a partir do consumo de 4gua nao tratada, 4gua tratada
de ma qualidade, alimentos contaminados ou pelo contato da pele com &dgua ou solo
contaminados, resultando em infeccoes (GONCALVES et al., 2003). Independente da via de
transmissdo, € essencial o estabelecimento de parametros eficientes no controle de qualidade
das 4guas, seja as de fontes de abastecimento para consumo humano ou as utilizadas para
recreacao e irrigacdo agricola. De acordo com Vital et al. (2018), a dgua de irrigacao € uma das
principais fontes de contaminacdo de produtos frescos com bactérias resistentes a
antimicrobianos. Diante do exposto, ¢ preocupante que até o momento ndo exista nenhum
documento regulatério que apresente parametros relacionados a residuos de antimicrobianos ou
genes de resisténcia para determinar a qualidade da dgua utilizada para irrigagdo agricola no
Brasil, representando um risco para a Satdde Unica (DeGGERONI et al., 2022).

Embora existam alguns métodos bioldgicos e fisico-quimicos, como a biodegradagdo, a
adsor¢do em carvao ativado, a separacdo por membranas e a desinfeccio com cloro, para
remover antimicrobianos em dguas residuais, ja existem estudos que concluiram que estas
medidas sdo apenas parcialmente eficazes (BEN et al., 2019). A interagdo entre bactérias
ambientais e bactérias contaminantes de estacdes de tratamento de esgoto e dguas residuais, sao
0 meio potencial para transferéncia de novos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos de
bactérias ambientais para comensais ou patégenos humanos e animais (ou vice-versa) (ASLAN
et al. 2018).

Apesar deste estudo ter encontrado somente um trabalho relacionado a resisténcia a
antimicrobianos em ambientes aquaticos agricola no Brasil, j4 existem alguns trabalhos
relacionados diretamente a presenca de genes de resisténcia em outros efluentes, como
hospitalares, industriais e domésticos (FARIAS et al., 2022; DALLANORA et al., 2023;
MARTINS-SILVA et al., 2023; MONTENEGRO et al., 2023). Em outros paises, tem-se
intensificado os esforcos para ampliar a regulamentacdo e o monitoramento de poluentes e
contaminantes que anteriormente nao eram comtemplados pelas disposi¢des legais para reuso
de dguas residudrias (USEPA, 2012; CUI; LIANG, 2019). Além disso, a importancia da dgua
como disseminadora de resisténcia antimicrobiana na agricultura tem ganhado espaco (SAVIN
et al., 2020; SAVIN et al., 2021; SERWECINSKA et al., 2021). Isto traz uma perspectiva que
futuramente o Brasil caminhard para a mesma linha, principalmente levando-se em conta o seu
potencial agricola.

Neste contexto, € importante destacar que o solo € um reservatorio natural de bactérias
resistentes a antimicrobianos, devido a abundincia e diversidade de microrganismos
naturalmente presente neste ambiente. Porém, atividades antropogénicas, como a utiliza¢do de
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residuos animais como fertilizantes organicos e a dgua utilizada na irriga¢do, levam a
modificagdo e incremento de determinantes de resisténcia que ocorrem naturalmente, que
podem ser transferidos para bactérias comensais e patogénicas de humanos e animais. Dessa
forma, estratégias preventivas que evitem o fluxo de genes de resisténcia a antimicrobianos para
reservatorios ambientais, incluindo os setores agricolas devem ser implementadas, o que ird
minimizar tal problemética em animais € humanos. Isto reforca a importincia de abordar a
resisténcia a antimicrobianos em uma perspectiva de Sadde Unica, um conceito que se refere a
relacdo indissocidvel entre a saide humana, animal e ambiental, e que as acdes em uma 4drea
podem ter impactos significativos nas outras.

Esta revisao de literatura sobre resisténcia a antimicrobianos em ambientes agricolas no
Brasil revela uma escassez de trabalhos cientificos e do acompanhamento dessa problematica.
Este cendrio ressalta a importancia da realizagdo de mais pesquisas relacionadas a resisténcia a
antimicrobianos em ambientes agricolas no Brasil, uma vez que h4 varias lacunas que precisam
ser preenchidas como a ampliacdo de conhecimentos sobre 1) determinantes de resisténcia a
antimicrobianos e elementos genéticos moveis presentes naturalmente nos diferentes tipos de
solos e regides do Brasil; 2) o comportamento das diferentes classes de antimicrobianos no
ambiente; 3) a dindmica da resisténcia aos antimicrobianos de forma minuciosa através de
técnicas fenotipicas e moleculares de forma conjunta; 4) a contribuicdo de atividades
antropogénicas como diferentes sistemas de manejo, uso de diferentes fontes de fertilizantes e
outros fatores, na resisténcia a antimicrobianos nos solos; 5) o entendimento das vias de
transmissdo de determinantes de resisténcia a antimicrobianos de microrganismos dos solos
para patogenos de humanos e animais; 6) praticas, técnicas e processos agricolas eficientes para
reduzir a resisténcia aos antimicrobianos; e 7) a proposicdo e avaliagdo de intervencdes que
visem mitigar a persisténcia e disseminagdo da resisténcia a antimicrobianos a partir destes
ambientes. Estas informacdes serdo cruciais para elucidar o papel dos ambientes agricolas como
reservatorio e fonte de disseminac¢do de resisténcia a antimicrobianos e quais os riscos que
representam para a saide publica. O conhecimento gerado serd fundamental para elaborar
propostas de vigilancia ambiental que visem mitigar a dissemina¢do da resisténcia a
antimicrobianos; classificada como uma enfermidade emergente e uma das trés maiores
ameacas a saide publica no século XXI.
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2.7 CONCLUSOES

No Brasil, os estudos relacionados a resisténcia a antimicrobianos em ambientes
naturais e agricolas sdo escassos, com um nuimero limitado de trabalhos abordando essa
temética em residuos, um nimero menor ainda em solos e, menor ainda em dguas utilizadas
para a irrigagdo. Apesar dessa limitacdo, houve uma elevada detec¢do de bactérias resistentes e
genes de resisténcia a antimicrobianos pertencentes as mais diversas classes em residuos
animais, solos agricolas e florestais, e 4gua de irrigacdo agricola.

Embora poucos trabalhos tenham investigado os elementos genéticos moveis, todos os
que o fizeram detectaram sua presenca, evidenciando o potencial de disseminagdo desses genes
de resisténcia em diferentes ecossistemas, com implicagdes significativas para a saide humana,
animal e ambiental. Além disso, sdo escassos os trabalhos que analisam a cadeia de
transferéncia de determinantes de resisténcia em ambientes agricolas.

Os resultados apresentados neste estudo destacam a importancia de ampliacdo das
pesquisas sobre resisténcia a antimicrobianos em ambientes agricolas e naturais. O
entendimento sobre o efeito de atividades antropogénicas, como sistema de manejo, uso de
fertilizantes e agroquimicos e o descarte de residuos de origem animal, na dinamica e
disseminagdo da resisténcia a antimicrobianos € imprescindivel para subsidiar estratégias de
manejo mais sustentdveis. Estas estratégias sao fundamentais para mitigar os riscos associados
a resisténcia a antimicrobianos e garantir a manuten¢do da saide ambiental, animal e humana
em uma abordagem integrada de Satde Unica.
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3. CAPITULO II

ATRIBUTOS QUIMICOS, COMUNIDADE BACTERIANA E GENES DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS SAO AFETADOS PELO USO
INTENSIVO DO SOLO EM AGROECOSSITEMAS DA MATA
ATLANTICA, SUDESTE DO BRASIL

Documento publicado na revista ‘‘Environmental Geochemistry and Health’’

FERREIRA, P. F. A.; ROCHA, F. I.; HOWE, E.; BARBOSA, D. R.; JESUS, E. C;
SOBRINHO, N. M. B. A.; COELHO, I. S. Chemical attributes, bacterial community, and
antibiotic resistance genes are affected by intensive use of soil in agro-ecosystems of the
Atlantic Forest, Southeastern Brazil. Environmental Geochemistry and Health, v. 46, n. 4, p.
123, 2024. https://doi.org/10.1007/s10653-024-01894-8
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3.1 RESUMO

O solo é um dos maiores reservatdrios de diversidade microbiana. No entanto, apesar de seu
manejo ser vital para fins agricolas, quando praticado de forma intensiva, gera grande impacto
na fertilidade, comunidade microbiana e resistoma. Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos do sistema de manejo intensivo do solo sobre os atributos quimicos, a
composi¢do e estrutura da comunidade bacteriana e, a presenca e abundancia de genes de
resisténcia a antimicrobianos. A caracteriza¢do quimica, diversidade bacteriana e a abundéncia
dos ARGs foram avaliadas em Solos de areas de cultivo intensivo de hortalicas e de florestas.
Os teores de nutrientes e metais pesados apresentaram maior correlacdo com as dreas de cultivo
agricola. Da mesma forma, maior riqueza e diversidade de géneros de bactérias também foram
detectadas nas dreas agricolas. Dos 18 genes alvos avaliados, sete (39%) foram detectados nos
solos estudados. A comunidade bacteriana das dreas de floresta esteve relacionada somente com
o gene sull, além de apresentar maior teor de aluminio, acidez potencial e de matéria organica.
O gene oprD foi o que apresentou maior abundancia e o unico que apresentou diferenca
significativa entre as areas, sendo identificado apenas nas dreas de cultivo. Os genes blasro,
erm(36), oprD e van, além do pH, apresentaram maior correlagdo com as dreas de cultivo de
agricola, que por sua vez apresentaram maiores teores de nutrientes. Dessa forma, sistemas
intensivos de cultivo agricola ocasionam além de alteragdes nos atributos quimicos e na
comunidade microbiana do solo, a modificacdo de seu resistoma, refor¢cando a importancia do
estudo da resistencia antimicrobiana em uma abordagem de Satde Unica.

Palavras-chave: Microbiota do solo. Manejo do solo. Antimicrobiano. Resisténcia bacteriana.
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3.2 ABSTRACT

Soil is one of the largest reservoirs of microbial diversity. However, although its management
is vital for agricultural purposes, when practiced intensively, it has a significant impact on soil
fertility, microbial community, and resistome. In this context, the aim of this study was to
evaluate the effects of intensive soil management systems on the chemical attributes,
composition and structure of the bacterial community, and the presence and abundance of
antimicrobial resistance genes. The chemical characterization, bacterial diversity, and
abundance of ARGs were assessed in soils from areas of intensive vegetable cultivation and
forests. The levels of nutrients and heavy metals showed a stronger correlation with the
agricultural cultivation areas. Likewise, greater richness and diversity of bacterial genera were
also detected in the agricultural areas. Of the 18 target genes evaluated, seven (39%) were
detected in the studied soils. The bacterial community in the forest areas was associated only
with the sull gene and had higher levels of aluminum, potential acidity, and organic matter.
The oprD gene was the most abundant and the only one that showed significant differences
between areas, being identified exclusively in the cultivated areas. The blasro, erm(36), oprD
and van genes, along with pH, showed a stronger correlation with the agricultural cultivation
areas, which, in turn, presented higher levels of nutrients. Thus, intensive agricultural
cultivation systems not only cause changes in the chemical attributes and microbial community
of the soil but also alter its resistome, underscoring the importance of studying antimicrobial
resistance within a One Health approach.

Key words: Soil microbiota; soil management; antimicrobial; bacterial resistance.
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3.3 INTRODUCAO

Nos tltimos 30 anos, a Mata Atlantica tem sido considerada uma prioridade global para
a conservacdo da biodiversidade, um dos cinco principais hotspots de biodiversidade do nosso
planeta (MARQUES; GRELLE, 2021). Porém, atualmente ¢ um dos biomas mais degradados
do Brasil, intensamente devastado pelas agdes do homem desde o periodo colonial. De acordo
com Chediack e Baqueiro (2005), as florestas da regido foram transformadas em &reas de
silvicultura e agricultura e, devido as intensas mudangas no uso do solo, a forte agricultura e o
alto consumo de energia, a Mata Atlantica ocupa o segundo lugar na emissao de gases de efeito
estufa no Brasil (PINTO; METZGER; SPAROVEK, 2022).

No sistema de manejo intensivo do solo, o preparo e o revolvimento excessivo do solo
realizado através de uso frequente de discos em grades e arados, causam a pulverizacido da
camada ardvel e a compactacao da camada subsuperficial. Esta prética leva ao selamento e
escoamento superficial, intensificando o processo erosivo e a degradagdo de solos, o que
compromete a sustentabilidade técnica, econdmica e ambiental do sistema de producdo. Além
disso, o revolvimento do solo geralmente coincide com periodos de elevada precipitagcdo, o que
eleva o risco de erosdo, principalmente pela erosdao hidrica (HERNANI et al., 2002; VOLK;
COGO; STRECK, 2004; BERTOL et al., 2007).

Além disso, o uso recorrente € em excesso de insumos agricolas, como defensivos
agricolas e fertilizantes quimicos, pode afetar a disponibilidade de nutrientes e reducdo da
matéria organica do solo, e gerar um acimulo de metais pesados nos solos (MINARI et al.,
2017; SANTOS et al., 2021). De acordo com Pathak et al. (2022), podem ocasionar também
efeitos adversos no sistema natural (contaminagdo do ar, 4gua e solo), nas plantas (crescimento,
metabolismo, alteracdes genotipicas e fenotipicas e impacto no sistema de defesa das plantas),
na saide humana (alteracdo genética, cancer, alergias, e asma) e nos produtos alimentares
(desenvolvimento de metabdlitos téxicos e aglomeracdo sucessiva ao longo da cadeia
alimentar). No solo, especificamente, o uso excessivo de pesticidas pode causar danos a biota
benéfica, como microrganismos, abelhas, predadores, passaros, plantas e pequenos animais
(ALENGEBAWY et al., 2021).

De acordo com Mathew et al. (2012) e Jacobsen e Hjelmso (2014), as populacdes de
microrganismos no solo coexistem em um equilibrio ecoldgico que pode ser significativamente
influenciado pela espécie cultivada, pelo revolvimento do solo, aplicacdo de insumos e por
fatores climaticos predominantes, especialmente a temperatura e a umidade. Dessa forma,
sistemas de manejo do solo podem afetar a dindmica dos microrganismos dos solos e
consequentemente, sua funcionalidade na qualidade do solo através da preservacao da ciclagem
de nutrientes, decomposi¢cdo da matéria organica e sustentabilidade do solo (HABIG;
SWANEPOEL, 2015).

Solos naturais possuem uma alta diversidade microbiana e fatores bidticos e abidticos
sdo determinantes para a densidade e atividade dos microrganismos no ambiente. Entre os
fatores bidticos, a produgdo de antimicrobianos por algumas espécies de fungos e bactérias pode
ser destacada como um importante elemento nas relacdes antagdnicas, que tém efeitos
deletérios sobre outros microrganismos (SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Presume-se que a
resisténcia a antimicrobianos coevoluiu com o processo de biossintese de antibidticos, uma vez
que os organismos produtores precisam se equipar com genes de resisténcia para se protegerem
(DAVIES; DAVIES, 2010). Assim, como os solos tém uma alta abundancia de
microrganismos, € coerente considera-lo como um grande reservatério de genes de resisténcia
a antimicrobianos, denominado resistoma ambiental (WRIGHT, 2007; XIE et al., 2018).

Outra questdo que deve ser levantada e que € frequentemente negligenciada, é o papel
do solo como fonte de resisténcia a antimicrobianos € o impacto de seu manejo intensivo na
resisténcia. A resisténcia antimicrobiana € considerada um desafio global pela Organizagdo
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Mundial da Saude, tanto para a saide humana quanto animal (MARTONE-ROCHA et al.,
2023), devido seu potencial de limitar a eficidcia do tratamento de doencas infecciosas,
resultando no aumento da taxa de morbidade e mortalidade e no custo do tratamento (JOHNS;
ADAMS, 2015; NHUNG; CHANSIRIPORNCHA; CARRIQUE, 2017).

Além de alteragdes na estrutura da comunidade microbiana, atividades antrépicas, como
o manejo do solo, também podem influenciar a evolucdo e a selecdo da resisténcia
antimicrobiana, devido a alta complexidade do solo e a competicio permanente entre oS
microrganismos a partir do seu manejo (ARMALYTE et al, 2019). Por exemplo,
antimicrobianos utilizados no tratamento de animais de producdo podem se acumular em seus
residuos, que por sua vez, sdo muito utilizados na agricultura como fertilizante agricola e,
quando aplicados nos solos, podem carrear bactérias patogénicas, bactérias resistentes e genes
de resisténcia a antimicrobianos (FERREIRA et al., 2023). Além disso, o aumento dos niveis
de metais pesados nos solos, ocasionado pelo uso excessivo de insumos agricolas, influencia os
complexos processos globais da dinamica dos genes de resisténcia, por meio de co-seleg¢do e
selecdo cruzada (YAZDANKHAH; SKJERVE; WASTESON, 2018; HEYDARI et al., 2022).
Acredita-se que grande parte dos genes de resisténcia de bactérias patogénicas teve sua origem
nos ambientes naturais (KNAPP et al., 2011) e, o solo constitui um vasto reservatério de
determinantes de resisténcia a antimicrobianos, que por sua vez, podem ser transferidos para
bactérias patogénicas de humanos e animais. Todos esses fatores reforcam a importancia de
estudos sobre esse tema usando uma abordagem de Satdde Unica que é baseada na ideia que a
saide humana estd intimamente ligada a saide animal e que ambos estdo, por sua vez, ligados
ao meio ambiente (WOAH, 2020).

O estudo foi desenvolvido na microbacia de Barracio dos Mendes no municipio de
Nova Friburgo-RJ, onde ha uma producdo intensiva de hortalicas em areas de montanha. Nesses
sistemas ocorre uso indiscriminado de pesticidas, principalmente herbicidas, e aplicac¢des
massivas de corretivos organicos como cama de aves (BHERING et al., 2017).
Consequentemente, esse sistema pode causar impactos seriamente negativos na satde do solo
e nos servicos ecossistémicos. Em trabalho realizado por Barbosa et al. (2021) nas mesmas
areas do presente estudo, o herbicida oxyfluorfeno ndo foi detectado nas dreas florestais, mas
foi detectado nas areas de cultivo intensivo de hortalicas. Outro trabalho realizado nas mesmas
areas foi realizado por Sousa et al. (2020) que verificou contamina¢@o dos solos das dreas de
cultivo intensivo de hortalicas por Cd e Pb decorrente do uso intensivo de insumos agricolas,
principalmente fertilizantes organicos e fertilizantes minerais soluveis.

Esta microbacia estd localizada em drea do Parque Estadual dos Trés Picos (PETP),
unidade de conservacdo de gestdo estadual que possui, entre as suas finalidades, a funcdo de
protecdao da biota. A criacdo do parque representou um acréscimo de 75% em toda a area
protegida por parques e reservas estaduais, visando preservar o cinturdo central de Mata
Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, que ja perdeu cerca de 83% de sua cobertura florestal
original. Considerando a vulnerabilidade natural da regido, o cultivo intensivo de hortalicas
torna-se uma ameagca para a sustentabilidade, uma vez que eleva o risco de degradacdo do solo
e corpos hidricos, consequentemente, de queda na produtividade agricola e riscos de
contaminac¢do do parque (CALEGARI et al., 1993).

Neste contexto, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do sistema de manejo
intensivo do solo sobre: i) os atributos quimicos; ii) a composicao e estrutura da comunidade
bacteriana e, iii) a presenca e abundancia de genes de resisténcia a antimicrobianos.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Caracterizacao da Area de Estudo e Amostragem

A érea de estudo compreende a microbacia hidrografica de Barracdo dos Mendes,
situada na cidade de Nova Friburgo, regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Est4
situada em Latitude 22°16’55” e Longitude 42°31152”, altitude de 846 metros, e € limitrofe aos
municipios de Cachoeiras de Macacu, Silva Jardim, Casimiro de Abreu, Macaé, Trajano de
Morais, Bom Jardim, Duas Barras, Sumidouro e Teresépolis.

O clima ¢ tropical de altitude, com temperatura amena no verdo e fria no inverno
(PMNF, 2015). Os solos sao pouco profundos e lixiviados, sendo identificados Cambissolos e
Latossolos Vermelho-Amarelos, na vertente oriental de montanhas, ha solos menos lixiviados
como Argissolos Vermelho-Amarelos e Vermelhos Eutréficos (DANTAS et al., 2015).

A coleta dos solos foi realizada em julho de 2017 por Barbosa et al. (2021) em éareas de
cultivo intensivo de hortalicas (C6, C8, C9, Cl11, Cl14, C15), onde a producdo agricola de
hortalicas ocorre durante todos os 12 meses do ano, com predominio da couve-flor (Brassica
oleracea var. botrytis) durante o inverno e do tomate (Solanum lycopersicum L.) durante o
verdo, com aplicacdo intensiva de agroquimicos e fertilizantes organicos, sendo a cama de
frango o fertilizante mais utilizado pelos produtores (SOUSA et al., 2020), e em areas de
floresta (F6, F8, F9, F11, F14, F15) de seis propriedades agricolas. Desta forma, amostras com
mesma numeragao representam a mesma propriedade com uso distinto de solo. Cada amostra
composta foi constituida de trinta subamostras, coletadas na profundidade de 0 a 10 cm, ao
redor de cada ponto escolhido.

As dreas de floresta sdo Reservas Legais, que por sua vez, sdo dreas cobertas com
vegetacdo nativa, localizadas no interior das propriedades rurais, necessarias ao uso sustentavel
dos recursos naturais, a conservacao e reabilitacdo dos processos ecolégicos, a conservacao da
biodiversidade e ao abrigo e protecdo de fauna e flora nativas, de acordo com a Lei 12.651 de
2012, atual Cédigo Florestal (BRASIL, 2012).

3.4.2 Avaliacao dos Atributos Quimicos dos Solos

A afericdo dos atributos quimicos e fisicos dos solos foi realizada, em triplicata, por
Barbosa et al. (2021). Para tal, as amostras de solo foram secas ao ar em casa de vegetacdo no
Departamento de Solos da UFRRIJ. Posteriormente, as amostras foram destorroadas e
peneiradas em peneira de ago inoxiddvel de malha de 2 mm e foi efetuada as andlises para
determinacao dos teores de matéria organica (MO), pH (H20), fésforo (P), potéssio (K), cdlcio
(Ca), magnésio (Mg), sédio (Na) e aluminio (Al) trocdveis, acidez potencial (H+Al), e argila,
seguindo metodologia da Embrapa (DONAGEMA et al., 2011) e os teores pseudototais dos
metais pesados zinco (Zn), manganés (Mn), cddmio (Cd), chumbo (Pb), niquel (Ni), cromo
(Cr), cobalto (Co) e cobre (Cu) foram determinados usando o método de digestao EPA 3051A
(USEPA, 2007) (Tabela 1). Estes foram determinados com 0,5 g das amostras de terra digeridas
por via imida em sistema fechado em digestor MARS Xpress®, por 8 min e 40 s até atingir
175°C, aplicando a relacdo de 3 de HNO3 (VETEC 65%) e HC1 (ISOFAR 36,5-38%). Ap6s a
manutencdo da temperatura por 4 min e 30 s adicionais, foi realizado o resfriamento para
avolumar os extratos a 25 mL com dgua milliQ, filtrados em papel filtro (filtracdo lenta) e
armazenados em tubos tipo Falcon de polietileno. Os extratos foram analisados em
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido (ICP-OES).
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Tabela 1. Atributos quimicos dos solos de areas de cultivo (C6, C8, C9, C11, C14, C15) e de floresta (F6, F8, F9, F11, F14, F15). Valores expressos
com base na média da triplicata

Amostras pH P K Ca Mg AP* H+Al Na MO Arg Cu Ni Cr Co Pb Cd Zn Mn
HO - mg kg! 131 1T0) 6 b1 L —— % mg kg! mg kg'!

Co 5,29 80,13 288,88 3,64 1,00 0,21 6,00 0,09 38,60 42288 10,7 12,6 32,1 11,9 29,1 0,1 46,3 2149
C8 5,98 290,63 271,75 6,51 1,14 0,01 6,63 0,12 32,37 408,13 33,7 12,5 12,1 7,5 28,1 0,2 77,3 286,0
C9 5,85 118,00 270,67 5,13 0,85 0,00 425 0,10 3049 379,00 26,5 10,6 9,8 2,6 24,5 0,2 48,4  289,8
C11 4,88 175,00 197,83 3,34 0,68 0,82 10,69 0,19 38,52 398,17 3,2 0,6 15,4 6,7 26,8 1,4 7,4 72,3
C14 4,88 230,18 204,27 4,00 0,79 1,09 831 0,05 32,74 31591 16,6 9,2 9,5 7,5 22,0 0,3 114,8 669,6
C15 5,20 252,83 122,17 420 0,55 0,37 6,48 0,04 31,38 402,33 159 9,4 8,7 9,7 19,3 0,6 91,6 503,6
Fo6 4,70 14,00 86,00 1,60 0,50 1,40 10,50 0,01 38,10 422,87 3,1 0,5 0,1 nd nd nd 4,0 33,2
F8 5,20 32,00 93,00 8,10 1,60 0,10 830 0,04 41,72 408,12 1,0 0,5 0,1 nd 11,1 nd nd 10,8
F9 5,0 2,00 55,00 0,50 030 0,60 6,20 0,02 20,86 293,00 3,7 0,5 0,1 nd 8,6 nd 8,7 34,1
F11 4,90 18,00 98,00 0,40 040 240 1240 0,02 4551 227,00 43 0,5 0,1 3,3 6,4 nd 154 29,7
F12 4,90 24,00 110,00 0,70 040 1,30 9,30 0,08 31,55 336,00 34 0,5 0,1 1,5 0,0 nd 3,4 102,4
F14 4,90 13,00 117,00 1,50 0,50 1,20 590 0,02 36,89 430,00 11,5 0,5 0,1 nd 5,1 nd 10,9 30,1
F15 4,50 3,00 55,00 0,10 0,10 220 11,60 0,02 36,89 402,33 1,6 0,5 0,1 0,1 13,1 nd 3,4 11,9

nd = ndo determinado. MO = Matéria organica
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Para validacdo do procedimento analitico foi utilizado o material de referéncia SRM
2709a San Joaquin Soil certificado pelo National Institute of Standards and Technology (NIST,
2003). O certificado que acompanha o material, os teores sdo determinados com base em
métodos de determinagcdo do teor total, com abertura com &cido fluoridrico (HF) para a
solubilizacao dos silicatos do solo, ou métodos nao destrutiveis, como fluorescéncia de raios X
(NIST, 2003). As recuperagdes foram consideradas baseadas em valores lixiviados (leachable
concentrations) e consideradas satisfatérias ao apresentarem-se acima de 70%. Os
resultados foram expressos a partir da média da triplicata.

3.4.3 Extracao de DNA Total do Solo, Preparo da Biblioteca e Sequenciamento do Gene
16S rRNA

A extragdao do DNA total do solo foi realizada utilizando o kit PowerSoil DNA Isolation
(MO BIO Laboratories INC.), segundo protocolo fornecido pelo fabricante
(https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx 7id=5c00f8e4-c9f5-4544-94fa-653a5b2
a6 373&lang=en). Ap0s a extracdo, as amostras foram armazenadas a -20 °C, e a quantidade e
a qualidade do DNA obtido foram avaliadas no espectrofotometro NanoDrop® ND-1000
(Thermo Scientific). As amostras de DNA gendmico foram enviadas a empresa sul-coreana
Macrogen (dna.macrogen.com) para preparacao da biblioteca e sequenciamento genético.

O preparo de biblioteca dos amplicons da regido varidvel V3-V4 do gene 16S rRNA
gerados a partir da amplificacao com os primers Bakt_341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) e
Bakt_805R (GACTACHVGGGTAT CTAATCC). Os amplicons foram multiplexados em uma
Unica execug¢do na plataforma Illumina Next-Generation Sequencing (NGS) Miseq (Illumina,
EUA) 2 x 300 pb PA (paired-end). Usando Herculase II Fusion DNA Polymerase (© Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) e o Nextera XT v2 Index Kit (© Illumina, Inc., San
Diego, CA, EUA) em conjunto com os primers Bakt 341F e Bakt 805R, uma biblioteca de
sequenciamento de amplicon do gene 16S rRNA foi gerada de acordo com as diretrizes do
fabricante. Utilizando o software bcl2fastq v2.20 (Illumina, Inc., San Diego, CA, EUA),
arquivos de chamada de base bindria (BCL), os arquivos de dados brutos gerados pelos
sequenciadores Illumina foram convertidos em dados de sequéncia no formato FASTQ, as
sequéncias foram demultiplexadas e os codigos de barras foram removidos. A biblioteca do kit
PhiX Control v3 (FC-110-3001) foi sequenciada como um controle de calibra¢do, permitindo
que leituras com pontuagdo Q média < 30 fossem descartadas.

3.4.4 High-Throughput-Quantitative Polymerase Chain Reaction

Um conjunto de 19 genes (16S rRNA, aac(3)-Ib, aadA2, blactx-m, blasro, dfrB2,
erm(36), mdtA, mexE, mphA, oleC, oprD, strF, strR, sull, sul2, tetX, vanA, vat(A)) foram
quantificados pelo qPCR de alto rendimento (HT-qPCR — High-throughput Real-time PCR)
como descrito por Stedtfeld et al. (2018).

Os genes aac(3)-Ib e aadA2 conferem resisténcia aos antimicrobianos da classe dos
aminoglicoseideos; blactx-m € blasro aos betalactamicos; dfrB2 a trimetropim; erm(36) e
vat(A) aos MLSB (Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do tipo B); mexE, mphA e
oleC aos macrolideos; strF e strR a estreptomicina; sull e sul2 as sulfonamidas; tetX a
tetraciclina; vanA a vancomicina; o gene oprD codifica a proteina de membrana externa e, o
mdtA € um gene transportador multidrogas.

Os ensaios Fluidigm Biomark HT-qPCR foram executados em um sistema Fluidigm
Dynamic Array Integrated Fluidic Circuits (IFCs) (Fluidigm) de acordo com o protocolo
Evagreen do fabricante sem pré-amplificacido (https://biotium.com/wp-content/uploads/2013
/07/P1-31000.pdf). Todas as placas foram preenchidas usando um controlador HX IFC
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(Fluidigm) e colocadas em um BioMark HD (Fluidigm). O ciclo incluiu uma ativacao
enzimadtica inicial a 95°C por 1 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 5
segundos e anelamento a 60°C por 20 segundos seguido por andlise da curva de fusdo para 60-
95°C a uma rampa de 1°C/3s. Os dados foram exportados usando o software Real-Time PCR
Analysis, versdao 4.12 (Fluidigm) com a sensibilidade de pico padrao definida como 7, limite
de razdo de pico de 0,7, faixas de temperatura de fusd@o (Tm) definidas individualmente com
base nos picos observados nos padroes, limite de qualidade de 0,65 e correcdo linear da linha
de base.

As abundancias relativas dos genes alvos em comparacao com o gene 16S rRNA foram
calculadas pelo método Delta Delta Ct (AACt) (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Inicialmente,
o calculo do ACT de cada amostra foi inicialmente calculado de acordo com a seguinte férmula:

ACT = CT (um gene alvo) — CT (um gene de referéncia)

Entdo, subtrai os valores de CT do gene alvo dos valores de CT do gene de referéncia.
Ap6s determinacdo do ACT da amostra, o AACT foi calculado de acordo com a seguinte
férmula:

AACT = ACT (uma amostra alvo) — ACT (uma amostra de referéncia)

Assim, subtrai o CT do gene alvo do valor médio do CT do gene de referéncia do grupo
controle. Uma vez determinado o AACT, aplicou-se a férmula 2"AACT, que resultou no valor
da expressao génica relativa de cada gene alvo. Todas as reacdes de qPCR foram realizadas em
trés réplica técnicas e um ciclo de limiar (Ct) de 30 foi usado como limite de detec¢cdo. Quando
duas ou trés réplicas técnicas foram amplificadas, a amostra foi considerada positiva.

3.4.5 Analise Estatistica

A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada na matriz de correlacdo para
visualizar as diferencas nas caracteristicas do solo entre floresta e agricultura, com base na
distribuicao de suas varidveis quimicas. A PCA foi conduzida utilizando o pacote R ‘factoextra’
v.1.0.7 (KASSAMBARA; MUNDT, 2018). Para identificar a magnitude da influéncia das
variaveis do solo e dos genes de resisténcia a antibidticos (ARGs) na estrutura da comunidade
bacteriana dos solos florestais e agricolas, foi empregada uma andlise canOnica restrita de
coordenadas principais (CAP) com o indice de dissimilaridade de Bray-Curtis. Posteriormente,
os fatores foram comparados por meio de andlise de variancia permutacional (PERMANOVA,
999 permutacdes). As andlises foram realizadas no ambiente R, principalmente com o suporte
dos pacotes ‘phyloseq’ v.1.30.0 (MCMURDIE; HOLMES, 2013), ‘vegan’ v.2.5-6 (OKSANEN
et al., 2016) e ‘ampvis2’ v.2.5.5 (ANDERSEN et al., 2018). As comparacdes dos indices de
diversidade de Shannon e Simpson entre os locais foram realizadas utilizando o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn, ambos com nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). Para isso, os indices de diversidade alfa foram calculados por
meio da funcdo “estimate_richness” do pacote R ‘phyloseq’ v.1.30.0 (MCMURDIE;
HOLMES, 2013) e os testes estatisticos foram realizados utilizando a funcao “ggbetweenstats”
do pacote R “ggstatsplot” v. 0.11.0 (PATIL, 2023). Por fim, o tamanho do efeito da andlise
discriminante linear (LDA) (LEfSe) (SEGATA et al., 2011) foi acessado no
MicrobiomeAnalyst (CHONG et al., 2020) para identificar diferentes caracteristicas com
abundancia significativa, empregando a estimativa do tamanho do efeito em um teste fatorial
nao paramétrico de Kruskal-Wallis. Caracteristicas com pelo menos 3,0 alteracdes de log-fold
e a < 0,05 foram consideradas significativas. Todos os valores de p foram corrigidos pelo
método da taxa de descoberta falsa (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995) para evitar o erro Tipo
I devido a maltiplos testes.
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3.5 RESULTADOS
3.5.1 Fertilidade do Solo e Metais Pesados

A anélise de componentes principais dos atributos quimicos explicou 73,6% da variacao
total e evidenciou uma clara segregacao dos solos, agrupando-os de acordo com o sistema de
uso da terra. Os usos da terra foram segregados principalmente ao longo da primeira
componente (PC1), a qual explicou 58,1%, enquanto a segunda componente (PC2) explicou
15,5% da variancia (Tabela 1 e Figura 1). Os teores de nutrientes e metais pesados apresentaram
maior correlacdo com as dreas de cultivo agricola em comparacio as dreas de floresta. As dreas
de cultivos agricolas estdo relacionadas a maiores teores de P, K e Na, bem como metais
pesados como Cd, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb. J4 a floresta foi caracterizada por um solo com maior
teor de Al e acidez potencial (Figura 1).
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PC1 [58.1%]
Figura 1. Andlise de componentes principais das varidveis quimicas dos solos de dreas de
cultivo agricola e de floresta. * significancia (p< 0.10); ** significancia (p< 0.05).

3.5.2 Diversidade e Composi¢ao Das Comunidades Bacterianas

A riqueza das comunidades de bactérias foi maior nas dreas de cultivo em comparacao
as dreas de floresta, diferenca essa altamente significativa (Figura 2). A diversidade calculada
pelo indice de Shannon também foi maior nas areas de cultivo, porém esta diferenga s6 foi
significativa a 6% (Figura 2). Ademais, as areas de cultivo apresentaram maior diversidade de
géneros de bactérias estatisticamente mais abundantes (13) quando comparada as areas de
floresta (2) a partir da andlise linear discriminante por efeito de tamanho (LDA LefSE) (Figura
3). Nas dareas de floresta, o género Candidatus udaeobacter foi o que apresentou maior
abundancia relativa, seguido do género Rhodoplanes (Figura 3 e 4). Nas areas de cultivo,
géneros da familia Micrococcaceae, seguido do género Pedobacter e Sphingomonas foram os
que apresentaram maior abundancia relativa (Figura 4).
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Figura 2. Indices de diversidade Chaol e Shannon dos solos de areas de cultivo agricola e de

floresta.
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Figura 3. Genéros bacterianos mais abundantes em solos de dreas de cultivo agricola e de

floresta.
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3.5.3 Genes de Resisténcia a Antimicrobianos

Dos genes relacionado a resisténcia a antimicrobianos, foram detectados 39% (7/18) nos
solos das dreas de cultivo e de floresta, sendo eles: blasro, erm(36), mphA, oprD, sull, tetX e

vanA. O gene oprD foi o que apresentou maior abundancia dentre todos os genes e o tnico que
apresentou diferenca significativa entre as dreas, sendo identificado apenas nas areas de cultivo

(Figura 5).
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Figura 5. Quantificacdo relativa dos genes nos solos de dreas de cultivo agricola e de floresta.

*As barras de erro indicam o desvio padrio.

Através da andlise candnica de coordenadas principais € possivel observar que os dois
eixos concentram fatores responsdveis por 33,5% da variancia total apresentada pelos dados
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(Figura 6). Essa andlise revelou um claro padrdo separando dreas de cultivo agricola e de
floresta, mostrando diferencas significativas na composi¢cdo das comunidades microbianas
(PERMANOVA F = 1,864, p=0,008). A comunidade microbiana das areas de cultivo agricola,
estdo relacionadas a maior abundancia dos genes blasro, erm(36), oprD e van, além do pH. Ja
a comunidade microbiana das dreas de floresta esteve relacionada a uma maior abundancia
somente do gene sull, além de apresentar maior teor de aluminio, acidez potencial e de matéria
organica.

Os metais Cd, Mn, Zn, Ni, Pb, Cr e Co apresentaram correlagdo positiva com os genes
blasro, erm(36) e oprD (Figura 7A). O gene oprD apresentou correlacdo positiva com o pH,
Na, Cu e outras varidveis do solo. O cobre por sua vez apresentou correlacao negativa com os
genes sull e tetX e positiva com vanA (Figura 7A), e o aumento do seu teor no solo estd
positivamente correlacionado (85% e p-valor < 0.001) com o aumento do gene oprD (Figura
7B). O aluminio apresentou correlacdo positiva com os genes fetX, sull e mphA.
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Figura 6. Andlise de coordenadas principais com as sequencias de 16S rRNA e varidveis

quimicas dos solos de areas de cultivo agricola e de floresta. * significancia (p< 0.10); **
significancia (p< 0.05).
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Figura 7. (A) Correlacdo entre as varidveis quimicas dos solos e os genes de resisténcia a
antimicrobianos e, (B) Correlagdo positiva entre o gene oprD e o cobre.
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3.6 DISCUSSAO

A discrepancia dos atributos quimicos, bem como os metais pesados das dreas de cultivo
agricola em comparagdo as areas de floresta possivelmente ocorreu devido as praticas de
fertilizac@o e uso intensivo de insumos agricolas nestas dreas (Figura 1 e Tabela 1). A producao
de alimentos exige o uso de insumos, sejam esses organicos ou ndo, para garantir altas
produtividades, no entanto, estes insumos acabam alterando quimica e fisicamente as
propriedades do solo (SANTOS, 2019). Os metais pesados, por sua vez, estdo presentes
naturalmente nos solos, mas seus teores podem ser facilmente elevados por atividades
antrdpicas, como o uso intensivo e continuado de tais insumos.

De modo geral, propriedades quimicas do solo tendem a apresentar variagdes de acordo
com o uso de terra (MENDES et al., 2015; TELLEN; YERIMA, 2018; METHE et al., 2020).
Inclusive, de acordo com Pereira e Thomaz (2015), o sistema de uso tem maior efeito sobre os
atributos quimicos do que o tempo de manejo. Santos (2019), ao avaliar metais pesados em
areas agricolas e Cerrado nativo no Oeste da Bahia, sugeriram que os teores de metais pesados
do estudo foram provenientes das atividades agricolas nos sistemas de plantio convencional e
plantio direto, uma vez que os teores desses elementos foram significativamente maiores que
os resultados encontrados nas areas sem interferéncia antropica. Nufiez, Sobrinho e Mazur
(2006) também concluiram que o tipo de manejo do solo associado ao uso intensivo de insumos
agricolas € capaz de aumentar os niveis de cdidmio, niquel, chumbo, zinco € manganés no solo
e nas plantas cultivadas.

Em estudo realizado por Korish e Attia (2020) foram detectados teores de chumbo,
cadmio, arsénio, niquel, boro e aluminio em cama de avidrio, insumo esse utilizado nas dreas
de cultivo agricola do presente estudo. Esse material, quando aplicado no solo como fertilizante,
tem um potencial de contamind-lo com patdgenos, antimicrobianos e metais pesados
(KYAKUWAIRE et al., 2019). Esses metais podem se acumular nas camadas superficiais do
solo, contaminar os corpos hidricos e tornar-se biodisponiveis e fitotoxicos, comprometendo a
qualidade da cultura (SOUZA et al., 2019). Além disso, eles podem ser transmitidos através da
cadeia alimentar para os seres humanos, representando uma ameaga ndo s6 ao meio ambiente,
mas também a seguranca alimentar (HENAO; GHNEIM-HERRERA, 2021). No presente
estudo, foram detectados alguns géneros nas dreas de cultivo agricola que abrigam espécies
patogénicas, como Brevundimonas € Rhodococcus (Figura 3). De acordo Ryan e Pembroke
(2018), o género Brevundimonas é um agente patogénico muito difundido e que pode causar
infec¢des invasivas e severas. Ja o género Rhodococcus abriga a espécie Rhodococcus equi,
mais conhecido como patégeno de cavalos, causa infecgdes oportunistas graves em pessoas
(VAZQUEZ-BOLAND; MEIJER, 2019).

Vale ressaltar que as propriedades quimicas e fisicas dos solos t€ém influéncia crucial na
composi¢ao e diversidade da comunidade microbiana (TIAN et al., 2017). Dessa forma, ja era
esperado que as discrepancias nestes atributos devido as mudangas de uso da terra refletiriam
em diferencas na diversidade e estrutura da comunidade microbiana (Figura 2, 4 e 6). Em
relacdo a diversidade bacteriana, o indice de Chaol indicou diferencas significativas entre as
areas de estudo, sendo maiores indices observados nas dreas de cultivo em comparagao as areas
de floresta (Figura 2). Esse fato € comumente reportado na literatura, onde a conversao de dreas
de floresta para pastagem e agricultura leva ao aumento deste indice (CERQUEIRA et al., 2018;
PETERSEN; MEYER; BOHANNAN, 2019; ROCHA et al., 2021). O maior valor do indice de
Chaol indica uma maior riqueza de espécies de bactérias nos solos. Essa maior riqueza de
espécies encontrada nos solos das dreas de cultivo agricola € reflexo da maior concentracdo de
nutrientes provenientes da adicao de fertilizantes dos solos, bem como o aumento do pH devido
a calagem. Juntos, esses parametros resultam em uma maior quantidade de nichos ecoldgicos
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e, consequentemente, uma maior riqueza de organismos ocupando esses nichos (CARVALHO
et al., 2016).

A andlise linear discriminante por efeito de tamanho (LDA LefSE) evidenciou os
géneros de bactérias estatisticamente mais abundantes nos dois tipos de sistemas de uso da terra,
sendo que as dreas de cultivo apresentaram maior diversidade de géneros quando comparada as
areas de floresta (Figura 3), confirmando o maior valor do indice de Chaol nestas areas. Nas
areas de floresta, os géneros Candidatus Udaeobacter e Rhodoplanes foram os que
apresentaram maior abundancia relativa (Figura 3 e 4). Segundo Willms et al. (2021),
“Candidatus Udaeobacter”, pertencente a familia Verrucomicrobia, representa um dos géneros
bacterianos mais abundantes no solo. Esses autores reforcam ainda que as bactérias desse
género que residem em florestas apresentam resisténcia a multiplos antimicrobianos, o que pode
justificar a sua maior abundancia em relacdo a outros géneros e, representa uma caracteristica
fundamental do estilo de vida destes microrganismos que até agora tem sido negligenciados e
pouco estudados.

O género Rhodoplanes acomoda espécies de bactérias fototréficas facultativas que
crescem otimamente sob condi¢des anaerdbicas. Pertencem a familia Hyphomicrobiaceae da
ordem Rhizobiales dentro da classe Alphaproteobacteria (HIRAISHI; IMHOFF, 2015).
Bactérias desse género tem a capacidade de degradar azitromicina e ja foram detectadas em
solos de floresta (GARRITY; BELL; LIBURUN, 2004; AGUIAR et al., 2020). Vale ressaltar
ainda que o filo Acidobacteria apresentou maior abundancia relativa nas areas de floresta
quando comparada as dreas de cultivo (Figura 4). Mesmo comportamento foi relatado por Goss-
Souza et al. (2017), que ao avaliarem a dindmica da comunidade bacteriana em solos sob
florestas, pastagens e cultivos de plantio direto na Mata Atlantica, afirmaram que esse filo é
mais abundante em dreas de floresta do que em dreas agricolas. O filo Acidobacteria, assim
como o Proteobacteria, foram descritos como um grupo dominante em solos florestais,
incluindo da Mata Atlantica, com redugao significativa com a mudanga de uso da terra (FAORO
et al., 2010; NAVARRETE et al., 2013; MIYASHITA, 2015; BIZUTI et al., 2022).

Nas dreas de cultivo, os géneros da familia Micrococcaceae, seguido do género
Pedobacter e Sphingomonas apresentaram maior abundancia relativa (Figura 4). A familia
Micrococcaceae pertence ao filo Actinobacteria e, os géneros Micrococcus, Arthrobacter,
Kocuria, Rothia, Zhihengliuella e Citricoccus sio, entre outros, membros desta familia
(HAHNE et al., 2019). De acordo com Ventura et al. (2007) e Guerrero (2023), membros do
filo Actinobacteria produzem esporos, o que aumenta sua capacidade de resistir a condi¢des
extremas, incluindo condic¢des fisicas (como temperatura, pH, radiacdo), condi¢cdes quimicas
(salinidade) ou mesmo condi¢des bioldgicas (pressao de sele¢do) e, no presente trabalho esse
filo apresentou alta abundancia relativa em ambas as dreas estudadas, apesar de ter maior
abundancia nas dreas de cultivo do que nas dreas de floresta. De acordo com Viana et al. (2018),
as espécies de Pedobacter, como sugerido pelo nome, foram predominantemente isoladas de
solos, mas também sdo recuperadas da dgua (incluindo dgua potavel), alimentos refrigerados,
peixes, composto, lodo, geleiras e outros ambientes extremos. Assim como a Candidatus
udaeobacter abundante nas dreas de florestas, as espécies do género Pedobacter também sao
consideradas bactérias ambientais multirresistentes (VIANA et al., 2018).

Dessa forma, baseado nos diferentes géneros bacterianos identificados nas dreas de
cultivo agricola e de floresta, ¢ importante destacar que mudangas no uso da terra que alteram
diretamente as propriedades quimicas do solo, especialmente os teores de metais pesados e,
grupos microbianos especificos no solo, ocasionam mudancas na composicdo bacteriana e
podem ter efeitos na sua funcionalidade no ambiente (MENDES et al., 2015). Apesar de sua
importancia, o entendimento das consequéncias da mudanca do uso da terra sobre o perfil
funcional dos microrganismos ainda € incerto. Além disso, apesar da producdo de antibidticos
e a presenca de determinantes a resisténcia a antimicrobianos ser natural nos solos, esses
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sistemas de manejo do solo também podem alterar a distribui¢do e abundancia dos
determinantes de resisténcia a antimicrobianos.

Nos solos das areas de cultivo e de floresta foram detectados 39% (7/18) dos genes
relacionados a resisténcia a antimicrobianos (ARGs) avaliados (Figura 5). Oliveira et al (2019),
ao avaliar a ocorréncia do gene mcr -1 de resisténcia a colistina nas mesmas areas do presente
estudo, detectou sua presenga em todas as dreas de cultivo agricola e de floresta, sendo este o
primeiro relato da presenca do gene de resisténcia a colistina em solos do Brasil. Wang et al.
(2022) ao investigarem padroes de ARGs e comunidade bacteriana em solos de dreas florestais
em Enshi, China, detectaram apenas 5% (11/235) dos genes avaliados nas amostras, incluindo
o gene oprD. O mesmo ocorreu em trabalho realizado por Hu et al. (2018) que ao avaliarem
comunidades bacterianas em solos de todos os biomas florestais na China, detectaram 20%
(32/160) dos ARGs avaliados em solo florestal.

O gene sull, que confere resisténcia ao antimicrobiano da classe das sulfonamidas,
esteve relacionado a comunidades microbianas das areas de floresta (Figura 6). Segundo
Willms et al. (2019), a resisténcia a este antimicrobiano ocorre naturalmente nas comunidades
bacterianas do solo residentes na floresta, uma vez que foram detectados genes que conferem
resisténcia a sulfonamidas em solo florestal sem histérico de exposicao a drogas sintéticas. As
4reas de florestas apresentaram maiores teores de Al**, que apresentou correlacdo positiva com
os genes fetX e mphA, além do sull. Em trabalho realizado por Knapp et al. (2017) também
foram encontradas correlagdes significativas de aluminio com genes de resisténcia a
antimicrobianos (blaoxa, blatem, tetM, tetW, sul2 e sul3). Os genes de resisténcia a
antimicrobianos tém circulado por um longo periodo em comunidades bacterianas, uma vez
que ¢é estimado que a origem da producdo de antibidticos estd entre 2 bilhdes a 40 milhdes de
anos atrds, antes mesmo do inicio da utilizagdo dos antimicrobianos pela humanidade
(D’COSTA, 2011). Tal fato explica a presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos em
ambientes onde ndo had pressdo de selecdo ocasionada pela utilizacdo frequente de
antimicrobianos, como nas florestas.

No presente estudo, o gene oprD - que codifica a proteina de membrana externa, ou seja,
componentes do sistema de efluxo - foi detectado apenas nas dreas de cultivo e foi o mais
abundante dentre todos os genes detectados. De acordo com Delgado-baquerizo et al. (2022), o
gene oprD, juntamente com os genes oprJ e acrA-05 sao os ARGs mais dominantes em solos
de todo o mundo, estando presentes em todos os biomas. Uma vez que o gene oprD apresentou
maior abundancia nas dreas de cultivo agricola, houve uma correlagdo positiva entre a sua
ocorréncia e o pH, Na e outras varidveis do solo, como esperado. O aumento do Cu no solo esta
positivamente correlacionado (85% e p-valor < 0.001) com o aumento do gene oprD (Figura
7B). Isso ocorreu devido a maior abundancia desse gene nos solos de cultivo agricola, que por
sua vez, apresentaram maior teor de cobre em relacdo as areas de florestas. O cobre é um metal
pesado muito utilizado no manejo organico € mesmo em niveis relativamente baixos, sua
presenca nos solos tem se correlacionado positivamente com a prevaléncia de certos genes de
resisténcia a antimicrobianos, indicando que niveis substancialmente subtoxicos deste metal
podem aumentar a prevaléncia de ARGs (KNAPP et al., 2017; POOLE, 2017).

Sistemas intensivos de cultivo agricola incluem praticas de fertilizagcdo que ocasionam
alteracdoes na comunidade microbiana e nos atributos quimicos do solo, podendo inclusive
aumentar seus teores de metais pesados. Em trabalho realizado por Heydare et al. (2022), foi
possivel constatar que a estrutura da comunidade bacteriana foi alterada em solos com altos
niveis de metais pesados. O acimulo de metais pesados no solo pode ser proveniente da
descarga de produtos quimicos agricolas, fertilizantes, esterco animal e outros residuos
aplicados no solo com o intuito de aumentar a produtividade agricola (SEILER;
BERENDONK, 2012). Vale ressaltar que a exposi¢do da microbiota do solo a metais pesados
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pode resultar em selecdo indireta de bactérias resistentes a antimicrobianos e promover a
manutengio e propagacio de genes de resisténcia (PIRELA; SUAREZ; VARGAS, 2014).

Li et al (2022), ao avaliar bactérias ativas resistentes a antibiéticos (ARB) que habitam
em diferentes solos, concluiram que sua abundancia e atividade nos solos aumentaram com as
atividades antropicas. No presente estudo, os genes blasro, erm(36), mphA, oprD e vanA estdao
relacionados as dreas de cultivo agricola (Figura 6) e isso pode estar relacionado a utilizagdo de
cama de avidrio fresca nos solos destas areas. Sabe-se que além de veicular patégenos, os
residuos animais também podem conter genes de resisténcia, bactérias resistentes e até mesmo
concentracdes de antimicrobianos que nao foram completamente metabolizados pelo animal
(CHIESA et al., 2015; FERREIRA et al., 2023). Assim, os residuos animais, quando utilizados
na agricultura sem tratamento prévio, podem incrementar todos esses determinantes de
resisténcia a antimicrobianos nos solos e vegetais, o que pode ocasionar alteracdes no perfil da
populacdo bacteriana e no resistoma ambiental, afetando os ciclos biogeoquimicos e
favorecendo a transferéncia de genes de resisténcia para bactérias comensais e patogé€nicas de
humanos e animais, constituindo um grave potencial de ameaga para a saude publica
(WELLINGTON et al., 2013; HOELZER et al., 2017). Além disso, como foi verificado neste
trabalho, o aumento dos teores de metais pesados pode ser um dos fatores que tem favorecido
a selecdo e o aumento da abundéncia dos genes de resisténcia a antimicrobianos (Figura 7a).

A resisténcia aos antimicrobianos € um desafio de satide global (LARSSON; FLACH,
2022). De acordo com Perry, Waglechner e Wright (2016), a origem de muitos genes de
resisténcia em patdgenos € oriunda de bactérias ambientais, incluindo organismos produtores
de antibidticos, que existem hd milhares de anos. Devido a isso, a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos necessita de uma abordagem multidisciplinar, multissetorial e coordenada para
abordar as ameacas a saude na interface homem-animal-ambiente, que sdo abrangidas pelo
conceito de Sadde Unica (ROBINSON et al., 2016). Nos solos, apesar dessa resisténcia ocorrer
naturalmente, sistemas intensivos de manejo do solo que causam modificagdes na estrutura e
composi¢do da comunidade microbiana e no resistoma do solo, podem aumentar a incidéncia
de determinantes de resisténcia e favorecer sua transferéncia para bactérias comensais e
patogénicas de humanos e animais, resultando em risco a satde publica (FERREIRA et al.,
2023).
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3.7 CONCLUSAO

Dessa forma, afirma-se aqui que o uso intensivo do solo altera seus atributos quimicos,
que por sua vez, influencia na composicao e diversidade da comunidade microbiana presente e,
consequentemente, a dinamica dos genes de resisténcia a antimicrobianos. Todos esses fatores
afetados comprometem a saude e qualidade do solo e refor¢cam a importancia de estudos sobre
esse tema usando uma abordagem de Satde Unica.
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4. CAPITULO III

RESISTENCIA A METAIS PESADOS EM BACTERIAS ISOLADAS DE
RESIDUOS ANIMAIS DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO
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4.1 RESUMO

Metais pesados sdo frequentemente utilizados na producdo animal, sendo adicionados a ragao
animal como aditivo zootécnico. Devido a baixa taxa de absor¢ao pelo organismo dos animais,
esses metais sao majoritariamente excretados, aumentando o risco de contaminagdo do solo e a
dgua. Além disso, bactérias comensais do trato gastrointestinal dos animais podem desenvolver
resisténcia a esses metais. Assim, os residuos provenientes da produgdo animal, que sao
amplamente utilizados na agricultura como fertilizante agricola, podem atuar como fontes de
bactérias resistentes a metais pesados, representando um risco a saude publica, especialmente
devido a possibilidade de co-selecio com antimicrobianos. Baseado nisso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia a metais pesados em bactérias de cama de cavalo e
camas de avidrio provenientes dos sistemas organico e convencional de producdo. Noventa e
duas cepas bacterianas, pertencentes aos géneros Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e
Proteus, isoladas durante a compostagem de cama de cavalo e cama de avidrio organica e
convencional, foram avaliadas quanto ao seu crescimento em diferentes concentracdes de
sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato de chumbo pela técnica de microdiluicdo em placas
poliestireno de 96 pocos. Todos os isolados, independente do género bacteriano, do residuo
animal e do sistema de producdo, apresentaram curva de crescimento semelhante ao longo das
diferentes concentracdes dos metais pesados. A maioria deles apresentou um declinio de
crescimento a medida que aumenta a concentracdo dos sais, seguida pela retomada do
crescimento na maior concentracdo testada. Assim, residuos animais podem ser fonte de
bactérias resistentes a metais pesados. Quando esses residuos sdo utilizados na produgdo
agricola, podem contaminar o solo, vegetais e, consequentemente o homem e os animais,
representando um risco a sadde publica. Por outro lado, a elevada resisténcia aos metais pesados
apresentada por estes isolados bacterianos, evidencia seu potencial para aplicagdo em
estratégias de biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados.

Palavras-chave: Chumbo. Cobre. Co-selecio. Fertilizante organico. Satide Unica. Zinco.
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4.2 ABSTRACT

Heavy metals are frequently used in animal production, added to animal feed as a zootechnical
additive. Due to the low absorption rate by the animals' organisms, these metals are primarily
excreted, increasing the risk of soil and water contamination. Additionally, commensal bacteria
in the gastrointestinal tract of animals may develop resistance to these metals. Therefore,
residues from animal production, widely used in agriculture as fertilizer, can serve as sources
of heavy metal-resistant bacteria, posing a risk to public health, particularly due to the potential
for co-selection with antimicrobials. Based on this, the objective of this study was to evaluate
the resistance profile to heavy metals in bacteria from horse bedding and poultry litter from
organic and conventional production systems. Ninety-two bacterial strains, belonging to the
genera Enterobacter, Escherichia, Klebsiella and Proteus, isolated during the composting of
organic and conventional horse bedding and poultry litter, were assessed for their growth in
different concentrations of copper sulfate, zinc sulfate, and lead nitrate using the microdilution
technique in 96-well polystyrene plates. All isolates, regardless of bacterial genus, animal
waste, or production system, exhibited similar growth patterns across the varying
concentrations of heavy metals. Most of them showed a decline in growth as the salt
concentration increased, followed by a resumption of growth at the highest concentration tested.
Thus, animal waste can serve as a source of bacteria resistant to heavy metals. When these
wastes are used in agricultural production, they can contaminate the soil, plants, and,
consequently, humans and animals, representing a risk to public health. On the other hand, the
high resistance to heavy metals exhibited by these bacterial isolates underscores their potential
for application in bioremediation strategies for areas contaminated by heavy metals.

Key words: Lead. Copper. Co-selection. Organic fertilizer. One health. Zinc.
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4.3 INTRODUCAO

A pecudria brasileira se destaca mundialmente desempenhando um importante papel
econOmico e social, além de apresentar constantes taxas de crescimento, em termos de
producdo, exportagcao e consumo (SILVA; BRITO, 2024). Essa crescente expansao traz consigo
um aumento significativo na geragado de residuos e, sua gestdo inadequada pode causar impactos
ambientais graves, como a poluicdo de rios, contaminacdo do solo e a emissdo de gases que
contribuem para o aquecimento global. Para mitigar esses impactos, é fundamental buscar
alternativas sustentdveis para o manejo e destinag¢do dos residuos da pecuadria.

A cama de forracdo dos locais onde os animais permanecem € um material utilizado
com o objetivo de evitar o contato direto do animal com o piso, servir de substrato para a
absor¢do da 4gua, incorporacdo de fezes, urina e restos de alimentos ndo aproveitados ou
deteriorados (VIRTUOSO et al., 2015). Estas camas sao um dos principais residuos gerados
pela atividade pecudria intensiva (GOMEZ et al., 2023). Uma alternativa sustentavel para a
disposicao desses residuos € sua utilizacdo na produgdo agricola como fertilizantes organicos
ou condicionadores do solo, devido seu alto potencial de aporte nutricional e incremento de
matéria organica (KOMAR et al., 2012; SOUZA; RODRIGUES, 2017).

Porém, se ndo manejado adequadamente, esse material pode trazer consequéncias
indesejaveis, como riscos de contaminacdo ambiental e problemas de satide publica (FUJII et
al., 2014). Isso ocorre porque esses residuos cont€ém microrganismo patogénicos, excesso de
nutrientes e substancias quimicas que podem causar a contaminacdo do solo e das dguas
subterraneas, bem como emissdes de gases que intensificam o fendmeno do efeito estufa
(GARLIPP et al., 2011; PARVAGE; ULEN; KIRCHMANN, 2015).

Na pecudria, alguns metais pesados como cobre (Cu) e zinco (Zn) s@o adicionados a
racdo animal para diversos fins, como auxiliar na fun¢ao hormonal, reproducgdo, sintese de
vitaminas, formacdo de enzimas e manutencao do sistema imunoldgico (OLIVEIRA, 2019).
Porém, como sdo pouco absorvidos pelo organismo animal, sdo excretados, podendo
contaminar o solo e a 4gua por meio da eliminacao direta das excretas do animal ou por meio
da utilizacdo das camas de forragdo e esterco animal como fertilizante (YAZDANKHAH;
SKJERVE; WASTESON, 2018).

De acordo com Henao e Ghneim-Herrera (2021), a polui¢@o do solo por metais pesados
representa uma ameaga ao meio ambiente e a seguranga alimentar. Esses compostos
potencialmente téxicos tém o potencial de se acumular no solo e na d4gua, comprometendo a
qualidade dos recursos naturais (MARKERT, 2007). Além disso, a exposi¢do humana a metais
pesados pode levar a efeitos adversos na saude, incluindo problemas neurolégicos, renais e
hepiticos (LONDONO-FRANCO; LONDONO-MUNOZ; MUNOZ-GARCIA, 2016).

No ambiente, a exposi¢do continua a metais pesados pode selecionar microrganismos
que possuem mecanismos de resisténcia (SILVA, 2011). Além disso, estudos sugerem que a
contaminac¢do por metais em ambientes naturais pode ter um papel importante na manutengao
e proliferacdo de resisténcia a antimicrobianos (SUMMERS et al., 1993; ALONSO;
SANCHEZ; MARTINEZ, 2001). Microrganismos que sdo expostos a contamina¢do ambiental
de antimicrobianos e metais pesados estdo sujeitas a co-sele¢do da resisténcia a antimicrobianos
e metais pesados que pode ocorrer por mecanismos de co-resisténcia e resisténcia cruzada
(IMRAM; DAS; NAIK, 2019). Tal fato constitui um grave potencial de ameaca saide publica,
uma vez que bactérias resistentes a antimicrobianos limitam a eficiéncia destes, dificultando o
tratamento de infec¢des (BAKER-AUSTIN et al., 2006; IMRAM; DAS; NAIK, 2019).

Levando em consideracao que a resisténcia das bactérias a metais pesados empregados
na produgdo animal pode ocasionar problemas de satide publica, e que os residuos animais
podem ser um reservatério e fonte de disseminacdo de resisténcia quando aplicados em solos,
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o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de resisténcia a metais pesados em bactérias de
cama de cavalo e camas de avidrio provenientes dos sistemas organico e convencional de
producao.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Origem e Caracterizacao de Bactérias

Noventa e duas cepas bacterianas foram isoladas e identificadas de camas de avidrio
provenientes dos sistemas convencional (CAC) e organico (CAO) de producdo e de cama de
cavalo (CC) durante o processo de compostagem que foi conduzido por um periodo de 125 dias
(FERREIRA et al., 2021) (Tabela 1 e Apéndice B/Tabela S1). Os isolados identificados foram
cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob nimero A19BOCE.

Tabela 1. Distribuicdo dos géneros bacterianas isolados de cama de avidrio convencional
(CAC), cama de avidrio organica (CAO) e cama de cavalo (CC)

Géneros CAC CAO CC Total
Enterobacter 5 7 2 10
Escherichia 13 12 11 37
Klebsiella 7 4 10 2
Proteus 6 7 8 21
Total 31 30 31 92

4.4.2 Avaliacao da Resisténcia a Metais Pesados in vitro

As cepas bacterianas foram avaliadas quanto ao seu crescimento na presenca de
diferentes concentragdes de cobre, zinco e chumbo pela técnica de microdiluicio em placas
poliestireno de 96 pogos de acordo com metodologia descrita por Wiegand, Hilpert e Hancock
(2008), com modificagdes. As cepas foram cultivadas em caldo Mueller Hinton, a 37 °C por 24
horas. Ap6s o cultivo, a concentracio celular dos isolados foi ajustada utilizando o tubo 0,5 da
escala de MacFarland correspondente a 1x10% UFC.mL!. Os ensaios foram realizados com um
volume total de 100 puL por poco, sendo que em cada pogo foi adicionado 97,5% de caldo TSB
com diferentes concentracdes de solucodes de sais e 2,5% de indculo.

Os sais utilizados foram sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20) nas
concentracoes 0,3; 0,6; 1,2; 2,4; 4,8 € 9,6 g.L‘l, sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H>0)
nas concentracdes 0,18; 0,36; 0,72; 1,44; 2,88 ¢ 5,76 g.L'1 e nitrato de chumbo [Pb(NOs3)2] nas
concentracdes de 0,09; 0,18; 0,36; 0,72; 1,44 e 2,88 g.L‘l, segundo Silva (2011) com
modificagdes. Também foi utilizado controle positivo para cada isolado bacteriano (TSB sem
metal + inéculo bacteriano) e branco para cada concentracdo dos metais (sem indculo
bacteriano), a fim de garantir a viabilidade dos isolados e que ndo houve contaminacao durante
0 processo.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Apds este periodo, foi
determinada a auséncia ou presenca de crescimento bacteriano. Para isso, foram realizadas duas
leituras no espectrofotometro, sendo uma leitura inicial logo ap6s a inoculagdo e uma leitura
final apds 24 horas de incubacao.

Baseado no resultado das leituras, o seguinte cdlculo foi realizado de acordo com
Akinduti et al. (2019) com modificagdes:

Crescimento Bacteriano (%) = [(Lf — Li)/(Lfcp - Llcp)] x 100
Onde:
Lf = leitura final dos pocos contendo meio de cultura, metal e 0 microrganismo;
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Li = leitura inicial dos pocos contendo meio de cultura, metal e 0 microrganismo;

Lfcp = leitura final dos pogos contendo o controle positivo;

Llcp = leitura inicial dos pocos contendo o controle positivo.

Assim, a auséncia de crescimento bacteriano foi considerada quando o valor obtido foi
menor ou igual a 5%.

49



4.5 RESULTADOS

Os isolados bacterianos dos géneros Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Proteus,
independente do residuo animal, apresentaram uma curva de crescimento semelhante nos
diferentes sais avaliados, com elevado crescimento bacteriano nas concentragdes mais baixas
de sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato de chumbo, sendo essas 0,3 g.L'l, 0,18 g.L'le 0,09
g.L'!, respectivamente (Figura 1).

Em todos os metais, independente dos géneros bacterianos avaliados, observa-se
inicialmente um declinio do crescimento bacteriano a medida que aumenta a concentragao dos
sais, seguida pela retomada do crescimento nas concentracdes posteriores a de menor
crescimento (9,6 g.L! de sulfato de cobre, 5,76 g.L"! de sulfato de zinco e 2,88 g.L"! de nitrato
de chumbo), exceto para o género Proteus que apresentou menor crescimento dos isolados ja
na maior concentraciio de sulfato de zinco avaliada (5,76 g.L'!).

A maioria dos isolados de Enterobacter e Proteus ndo apresentaram crescimento
bacteriano na concentragio de 2,4 g.L! de sulfato de cobre, enquanto para os isolados dos
géneros Escherichia e Klebsiella, essa estagnacido ocorreu na de 4,8 g.L! (Tabela 2). Vale
ressaltar que para a maioria dos isolados destes géneros, ndo foi possivel detectar uma
concentracao de sulfato de cobre capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano.

Em relagdo ao sulfato de zinco, os isolados de Enterobacter niao apresentaram
crescimento a partir da concentragio 0,72 g.L'!, sendo a concentracio de 1,44 g.L"! mais eficaz
na inibicdo do crescimento, independente da origem dos isolados. A maioria dos isolados do
género Escherichia, independente da origem, e isolados de Klebsiella da CAC, apresentaram
auséncia de crescimento na concentragdo de 2,88 g.L°! deste metal, enquanto a maioria dos
isolados do género Klebsiella da CAO e CC apresentaram crescimento até mesmo na maior
concentragio testada, ou seja, em 5,76 g.L'! de sulfato de zinco. Mesmo comportamento foi
observado para os isolados de Proteus, independente da origem.

No nitrato de chumbo, todos os isolados dos géneros Enterobacter, Klebsiella e Proteus,
independente da origem, e os isolados de Escherichia da CAC, apresentaram crescimento
bacteriano em todas as concentracdes avaliadas, incluindo até mesmo a maior concentragao
(2,88 g.L')). Dos isolados de Escherichia provenientes da CAO, apenas 25% (3/12)
apresentaram auséncia de crescimento na concentracio de 0,72 g.L'!. O mesmo ocorreu para
9%, 18% e 18% dos isolados da CC nas concentracdes de 0,18 g.L.!, 0,36 gL' e 0,72 g.L"! de
nitrato de chumbo, respectivamente. Todos os outros isolados provenientes da CAO e CC
apresentaram crescimento na maior concentragao testada de nitrato de chumbo.

De maneira geral, em relacdio a origem dos isolados, foi possivel observar
comportamento semelhante entre as cepas bacterianas isoladas de CAO, CAC e CC (Figura 2).
As concentracdes 2,4 g.L'! de sulfato de cobre e 2,88 g.L'! de sulfato de zinco foram as mais
eficazes no que diz respeito a redu¢do do crescimento bacteriano, enquanto no nitrato de
chumbo ndo houve nenhuma concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. No
entanto, independente do metal, houve crescimento bacteriano nas maiores concentragdes
testadas, com destaque para os isolados provenientes da CAC no sulfato de cobre e nitrato de
chumbo e, os isolados provenientes da CC no sulfato de zinco.
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Figura 1. Curva de crescimento bacteriano de isolados provenientes de cama de cavalo (CC) e camas de avidrio convencional (CAC) e organica
(CAO) em diferentes concentragdes de sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato de chumbo.
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Tabela 2. Percentual de isolados provenientes de cama de cavalo (CC) e camas de avidrio
convencional (CAC) e organica (CAO) que apresentou auséncia de crescimento
bacteriano em diferentes concentragdes de sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato de

chumbo
o . Concentraciio em g.L! de cobre
N Origem 0,3 0,6 12 2,4 4.8 9.6
5 CAC 0 0 0 60 0 0
Enterobacter 7 CAO 0 0 0 86 14 0
2 CC 0 0 50 50 0 0
13 CAC 0 0 0 0 23 0
Escherichia 12 CAO 0 0 0 0 17 0
11 CC 0 0 0 0 27 0
7 CAC 0 0 0 14 15 0
Klebsiella 4 CAO 0 0 0 0 25 0
10 CC 0 0 0 60 0 0
6 CAC 0 0 0 67 33 0
Proteus 7 CAO 0 0 0 43 29 0
8 CC 0 0 0 75 0 0
o : Concentraciio em g.L"! de zinco
N Origem 0,8 036 072 144 288 576
5 CAC 0 0 20 20 20 0
Enterobacter 7 CAO 0 0 14 58 14 0
2 CC 0 0 0 50 0 0
13 CAC 0 0 0 0 100 0
Escherichia 12 CAO 0 0 0 0 83 0
11 CC 0 0 0 0 82 18
7 CAC 0 0 0 14 58 14
Klebsiella 4 CAO 0 0 0 0 33 0
10 CC 0 0 10 0 30 0
6 CAC 0 0 0 0 0 17
Proteus 7 CAO 0 0 15 0 14 14
8 CC 0 0 0 0 13 38
R : Concentraciio em g.L"! de chumbo
N Origem 009 0,18 036 072 144 288
5 CAC 0 0 0 0 0 0
Enterobacter 7 CAO 0 0 0 0 0 0
2 CC 0 0 0 0 0 0
13 CAC 0 0 0 0 0 0
Escherichia 12 CAO 0 0 0 25 0 0
11 CC 0 9 18 18 0 0
7 CAC 0 0 0 0 0 0
Klebsiella 4 CAO 0 0 0 0 0 0
10 CC 0 0 0 0 0 0
6 CAC 0 0 0 0 0 0
Proteus 7 CAO 0 0 0 0 0 0
8 CC 0 0 0 0 0 0

N° = Quantidade de isolados
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Figura 2. Percentagem de isolados bacterianos provenientes de cama de cavalo (CC) e camas
de avidrio convencional (CAC) e organica (CAO) que apresentaram inibicdo de
crescimento por concentracdo de sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato de chumbo.
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4.6 DISCUSSAO

A introdu¢do de metais pesados no ambiente, em diferentes formas, pode ocasionar
graves prejuizos ao ecossistema do solo, alterando significativamente a comunidade microbiana
presente e, consequentemente, sua funcionalidade. Esses metais geralmente exercem uma agao
inibitdria sobre os microrganismos, bloqueando grupos funcionais essenciais, substituindo ions
metalicos importantes ou alterando as conformacdes ativas de moléculas biologicas (ACIOLY,
2014). No entanto, os microrganismos do solo sdo particularmente sensiveis as mudangas nos
conteddos de metais pesados, pois conseguem responder e se adaptar rapidamente ao estresse
causado por esses metais (GILLER; WITTER; MCGRATH, 1998), inclusive, sado
frequentemente utilizados na remediacdo de ambientes contaminados com metais pesados
(DELANGIZ et al., 2020; TAREKEGN; SALILIH; ISHETU, 2020; ATUCHIN et al., 2023).
Considerando que esses microrganismos realizam uma grande quantidade de servigos
ecossistémicos e desempenham um papel crucial na conducdo de processos ecolégicos
importantes nos solos, como a ciclagem de nutrientes, ¢ importante entender os perfis de
resisténcia dessas bactérias frente a diferentes metais pesados.

Os géneros Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Proteus apresentaram elevado
crescimento bacteriano nas menores concentragdes de sulfato de cobre, sulfato de zinco e nitrato
de chumbo (Figura 1). O cobre e o zinco sdo micronutrientes essenciais para a saude de todos
os organismos vivos (SHI et al., 2021; PATIL et al., 2023). Nas bactérias, esses metais
desempenham papéis importantes como cofatores enzimadticos e participam de véarias vias
metabodlicas (BARON, 1996; WAITES et al., 2009). Dessa forma, em baixas concentracoes,
esses metais atuaram como aditivo/nutriente para o desenvolvimento das bactérias.

O chumbo, por sua vez, € considerado um metal ndo essencial por ainda ndo possuir
funcdo bioldgica estabelecida, sendo sua acumulagcdo bastante prejudicial para o bom
funcionamento do organismo (ROMERO-ESTEVEZ; YANEZ-JACOME; NAVARRETE,
2023). Apesar disso, no presente estudo foi utilizado o nitrato de chumbo como fonte chumbo,
um sal que se dissocia em meio aquoso (GONSALVES et al., 2013). Durante essa dissociagao,
um dos fons liberados € o nitrato, uma das principais formas de nitrogé€nio inorganico utilizadas
para o metabolismo microbiano. O nitrogénio, por sua vez, € um macronutriente crucial para
todos os organismos, pois desempenha um papel fundamental na sintese de proteinas, enzimas
e acidos nucléicos (LOURENCE, 2005). Portanto, acredita-se que esse aporte adicional de
nitrogénio no meio tenha favorecido o crescimento bacteriano nas concentragdes mais baixas
de chumbo, mascarando os efeitos toxicos do chumbo.

Em todos os metais, independente dos géneros bacterianos avaliados, observa-se
inicialmente um declinio do crescimento bacteriano a medida que aumenta a concentragao dos
sais, seguida pela retomada do crescimento (Figura 1). Tal redugdo inicial ocorreu
provavelmente devido os efeitos téxicos das altas concentragdes dos metais pesados as células
dos organismos, causando-lhes danos letais (BARON, 1996; ROSEN, 1996; WAITES et al.,
2009; SILVA et al.,, 2014). J4 o aumento no crescimento bacteriano nas concentragdes
posteriores a de menor crescimento pode estar relacionado a precipitacdo do metal, tornando-o
indisponivel no meio. A medida que maiores quantidades de sais contendo metal sdo
adicionadas ao meio, ocorre um aumento na formacao de precipitados. Essa precipitacdo € um
processo quimico em que ions metdlicos dissolvidos em solucdo reagem com outros fons ou
compostos, resultando na formagdo de soélidos insoliveis. Assim, quanto maior for a
disponibilidade de ions metélicos na solu¢ao, maior serd a intensidade da reacdo de precipitacao
pois o produto da atividade idnica ultrapassa o produto da solubilidade (SHEORAN;
SHEORAN, 2006; BLAIS et al., 2008). Para o sulfato de cobre e zinco, tem-se ainda a presenga
do enxofre na composicio desses sais. A medida que aumenta as concentragdes, ocorre a
precipitacdo dos metais, enquanto o enxofre continua disponivel na soluc¢do, sendo este um
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macronutriente essencial para o desenvolvimento dos microrganismos por atuar na sintese de
proteinas e como constituinte de vérias coenzimas (WU et al., 2021).

A maioria das bactérias, independente do género e da origem destes isolados,
apresentaram crescimento em todas as concentragdes de nitrato de chumbo testadas (Tabela 2).
Este comportamento pode ser explicado por duas hipéteses: i) a formagao de precipitados na
solucdo, que ocorreu em todas as concentragdes de nitrato de chumbo, pode ter tornado o metal
indisponivel no meio, reduzindo a intera¢io do ion metdlico com as células bacterianas durante
os ensaios (CABRAL et al.,, 2013). Sabe-se que a solubilidade e a biodisponibilidade do
chumbo sdo reduzidas na presenca de fésforo e, no presente estudo, foi utilizado o caldo TSB
(Tryptone Soya Broth, Himedia®, Brasil), que possui em sua composi¢ao, o fosforo na forma
de hidrogenofosfato dipotdssico. Pra evitar a reagcdo do chumbo com o fésforo do meio de
cultura e, consequentemente, a formacdo de precitados, seria necessdrio ajustar o pH da solucdo
para 3,0. No entanto, isso limitaria o crescimento de uma grande quantidade de microrganismos,
considerando que o pH 6timo encontra-se entre 6,5 e 7,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2008); ou
ii) as bactérias apresentaram, de fato, elevada resisténcia bacteriana ao chumbo. Os isolados
bacterianos avaliados no presente estudo sao provenientes da compostagem de residuos animais
e, de acordo com Heck et al. (2015), durante esse processo, pode ocorrer o aumento das
concentracdes desses metais, considerando que eles nao sao degradados ao longo do processo,
e, consequentemente, maior € a probabilidade de bactérias se tornarem resistentes a esses
metais. Levando em consideracdo a segunda hipdtese, especula-se ainda a possibilidade destes
isolados bacterianos apresentarem capacidade de remediar compostos téxicos do ambiente. No
entanto, se faz necessdrios mais estudos em relacao a esta aplicacao.

Em relacdo a origem, elevada resisténcia aos sais contendo metais pesados foi observada
nos isolados de cama de cavalo e cama de avidrio provenientes dos sistemas organico e
convencional de produgdo (Figura 2). Um estudo desenvolvido por Silva (2011), ao avaliar a
resisténcia a metais pesados de bactérias isoladas da compostagem de residuos sélidos
organicos, também detectou isolados dos géneros Escherichia e Enterobacter com alto grau de
resisténcia a zinco, cobre e chumbo. Tal fato ja era esperado para os isolados provenientes do
sistema de producdo animal convencional pelo uso frequente de metais como aditivos
alimentares com o intuito de obter crescimento rapido e controle de doengas devido ao aumento
da imunomodulagdo nos animais alimentados (ZHANG et al., 2012; MAZHAR et al., 2021).

Na avicultura organica, de acordo com o anexo III da Portaria 52/2021, o uso de
substancias como 6xidos cupricos, 6xidos de zinco, sulfato de cobre pentahidratado e sulfato
de zinco monohidratado sdo permitidas e, a presenca dessas substdncias no sistema
gastrointestinal dos animais pode selecionar a resisténcia bacteriana a metais pesados. Além
disso, nesse sistema de producdo é permitido o uso de animais aqudticos como parte da
alimentacdo das aves e, alguns desses animais ofertados como alimento, como o mexilhdo
dourado, podem apresentar um potencial risco de contaminacao por metais pesados para as aves
(BAYERLE et al., 2015).

Dessa forma, € importante considerar que os niveis de tolerancia aos metais avaliados
podem variar entre os diferentes géneros bacterianos e, até mesmo entre os isolados dentro de
um mesmo género. Todas essas informagdes sdo relevantes para elucidar a problematica que é
a resisténcia bacteriana a metais e, podem ter implica¢des na avaliacdo da seguranga ambiental
e da sadde publica em relacdo a presenca de metais pesados (DEFALCO, 2022). Vale ressaltar
ainda que as bactérias avaliadas no presente estudo sdo provenientes de residuos animais e,
estes por sua vez, sdo utilizados na agricultura como fertilizantes organicos. Dessa forma, tal
pritica incrementa patégenos (FERREIRA et al.,, 2021) e determinantes de resisténcia a
antimicrobianos (FERREIRA et al., 2023; FERREIRA et al., 2024).

Outro ponto importante € que a resisténcia bacteriana a metais pesados se correlaciona
com a resisténcia antimicrobiana, (BAKER-AUSTIN et al., 2006), classificada como uma
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enfermidade emergente e uma das trés maiores ameagas a saide publica no século XXI,
resultando na selecdo indireta de bactérias resistentes a antimicrobianos e promovendo a
manutencdo e propagacio de genes de resisténcia (PIRELA; SUAREZ; VARGAS, 2014). Isso
acontece porque 0s microrganismos ficam sujeitos a co-selecao de resisténcia a antimicrobianos
e metais pesados, o que pode ocorrer por mecanismos de co-resisténcia ou resisténcia cruzada
(IMRAM; DAS; NAIK, 2019). A co-resisténcia ocorre quando os genes de resisténcia a metais
pesados e os genes de resisténcia a antimicrobianos estdo localizados no mesmo elemento
genético e, a resisténcia cruzada é quando um unico mecanismo € responsavel pela resisténcia
a antimicrobianos e a metais pesados (PAL et al., 2017; POOLE, 2017).

Considerando-se ainda que os niveis antropogénicos de metais pesados sdo maiores em
varias ordens de magnitude do que os niveis de antimicrobianos, além do fato dos fons metélicos
ndo serem sujeitos a degradacdo (PRIYA et al., 2022), estes t€ém potencial para representar uma
pressdo de selecdo a longo prazo para evolugdo de resisténcia aos antimicrobianos em
microrganismos (STEPANAUSKAS et al., 2005). Isto pode favorecer maior persisténcia dos
genes em ambientes contaminados com metal pesado, mesmo sem a presenca de
antimicrobianos (ALONSO; SANCHEZ; MARTINEZ, 2001), aumentando os riscos de uma
maior disseminagao.

Portanto, com base nas informagdes levantadas neste trabalho, refor¢camos a importancia
e a urgéncia da realizacdo de mais pesquisas relacionadas a bactérias provenientes de residuos
animais, uma vez que ha vdrias lacunas que precisam ser preenchidas, como 1) a identificagcao
de genes de resisténcia a antimicrobianos; ii) a co-sele¢do de resisténcia a metais pesados e
antimicrobianos; iii) a presenca de elementos genéticos moveis; iv) os mecanismos de
transferéncia dessas bactérias para o solo; e, v) sua persisténcia no ambiente. Estas informacdes
serdo cruciais para elucidar o papel dos residuos animais como reservatorio e fonte de
disseminag@o de resisténcia a metais pesados e quais os riscos que representam para a saide
publica.
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4.7 CONCLUSOES

Todos os géneros bacterianos, independente do residuo animal, apresentaram curva de
crescimento semelhante ao longo das concentragdes crescentes de sulfato de cobre, sulfato de
zinco e nitrato de chumbo.

Baixas concentragdes de alguns metais pesados como cobre e zinco podem servir como
micronutrientes e assim favorecer o crescimento bacteriano.

A maioria dos isolados apresentaram elevada resisténcia aos metais pesados.

Tanto os residuos provenientes do sistema de produc¢do convencional, quanto o
organico, podem conter bactérias resistentes a metais pesados, conferindo assim um potencial
risco ambiental e a saide publica.
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5. CAPITULO IV

INFLUENCIA DE METAIS PESADOS NA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS EM BACTERIAS PROVENIENTES DE
RESIDUOS ANIMAIS
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5.1 RESUMO

A resisténcia a antimicrobianos € um dos principais desafios para a saide publica global, e sua
associacdo com metais pesados, tem recebido crescente atencdo da comunidade cientifica.
Elementos como chumbo, cobre e zinco, amplamente encontrados em ambientes agricolas,
podem atuar como agentes seletivos, favorecendo a persisténcia da resisténcia. Nesse contexto,
este estudo busca avaliar como os metais pesados influenciam a resisténcia a antimicrobianos
em bactérias isoladas de residuos animais. Cento e duas cepas bacterianas, isoladas durante a
compostagem de cama de cavalo e camas de avidrio provenientes dos sistemas organico e
convencional de producdo, foram avaliadas quanto a resisténcia a antimicrobianos na presenca
e auséncia de cobre, chumbo e zinco, utilizando o método de difusdo em disco. A maioria dos
isolados bacterianos apresentaram-se sensiveis aos antimicrobianos na auséncia e presenca dos
metais pesados, enquanto uma menor propor¢ao manteve a resisténcia na presenca dos metais.
Contudo, em alguns isolados, observou-se uma alteracdo no perfil de sensibilidade ou
resisténcia quando expostos aos metais pesados. No meio contendo zinco, especificamente, isso
ocorreu em maior propor¢do. Dentre as espécies bacterianas, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter asburiae e Enterobacter cloacae destacaram-se
por apresentarem mudangas nos perfis de resisténcia ou sensibilidade a uma maior quantidade
de antimicrobianos em resposta a exposicao aos metais pesados. Dessa forma, os resultados do
presente estudo contribuem para uma melhor compreensdo da relacdo entre os metais pesados
e a resisténcia a antimicrobianos. Os conhecimentos gerados sdo fundamentais para subsidiar o
desenvolvimento de estratégias eficazes que visem reduzir os impactos da resisténcia
antimicrobiana na sadde humana, animal e no meio ambiente.

Palavras-chave: Contaminacdo ambiental. Fertilizante organico. Impacto ambiental. Satide
Unica.
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5.2 ABSTRACT

Antimicrobial resistance is one of the main challenges for global public health, and its
association with heavy metals has received increasing attention from the scientific community.
Elements such as lead, copper, and zinc, which are widely found in agricultural environments,
can act as selective agents, promoting the persistence of resistance. In this context, this study
aims to evaluate how heavy metals influence antimicrobial resistance in bacteria isolated from
animal waste. One hundred and two bacterial strains, isolated during the composting of horse
manure and poultry litter from organic and conventional production systems, were assessed for
antimicrobial resistance in the presence and absence of copper, lead, and zinc, using the disk
diffusion method. Most bacterial isolates were sensitive to antimicrobials in both the absence
and presence of heavy metals, while a smaller proportion maintained resistance in the presence
of metals. However, in some isolates, changes in sensitivity or resistance profiles were observed
when exposed to heavy metals. Specifically, in the medium containing zinc, this change
occurred to a greater extent. Among the bacterial species, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter asburiae, and Enterobacter cloacae were notable
for exhibiting changes in resistance or sensitivity profiles to a greater number of antimicrobials
in response to exposure to heavy metals. Thus, the results of this study contribute to a better
understanding of the relationship between heavy metals and antimicrobial resistance. The
knowledge generated is essential to support the development of effective strategies aimed at
reducing the impacts of antimicrobial resistance on human and animal health, as well as on the
environment.

Key words: Environmental contamination. Organic fertilizer. Environmental impact. One
health.
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5.3 INTRODUCAO

Residuos provenientes da producdo animal sdo amplamente utilizados na agricultura
como fertilizantes organicos, sendo essa prdtica considerada a principal rota de manejo e
destinacdo desse material no Brasil e no mundo. Quando aplicados no solo de forma segura e
de acordo com critérios agrondmicos, esses residuos podem promover o aumento da
produtividade agricola, a melhoria da qualidade do solo, e substituir de maneira eficiente os
fertilizantes minerais, reduzindo os custos de produgcdo na agricultura (NICOLOSO;
LOURENZI; BRUNETTO, 2024).

Apesar disso, os residuos animais podem conter diversos contaminantes, incluindo
microrganismos patogénicos, metais pesados, genes que conferem resisténcia a
antimicrobianos, bactérias resistentes e residuos de antimicrobianos e outros medicamentos que
nio foram completamente metabolizados pelo organismo do animal (CHIESA et al., 2015;
FERREIRA et al.,, 2021; FERREIRA et al.,, 2023). Dessa forma, se ndo manejados
adequadamente podem gerar sérios impactos ambientais, como a emissao de gases de efeito
estufa, lixiviacdo e escoamento superficial de nutrientes, contamina¢do do solo, além de
contribuir para o fendmeno da resisténcia a antimicrobianos.

Quando expostas com frequéncia ao uso de antimicrobianos, bactérias resistentes sao
selecionadas e isso pode facilitar a transferéncia de genes de resisténcia para microrganismos
ndo patogénicos e bactérias comensais da microbiota intestinal, servindo como um reservatorio
natural de microrganismos resistentes a antimicrobianos, e constituindo um grave potencial de
ameaca para a saude publica (AMINOV; GARRIGUES-JEANJEA; MACKIE, 2001;
CHOPRA; ROBERTS, 2001; BARZA, 2002; WEGENER, 2003).

A adaptacdo microbiana a pressdo seletiva dos antimicrobianos compromete a eficicia
do tratamento de um nimero crescente de infec¢des, o que resulta em um aumento significativo
das taxas de morbidade e mortalidade e nos custos dos tratamentos (BATISTA et al., 2024).
Devido a isso, a resisténcia aos antimicrobianos € considerada um dos dez maiores problemas
de saude publica global. Estima-se que, anualmente, cerca de 700 mil 6bitos sdo causados por
infec¢des resultantes de microrganismos resistentes e, projecdes indicam que, até 2050,
ocorram cerca de 39,1 milhdes de mortes por ano (WHO, 2017; NAGHAVI et al., 2024).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser influenciada por diversos fatores ambientais,
incluindo a presen¢a de metais pesados. Embora esses metais, como chumbo, merctrio, cidmio,
cobre e zinco, estejam naturalmente presentes nos solos, praticas agricolas como o uso de
pesticidas, calcérios, fertilizantes minerais, fertilizantes organicos e outros residuos aplicados
com o objetivo de aumentar a produtividade agricola podem levar ao seu actimulo no solo. A
exposi¢ao continua a esses metais pode favorecer a selecdo de cepas bacterianas resistentes,
pois algumas bactérias possuem mecanismos de resisténcia a metais que também podem ser
eficazes contra antimicrobianos.

Diante desse contexto, nosso grupo de pesquisa conduziu um experimento de
compostagem utilizando cama de cavalo e cama de avidrio organica e convencional, ao longo
de 125 dias. Durante esse periodo, cepas bacterianas foram isoladas, identificadas e analisadas
de forma independente quanto a resisténcia a antimicrobianos e a metais pesados. Foram
detectadas bactérias patogé€nicas e com perfis de multirresisténcia, até mesmo no composto final
(FERREIRA et al., 2023), além de uma elevada resisténcia aos metais pesados cobre, chumbo
e zinco (capitulo 3, tese).

No presente trabalho, buscou-se aprofundar o entendimento sobre a relacdo dos metais
pesados e a resisténcia a antimicrobianos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar como os
metais pesados influenciam a resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de residuos
animais. Compreender essa relagdo € importante para a elaboragdo de estratégias eficazes para
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mitigar a disseminac@o da resisténcia a antimicrobianos, além de subsidiar a formulagcao de
politicas publicas que visem reduzir os impactos da resisténcia antimicrobiana na satide publica
€ no meio ambiente.
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5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Origem e Caracterizacao de Bactérias

Foram utilizadas cento e duas cepas bacterianas isoladas durante o processo de
compostagem de cama de cavalo (CC) e camas de aviario provenientes dos sistemas organico
e convencional (CAO e CAC), conduzido por um periodo de 125 dias (Apéndice C/Tabela S1)
(FERREIRA et al., 2021). Os isolados foram identificados e cadastrados no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob
nimero A19BOCE.

5.4.2 Teste de Difusiao em Meio Solido

O ensaio de disco difusdao em dgar para detec¢do fenotipica da resisténcia aos
antimicrobianos na presenca e auséncia de metais pesados foi realizado conforme os padrdes
estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST,
2023). As cepas bacterianas, estocadas inicialmente em Brain Heart Infusion (BHI), foram
reativadas em meio Eosina Azul de Metileno (EMB), exceto as cepas de Proteus mirabilis que
foram reativadas em meio dgar CLED, a 37 °C por 24 horas.

Foi preparado um inéculo de cada cepa bacteriana contendo 1,5 x 10® células.mL™,
ajustados segundo a escala 0,5 de McFarland. Essa suspensdo bacteriana (0,1 mL) foi
distribuida por toda a superficie de placas contendo dgar Mueller Hinton com e sem metais
pesados (cobre, zinco, chumbo), onde foram depositados discos de antimicrobianos (AMC-
Amoxicilina+écido clavulanico, AMP- Ampicilina, ATM- Aztreonam, CPM- Cefepime, CFO-
Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, CIP- Ciprofloxacina, GEN- Gentamicina, IMP- Imipenem e
SUT- Sulfametoxazol+trimetoprim). A resisténcia intrinseca de cada espécie bacteriana foi
considerada e, nesses casos, o teste com o respectivo antimicrobiano nao foi realizado. As
concentracdes dos metais foram selecionadas a partir dos resultados do capitulo 3, sendo
utilizado 0,3 g.L'! de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20) e, 0,36 g.L"! de sulfato de
zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20) e nitrato de chumbo [Pb(NOs)2]. Essas concentragdes
foram selecionadas por serem anteriores as que resultaram na inibi¢do do crescimento
bacteriano.

Apés a incubagdo por 18 horas a 35 °C, os didmetros dos halos de inibi¢do do
crescimento bacteriano formados ao redor dos discos foram medidos em milimetros (Apéndice
C/Tabela S2). Esses valores foram comparados com os pontos de corte estabelecidos pelo
Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST, 2023) para determinar
se as bactérias eram sensiveis ou resistentes a cada antimicrobiano, na auséncia e presenga de
cada metal pesado. A partir disso, foi possivel analisar a influéncia dos metais pesados,
verificando se as bactérias (i) permaneceram sensiveis, (i) permaneceram resistentes, (iii)
tornaram-se sensiveis ou (iv) tornaram-se resistentes aos antimicrobianos na presenca deles.
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5.5 RESULTADOS

Os isolados bacterianos apresentaram diferentes respostas frente aos antimicrobianos na
presenca de chumbo, cobre e zinco, sendo que a maioria permaneceu sensivel, tanto na auséncia
quanto na presenca desses metais (Figura 1). Uma menor propor¢cao demonstrou resisténcia a
diferentes antimicrobianos, mantendo esse perfil mesmo na presenca dos metais. Contudo,
alguns isolados apresentaram mudanca no perfil de sensibilidade ou resisténcia, dependendo do
antimicrobiano e do metal avaliado.

No meio contendo chumbo, 9% (7/78), 5% (4/81), 3% (3/99) e 3% (3/102) dos isolados
apresentaram resisténcia a ampicilina, cefoxitina, ciprofloxacina e imipenem, respectivamente,
na auséncia do metal, mas demonstraram sensibilidade na sua presen¢a. No meio com cobre,
10% (10/101) dos isolados tornaram-se sensiveis a aztreonam e ceftazidima, enquanto 7%
(6/81) tornaram-se sensiveis a cefoxitina na presenca do metal. Por sua vez, no meio contendo
zinco, 12% (12/101) e 7% (7/101) dos isolados, inicialmente resistentes, tornaram-se sensiveis
a ceftazidima e cefepime, respectivamente. Além disso, 6% dos isolados adquiriram
sensibilidade a cefoxitina (5/81) e aztreonam (6/101) quando expostos ao zinco.

Em relagdo as bactérias que apresentaram perfil de sensibilidade na auséncia do metal e
resisténcia na presenca dos metais, observa-se que no meio com chumbo, 5% (4,78) tornaram-
se resistentes a ampicilina e 4% a sulfametoxazol+trimetoprim (4/99), gentamicina (4/99) e
ceftazidima (4/101). No meio contendo cobre, 13% (10/78) adquiriram resisténcia a ampicilina,
4% a ciprofloxacina (4/99) e amoxicilina+acido clavulanico (3/80), e 3% (3/102) ao imipenem.
Ja no meio com zinco, 62% (63/62), 46% (36/78), 41% (33/80) ¢ 11% (11/99) dos isolados
bacterianos, inicialmente sensiveis, tornaram-se resistentes a imipenem, ampicilina,
amoxicilina+dcido clavulanico e gentamicina, respectivamente, na presenca do metal.

Nenhum isolado bacteriano apresentou mudanca no perfil de sensibilidade para
resisténcia a cefoxitina, cefepime e imipenem na presenca do chumbo, apenas a mudanca de
resisténcia para sensibilidade a estes antimicrobianos (Tabela 1). O mesmo ocorreu no meio
com cobre com o0s antimicrobianos aztreonam, ceftazidima e cefoxitina. Comportamento
contrdrio foi observado para gentamicina na presen¢a de chumbo e cobre, e gentamicina e
imipenem na presenca de zinco, com destaque para o imipenem que obteve 62% (63/102) de
isolados que tornaram-se resistentes quando expostos ao metal. Inclusive, na presenca de zinco,
isolados de Pseudomonas aeruginosa (33%), Citrobacter freundii (100%), Providencia stuartii
(100%) e Acinetobacter baumannii (100%) se tornaram resistentes apenas a imipenem.

Dentre as espécies bacterianas, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Enterobacter asburiae e Enterobacter cloacae destacaram-se por apresentarem mudancgas
nos perfis de resisténcia ou sensibilidade a uma maior quantidade de antimicrobianos em
resposta a exposicao aos metais pesados (Tabela 1). No meio com chumbo, destaca-se a espécie
E. asburie, em que 33% dos isolados tornaram-se sensiveis a amoxicilina+acido clavulanico e
ceftazidima, e 67% tornaram-se resistente a ampicilina na presen¢a do metal. No meio contendo
cobre, tem-se também a espécie E. asburie, na qual 33% dos isolados adquiriram sensibilidade
ao aztreonam e cefepime e 67% a ceftazidima, e 33% tornaram-se resistentes a ampicilina e a
ciprofloxacina, além da espécie Klebsiella aerogenes que 33% dos isolados tornaram-se
resistentes a gentamicina.
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Figura 1. Percentagem de bactérias que permaneceram sensiveis (SS) e resistentes (RR) e que
se tornaram sensiveis (RS) e resistentes (SR) aos antimicrobianos na presenga de nitrato
de chumbo, sulfato de cobre e sulfato de zinco. *Numeros acima da barra representam
o numero total de bactérias testadas para cada antimicrobiano. GEN - Gentamicina,
AMC - Amoxicilina+4cido clavulanico, AMP - Ampicilina, ATM - Aztreonam, CAZ -
Ceftazidima, CFO - Cefoxitina, CPM - Cefepime, IMP - Imipenem, CIP -
Ciprofloxacina e SUT - Sulfametoxazol+trimetoprim.
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Tabela 1. Percentagem de bactérias que tornaram-se sensiveis (verde) e resistentes (vermelho) aos antimicrobianos na presenga de nitrato de

chumbo, sulfato de cobre e sulfato de zinco (continua¢do)

Chumbo

Espécie bacteriana Aminogli  Betalacta Fluoro Sulfona

GEN AMC AMP ATM CAZ CFO CPM IPM CIP SUT T RS SR

RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR
C. freundii (n=1) 0 0 * * * 0 0 0 0 * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 O
E. asburiae (n=3) 0 0 33 0 0 67 O 0 33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 1 2
E. cloacae (n=10) 0 0 * * * 10 O 10 O * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 2
E. kobei (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 O
E. coli (n=37) 0 0 277 27 54 0 0 2,7 0 0 277 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 2 3
K. aerogenes (n=3) 0 0 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 O
K. pneumoniae (n=16) 0 6,3 0 0 13 13 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 13 10 3 2
K. variicola (n=2) 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 O
P mirabilis (n=21) 0 14 0 48 14 0 0 48 0 19 48 0 95 0 14 0 14 95 95 9, 10 6 6
P. stuartii (n=1) 0 0 * * * * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 O
A. baumannii (n=1) 0 0 * * * * * * * * * * * * 0 0 0 0 0 0 4 0 O
P. aeruginosa (n=3) * * * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 * * * * 4 0 O
S. marcescens (n=3) 0 0 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 O

Cobre

Espécie bacteriana Aminogli  Betalacta Fluoro Sulfona

GEN AMC AMP ATM CAZ CFO CPM IPM CIP SUT T RS SR

RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR
C. freundii (n=1) 0 0 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 O
E. asburiae (n=3) 0 0 0 0 0 33 33 0 67 O 0 0 33 0 0 0 0 33 0 0 10 2 3
E. cloacae (n=10) 0 0 * * * 20 O 20 O * * 10 O 0 10 10 O 0 0 7 1 4
E. kobei (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 O
E. coli (n=37) 0 0 2,7 54 0 19 0 0 0 0 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 2 2
K. aerogenes (n=3) 0 33 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 1 0
K. pneumoniae (n=16) 0 0 0 0 0 63 0 63 0 63 0 0 63 0 0 0 0 6,3 0 10 2 4
K. variicola (n=2) 0 0 0 0 * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 O
P mirabilis (n=21) 0 0 19 48 24 48 29 O 24 0 19 0 19 0 29 0 48 14 48 4, 10 4 9
P. stuartii (n=1) 0 0 * * * * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 O
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Tabela 1. Continuacdo

A. baumannii (n=1) 0 0 * * * * * * 0 0 0 0 4 0 O
P. aeruginosa (n=3) * * * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 67 * * * * 4 1 0
S. marcescens (n=3) 0 0 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 O
Zinco
Espécie bacteriana Aminogli  Betalacta Fluoro Sulfona
GEN AMC AMP ATM CAZ CFO CPM IPM CIP SUT T RS SR
RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR RS SR

C. freundii (n=1) 0 0 * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 100 O 0 0 0 7 1 0
E. asburiae (n=3) 0 0 0 0 0 100 33 O 67 O 0 0 33 0 0 100 O 0 0 0 10 2 3
E. cloacae (n=10) 0 0 * * * * 0 0 10 O * * 10 10 O 9 O 10 O 10 7 4 2
E. kobei (n=1) 0 0 0 0 0 100 O 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O 0 0 0 10 2 O
E. coli (n=37) 0 0 2,7 81 0 73 0 27 27 O 0 54 0 2,7 0 87 2,7 O 0 0 10 6 3
K. aeropgenes (n=3) 0 3 % * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 1 0
K. pneumoniae (n=16) 0 13 0 63 0 19 0 6,3 63 63 63 0 0 6,3 0 19 O 63 0 63 10 9 2
K. variicola (n=2) 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 O
P mirabilis (n=21) 0 38 48 95 14 95 24 48 29 48 19 48 24 48 O 43 0 19 95 48 10 10 7
P. stuartii (n=1) 0 0 * * * * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O 0 0 0 8 1 0
A. baumannii (n=1) 0 0 * * * * * * * * * * * * 0 100 O 0 0 0 3 1 0
P. aeruginosa (n=3) * * * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 100 * * * * 4 1 0
S. marcescens (n=3) 0 0 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 O

* Nao testado. T - Total de antimicrobianos testado para determinada espécie bacteriana. As duas dltimas colunas refere-se ao total de antimicrobianos que determinada bactéria
apresentou mudanca de RS ou SR. Amino= Aminoglicoseideo, Betalac- Betalactimico, Fluoro- Fluoroquinolona, Sulfo- Sulfonamida. GEN- Gentamicina, AMC-
Amoxicilina+4cido clavulanico, AMP- Ampicilina, ATM- Aztreonam, CAZ- Ceftazidima, CFO- Cefoxitina, CPM- Cefepime, IMP- Imipenem, CIP- Ciprofloxacina e SUT-

Sulfametoxazol+trimetoprim.
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No meio contendo zinco, observa-se uma maior variedade de espécies que apresentaram
alteracdes no perfil de resisténcia em resposta a presenca do metal, com uma maior porcentagem
de isolados que se tornaram resistentes ao imipenem. Entre essas espécies destacam-se C.
freundii, E. asburie, E. cloacae, Enterobacter kobei, E. coli, K. aerogenes, P. mirabilis, P.
stuartii € A. baumannii. No caso de C. freundii, todos os isolados adquiriram resisténcia ao
imipenem. Entre os isolados de E. asburie, 33% tornaram-se sensiveis ao aztreonam e cefepime,
67% a ceftazidima, e todos tornaram-se resistentes a ampicilina e ao imipenem. Para E. cloacae,
90% dos isolados tornaram-se resistentes ao imipenem. Todos os isolados de Enterobacter
kobei tornaram-se resistentes a ampicilina e ao imipenem. Entre os isolados de E. coli, 81%
tornaram-se resistentes a amoxicilina+acido clavulanico, 73% a ampicilina e 87% ao imipenem.
Em relacdo a K. aerogenes, 33% dos isolados desenvolveram resisténcia a gentamicina. J4 entre
os isolados de P. mirabilis, 38% adquiriram resisténcia a gentamicina e 43% ao imipenem. Por
fim, todos os isolados de P. stuartii e A. baumannii tornaram-se resistentes ao imipenem.

Ainda em relag¢do ao meio contendo o zinco, isolados de P. mirabilis (CAO9 e CAO65),
K. pneumoniae (CC161) e E. cloacae (CAOS88) se tornaram resistentes a pelo menos trés classes
de antimicrobianos (3/4, 75%; 3/4, 75%; 4/4, 100% e 3/4, 75%; respectivamente) na presenca
do metal (Apéndice C/Tabela S3). Nos meios com os demais metais, tal comportamento nao
ocorreu. No entanto, isolados de E. coli (CAC10) e P. mirabilis (CC90) que permaneceram
resistentes na presenca de chumbo, cobre e zinco, também apresentaram resisténcia a pelo
menos trés classes de antimicrobianos, sendo elas os betalactamicos, fluoroquinolonas e
sulfonamidas. Mesmo comportamento foi observado para o isolado P. mirabilis (CAC66), que
apresentou resisténcia a, no minimo, trés classes de antimicrobianos, independente da presenga
de chumbo, cobre e zinco. No meio contendo chumbo, esse isolado permaneceu resistente as
classes dos aminoglicosideos, betalactamicos e sulfonamidas. J4 nos meios contendo cobre e
zinco, ele permaneceu resistente as quatro classes de antimicrobianos avaliadas.
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5.6 DISCUSSAO

Residuos provenientes da producdo animal, amplamente utilizados na agricultura,
podem veicular uma variedade de contaminantes, incluindo determinantes de resisténcia a
antimicrobianos (CHIESA et al., 2015). A resisténcia antimicrobiana € um fendmeno
complexo, influenciado por fatores ambientais, bioldgicos, sociais e tecnoldgicos. Entre esses,
a presenca de metais pesados no ambiente destaca-se como um elemento critico pois podem
desempenhar um papel importante na dindmica da resisténcia bacteriana a partir de mecanismos
que promovem a selecdo de microrganismos resistentes.

Em trabalho anterior, realizado com as mesmas cepas bacterianas analisadas no presente
estudo, foi avaliado o perfil de resisténcia a antimicrobianos, constatando-se que a maioria dos
isolados apresentaram-se sensiveis quando expostos aos antimicrobianos (FERREIRA et al.,
2023). No entanto, embora apenas uma pequena parcela de isolados tenha demonstrado
resisténcia, foram identificados 30 perfis distintos de resisténcia antimicrobiana. Os isolados
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, apresentaram elevado percentual de resisténcia aos
antimicrobianos betalactimicos ampicilina e amoxicilina+dcido clavulamico. Dentre as
espécies isoladas, Proteus mirabilis destacou-se por apresentar o maior nimero de perfis
distintos de resisténcia, totalizando 22 diferentes padrdes de resisténcia antimicrobiana. Além
disso, o perfil de multirresisténcia, caracterizada pela resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos, foi detectado em 2% (3/158) dos isolados testados, pertencentes as espécies
de Proteus mirabilis (CAC66) e Escherichia coli (CAC10 e CAO166) (FERREIRA et al.,
2023).

No presente estudo, a maioria dos isolados bacterianos mantiveram o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos na presenga dos metais pesados (Figura 1). A sensibilidade
bacteriana aos antimicrobianos é um aspecto positivo pois indica que os antimicrobianos sao
eficazes em inibir ou eliminar as bactérias, o que facilita o tratamento de infeccdes causadas
por esses microrganismos. Isso reduz o risco de complicacdes clinicas e acelera a recuperagio
do paciente ou do animal em tratamento. Além disso, a sensibilidade bacteriana garante a
eficdcia dos antimicrobianos disponiveis, retardando o surgimento e a propagacao da resisténcia
antimicrobiana (PALMA; TILOCCA; RONCADA, 2020).

Embora a maioria dos isolados tenha permanecido sensivel, algumas cepas bacterianas,
inicialmente resistentes na auséncia dos metais, tornaram-se sensiveis a determinados
antimicrobianos na presenca de chumbo, cobre e zinco (Figura 1 e Tabela 1). A exposi¢ao a
metais pesados € mais comumente associada a selecdo de resisténcia, mas, ela também pode,
em determinadas condicdes, levar a perda ou reducao da resisténcia a antimicrobianos. Esse
fenomeno é mais provavel quando hd um custo adaptativo elevado, interferéncia em
mecanismos de resisténcia ou perda de plasmideos carregando genes de resisténcia (ALONSO;
SANCHEZ; MARTINEZ, 2001; BAKER-AUSTIN et al., 2006; PAL et al., 2017). Isso
demonstra a complexidade das interagdes entre metais pesados, antimicrobianos e as bactérias
no ambiente.

As cepas bacterianas (CAC10, CAC66 e CC90) mantiveram a resisténcia a pelo menos
trés classes de antimicrobianos, na presenca de chumbo, cobre e zinco (Apéndice C/Tabela S3).
No entanto, foram identificados isolados de P. mirabilis (CAQ9, CACG6S5), Klebsiella
pneumoniae (CC161) e Enterobacter cloacae (CAO88) que tornaram-se resistentes a pelo
menos trés classes de antimicrobianos exclusivamente na presenca de zinco, sendo assim,
considerados multirresistentes em condi¢des de exposi¢ao a esse metal.

A exposicdo a metais pesados pode desencadear a ativacdo de mecanismos de defesa
bacterianos, como a superexpressao de bombas de efluxo, responsaveis por expelir substancias
téxicas, incluindo metais e antimicrobianos, para fora da célula (IMRAN; DAS; NAIK, 2019;
NGUYEN; HUGIE; KILE, 2019). Além disso, reguladores transcricionais, como MerR e
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CzcD, podem ser ativados, promovendo a expressdo de genes que conferem resisténcia a metais
e, simultaneamente, tolerancia a antimicrobianos. Tal exposi¢dao também pode levar a altera¢des
na composic¢ao e fluidez da membrana celular (DUPONT; GRASS; RENSING, 2011; RAMOS-
ZIjNIGA; BRUNA; PEREZ—DONOSO, 2023), que, combinadas a atividade das bombas de
efluxo, favorecem a remogdo ativa de antimicrobianos. Adicionalmente, a presenca de metais
pesados pode induzir a formacdo de biofilmes, estruturas que oferecem protecao as bactérias
contra antimicrobianos e metais devido a barreira fisica e ao microambiente heterogéneo que
criam. Todos esses mecanismos podem coexistir em uma mesma cepa bacteriana, conferindo
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos e gerando um perfil de multirresisténcia
(BLAIR et al., 2015; MUNITA, ARIAS, 2016), como observado no presente estudo.

O perfil de multirresisténcia representa um sério risco a saude publica por reduzir
significativamente as opc¢oes terapéuticas disponiveis em um processo infeccioso, tornando o
tratamento mais complexo, prolongado e oneroso (MAGIORAKOS et al., 2012; MIRYALA;
ANBARASU; RAMAIAH, 2021). Vale ressaltar ainda que esses isolados bacterianos sio
provenientes de residuos animais, os quais sio amplamente utilizados na agricultura como
fertilizantes organicos. Assim, se nao tratados adequadamente, esses residuos podem transferir
esses microrganismos para o solo e, consequentemente, para os alimentos destinados ao
consumo humano, representando um potencial risco a satide publica (FERREIRA et al., 2023).

A maioria dos isolados tornou-se resistentes aos betalactamicos ampicilina e imipenem
na presenga do zinco (Figura 1 e Tabela 1). Esta resisténcia pode estar associada a producio de
enzimas conhecidas como metalobetalactamases, que utilizam fons metélicos, geralmente Zn*,
como cofatores de ativagdo para a hidrdlise da maioria dos antimicrobianos betalactimicos
(BUSH, 1998). A presenca de zinco no meio pode ndo apenas induzir a expressao de genes que
codificam essas enzimas, mas também estabilizar sua estrutura € aumentar sua atividade
enzimdtica (RIVIERE et al., 2020).

A espécie Pseudomonas aeruginosa se tornou resistente ao imipenem na presenga de
cobre (67%, 2/2) e zinco (100%, 3/3). De acordo com Assef e Neto (2020), é comum essa
espécie apresentar resisténcia ao imipenem devido a mutagdes no gene que codifica a porina
OprD, uma proteina de membrana externa essencial para a entrada desse antimicrobiano na
célula bacteriana. Além disso, o sistema de efluxo MexAB-OprM, caracteristico dessa espécie,
pode, quando hiperexpresso, conferir resisténcia ndo apenas aos -lactimicos, mas também a
quinolonas, tetraciclina e cloranfenicol (BLAIR; RICHMOND; PIDDOCK, 2014). Como
mencionado anteriormente, os metais pesados podem induzir alteragdes na permeabilidade da
membrana celular ao antimicrobiano, incluindo a redu¢do na expressao ou modificacdo das
porinas, além de ativar bombas de efluxo (DUPONT; GRASS; RENSING, 2011).

Esses efeitos ndo se limitam as mudangas fisioldgicas nas bactérias, mas também
destacam o papel crucial dos metais pesados na manutengdo da resisténcia no ambiente. Sabe-
se que, quando presentes no ambiente, os metais pesados podem contribuir para a persisténcia
da resisténcia a antimicrobianos. Isso ocorre devido a pressdo seletiva exercida pelas
propriedades toxicas desses metais, que eliminam organismos suscetiveis e permitem a
sobrevivéncia apenas das bactérias adaptadas a toxicidade. Muitas vezes, essas bactérias
também carregam genes que conferem resisténcia a antimicrobianos. Assim, a exposicdo a
metais favorece a manutencdo e proliferacdo de bactérias resistentes. Nesse sentido, os
microrganismos ficam sujeitos a co-selec@o da resisténcia a antimicrobianos e metais pesados,
que pode ocorrer por meio de mecanismos como co-resisténcia, resisténcia cruzada ou co-
regulacgdo.

A co-resisténcia ocorre devido a localizacdo frequente de genes que conferem
resisténcia a metais pesados e antimicrobianos nos mesmos elementos genéticos, como
plasmideos, transposons ou integrons (REBELO et al., 2023). J4 a resisténcia cruzada é
observada quando um unico mecanismo confere resisténcia a metais e antimicrobianos
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simultaneamente, como as bombas de efluxo, que sdo proteinas de membrana que excretam
substancias toxicas, como metais pesados e antimicrobianos, para fora da célula bacteriana
(CHAPMAN, 2003; MARTINEZ et al., 2009). E, por fim, tem-se a co-regulagdo que ocorre
quando os mecanismos genéticos que conferem resisténcia a esses agentes sdo ativados
simultaneamente ou regulados por vias metabdlicas comuns (PAL et al., 2017). De acordo com
Rebele et al. (2023), apesar do amplo uso e/ou presenca de metais pesados no ambiente, e da
vasta literatura mostrando sua interacdo com determinantes de resisténcia a antimicrobianos,
seu papel na persisténcia e disseminacao dessa resisténcia continua sendo um topico discutivel
que exige andlises e reflexdes mais aprofundadas.

Assim, os resultados obtidos confirmam que a presenca de metais pesados pode
influenciar o fendmeno da resisténcia a antimicrobianos. Os metais pesados exercem uma
pressdo de selecao de longa data, generalizada e recalcitrante, com relevancia tanto ambiental
quanto clinica que, por selecdo indireta, contribui significativamente para a manutencio e
disseminagdo de determinantes de resisténcia a antimicrobianos (LANNA et al., 2022). Em
solos agricolas, o acimulo dos teores de metais pesados € resultado da deposicao atmosférica e
da aplicacao de agrotdxicos, residuos organicos e inorganicos urbanos e industriais, fertilizantes
e corretivos (JUNIOR; LUCHESE; LENZI, 2000). Assim, destaca-se a importancia de
estratégias voltadas ao controle das atividades humanas no meio agricola que alteram
significativamente as propriedades quimicas dos solos, e de trabalhos que contribuem para o
entendimento das interagdes entre contaminantes quimicos e microbiolégicos, fornecendo
subsidios para politicas publicas que integrem saide ambiental e saide publica em uma
abordagem de Satide Unica.
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5.7 CONCLUSAO

A presenca de metais pesados exerce uma influéncia sobre o comportamento da
resisténcia a antimicrobianos em bactérias isoladas de residuos animais, promovendo
modificagdes nos perfis de resisténcia bacteriana. Enquanto algumas cepas mantém seus
padrdes iniciais de sensibilidade ou resisténcia, outras apresentam alteragdes substanciais. Essas
mudancas incluem a aquisicao de resisténcia por bactérias inicialmente sensiveis, bem como a
reversao para a sensibilidade em cepas anteriormente resistentes, variando conforme a espécie
bacteriana, o antimicrobiano e o metal pesado em questao.
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6. CAPITULO V

INFLUENCIA DO ZINCO NA RESISTENCIA A CARBAPENEMICOS
EM BACTERIAS PROVENIENTES DE RESIDUOS ANIMAIS
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6.1 RESUMO

A resisténcia a carbapenémicos em bactérias tem se tornado uma preocupagdo crescente na
medicina, especialmente devido ao uso limitado desses antimicrobianos como tultima linha de
defesa contra infeccdes causadas por patdgenos resistentes. O zinco, metal essencial para
diversos processos bioldgicos, tem sido identificado como um fator que pode influenciar a
resisténcia bacteriana, incluindo a resisténcia a carbapenémicos. A presenca de zinco pode
influenciar mecanismos de resisténcia, como a producdo de metalobetalactamases (MBLs),
responsaveis pela hidrélise dos carbapenémicos, e a funcionalidade das porinas e das bombas
de efluxo, evitando a entrada e o efluxo de antimicrobianos nas células bacterianas. Nesse
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do zinco na resisténcia a
carbapenémicos em bactérias provenientes de residuos animais e detectar fenotipicamente a
producdo de carbapenemases dependentes de zinco. Cento e duas cepas bacterianas, isoladas
durante o processo de compostagem de cama de cavalo e camas de avidrio de sistema
convencional e organico de producao, foram analisadas por meio de ensaio de disco difusdo em
agar para deteccdo de resisténcia fenotipica ao imipenem na auséncia e presenga de sulfato de
zinco. Dentre as cepas, 61,8% tornaram-se resistentes ao imipenem na presenca do metal, sendo
selecionadas para avaliacdo quanto a resisténcia ao meropenem. Desses 63 isolados, 25,4%
tornaram-se resistentes a meropenem na presenga do zinco. As 16 cepas resistentes,
pertencentes as espécies Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae,
Enterobacter kobei, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa,
foram testadas como potenciais produtoras de MBLs, resultando em quatro isolados positivos
para MBLs, sendo as espécies Enterobacter cloacae, Enterobacter kobei e Proteus mirabilis.
Assim, residuos provenientes da producdo animal contém determinantes de resisténcia a
carbapenémicos e a presenca do zinco pode influenciar na expressao dessa resisténcia, seja por
co-selecdo de mecanismos de resisténcia, como reducdo da permeabilidade da membrana e/ou
bombas de efluxo, ou pela presenca de carbapenemases dependentes de zinco, como as
metalobetalactamases. Esses resultados sugerem que a interacdo entre metais, como 0 zinco, e
a resisténcia a antimicrobianos representa um desafio significativo para o controle de infec¢des
causadas por microrganismos resistentes, principalmente em ambientes agricolas. Eles também
fornecem novas perspectivas para estratégias de controle de resisténcia, com foco na modulagdo
da presenca de metais e no entendimento mais profundo dos mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Betalactimicos. Cama de aviario. Cama de cavalo. Imipenem. Meropenem.
Metal pesado.
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6.2 ABSTRACT

Carbapenem resistance in bacteria has become an increasing concern in medicine, especially
due to the limited use of these antimicrobials as a last line of defense against infections caused
by resistant pathogens. Zinc, an essential metal for several biological processes, has been
identified as a factor that can influence bacterial resistance, including carbapenem resistance.
The presence of zinc can affect resistance mechanisms, such as the production of metallobeta-
lactamases (MBLs), which are responsible for the hydrolysis of carbapenems, as well as the
functionality of porins and efflux pumps, preventing the entry and efflux of antimicrobials into
bacterial cells. In this context, the objective of this study was to evaluate the influence of zinc
on carbapenem resistance in bacteria isolated from animal waste and to phenotypically detect
the production of zinc-dependent carbapenemases. One hundred and two bacterial strains,
isolated during the composting process of horse litter and poultry litter from both conventional
and organic production systems, were analyzed using the disk diffusion method on agar to
detect phenotypic resistance to imipenem in the presence and absence of zinc sulfate. Among
the strains, 61.8% became resistant to imipenem in the presence of zinc and were selected for
further evaluation regarding resistance to meropenem. Of these 63 isolates, 25.4% became
resistant to meropenem in the presence of zinc. The 16 resistant strains, belonging to the species
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter kobei,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, and Pseudomonas aeruginosa, were tested for their
potential to produce MBLs, resulting in four isolates being positive for MBL production,
specifically Enterobacter cloacae, Enterobacter kobei, and Proteus mirabilis. Thus, animal
production residues contain carbapenem resistance determinants, and the presence of zinc can
influence the expression of this resistance, either by co-selection of resistance mechanisms such
as reduced membrane permeability and/or efflux pumps, or by the presence of zinc-dependent
carbapenemases, such as metallobeta-lactamases. These results suggest that the interaction
between metals, such as zinc, and antimicrobial resistance represents a significant challenge for
controlling infections caused by resistant microorganisms, particularly in agricultural
environments. They also provide new perspectives for resistance control strategies, focusing on
modulating the presence of metals and on a deeper understanding of the mechanisms involved.

Key words: Beta-lactams. Poultry litter. Horse litter. Imipenem. Meropenem. Heavy metal.
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6.3 INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores de alimentos de origem animal no mundo, um
feito que foi alcancado devido a intensificacdo dos sistemas de producdo. Estratégias como o
aumento da densidade de animais por drea, o aprimoramento das racdes € o uso de
antimicrobianos e vacinas desempenham um papel fundamental nesse processo (STELLA et
al., 2020; EMBRAPA, 2024). Contudo, essa intensificacdo gera grandes volumes de residuos,
cuja acumulagdo no ambiente pode acarretar sérias consequéncias. Entre as alternativas
sustentdveis para a disposicao desses residuos, destaca-se seu uso como fertilizantes organicos
na agricultura, devido as suas caracteristicas benéficas ao solo e, consequentemente as plantas.
Entretanto, se ndo manejados adequadamente, esses residuos podem se tornar veiculos de
contaminac¢do ambiental, uma vez que podem conter patégenos, metais pesados e determinantes
de resisténcia a antimicrobianos (FERREIRA et al., 2021, FERREIRA et al., 2023).

Agentes antimicrobianos sdo compostos quimicos que possuem a capacidade de matar
ou inibir o crescimento de microrganismos, representando um marco na medicina humana e
veterindria (MORAES, 2012). Na producdo animal, os antimicrobianos sdo amplamente
utilizados para fins terapéuticos, profilaticos e como aditivos zootécnicos melhoradores de
desempenho, conhecidos popularmente como promotores de crescimento (STELLA et al.,
2020).

Entre as classes de antimicrobianos mais utilizados na produ¢@o animal, destacam-se 0s
betalactamicos, as tetraciclinas e as sulfonamidas. Os betalactamicos, em particular, atuam
inibindo a sintese da parede celular bacteriana, e sdo subdivididos em penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos (SUAREZ; GUDIOL, 2009). Contudo,
apesar de ser uma pritica comum para promover o crescimento animal e prevenir doengas, 0
uso extensivo e, em muitos casos, indiscriminado desses antimicrobianos em ambientes de
producdo animal tem gerado sérias preocupacdes quanto ao impacto no meio ambiente e a
emergéncia de bactérias resistentes (LENTZ, 2022; WOAH, 2022).

E importante ressaltar que vérios betalactdmicos, como os carbapenémicos e as
cefalosporinas de 3° e 4* geracdo, sdo considerados pela Organizagdo Mundial da Saide como
criticamente importantes, devido a sua relevancia no tratamento de infec¢des bacterianas graves
na medicina humana (WHO, 2019). Inclusive, os carbapenémicos ndo sdo utilizados
usualmente na produc¢do animal, sendo seu uso restrito para o tratamento de bactérias
extremamente resistentes (SOUZA et al.,, 2020). Mesmo na medicina humana, sua
administracao deve ser limitada a casos em que outras opg¢des terapéuticas ndo sejam vidveis
(WHO, 2017).

A resisténcia a antimicrobianos € considerada um desafio global pela Organizacao
Mundial da Sadde, tanto para a saide humana quanto animal (MARTONE -ROCHA et al.,
2023). Este fendmeno compromete a eficicia dos tratamentos de doengas infecciosas,
resultando no aumento das taxas de morbidade e mortalidade, além de elevar consideravelmente
os custos associados ao tratamento (WHO, 2018). Embora a resisténcia aos antimicrobianos
seja um processo natural dos microrganismos, decorrente de mutagdes e troca de material
genético, a pressao seletiva gerada pelo uso indiscriminado e inadequado desses agentes
intensifica e acelera o surgimento de cepas resistentes (VENTOLA, 2015).

Bactérias Gram-negativas possuem diversos mecanismos de resisténcia a
carbapenémicos, destacando-se a produc¢do de carbapenemases como o mecanismo mais
frequentemente detectado em bactérias de importancia clinica (QUEENAN; BUSH, 2007;
VIEIRA; VIEIRA, 2017). As carbapenemases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel
betalactamico presente no nicleo dos antimicrobianos dessa classe, inativando-os. Essas
enzimas sdo classificadas em diferentes grupos de acordo com o sistema de classificagdao
proposto por Ambler (1980), sendo os principais tipos detectados em bactérias Gram-negativas
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pertencentes as classes A (serino-carbapenemases), B (metalobetalactamases - MBLs) e D
(oxacilinases).

As MBLs, pertencentes a classe B, hidrolisam uma ampla gama de betalactaimicos, com
excecdo dos monobactamicos, como o aztreonam (KHAN; MARYAM; ZARRILLI, 2017;
TAN et al., 2021; RAWSON et al., 2022). Essas enzimas dependem de fons de zinco (Zn?") em
seu sitio ativo para a hidrélise do anel betalactamico dos antimicrobianos, uma vez que o zinco
facilita a ativacdo de uma molécula de dgua, que atua como nucledfilo no ataque ao anel
betalactamico (WILAMOWSKI et al., 2022). Além de atuar como cofator essencial, o zinco
contribui para a estabilidade estrutural da enzima, estabilizando a conformagao do sitio ativo e
garantindo sua funcionalidade (GONZALEZ et al., 2012). Ele também desempenha um papel
crucial na flexibilidade catalitica das MBLs, ja que algumas dessas enzimas apresentam dois
sitios de ligagdo para zinco (Znl e Zn2), cuja ocupacao pode modular sua atividade, permitindo
a degradacdo de uma ampla gama de betalactimicos (GONZALEZ et al., 2007).

No ambiente agricola, metais pesados, como o zinco, sdo utilizados frequentemente em
praticas como fertilizacdo do solo e suplementac@o alimentar de animais, o que pode levar a
sua acumulag¢do no solo e na dgua. Considerando que as metalobetalactamases podem inativar
antimicrobianos da classe dos betalactamicos, incluindo carbapené€micos, e que o zinco € um
cofator essencial para a funcionalidade dessas enzimas, ambientes com altos teores desse metal
podem criar condicdes favordveis para a selecdo de cepas bacterianas resistentes. Isso ocorre
porque a exposi¢do continua a esses metais exerce pressdo seletiva, promovendo a
sobrevivéncia de bactérias produtoras de MBLs. Esse cendrio levanta preocupacdes sobre os
potenciais impactos para a saide publica, uma vez que bactérias resistentes podem ser
transmitidas aos seres humanos por meio do consumo de alimentos contaminados, contato
direto com animais ou pela dgua.

Em estudo anterior, foi avaliada a influéncia de chumbo, cobre e zinco na resisténcia a
antimicrobianos em bactérias isoladas de residuos animais (capitulo 4, tese). Os resultados
indicaram que vdrias bactérias, antes sensiveis, tornaram-se resistentes a diversos
antimicrobianos na presenca do zinco, com destaque para o imipenem, um carbapenémico.
Considerando que algumas enzimas responsdveis pela degradacdo de antibidticos, como as
metabetalactamases, sdo dependentes de fons de zinco, surgiu a proposta deste estudo. Assim,
o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do zinco na resisténcia a carbapenémicos em
bactérias provenientes de residuos animais e detectar fenotipicamente a produgdo de
carbapenemases dependentes de zinco.
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6.4 MATERIAL E METODOS
6.4.1 Origem das Bactérias

Foram isoladas e identificadas cento e duas cepas bacterianas durante o processo de
compostagem de cama de avidrio convencional (CAC), cama de avidrio organico (CAO) e cama
de cavalo (CC) (FERREIRA et al., 2021) (Apéndice D/Tabela S1). Os isolados identificados
foram cadastrados no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob nimero A19BOCE.

6.4.2 Teste de Difusiao em Meio Sélido

O ensaio de disco difusdo em dgar para deteccdo fenotipica da resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos carbapené€micos na presencga de zinco foi realizado conforme os
padrées estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BRCAST, 2023). As cepas bacterianas, estocadas inicialmente em Brain Heart Infusion (BHI),
foram reativadas em meio Eosina Azul de Metileno (EMB), exceto as cepas de Proteus
mirabilis que foram reativadas em meio dgar CLED, a 37 °C por 24 horas.

Foi preparado um inéculo de cada cepa bacteriana contendo 1,5 x 10% células.mL™,
ajustados segundo a escala 0,5 de McFarland. Essa suspensdo bacteriana (0,1 mL) foi
distribuida por toda a superficie de placas contendo dgar Mueller Hinton com e sem a presenca
de sulfato de zinco, onde foram depositados discos dos antimicrobianos. A concentracio de
zinco foi selecionada a partir dos resultados do capitulo 3, sendo utilizado 0,36 g.L"! de sulfato
de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20). Essa concentracdo foi selecionada por ser anterior a
que resultou na inibi¢ao do crescimento bacteriano.

Ap6s incubagdo por 18 horas a 35 °C, os diametros dos halos de inibi¢do do crescimento
bacteriano formados ao redor dos discos foram medidos em milimetros. Esses valores foram
comparados com os pontos de corte estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BRCAST, 2023) para determinar se as bactérias eram sensiveis ou
resistentes a cada antimicrobiano, na auséncia e presenga do metal pesado. A partir disso, foi
possivel analisar a influéncia do zinco, verificando se as bactérias (i) permaneceram sensiveis,
(i) permaneceram resistentes, (iii) tornaram-se sensiveis ou (iv) tornaram-se resistentes aos
antimicrobianos na presenca dele.

Inicialmente, foi realizada uma triagem, na qual as 102 cepas foram avaliadas quanto a
resisténcia ao imipenem (IMP, 10 pg) na presenca e auséncia de zinco. Com base nos
resultados, foram selecionadas somente as cepas que se tornaram resistentes ao imipenem na
presenca de zinco para, em seguida, serem avaliadas no teste confirmatorio quanto a resisténcia
ao meropenem (MER, 10ug) nas mesmas condi¢des. As cepas que apresentaram resisténcia a
meropenem na presenca de zinco foram submetidas a testes fenotipicos para detec¢do de
producdo de metalobetalactamase (MBL).

6.4.3 Deteccao Fenotipica da Producao de Metalobetalactamases (MBLs)

Para a deteccdo fenotipica de bactérias produtoras de MBLs foi utilizado o teste de
discos com inibidores, conforme instru¢des da Nota Técnica N° 01 da Anvisa (2013). Discos
de meropenem (MER, 10ug) com e sem dcido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 M
foram preparados para a realizacdo desse teste. Inicialmente, os discos foram retirados da
embalagem e depositados em uma placa estéril. Com o auxilio de uma pipeta, foram
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adicionados 10 pL de solu¢do de EDTA 0,1M sobre os discos, que permaneceram em repouso
por cerca de 20 minutos antes do uso.

Uma suspensdo bacteriana contendo 1,5 x 10® células.mL™! foi preparada e ajustada,
segundo a escala 0,5 de McFarland. Uma aliquota de 0,1 mL dessa suspensao foi distribuida de
forma homogénea por toda a superficie das placas de dgar Miieller Hinton, com e sem a adi¢ao
de zinco, nas quais foram depositados os discos de meropenem com e sem EDTA. As placas
foram incubadas a 35°C por 18 h. Apds a incubagdo, foram aferidos os halos de inibigdo.
Considerou-se positivo para potenciais produtores de metalobetalactamases os isolados que
apresentaram uma diferenca de > 3 mm (BRCAST, 2018) no didmetro do halo do disco de
meropenem com EDTA em relacdo ao disco sem EDTA.
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6.5 RESULTADOS

Os isolados bacterianos apresentaram diferentes respostas frente aos carbapenémicos na
presenca de zinco (Tabela 1). No imipenem, a maioria das cepas tornaram-se resistentes
(61,8%, 63/102) quando expostas ao metal, enquanto uma menor proporcdo de isolados
mantiveram-se sensiveis (29,4%, 30/102), independente da presenga do zinco. Um total de
8,8% (9/102) dos isolados, todos pertencentes a espécie Proteus mirabilis, apresentaram
resisténcia a imipenem na auséncia de zinco e permaneceram resistentes na presenca do metal.
Nenhum dos isolados se tornou sensivel na presenga de zinco em comparagdo ao controle, ou
seja, na auséncia do metal.

Tabela 1. Percentagem de bactérias que permaneceram sensiveis (SS) e resistentes (RR) e que
se tornaram sensiveis (RS) e resistentes (SR) aos antimicrobianos na presenca de sulfato

de zinco
N° Imipenem N Meropenem
SS RR RS SR SS RR RS SR
Acinetobacter baumannii 1 0 0 0 100 1 0 100 0 0
Citrobacter freundii 1 0 0 0 100 1 0 0 0 100
Enterobacter asburiae 3 0 0 0 100 3 33 0 0 67
Enterobacter cloacae 10 10 0 0 90 9 22 22 11 45
Enterobacter kobei 1 0 0 0 100 1 0 0 0 100
Escherichia coli 37 13 0 0 87 32 88 9 3 0
Klebsiella aerogenes 3 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 16 81 0 0 19 3 0 33 0 67
Klebsiella variicola 2 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis 21 14 43 0 43 9 22 11 11 56
Providencia stuartii 1 0 0 0 100 1 0 100 0 0
Pseudomonas aeruginosa 3 0 0 0 100 3 0 33 33 33
Serratia marcescens 3 100 0 0 0 0 0 0 0 0
Total de isolados (n) 102 30 9 0 63 63 33 10 4 16
Porcentagem de isolados (%) 100 29,4 8,8 0 61,8 100 524 159 6,3 254

As 63 cepas bacterianas que se tornaram resistentes ao imipenem na presenca de zinco
foram selecionadas para serem avaliados quanto a resisténcia ao meropenem. Dentre elas,
52,4% (33/63) foram sensiveis a esse carbapenémico na auséncia de zinco e permaneceram
sensiveis na presenca do metal, com destaque para Escherichia coli (88%, 28/32). Em 25,4%
(16/63) dos isolados, observou-se sensibilidade ao meropenem na auséncia de zinco e
resisténcia na presenca do metal. Esses isolados pertencem as espécies Citrobacter freundii
(100%, 1/1), Enterobacter asburiae (67%, 2/3), Enterobacter cloacae (45%, 4/9), Enterobacter
kobei (100%, 1/1), Klebsiella pneumoniae (67%, 2/3), Proteus mirabilis (56%, 5/9) e
Pseudomonas aeruginosa (33%, 1/3). Além disso, 15,9% dos isolados mantiveram-se
resistentes ao meropenem independente da presenca do metal, enquanto apenas 6,3% (4/63) das
cepas, resistentes na auséncia do zinco, tornaram-se sensiveis a0 meropenem na presenca do
metal, sendo essas pertencentes as espécies Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa. Vale ressaltar que, na presenga de zinco, os isolados de
Citrobacter freundii e Enterobacter kobei tornaram-se resistentes tanto a imipenem como
meropenem.

As 16 cepas bacterianas que se tornaram resistentes a0 meropenem na presenga de zinco
foram selecionadas para serem avaliados quanto a producdo de metalobetalactamases. Dessas,
25% (4/16) apresentaram um aumento de > 3 mm no didmetro do halo em presenca de EDTA
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(Tabela 2). Essas cepas compreendem as espécies Enterobacter cloacae (50%, 2/4),

Enterobacter kobei (100%, 1/1) e Proteus mirabilis (20%, 1/5).

Tabela 2. Percentagem de bactérias possivelmente produtoras de metalobetactamases

Diametro dos halos

% de bactérias

Espécies NP £ produtoras de MBLs
MPM MPM+EDTA MBL (= 3mm)
Citrobacter freundii 1 27 28 1 0
Enterobacter cloacae 26 29 3
Enterobacter cloacae 4 27 27 0 50
Enterobacter cloacae 25 28 3
Enterobacter cloacae 27 26 -1
Enterobacter asburiae 27 28 1 0
Enterobacter asburiae 2 26 26 0 0
Enterobacter kobei 1 27 30 3 100
Klebsiella pneumoniae 5 13 13 0 0
Klebsiella pneumoniae 10 10 0 0
Proteus mirabilis 26 29 3
Proteus mirabilis 25 25 0
Proteus mirabilis 5 26 28 2 20
Proteus mirabilis 20 20 0
Proteus mirabilis 27 27 0
Pseudomonas aeruginosa 1 12 12 0
Total de isolados (n) 16 - - - 4
Total de isolados (%) 100 - - - 25

“Diferencga entre as medidas dos halos de inibicio dos discos de meropenem com e sem a adicdo de EDTA na
presenca de zinco. Diferenca > 3mm entre os halos, indica bactérias potencialmente produtoras de MBL.
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6.6 DISCUSSAO

O uso indiscriminado de metais pesados, como o zinco, em atividades agropecudrias
tem levantado preocupag¢des quanto ao seu impacto na selecdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos. Os carbapenémicos, uma classe de antibidticos amplamente utilizados no
tratamento de infeccdes graves, podem ter sua eficicia comprometida em ambientes com altos
niveis de zinco. Isso ocorre porque as metalobetalactamases, enzimas responsdveis pela
inativacdo de antimicrobianos betalactaimicos, como carbapenémicos, cefalosporinas e
penicilinas, necessitam de fons de zinco para sua atividade. Assim, nesse estudo, destaca-se o
papel do zinco na modulagdo de mecanismos de resisténcia.

Dos 102 isolados bacterianos, 63 tornaram-se resistentes ao carbapémico imipenem na
presenca de zinco, e esses foram selecionados para avaliagdo quanto a resisténcia ao
meropenem. O imipenem, meropenem e ertapenem, pertencentes a classe dos carbapenémicos,
sao antimicrobianos que penetram na célula bacteriana por meio de proteinas transmembranas
chamadas porinas. Sua a¢do bactericida ocorre pela inibi¢do da sintese da parede celular, devido
a associacdo com proteinas ligantes de penicilinas (PBPs) (BASSETTI et al., 2009). Em
comparagdo ao imipenem, o meropenem € mais eficiente contra bactérias Gram-negativas,
devido a presenca de um anel de pirrolidina no carbono 2 (DARVILLE, 1999; BRACHER,
2019). Além disso, o meropenem € considerado o antimicrobiano com a melhor combinagdo
entre sensibilidade e especificidade para testes de detec¢do de carbapenemases (BRCAST,
2018).

Das 63 cepas bacterianas testadas quanto a resisténcia ao meropenem, 52,4% (33/63)
foram sensiveis a esse carbapenémico na auséncia ou presenca de zinco. O meropenem
apresenta um amplo espectro de acdo contra bactérias e, em muitos casos, maior potencial
antimicrobiano em comparacdo a outros carbapenémicos, como o imipenem. Estudos realizados
por Pitkin; Sheikh e Nadler (1997), Nix et al. (2004) e Bassetti et al. (2009), destacaram que o
meropenem possui atividade in vitro superior ao imipenem contra bactérias Gram-negativas.
Esse perfil € consistente com os resultados do presente estudo, no qual todas as bactérias
avaliadas sdo Gram negativas.

Apenas 6,3% (4/63) dos isolados se tornaram sensiveis a0 meropenem na presenga de
zinco, pertencendo as espécies Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa. El-Telbany et al. (2022) demonstraram que a combinacdo de
meropenem com nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) resultou em concentrac¢des inibitorias
minimas reduzidas in vitro em isolados de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos. Além
disso, nesse mesmo estudo, a aplicacdo in vivo da combinagdo meropenem-ZnO eliminou
infec¢des causadas por P. aeruginosa em ratos, evidenciando que o zinco pode desempenhar
um papel complementar com atividade antimicrobiana.

Em 25,4% (16/63) dos isolados, observou-se sensibilidade ao meropenem na auséncia de
zinco e resisténcia na presenca do metal. Esses isolados pertencem as espécies Citrobacter
freundii (100%, 1/1), Enterobacter asburiae (67%, 2/3), Enterobacter cloacae (45%, 4/9),
Enterobacter kobei (100%, 1/1), Klebsiella pneumoniae (67%, 2/3), Proteus mirabilis (56%,
5/9) e Pseudomonas aeruginosa (33%, 1/3). Na presenca de zinco, os isolados de Citrobacter
freundii e Enterobacter kobei tornaram-se resistentes tanto a imipenem como meropenem.
Cooper et al. (1993) demonstraram fenotipicamente que a adi¢ao de zinco ao dgar Miieller-
Hinton aumentou a CIM de imipenem para Pseudomonas aeruginosa.

O zinco desempenha um papel essencial em diversos processos metabdlicos das
bactérias, como replicacdo e transcricio do DNA e divisdo celular, além de ser componente e
cofator de diversas enzimas (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001). Entretanto,
concentracdes elevadas desse metal podem ser toxicas para as células bacterianas, pois o zinco
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compete com outros metais essenciais pelos sitios de ligacdo em proteinas e enzimas,
comprometendo fung¢des vitais (CHEN et al., 2023). Além disso, o excesso de zinco também €
conhecido por inibir a cadeia de transporte de elétrons em bactérias aerdbicas, prejudicando a
producdo de energia (CHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2001). Assim, esse metal pode ser um
limitante para alguns microrganismos, o que favorece a sele¢ao de bactérias com mecanismos
de regulacdo homeostdtica eficientes. Em bactérias Gram-negativas, uma das principais
estratégias para eliminar o excesso de zinco do interior celular € o uso de bombas de efluxo,
que mantém o equilibrio intracelular desse ion (NIES, 1999).

As bombas de efluxo multidrogas utilizam a for¢ca motriz de prétons para transportar
diversos compostos para fora da célula (NISHINO; NIKAIDA; YAMAGUCHI, 2007). Dentre
as bombas de efluxo, destacam-se as responsaveis pela regulagao da concentracao intracelular
de metais, como as ATPases do tipo P e as proteinas do tipo RND (Resistance-Nodulation-
Division) (NIES, 1999; SILVER; PHUNG, 2005). A ATPase do tipo P, conhecida como ZntA,
foi identificada em bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas putida,
sendo responsavel pelo efluxo de zinco (ADEKANMBI et al., 2020). J4 as proteinas do tipo
RND, consideradas de grande importincia clinica em bactérias Gram-negativas, desempenham
papel crucial na resisténcia a metais, como o sistema CzcCBA. Esse sistema € composto pelas
proteinas CzcA, CzcB e CzcC, que regula a homeostase de metais como cddmio, zinco e cobalto
(NIES, 1995), é regulado pelo gene czcRS, e ja foi encontrado em P. aeruginosa e A. baumannii
(PERRON et al., 2004; ALQUETHAMY et al., 2019). Além de sua funcdo na resisténcia a
metais, as bombas RND, como AcrB em E. coli e MexB em P. aeruginosa, também
desempenham um papel importante na homeostase de antimicrobianos (NIES, 1995;
NIKAIDO, 1996; NIES, 2003; AURILIO et al., 2022).

A presenca de zinco pode influenciar na co-sele¢do da resisténcia a carbapenémicos em
bactérias Gram-negativas. Um dos mecanismos genéticos responsaveis pela co-sele¢do, que
resulta em resisténcia ao zinco e aos carbapenémicos, € a corregulacdo. Em Pseudmonas
aeruginosa, a expressdo do sistema CzcRS regula positivamente o complexo da bomba de
efluxo de zinco CzcCBA e, ao mesmo tempo, regula negativamente a expressao do gene oprD,
que codifica a porina carbapenémica OprD. Esse mecanismo contribui para o aumento da
resisténcia ao zinco e aos carbapenémicos, como o imipenem (PERRON et al., 2004; CAILLE;
ROSSIER; PERRON, 2007; MARGUERETTAZ et al., 2014). Conejo et al. (2003)
demonstraram que o zinco exerce um efeito negativo sobre a expressdao da OprD2 em P.
aeruginosa, o que aumenta a resisténcia a carbapenémicos nessas bactérias. Mutagcdes que
alteram a expressdao e/ou funcionamento dessas porinas também podem interferir na
sensibilidade a carbapenémicos (PAPP-WALLACE et al., 2011).

Espécies como K. pneumoniae, P. aeruginosa, e A. baumannii podem apresentar uma
combinacdo de diferentes mecanismos de resisténcia a carbapenémicos, incluindo altera¢des
nas porinas ¢ bombas de efluxo (LIMANSKY; MUSSI; VIALE, 2002; MENA et al., 2006;
RODRIGUEZ-MARTINEZ; POIREL; NORDMANN, 2009). Contudo, a estratégia mais
comumente observada é a producao de enzimas capazes de hidrolisar os antimicrobianos. Essas
enzimas bacterianas, que degradam carbapenémicos, sdo chamadas carbapenemases. Dentro
das betalactamases, elas dividem-se em dois grupos, sendo eles as serina-betalactamases, como
KPC e OXA-48, e as metalobetalactamases (MBLs), como VIM, NDM e IMP. As MBLs
dependem de fons de zinco para sua atividade catalitica (MELETIS, 2016).

No meropenem, 15,9% dos isolados resistentes na auséncia de zinco, permaneceram
resistentes na presenca do metal. Entre esses isolados, encontram-se os géneros Acinetobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Pseudomonas. A resisténcia a carbapenémicos ¢ uma
preocupacio crescente, considerando que esses antimicrobianos sao utilizados como uma das
ultimas opcdes de tratamento contra bactérias resistentes. No Egito, foram encontrados 11 dos
15 isolados de K. pneumoniae provenientes de residuos de frango, resistentes a carbapenémicos
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e portadores dos genes blaxpc € blaoxa-4s, em frangos de corte (HAMZA; DORGHAM,;
HAMZA, 2016). Genes de resisténcia a carbapenémicos, como blaoxa-4s € blaoxa-1s1, também
foram encontrados em E. coli isoladas da carne e fezes de frango (ECDC, 2018) e das fezes de
porcos (PULSS et al., 2017), respectivamente. A produ¢do das enzimas carbapenemases do tipo
serina-betalactamases, juntamente com bombas de efluxo e/ou reducdo das porinas, pode ser a
explicagdo para a resisténcia a carbapenémicos observada nos isolados, mesmo na auséncia de
zinco. Entretanto, o foco deste estudo foi a identificag@o fenotipica da producdao de MBLs nas
bactérias que se tornaram resistentes a0 meropenem na presenca de zinco (16/63).

Dentre os 16 isolados testados fenotipicamente para producdo de MBL, quatro
apresentaram um aumento de > 3 mm no didmetro do halo em presenca de EDTA. Essas cepas
incluem as espécies Enterobacter cloacae (50%, 2/4), Enterobacter kobei (100%, 1/1) e
Proteus mirabilis (20%, 1/5) (Tabela 2). Embora a confirmagdo genotipica seja necessdria,
esses resultados indicam que essas cepas bacterianas sdo possiveis produtoras de
betalactamases dependentes de zinco, conhecidas como metalobetalactamases.

As metalobetalactamases, por requererem zinco em seus sitios ativos, podem ser
inibidas pelo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), que € um quelante de zinco e de outros
metais divalentes (RASMUSSEN; BUSH, 1997, QUEENAN; BUSH, 2007). O aumento no
tamanho do halo nos discos de meropenem com a adi¢dao de EDTA sugere que a atividade
hidrolitica da carbapenemase produzida pela bactéria foi inibida ou reduzida pelo acido
adicionado, indicando a provavel producdo de metalobetalactamase. A presenca de zinco
durante o crescimento das bactérias nesse estudo parece ter ativado as MBLs no periplasma da
célula bacteriana. Além de reduzir a expressdo das porinas responsaveis pelo influxo do
antimicrobiano na célula bacteriana, a adicao de zinco no meio de cultura possibilita a formacgao
de moléculas ativas de metalobetalactamases, conforme Conejo et al. (2003). A partir disso,
especula-se que as cepas que se tornaram resistentes a meropenem na presenca de zinco
possuam como mecanismo de resisténcia a produ¢do de MBLs.

A produgdo de MBLs ja foi descrita em enterobactérias e outras espécies Gram-
negativas clinicamente importantes. Enterobacter spp. produtoras de VIM, NDM e IMP foram
encontradas em diversos paises, como Austrélia, China, Grécia, Italia, entre outros (ESPEDIDO
et al., 2005; GALANI et al., 2005; QUEENAN; BUSH, 2007; CAI et al., 2019). A producio
dessas enzimas, juntamente com outros mecanismos de resisténcia, como alteragdes nas porinas
e expressdo aumentada de ESBL e/ou AmpC, sdo responsaveis pelos altos niveis de resisténcia
a carbapenémicos nessa espécie (WOZNIAK et al., 2012; MAJEWSKI et al., 2016; SORIANO;
MENSA, 2022). Outras espécies de bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas spp. e K.
pneumoniae, provenientes de residuos animais, frequentemente sdo identificadas como
produtores de MBLs (HAMZA; DORGHAM; HAMZA, 2016; FALODUN; IKUSIKA, 2019;
TAMTA et al., 2020; XIE et al., 2023).
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6.7 CONCLUSAO

Residuos da producdo animal, como a cama de avidrio e de cavalo, cont€ém
determinantes de resisténcia a carbapenémicos e, a presenga do zinco pode influenciar a
expressdo dessa resisténcia, seja por meio da co-selecdo de mecanismos de resisténcia, como
reducdo da permeabilidade da membrana e/ou bombas de efluxo, ou pela presenca de
carbapenemases dependentes de zinco (metalobetalactamases).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo evidencia que sistemas de manejo agricola e metais pesados
desempenham um papel crucial na modulacdo da resisténcia a antimicrobianos em ambientes
agricolas, com énfase nos solos e residuos de origem animal. Esses ambientes abrigam residuos
de antimicrobianos e metais pesados, além de bactérias resistentes a esses compostos, genes de
resisténcia e elementos genéticos moveis. Como resultado, solos e os residuos animais se
tornam importantes reservatérios e vias de disseminagdo de resisténcia a antimicrobianos,
representando riscos significativos para o meio ambiente e para a satide publica.

Nesse contexto, sistemas de manejo que utilizam residuos animais como fertilizantes
alteram os atributos quimicos dos solos, influenciando diretamente a composicao e diversidade
microbiana, bem como a dindmica dos genes de resisténcia. A interacao entre metais pesados e
antimicrobianos € especialmente preocupante, pois a presenga desses elementos no solo
favorece a selecdo de bactérias resistentes e influencia os mecanismos bacterianos de
resisténcia.

Apesar da relevancia desse tema e de seus impactos globais, ainda ha escassez de
estudos sobre a resisténcia a antimicrobianos em ambientes agricolas na literatura, o que limita
uma compreensao mais aprofundada do problema e a proposicdo de solugdes efetivas. Este
cendrio destaca, portanto, a necessidade de ampliar as pesquisas sobre resisténcia a
antimicrobianos em ambientes agricolas no Brasil, dado que ainda existem inimeras lacunas a
serem preenchidas como 1) a identificacdo e caracterizagdao de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos e elementos genéticos moveis presentes naturalmente em diferentes tipos de
solos e regides do Brasil; 2) o estudo detalhado do comportamento e da persisténcia das
diferentes classes de antimicrobianos no ambiente, considerando fatores como degradacao,
mobilidade e bioacumulagdo; a andlise minuciosa da dindmica da resisténcia aos
antimicrobianos utilizando técnicas fenotipicas e moleculares de forma integrada, a fim de
compreender os mecanismos e as interagdes subjacentes; 3) a avaliacdo do impacto de
atividades antropogénicas, como sistemas de manejo agricola, uso de diferentes fontes de
fertilizantes, irrigagdo com &guas residuais e descarte inadequado de medicamentos, na
disseminagao da resisténcia nos solos; 4) o entendimento das vias € mecanismos de transmissao
de determinantes de resisténcia de microrganismos do solo para patdgenos que afetam humanos
e animais, incluindo fatores que influenciam a transferéncia horizontal de genes; 5) o
desenvolvimento e a validacdo de praticas, técnicas e processos agricolas sustentdveis que
possam reduzir efetivamente a pressdo seletiva e a disseminacdo da resisténcia a
antimicrobianos; 6) a proposicao e avaliacdo de intervengdes integradas, considerando aspectos
ambientais, sociais e econdmicos, que visem mitigar a persisténcia e disseminacdo da
resisténcia a antimicrobianos a partir de ambientes agricolas; 7) a influéncia de diferentes
metais pesados e outros contaminantes emergentes no processo de co-selecio de bactérias
resistentes, especialmente em solos agricolas; 8) o impacto das mudancgas climéticas sobre 0s
padrdes de resisténcia em ambientes agricolas, como alteracdes na dindmica microbiana e na
persisténcia de antimicrobianos no solo; 9) a criacdo de sistemas de vigilancia ambiental
especificos para monitorar hotspots de resisténcia, com foco em regides de maior
vulnerabilidade no Brasil.

O conhecimento gerado serd essencial para a elaboracdo de propostas de vigilancia
ambiental que contribuam para reduzir a disseminacido da resisténcia a antimicrobianos. A
resisténcia a antimicrobianos, classificada como uma enfermidade emergente, € considerada
uma das trés maiores ameagas a satde publica no século XXI, devido ao seu impacto crescente
na eficdcia dos tratamentos médicos, na seguranca alimentar e na sustentabilidade ambiental. A
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integracdo de abordagens multidisciplinares serd crucial para identificar pontos criticos,
implementar estratégias eficazes e fortalecer politicas de saide voltadas a mitigacdo desse
problema global.

Vale ressaltar ainda que a resisténcia a antimicrobianos estd profundamente conectada
aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) das Nacdes Unidas, representando um
desafio transversal que impacta diretamente diversas metas globais. Esta problemadtica ameaca
a saude publica (ODS 3: Saidde e Bem-Estar), ao reduzir a eficicia de tratamentos contra
infec¢des e, consequentemente, aumentar a mortalidade por doencas infecciosas. Além disso,
estd ligada a sistemas de producdo agricola e pecudria sustentdveis (ODS 2: Fome Zero e
Agricultura Sustentdvel), considerando o uso de antimicrobianos em animais e seus residuos na
agricultura como fertilizantes organicos. A gestdo e o descarte inadequado de residuos
antimicrobianos pode comprometer a qualidade dos corpos hidricos (ODS 6: Agua Potédvel e
Saneamento) e o equilibrio dos ecossistemas aquaticos (ODS 14: Vida na Agua) e terrestres
(ODS 15: Vida Terrestre), em funcdo do impacto sobre a biodiversidade e os solos. Essa
realidade reforca a necessidade do uso sustentdvel de antimicrobianos e da gestdo adequada de
residuos (ODS 12: Consumo e Producdo Responsaveis), e destaca a importancia da cooperagao
internacional para combater a resisténcia antimicrobiana em escala global (ODS 17: Parcerias
para a Implementacdo dos Objetivos), promovendo politicas integradas e investimentos em
pesquisa para mitigar os impactos sociais, economicos e ambientais dessa crise emergente.

Portanto, compreender e mitigar a resisténcia a antimicrobianos € essencial nao apenas
para a saide global, mas também para promover praticas alinhadas aos ODS, garantindo um
futuro mais sustentdvel e resiliente para todos.
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9. APENDICE

Apéndice A: Material complementar referente ao artigo do capitulo I — Resisténcia a antimicrobianos em sistemas agricolas no Brasil —
uma preocupacao sob a perspectiva de Satide Unica

Tabela S1. Dados referentes aos artigos encontrados sobre resisténcia a antimicrobianos em sistemas agricolas no Brasil

N Titulo

1 Analysis of Tylosin in poultry litter by HPLC-UV and HPLC-MS/MS after LTPE

2 Antibiotic Resistance and virulence factors among Escherichia coli isolates from avian organic fertilizer

3 Antimicrobial resistance of Shiga toxin-producing Escherichia coli isolated from sheep.

4 Bacteria and antimicrobial resistance profile during the composting process of wastes from animal production

5  Characterization of non-O157 Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) obtained from feces of sheep in Brazil

6  Detection of ESBL/AmpC-Producing and Fosfomycin-Resistant Escherichia coli From Different Sources in Poultry Production in Southern Brazil

7  Dynamics of antibiotic resistance genes and presence of putative pathogens during ambient temperature anaerobic digestion

8  Caracterizagdo epidemioldgica, molecular e perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Escherichia coli isoladas de criatérios suinos do sul do Brasil

9  Fate of non O157 Shigatoxigenic Escherichia coli in ovine manure composting

10  Fecal cultivable aerobic microbiota of dairy cow sand calves acting as reservoir of clinically relevant antimicrobial resistance genes

11 Fluoroquinolones and trace elements in poultry litter: estimation of environmental load based on nitrogen requirement for crops

12 Investigation of antimicrobial resistance genes in organic fertilizers from animal residues

13 Molecular characterization of multidrug-resistant Shiga toxin-producing Escherichia coli harboring antimicrobial resistance genes obtained from a farmhouse
14 Molecular typing of antimicrobial-resistant Shiga-toxin-producing Escherichia coli strains (STEC) in Brazil

15 Occurrence and antimicrobial resistance of Salmonella serotypes isolated recovered from poultry of Western Parand, Brazil

16  Occurrence and sorption of Fluoroquinolones in poultry litter sand soils from Sdo Paulo State, Brazil

17 Occurrence of methicillin-resistant Staphylococcus spp. on brazilian dairy farms that produce unpasteurized cheese

18 Prevalence and persistence of potentially pathogenic and antibiotic resistant bacteria during anaerobic digestion treatment cattle manure

19  Shedding patterns of antimicrobial-resistant Escherichia coli strains in a cohort of calves and their damson a Brazilian dairy farm

20 Viability of Enterobacteria in swine manure storage units

21 Detection of B-lactamase encoding genes in feces, soil and water from a Brazilian pig farm

22 Escherichia coli used as a biomarker of antimicrobial resistance in pig farms in Southern Brazil

23 Amazon deforestation enriches antibiotic resistance genes

24 Antibiotics and microbial resistance in Brazilian soil sunder manure application

25 Draft genome sequence of a multidrug-resistant Escherichia coli ST189 carrying several acquired antimicrobial resistance genes obtained from Brazilian soil
26 Draft genome sequence of a multidrug-resistant tetA/IncF-harboring Escherichia coli ST906 obtained from a soil cultivated with jaboticaba (Plinia cauliflora)
27 Characterization of acquired antimicrobial resistance genes in environmental Stenotrophomonas maltophilia isolates from Brazil

28 Genotypic diversity and presence of B-lactamase encoding genes in Pseudomonas aeruginosa isolated from Brazilian soils
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29

Heavy metal resistance genes and plasmid-mediated quinolone resistance genes in Arthrobacter sp. isolated from Brazilian soils

30 High level of resistance to aztreonam and ticarcillin in Pseudomonas aeruginosa isolated from soil of different crops in Brazil

31 Metagenomic insights for antimicrobial resistance surveillance in soils with different land uses in Brazil

32 Multiple Sequence Types, virulence determinants and antimicrobial resistance genes in multidrug- and colistin-resistant Escherichia coli from agricultural land non-
agricultural soils

33 Occurrence of antibiotic resistance among bacilli in Brazilian soil sand possible involvement of resistance plasmids

34 Occurrence of the colistin resistance mcr-1 gene in soils from intensive vegetable production native vegetation

35 Sulfonamide Resistance genes in soils treated with waste from animal production in organic production system

36 Irrigation Ponds as Sources of Antimicrobial-Resistant Bacteria in Agricultural Areas with Intensive Use of Poultry Litter

N Reyista Ano de publicacio Ambiente agropecuario Especificacio Localizacao do estudo

1 International Journal of Environmental Analytical Chemistry 2021 Residuo animal Frango MG

2 Ciéncia Rural 2020 Residuo animal Frango SP

3 Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal 2022 Residuo animal Ovino GO
Science

4 Brazilian Journal of Microbiology 2023 Residuo animal Equino e Frango RJ

5  World Journal of Microbiology and Biotechnology 2019 Residuo animal Ovino SP

6  Frontiers in Microbiology 2021 Residuo animal Frango PR e RS

7  Journal of Applied Microbiology 2014 Residuo animal Bovino MG

8  Pesquisa Veterindria Brasileira 2006 Residuo animal Suino SC

9  Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia 2014 Residuo animal Ovino SP

10 Brazilian Journal of Microbiology 2020 Residuo animal Bovino SP

11 Journal of Environmental Science and Health 2020 Residuo animal Frango RJ

12 Revista Brasileira de Agropecudria Sustentdvel 2022 Residuo animal Bovino e Frango RJ

13 Pathogens and Global Health 2019 Residuo animal Ovino SP

14 Research in Microbiology 2011 Residuo animal Bovino SP

15 African Journal of Agricultural Research 2014 Residuo animal Frango PR

16  Science of The Total Environment 2012 Residuo animal Frango SP

17  Toxins 2020 Residuo animal Bovino Sp

18 Bioresource Technology 2014 Residuo animal Bovino MG

19  Ars Veterinaria 2009 Residuo animal Bovino SP

20 Pesquisa Agropecudria Brasileira 2022 Residuo animal Suino SC

21 Environmental Monitoring and Assessment 2018 Residuo animal/Solo Suino e agricultura SP

22 Science of The Total Environment 2019 Residuo animal/Solo Suino e agricultura SC

23 Soil Biology and Biochemistry 2021 Solo Agricultura e floresta MG e PA

24  Land Degradation & Development 2018 Solo Agricultura e floresta RS

25 Journal of Global Antimicrobial Resistance 2019 Solo Agricultura SP

26 Journal of global antimicrobial resistance 2019 Solo Agricultura SP

27 Microbial Drug Resistance 2019 Solo Agricultura PR, PI, RS e SP
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28 Applied soil ecology 2018 Solo Agricultura *

29  Antonie Van Leeuwenhoek 2019 Solo Agricultura AM, DF, GO, MG e RR

30 Science of the total environment 2014 Solo Agricultura *

31 Aantibiotics 2023 Solo Agricultura e floresta ~ SP

32 Environmental Pollution 2021 Solo Agricultura e floresta SP e MG

33 Plant and soil 1986 Solo Agricultura e floresta RJ

34 European journal of soil science 2019 Solo Agricultura e floresta RJ

35 Semina: Ciéncias Agrarias 2021 Solo Agricultura e floresta RJ

36 Antibiotics 2022 Agua Lagoas de irrigacio RJ

N Resisténcia fenotipica avaliada

1  Macrolideo (tilosina)

2 Aminoglicosideo (gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (amoxicilina-dcido clavulanico, ampicilina, cefazolina, cefotaxima, cefoxitina,
ceftazidima); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Quinolonas (icido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetropim); Tetraciclina
(tetraciclina)

3 Betalactamicos (amoxicilina, ampicilina, cefaclor, cefalotina, cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, meropenem)

4  Equino e Frango: Aminoglicosideos (gentamicina); Betalactdmicos (amoxicilina-dcido clavulanico, ampicilina, aztreonam, cefepime, cefoxitina, ceftazidima,
imipenem, piperacilina-tazobactam); Quinolona (ciprofloxacina); Sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetropim).

5  Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina, tobramicina; Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (amoxicilina-clavulanato, ampicilina,
ampicilina-sulbactam, aztreonam, cefaclor, cefazolina, cefepima, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima, ertapenem, imipenem , meropenem,
piperacilina-tazobactam, ticarcilina-clavulanato); Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Nitrofurano (nitrofurantoina); Quinelonas (icido nalidixico, ciprofloxacina,
levofloxacina, lomefloxacina, norfloxacina, ofloxacina); Sulfonamidas (sulfonamida, sulfametoxazol-trimetropim); Tetraciclina (doxiciclina, minociclina,
tetraciclina)

6 Aminoglicosideos (gentamicina); Betalactamicos (amoxicilina-dcido clavulanico, aztreonam, cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, imipenem); Fenicéis
(cloranfenicol); Fosfomicinas (fosfomicina-trometamol); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Quinolonas (dcido nalidixico, ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina);
Sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetoprima); Tetraciclina (tetraciclina);

7 NA

8  Aminoglicosideos (amicacina, neomicina, gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (ampicilina, cefalexina); Diaminopirimidinicos (trimetoprim);
Naio esteréide (fluorfenicol); Polipeptidio (colistina); Quinolona (enrofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida (sulfametoxazol-trimetoprim); Tetraciclina
(tetraciclina)

9  Aminocumarina (novobiocina); Aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina); Betalactamicos (ampicilina, penicilina); Diaminopirimidinicos (trimetoprim);
Lincosamidas (lincomicina); Macrolideos (eritromicina); Quinolona (dcido nalidixico); Tetraciclina (tetraciclina)

10 NA

11 Quinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina)

12 NA

13 Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Betalactdmicos (amoxicilina-clavulanato, ampicilina, ampicilina-sulbactam, aztreonam,

cefaclor, cefazolina, cefepima, cefotaxima, cefoxitina, cefuroxima, ceftazidima, ceftriaxona, ertapenem, imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam); Fenicéis
(cloranfenicol); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Quinolonas (4cido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, norfloxacina, ofloxacina);
Sulfonamidas (trimetoprim-sulfametoxazol); Tetraciclinas (doxiciclina, minociclina, tetraciclina)
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14 Aminoglicosideos (canamicina, estreptomicina, gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (ampicilina, cefepime, ceftazidima, cefotaxima);
Quinolona (4cido nalidixico, ciprofloxacina); Sulfonamida (sulfametoxazol-trimetoprim); Tetraciclina (tretraciclina);

15 Aminoglicosideo (gentamicina, estreptomicina, tobramicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (ampicilina, cefalotina, imipenem); Quinolona (dcido
nalidixico, ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetropim); Tetraciclina (tetaciclina)

16 Quinolonas (ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina)

17 Aminoglicosideos (gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (cefepime, penicilina G, oxacilina); Glicopeptideos (vancomicina); Lincosamidas
(clindamicina); Macrociclico (rifampicina); Macrolideos (eritromicina); Quinolona (ciprofloxacina); Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetropim); Tetraciclina
(tretraciclina)

18 Aminoglicosideos (amicacina, gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactdmicos (ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefepime, meropenem, oxacilina,
penicilina, piperacilina-tazobactam); Glicopeptideos (vancomicina); Macrociclico (rifampicina); Macrolideos (eritromicina); Quinolona (levofloxacina);
Sulfonamida (sulfametoxazol-trimetoprim)

19 Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina); Betalactimicos (amoxicilina, ampicilina, cefalotina, ceftriaxone); Quinolona (4cido nalidixico,
ciprofloxacina); Sulfonamidas (cotrimoxazole); Tetraciclina (tetraciclina)

20 Aminoglicosideos (estreptomicina, gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (amoxicilina-dcido clavulinico, ampicilina, cefalexina, cefalotina,
penicilina G); Macrolideos (eritromicina); Quinolona (ciprofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida (sulfametaxozol-trimetropim); Tetraciclina (tetraciclina)

21 NA

22 Suino e Agricultura: Aminoglicosideos (gentamicina); Betalactamicos (amoxicilina-dcido clavulanico, ceftiofur); Polipeptidio (colistina); Quinolonas
(enrofloxacina); Sulfonamidas (sulfametaxazol-trimetoprim)

23 NA

24 NA

25 Aminoglicosideos (estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (ampicilina, aztreonam, cefaclor, cefazolina, cefepima,
cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima), Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Quinolona (4cido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina,
lomefloxacino, norfloxacina, ofloxacina); Sulfonamida (sulfametoxazol-trimetoprim); Tetraciclina (doxiciclina, tetraciclina)

26 Aminoglicosideos (estreptomicina); Betalactadmicos (ampicilina, cefaclor, cefazolina); Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Quinolonas (ciprofloxacina,
levofloxacina, norfloxacina, ofloxacina, lomefloxacina, 4cido nalidixico); Tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina)

27 Betalactamicos (ceftazidima); Quinolonas (levofloxacina); Sulfonamidas (sulfametaxazol-trimetoprim); Tetraciclina (minociclina)

28 Betalactamicos (aztreonam, ticarcilina) + 16 antimicrobianos*

29  Quinolona (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina)

30 Aminoglicosideos (amicacina, tobramicina); Betalactamicos (aztreonam, cefepime, ceftazidima, imipenem, meropenen, piperacilina—tazobactam, ticarcilina-acido
clavulanico); Polipeptidio (colistina); Quinolona (ciprofloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, norfloxacina, ofloxacina); Sulfonamidas (sulfametoxazol-
trimetoprim); Tetraciclina (tetraciclina)

31 NA

32 #Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina,

ampicilina-sulbactam, aztreonam, cefaclor, cefazolina, cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima, imipenem, meropenem, piperacilina-

tazobactam); Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Macrolideos (fosfomicina); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Polipeptidio (colistina); Quinolona (ciprofloxacina,

norfloxacina, levofloxacina, ofloxacina, lomefloxacina, dcido nalidixico); Sulfonamidas (sulfonamida, sulfametaxazol-trimetroprim); Tetraciclina (doxiciclina,
tetraciclina, minociclina)

120



33

Agricultura e Floresta: Aminoglicosideos (estreptomicina, canamicina); Anfenicois (clorafenicol); Betalactamicos (penicilina); Macrolideos (eritromicina);
Tetraciclina (tetraciclina)

NA

NA

NA

Resisténcia fenotipica detectada

v -lZlgln e

w

10
11
12
13
14
15

16

Macrolideo (tilosina)

TODOS OS TESTADOS. Aminoglicosideo (gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactidmicos (amoxicilina-dcido clavulinico, ampicilina, cefazolina,
cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Quinolonas (dcido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida (sulfametaxazol-
trimetropim); Tetraciclina (tetraciclina)

Betalactamicos (amoxicilina, ampicilina, cefaclor, cefalotina, cefepime, cefotaxima, ceftriaxona)

Frango: Aminoglicosideos (gentamicina); Betalactamicos (amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina, aztreonam, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, imipenem),
Quinolona (ciprofloxacina), Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetroprim) / Equino: Betalactadmicos (amoxicilina-dcido clavulanico, ampicilina,

aztreonam, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, imipenem), Quinolona (ciprofloxacina), Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetroprim)

Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactdmicos (ampicilina, cefaclor, cefazolina, cefoxitina,
cefuroxima); Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Quinolonas (4cido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, norfloxacina, ofloxacina);
Sulfonamidas (sulfametaxazol-trimetoprima, sulfonamida); Tetraciclina (doxiciclina, tetraciclina)

TODOS OS TESTADOS, EXCETO IMIPENEM. Aminoglicosideos (gentamicina); Betalactimicos (amoxicilina-dcido clavulanico, aztreonam, cefepime,
cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima); Fenicois (cloranfenicol); Fosfomicinas (fosfomicina-trometamol); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Quinolonas (4cido
nalidixico, ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina); Sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetoprima); Tetraciclina (tetraciclina);

NA

TODOS OS TESTADOS. Aminoglicosideos (amicacina, neomicina, gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (ampicilina, cefalexina);
Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Nao esteréide (fluorfenicol); Polipeptidio (colistina); Quinolona (enrofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida
(sulfametoxazol-trimetoprim); Tetraciclina (tetraciclina)

TODOS OS TESTADOS. Aminocumarina (novobiocina); Aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina); Betalactimicos (ampicilina, penicilina);
Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Lincosamidas (lincomicina); Macrolideos (eritromicina); Quinolona (4cido nalidixico); Tetraciclina (tetraciclina)

NA

Quinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina)

NA

Aminoglicosideos (estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Betalactamicos (ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefaclor, cefazolina, cefuroxima); Fenicéis
(cloranfenicol); Quinolonas (acido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, norfloxacina, ofloxacina); Sulfonamidas (sulfametaxazol-trimetoprim);
Tetraciclinas (doxiciclina, tetraciclina);

Aminoglicosideos (canamicina, estreptomicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactidmicos (ampicilina); Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetoprim; Tetraciclina
(tetraciclina)

Aminoglicosideo (estreptomicina, gentamicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (ampicilina, cefalotina, imipenem); Quinolona (dcido nalidixico,
ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina); Sulfonamida (sulfametaxazol-trimetropim); Tetraciclina (tetraciclina)

Quinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina)
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17

Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (cefepima, oxacilina, penicilina G); Macrolideos (eritromicina); Quinolona (ciprofloxacina); Sulfonamida
(sulfametaxazol-trimetropim)

18 Aminoglicosideos (gentamicina, amicacina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (ampicilina, ampicillin-sulbactam, cefepime, meropenem, oxaciclina,
penicilina, piperaciclina-tazobactam); Macrolideo (eritromicina), Macrociclico (rifampicina); Quinolona (levofloxacina); Sulfonamida (sulfametaxazol-
trimethoprim)

19 TODOS OS TESTADOS. Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina); Betalactamicos (amoxicilina, ampicilina, cefalotina, ceftriaxone);
Quinolona (4cido nalidixico, ciprofloxacina); Sulfonamidas (cotrimoxazole); Tetraciclina (tetraciclina)

20 Betalactamicos (penicilina); Macrolideos (eritromicina); Tetraciclina (tetraciclina)

21 NA

22 Suino e Agricultura: Aminoglicosideos (gentamicina); Betalactamicos (amoxicilina-4cido clavulanico, ceftiofur); Polipeptidio (colistina); Quinolonas
(enrofloxacina); Sulfonamidas (sulfametaxazol-trimetoprim)

23 NA

24 NA

25 TODOS OS AVALIADOS. Aminoglicosideo (estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactimicos (ampicilina, aztreonam,
cefaclor, cefazolina, cefepima, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima), Diaminopirimidinicos (trimetoprim); Quinolona (4cido nalidixico,
ciprofloxacina, levofloxacina, lomefloxacino, norfloxacina, ofloxacina); Sulfonamida (sulfametoxazol-trimetoprim); Tetraciclina (doxiciclina, tetraciclina)

26  TODOS OS AVALIADOS. Aminoglicosideos (estreptomicina); Betalactamicos (ampicilina, cefaclor, cefazolina); Diaminopirimidinicos (trimetoprim);
Quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, ofloxacina, lomefloxacina, acido nalidixico); Tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina)

27 TODOS OS AVALIADOS. Betalactamicos (ceftazidima); Quinolonas (levofloxacina); Sulfonamidas (sulfametaxazol-trimetoprim); Tetraciclina (minociclina)

28 Betalactamicos (aztreonam, ticarcilina)

29 TODOS OS AVALIADOS. Quinolona (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina)

30 Betalactimicos (aztreonam, meropenen, ticarcilina-dcido clavulanico); Polipeptidio (colistina); Tetraciclina (tetraciclina)

31 NA

32 #Aminoglicosideos (amicacina, estreptomicina, gentamicina, tobramicina); Anfenicois (cloranfenicol); Betalactamicos (amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina,
ampicilina-sulbactam, aztreonam, cefaclor, cefazolina, cefepime, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima); Diaminopirimidinicos (trimetoprim);
Fosfomicina (fosfomicina); Nitrofuranos (nitrofurantoina); Polipeptidio (colistina); Quinolona (ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina, ofloxacina,
lomefloxacina, acido nalidixico); Sulfonamidas (sulfonamida, sulfametaxazol-trimetroprim); Tetraciclina (doxiciclina, tetraciclina, minociclina)

33 Agricultura e Floresta: TODOS OS AVALIADOS. Aminoglicosideos (estreptomicina, canamicina); Anfenicois (clorafenicol); Betalactimicos (penicilina);
Macrolideos (eritromicina); Tetraciclina (tetraciclina)

34 NA

35 NA

36 NA

N Resisténcia genotipica avaliada

1 NA

2 NA

3 Betalactamicos (blaCTX-M-Gpl, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-M-Gp9, blaCTX-M-Gp8, blaCTX-M-Gp25)

4 NA
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5  Aminoglicosideos (aac( 3')-1a, aac(3')-Ila, aac(6')-Ib, aac(6')-1h, ant(2')-Ia, aph(3')-Ia, aph(3')-VI); Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gp1, blaCTX-M-Gp2,
blaCTX-M-Gp8, blaCTX-M-Gp9, blaOXA-1-like, blaSHV); Quinolona (ogxA, oqxB, gepA, qnrA, qnrB, qnrS); Sulfonamidas (sull, sul2, sul3); Tetraciclinas
(tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tet], tetL, tetM, tetO, tetP, tetQ, tetS, tetX)

6 Betalactamicos (blaACC, blaCIT, blaDHA, blaEBC, blaFOX, blaMOX, blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, blaCTX-M-9, blaCTX-M-25); Polipeptidio
(mcr-1); Fosfomicina (fosA3)

7  Aminoglicosideos (aphA2); Betalactimicos (blaTEM-1); Macrdlidos (ermB)

8§ NA

9 NA

10  Aminoglicosideos (aac(3")-Ia, aac(3")-11a, aac(6')-Ib, aac(6')-Ih, aadA, ant(2")-Ia, aph(3')-Ia, aph(3')-VI); Betalactimicos (blaCMY, blaCTX-M-Gp1, blaCTX-M-
Gp2, blaCTX-M-Gp8, blaCTX-M-Gp9, blaGES, blaGIM, blaIMP, blaKPC, blaNDM, blaOXA-1-like, blaOXA-48-like, blaOXA-1-
like, blaPER, blaSHV, blaSPM, blaSIM, blaVEB, blaVIM); Fenicéis (cmlA, floR); Glicopéptidos (vanA, vanB, vanC1, vanC2/3); Macrélidos
(ermA, ermB, ermC, mefAE); Polipeptidio (mcr1, mcr2, mer3, mer4, mer5); Quinolonas (ogxA, ogxB, qepA, qnrA, qnrB, qnrS); Sulfonamidas
(sull, sul2, sul3); Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetM)

11 NA

12 Bovino e Frango: Betalactamicos (blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58); Polipeptidio (mcr1, mcr3), Quinolona (qnrA, qnrB, qnrS); Sulfonamidas
(sull, sul2); Tetraciclina (tetA, tetB)

13 Aminoglicosideos (aac(3')-1a, aac(3')-IIa, aac(6')-Ib, aac(6' )-Ih, ant(2”)-Ia, aph(3')-Ia, aph(3')-VI); Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gp1, blaCTX-M-Gp2,
blaCTX-M-GpS8, blaCTX-M-Gp9, blaOXA-1-like, blaPER, blaSHV, blaVEB); Fenicéis (cmlA, floR); Quinolonas (ogxB, gepA, qnrA, qnrB, gnrS); Sulfonamidas
(sull, sul 2, sul 3); Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tet], tetL, tetM, tetO, tetP, tetQ, tetS, tetX)

14 Betalactimicos (blaTEM)

15 NA

16 NA

17 Betalactamicos (mecA)

18 NA

19 NA

20 NA

21 Suino e Agricultura: Betalactimicos (blaCTX-M-Gpl, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-M-Gp8, blaCTX-M-Gp9, blaVEB, blaPER, blaSHV, blaOXA-1-like, blaOXA-
48-like, blaOXA-58, blaKPC, blaGES, blaVIM, blalPM, blaSPM, blaSIM, blaGIM, blaNDM, blaBEL, blaMOX, blaCMY, blaBKC, blaPME)

22 Suino e Agricultura: Betalactimicos (blaCTY-M-Gp2, blaSHV-1, blaTEM-1, blaCTX-M-Gp2, blaOXA-1, blaPSE-1, ampC); Quinolonas (qnrA, qnrB; gnrS)

23 **Agricultura e Floresta: Betalactimicos (lactamaseB, transpeptidade); Glicopeptidos (vanR, vanS); Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B
(ermB, ermB efluxo, ermE); Quinolona (Fluor Res DNA topo); Tetraciclina (tet ribossomal protect, tetM-tetW-tetO-tetS); Multiresisténcia (RND mfp, HTH AraC,
RND efluxo, ACR tran, MexW-MexI, adeR, marR, ABCl1, drrA, Whib, macB, MFS1, ABC efluxo, Dala dala lig N, ABC tran)

24 Agricultura e Floresta: Macrolideos (erm); Quinolona (qnrA); Sulfonamidas (sull)

25 Aminoglicosideos (aadA1l, aadAS, aadA24); Anfenicois (floR); Betalactamicos (blaTEM1); Diaminopirimidinicos (dfrA1); Macrolideos (mdfA); Sulfonamidas
(sul2, sul3); Tetraciclina (tetA, tet34)

26 Aminoglicosideos (aadA1); Betalactamicos (blaTEM-116); Diaminopirimidinicos (dfrA1); Macrolideos (mphA); Tetraciclina (tetA, tet34)

27 Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gpl1, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-M-Gp8, blaCTX-M-Gp9, blaGES, blaGIM, blaIMP, blaKPC, blaOXA-1-like, blaOXA-48-

like, blaPER, blaNDM, blaSHV, blaSIM, blaVEB, blaVIM); Quinolona (ogxA, oqxB, gepA, qnrA, qnrB, qnrS); Sulfonamidas (sull, sul2, sul3)
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28
29
30
31

32

33
34
35
36

Betalactamicos (blaCTX-M-Gpl, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-MGp8, blaCTX-M-Gp9, blaGES, blaKPC, blaOXA-48-like, blaPER, blaSHV, blaVEB)

Quinolona (ogxA, oqxB, qepA, qnrA, qnrB, qnrS)

NA

Agricultura: Betalactamicos (blaLRA-9, blaBJP-1); Diaminopirimidinicos (dfrB3); Glicopeptideos (vanRO, vanSO); Macrolideos (mtrA); Macrociclico (rbpA) /
Floresta: Diaminopirimidinicos (dfrB7_1, dfrB3); Glicopeptideos (vanRO); Macrociclico (rbpA)

Agricultura e Floresta: Aminoglicosideos (aac(3)-Ia, aac(3)-1I1a, aph(3")-Ib, aac(6')-Ib, aac(6')-1h, aadA, ant(2")-Ia, aph(3')-Ia, aph(3')-VI, aph(6')-1d); Anfenicéis
(catA, cmlA, floR); Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gpl, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-MGp8, blaCTX-M-Gp9, blaCTX-M-Gp15, blaKPC, blaNDM, blaOXA-1-
like, blaOXA-48-like, blaPER, blaSHV, blaTEM, blaVEB); Diaminopirimidinicos (dfrA); Macrociclico (fosA); Polipeptidio (mcrl, mcr2, mer3, merd, mer5, mer6,
mcer7, mer,8, mer9); Quinolonas (ogxA, oqxB, gepA, gqnrA, qnrB, gnrS); Sulfonamidas (sull, sul2, sul3); Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC, tetD, tetG, tetM, tet34)

NA

Agricultura e Floresta: Polipeptidio (mcr1)

Agricultura e Floresta: Sulfonamidas (sull, sul2)

Betalactamicos (blaACC, blaACT, blaCIT, blaCTX-M, blaDHA, blaEBC, blaFOX, blaGES, blaMIR, blaMOX, blaSHV, blaTEM); Sulfonamidas (sull, sul2);
Quinolonas (qepA, qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, gnrS, qnrVC)

Resisténcia genotipica detectada

= 0 00 WPk W=7

12
13

14
15
16
17
18
19
20

NA

NA

Betalactamicos (blaCTX-M-Gpl, blaCTX-M-Gp9)

NA

Betalactamicos (blaCTX-M-Gp9); Quinolona (oqxA, oqxB, qnrB, qnrS); Sulfonamidas (sull, sul2); Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC)
Betalactamicos (blaCIT, blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8); Polipeptidio (mcr-1); Fosfomicina (fosA3)

TODOS OS AVALIADOS. Aminoglicosideos (aphA2); Betalactamicos (blaTEM-1); Macrélidos (ermB)

NA

NA

Aminoglicosideos (aac(3")-Ia, aadA, aph(3')-1a); Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gp2, blaSHV); Fenicéis (cmlA, floR); Glicopéptidos
(vanA, vanCl, vanC2/3); Macrélidos (ermB, mefAE); Quinolonas (ogxA, ogxB, gepA, qnrB, gnrS); Sulfonamidas (sull, sul2, sul3); Tetraciclinas
(tetA, tetB, tetC)

NA

Bovino: Quinolona (qnrA, gnrS); Sulfonamidas (sull, sul2) / Frango: Quinolona (qnrA, qnrB, qnrS); Sulfonamidas (sull, sul2); Tetraciclina (tetB)
Aminoglicosideos (aac(6')-Ib); Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gp9, blaSHV); Fenicéis (cmlA); Quinolonas (ogxB, qnrS); Sulfonamidas (sull, sul 2);
Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC)

Betalactamicos (blaTEM)

NA

NA

Betalactamicos (mecA)

NA

NA

NA

124



21 Suino e Agricultura: Betalactimicos (blaCTX-M-Gpl, blaGES, blaOXA-1-like, blaSHV, blaVEB)
22 Suino: Betalactamicos (ampC, blaCTY-M-Gp2, blaTEM-1); Quinolonas (qnrS)

23 **Agricultura e Floresta: Betalactimicos (lactamaseB, transpeptidade); Glicopeptidos (vanR, vanS); Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B
(ermB, ermB efluxo, ermE); Quinolona (Fluor Res DNA topo); Tetraciclina (tet ribossomal protect, tetM-tetW-tetO-tetS); Multiresisténcia (RND mfp, HTH AraC,
RND efluxo, ACR tran, MexW-MexI, adeR, marR, ABC1, drrA, Whib, macB, MFS1, ABC efluxo, Dala dala lig N, ABC tran).

24 Agricultura e Floresta: TODOS OS AVALIADOS. Macrolideos (erm); Quinolona (qnrA); Sulfonamidas (sull)

25 TODOS OS AVALIADOS. Aminoglicosideos (aadAl, aadAS, aadA24); Anfenicéis (floR); Betalactamicos (blaTEM1); Diaminopirimidinicos (dfrAl);
Macrolideos (mdfA); Sulfonamidas (sul2, sul3); Tetraciclina (tetA, tet34)

26 TODOS OS AVALIADOS. Aminoglicosideos (aadA1); Betalactamicos (blaTEM-116); Diaminopirimidinicos (dfrA1); Macrolideos (mphA); Tetraciclina (tetA,
tet34)

27 Betalactamicos (blaCTX-M-Gpl, blaOXA-1-like, blaOXA-48-like, blaPER, blaSHV); Quinolonas (oqxA, ogxB, qnrA, qnrB, qnrS); Sulfonamidas (sull)

28 Betalactamicos (blaCTX-M-Gpl, blaCTX-M-Gp2, blaGES, blaPER, blaSHV, blaVEB)

29 Quinolona (ogxA, oqxB, gepA, qnrB, qnrS)

30 NA

31 Floresta: Diaminopirimidinicos (dfrB7_1, dfrB3); Glicopeptideos (vanRO); Macrociclico (rbpA) / Agricultura: Betalactamicos (blaLRA-9, blaBJP-1);
Diaminopirimidinicos (dfrB3); Glicopeptideos (vanRO, vanSO); Macrociclico (rbpA); Macrolideos (mtrA)

32 Agricultura: Aminoglicosideos (aadA, aph(3")-Ib, aph(6)-Id); Anfenicdis (cmlA, floR); Betalactamicos (blaCMY, blaSHV, blaTEM); Diaminopirimidinicos

(dfrA); Macrociclico (fosA); Quinolonas (qnrB); Sulfonamidas (sull, sul2, sul3); Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC, tet34) / Floresta: Aminoglicosideos (aac(6')-Ib,

aadA, aph(3')-Ia); Anfenicéis (cmlA, floR); Betalactamicos (blaCMY, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-M-Gp-15, blaOXA-1-like, blaSHV, blaTEM); Macrociclico

(fosA); Quinolonas (ogxA); Sulfonamidas (sull, sul2, sul3); Tetraciclinas (tetA, tetB, tetC)

NA

Agricultura e Floresta: Polipeptidio (mcr1)

Agricultura: Sulfonamidas (sull, sul2)

W W W
W W

W
(@)

Betalactamicos (blaGES, blaSHV, blaTEM); Sulfonamidas (sull, sul2)

Z

Elementos genéticos méveis avaliados

NA
NA
NA
NA
Plasmideos (ColE-like, IncA/C, IncF, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFIIA, IncHI1, IncHI2, Incl1, IncK, IncL/M, IncN, IncP, IncR, IncT, IncU, IncW, IncX, IncY)
NA
NA
NA
NA
0 Plasmideos (ColE-like, IncA/C, IncF, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFIIS, IncFrepB, IncHI1, IncHI2, IncI1, IncK, IncL/M, IncN, IncP, IncR, IncT, IncU, IncW, IncX,
IncY); Integrons (Intl, Int2, Int3)
11 NA
12 NA

— O 00 1O\ N A~ W
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13
14
15
16
17
18
19
20

Plasmideos (ColE-like, IncA/C, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFrepB, IncHI1, IncHI2, IncI1, IncK, IncL/M, IncN, IncP, IncR, IncT, IncU, IncW, IncX, IncY)
Integrons (Intl1)

NA

NA

NA

NA

NA

NA

21
22

NA
NA

23
24
25
26
27

28
29

30
31
32

NA

NA

Plasmideos (ColpVC, IncFIA, IncFIB, IncFII, IncN3, IncP1)

Plasmideos (ColRNAI, IncF, IncFIB, IncFII)

Integrons (Int1, Int2, Int3); Plasmideos (ColE-like, IncA/C, IncB/O, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFIIA, IncFrepB, IncHI1, IncHI2, IncI1, IncK, IncL/M, IncN, IncP,
IncR, IncT, IncU, IncW, IncX, IncY)

NA

Plasmideos (ColE-like, IncA/C, IncB/O, IncF, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFIIA, IncHI1, IncHI2, IncI1-Iy, IncK, IncL/M, IncN, IncP, IncR, IncT, IncU, IncW, IncX,
IncY)

Integrons (Intl, Int2, Int3)

NA

#Integrons (Intl, Int2, Int3); Plasmideos (ColE-like, ColpVC, ColRNAI, IncA/C, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFrepB, IncHI1, IncHI2, Incl1, IncK, IncL/M, IncN,
IncP, IncR, IncT, IncU, IncW, IncX, IncY)

NA

NA

NA

Integrons (Intl, Int2)

Elementos genéticos méveis detectados

NA
NA
NA
NA
Plasmideos (ColE-like, IncF, IncFIA, IncFIB, IncHI1, IncI1, IncK)
NA
NA
NA
NA

126



10 Plasmideos (ColE-like, IncF, IncFIA, IncFIB, IncHI1, Incl1, IncK, IncP, IncR, IncU, IncY); Integrons (Intl)
11 NA

12 NA

13 Plasmideos (ColE-like, IncFIA, IncFIB, IncFrepB, IncHI1, IncI1, IncK)

14 Integrons (Intl1)

15 NA

16 NA

17 NA

18 NA

19 NA

20 NA

21 NA

22 NA

23 NA

24 NA

25 TODOS OS AVALIADOS. Plasmideos (ColpVC, IncFIA, IncFIB, IncFII, IncN3, IncP1)
26 TODOS OS AVALIADOS. Plasmideos (ColRNAI, IncF, IncFIB, IncFII)
27 Integrons (intl1); Plasmideos (ColE-like, IncL/M)

28 NA

29 Plasmideos (ColE-like)

30 Integrons (intll);

31 NA

32 #Integrons (Intl); Plasmideos (ColE-like, ColpVC, ColRNAI, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncFrepB, IncHI1, IncI1, IncN, IncP, IncR, IncU, IncY)
33 NA

34 NA

35 NA

36 Integrons (Intl)

N Referéncia
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9 MARINetal, 2014
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LEMOS et al., 2021

BASTOS et al., 2018
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FURLAN et al., 2019a

BRAZ et al., 2018

GALLO et al., 2019
PITONDO-SILVA et al., 2014
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FURLAN; STEHLING, 2021
VAN ELSAS; PEREIRA, 1986
OLIVEIRA et al., 2019
OLIVEIRA et al., 2021
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LOPES et al., 2022

* = Informacgdo ndo descrita no artigo

** = Mais genes foram avaliados e encontram-se no material suplementar do artigo
# = Nao ha diferenciag@o entre os ambientes especificados, sendo considerado o resultado para agricultura e floresta
NA =

Nio avaliado
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Apéndice B: Material complementar referente ao artigo do capitulo III — Resisténcia a
metais pesados em bactérias isoladas de residuos animais de diferentes sistemas de

producao

Tabela S1. Informacdes referentes as cepas bacterianas isoladas de residuos animais durante o
processo de compostagem

Espécie bacteriana Codigo Residuo animal Compostagem (dias)
Escherichia coli CC25 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC28 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC41 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC42 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC43 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CCc47 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC81 Cama de cavalo 15
Escherichia coli CCl102 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CC105 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CC109 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CCl111 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CAOl16 Cama de avidrio orginica 0
Escherichia coli CAO19 Cama de avidrio orginica 0
Escherichia coli CAO22 Cama de avidrio orginica 0
Escherichia coli CAO38 Cama de avidrio orginica 0
Escherichia coli CAO39 Cama de avidrio orginica 0
Escherichia coli CAO77 Cama de avidrio orginica 15
Escherichia coli CAO79 Cama de avidrio orginica 15
Escherichia coli CAOI110 Cama de avidrio orginica 30
Escherichia coli CAOL116 Cama de avidrio orginica 30
Escherichia coli CAOL118 Cama de avidrio orginica 30
Escherichia coli CAO143 Cama de avidrio orginica 60
Escherichia coli CAO166 Cama de avidrio orginica 90
Escherichia coli CAC10 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CACl11 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC12 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC13 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC14 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC44 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC45 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC75 Cama de avidrio convencional 15
Escherichia coli CAC84 Cama de avidrio convencional 15
Escherichia coli CAC98 Cama de avidrio convencional 30
Escherichia coli CAC99 Cama de avidrio convencional 30
Escherichia coli CAC101 Cama de avidrio convencional 30
Escherichia coli CAC113 Cama de avidrio convencional 30
Enterobacter asburiae cC27 Cama de cavalo 0
Enterobacter asburiae CAOI18 Cama de avidrio orginica 0
Enterobacter asburiae CACI15 Cama de avidrio convencional 0
Enterobacter cloacae CC160 Cama de cavalo 90
Enterobacter cloacae CAO83 Cama de avidrio orginica 15
Enterobacter cloacae CAOS85 Cama de avidrio orginica 15
Enterobacter cloacae CAO87 Cama de avidrio orginica 15
Enterobacter cloacae CAO88 Cama de avidrio orginica 15
Enterobacter cloacae CAO141 Cama de avidrio orginica 60
Enterobacter cloacae CACl115 Cama de avidrio convencional 30
Enterobacter cloacae CAC158 Cama de avidrio convencional 90
Enterobacter cloacae CAC197 Cama de avidrio convencional 120
Enterobacter cloacae CAC208 Cama de avidrio convencional 120
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Enterobacter kobei
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella variicola
Klebsiella variicola
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis

CAO24
CAC134
CAC135
CAC136
CC40
CC80
CC82
CC103
CC106
CCl112
CC132
CC133
CC131
CCle6l
CAO120
CAO196
CACl114
CAC194
CAC198
CAC199
CAO17
CAO155
CCo2
CCo4
CC89
CC90
CC123
CCl145
CCl168
CC169
CAO9
CAO37
CAO69
CAO092
CAO093
CAO128
CAO152
CAC65
CAC66
CAC96
CAC97
CAC124
CAC170

Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional

60
60
60

15
15
30
30
30
60
60
60
90
30
120
30
120
120
120

90
15
15
30
30
60
90
120
120

15
30
30
60
90
15
15
30
30
60
120
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Apéndice C: Material complementar referente ao artigo do capitulo IV — Influéncia de
metais pesados na resisténcia a antimicrobianos em bactérias provenientes de residuos animais

Tabela S1. Origem das espécies bacterianas

Especie bacteriana Codigo Residuo animal Tempo de compostagem (dias)
Citrobacter freundii CAO173 Cama de avidrio organica 120
Enterobacter asburiae cCc27 Cama de cavalo 0
Enterobacter asburiae CAO18 Cama de avidrio orginica 0
Enterobacter asburiae CAC15 Cama de avidrio convencional 0
Enterobacter cloacae CAO83 Cama de avidrio organica 15
Enterobacter cloacae CAO85 Cama de avidrio orginica 15
Enterobacter cloacae CAO87 Cama de avidrio organica 15
Enterobacter cloacae CAOS88 Cama de avidrio organica 15
Enterobacter cloacae CAO141 Cama de avidrio organica 60
Enterobacter cloacae CAC115 Cama de avidrio convencional 30
Enterobacter cloacae CACI158 Cama de avidrio convencional 90
Enterobacter cloacae CAC197 Cama de avidrio convencional 120
Enterobacter cloacae CAC208 Cama de avidrio convencional 120
Enterobacter cloacae CC160 Cama de cavalo 90
Enterobacter kobei CAO24 Cama de avidrio organica 0
Escherichia coli CC25 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC26 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC28 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC41 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC42 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC43 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC47 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC81 Cama de cavalo 15
Escherichia coli CC102 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CC105 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CC109 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CCl111 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CAOl6 Cama de avidrio organica 0
Escherichia coli CAO19 Cama de avidrio organica 0
Escherichia coli CAO22 Cama de avidrio organica 0
Escherichia coli CAO38 Cama de avidrio organica 0
Escherichia coli CAO039 Cama de avidrio organica 0
Escherichia coli CAO77 Cama de avidrio organica 15
Escherichia coli CAO79 Cama de avidrio organica 15
Escherichia coli CAOL110 Cama de avidrio organica 30
Escherichia coli CAOL116 Cama de avidrio organica 30
Escherichia coli CAO118 Cama de avidrio organica 30
Escherichia coli CAO143 Cama de avidrio organica 60
Escherichia coli CAO166 Cama de avidrio organica 90
Escherichia coli CAC10 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CACl11 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC12 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC13 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CACl14 Cama de aviario convencional 0
Escherichia coli CAC44 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC45 Cama de avidrio convencional 0
Escherichia coli CAC75 Cama de avidrio convencional 15
Escherichia coli CAC84 Cama de avidrio convencional 15
Escherichia coli CAC98 Cama de avidrio convencional 30
Escherichia coli CAC99 Cama de avidrio convencional 30
Escherichia coli CAC101 Cama de avidrio convencional 30
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Escherichia coli
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella variicola
Klebsiella variicola
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Providencia stuartii
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Serratia marcescens
Serratia marcescens

CAC113
CAC134
CAC135
CAC136
CAO120
CAO196
CAC114
CAC19%4
CAC198
CAC199
CC40
CC80
CC82
CC103
CC106
CCl112
CC131
CC132
CC133
CCle61
CAO17
CAO155
CAO09
CAO37
CAO69
CAO092
CAO93
CAO128
CAO152
CAC65
CAC66
CAC96
CAC97
CAC124
CAC170
CCo62
CCo4
CC89
CCo0
CC123
CC145
CC168
CC169
CAC74
CACT76
CAC100
CAC139
CCl104
CAO165
CAO0206
CAO207

Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio orginica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio orginica

30
60
60
60
30
120
30
120
120
120

15
15
30
30
30
60
60
60
90

90

15
30
30
60
90
15
15
30
30
60
120
15
15
30
30
60
90
120
120
15
15
30
60
30
90
120
120
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Tabela S2. Halos de inibicdo (em mm) das bactérias submetidas ao teste de resisténcia a antimicrobianos na auséncia e presenga de nitrato de

chumbo, sulfato de cobre e sulfato de zinco

Espécie bacteriana Sigla CHUMBO (Pb)

Aminog Betalac Fluoro Sulfo

GEN GEN AMC AMC AMP AMP ATM ATM CAZ CAZ CFO CFO CPM CMP IPM IPM CIP CIP SUT SUT

Pb Pb Pb Pb Pb Pb Pb Pb Pb Pb
Citrobacter freundii CAO173 23 24 * * * * 30 30 25 24 * * 30 32 28 25 32 33 32 30
Enterobacter cloacae CAO83 19 20 * * * * 31 32 25 26 * * 30 33 37 28 31 33 29 32
Enterobacter cloacae CAO85 19 20 * * * * 30 34 25 24 * * 28 34 26 27 29 32 29 31
Enterobacter cloacae CAO87 19 19 * * * * 30 33 25 25 * * 31 33 27 26 30 31 30 29
Enterobacter cloacae CAO88 18 19 * * * * 25 30 20 23 * * 27 29 25 25 27 28 26 26
Enterobacter cloacae CAO141 21 18 * * * * 31 28 24 22 * * 30 30 26 24 30 28 28 27
Enterobacter cloacae CACI115 19 18 * * * * 30 31 24 25 * * 30 30 24 25 27 30 24 25
Enterobacter cloacae CACI158 20 19 * * * * 0 0 0 0 * * 0 0 22 21 0 0 28 26
Enterobacter cloacae CAC197 20 24 * * * * 30 29 23 26 * * 28 34 27 26 28 33 30 26
Enterobacter cloacae CAC208 24 20 * * * * 32 0 26 0 * * 30 29 26 25 30 28 31 26
Enterobacter cloacae CC160 22 18 * * * * 31 29 28 23 * * 33 30 28 25 33 31 32 28
Enterobacter asburiae CAO18 18 19 9 4 23 24 30 30 24 25 0 9 28 31 23 26 27 28 27 27
Enterobacter asburiae CACI15 19 18 0 0 2 20 0 0 0 0 9 9 18 20 24 23 23 24 26 27
Enterobacter asburiae CC27 24 23 23 0 9 14 28 31 26 15 8 8 29 30 24 22 34 32 33 20
Enterobacter kobei CAO24 19 19 9 0 23 23 31 32 25 25 0 0 28 32 25 23 26 27 30 30
Escherichia coli CAO16 19 21 27 25 26 24 31 34 27 27 29 27 35 35 29 31 31 36 31 31
Escherichia coli CAO19 18 22 27 26 25 27 35 37 30 30 27 30 35 37 30 32 22 30 31 32
Escherichia coli CAO22 19 23 25 25 23 23 34 35 26 28 27 27 34 35 29 31 35 38 33 33
Escherichia coli CAO38 19 21 25 24 26 23 33 34 27 28 26 16 34 35 30 31 35 35 32 33
Escherichia coli CAO39 19 24 26 26 25 24 33 38 28 31 25 28 34 36 31 33 34 38 33 33
Escherichia coli CAO77 21 24 26 25 26 26 35 35 30 32 30 27 35 36 33 32 35 37 30 29
Escherichia coli CAO79 23 23 29 24 28 25 37 37 30 30 31 28 40 35 35 32 36 36 34 29
Escherichia coli CAO110 19 20 26 25 24 21 32 33 28 30 24 28 36 32 32 28 34 30 32 29
Escherichia coli CAOl116 20 22 24 25 25 22 34 32 27 29 28 29 35 36 31 31 33 37 30 28
Escherichia coli CAO118 18 19 23 22 23 20 31 38 24 25 25 28 31 30 28 28 30 29 27 23
Escherichia coli CAO143 20 22 31 26 30 24 35 33 27 30 32 30 37 36 32 32 37 37 34 29
Escherichia coli CAO166 11 9 24 22 23 19 30 27 24 22 27 21 34 27 29 26 0 0 0 0
Escherichia coli CACI10 0 0 22 21 0 0 11 14 16 15 26 27 14 18 32 32 13 15 0 0
Escherichia coli CAC11 17 20 26 25 23 24 30 34 23 26 23 27 34 32 25 28 37 20 28 30
Escherichia coli CACI12 19 19 26 26 25 23 34 36 29 27 24 29 32 34 30 30 32 30 30 30
Escherichia coli CAC13 18 19 26 29 29 28 31 32 24 25 28 26 28 30 30 28 38 29 26 29
Escherichia coli CAC14 17 18 25 0 24 19 31 32 24 23 24 23 32 31 28 25 28 34 26 23
Escherichia coli CAC44 19 21 25 24 23 22 33 34 27 26 25 26 34 35 31 26 37 39 30 27
Escherichia coli CAC45 30 25 26 26 30 22 40 35 29 30 36 28 38 36 30 35 38 37 30 32
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Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Klebsiella variicola
Klebsiella variicola
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Serratia marcescens
Serratia marcescens

CACT5
CAC84
CAC98
CAC99
CAC101
CAC113
CC25
CC26
CC28
CC41
CC42
CC43
CC47
CC81
CC102
CC105
CC109
CCI111
CAO17
CAO155
CAO120
CAO196
CAC114
CAC19%4
CAC198
CAC199
CC40
CC80
CC82
CC103
CC106
CC112
CC131
CC132
CC133
CCl161
CAC134
CAC135
CAC136
CAO165
CAO206

20
24
19
19
25
20
21
18
18
20
17
17
22
21
21
20
16
24
24
24
22
20
20
20
24
22
16
30
31
20
20
18
30
17
25
28
20
19
20
20
22

26
25
24
23
24
25
24
21
24
19
23
26
24
26
24
26
23
24
24
24
20
24
26
22
24
24
19
20
19
26
27
20
20
21
18
21
22
20
18
21
21

25
26
23
20
25
23
25
25
10
32
20
22
27
27
24
23

22
28
24
28
24
24
24
24
24
24
30
28
32
22
22
28
25
23
26

EE

EE S S

(=]

S B~

34
32
33
30
30
32
32
28
30
37
30
30
34
34
33
32

28
30
30

30
30
30
30
28
30
41
36
35
34
35
40
32
31
31
32
28
27
31
32

34
32
34
30
30
34
30
24
28
32
28
34
32
36
30
32
32
30
30
30

28
30
26
30
30
31
32
28
36
35
32
29
31
28
30
30
26
26
29
30

28
25
27
25
29
25
26
23
22
29
25
26
28
28
28
30
22
26
24
24

24
24
20
24
20
24
33
27
27
24
28
30
25
25
30
25
22
21
27
28

26
26
26
26
25
26
24
22
23
31
25
29
26
31
24
26
24
24
24
26

20
24
24
24
24
27
28
23
29
27
27
25
25
24
21
24
23
22
26
28

30
40
32
25
30
27
25
29

24
27
23
27
25
29
30
32
24
22
22
20
20
26
24
28
20
24
28
21
24
25
26
27
24
22
19

I

27
22
26
24
25
24
24
21

14
21
22
27
27
22
30
23
24
22
24
22
22
22
20
22
20
26
27
22
23
24
26
24
25
18
15

L I

33
35
33
32
35
31
35
28
29
33
32
30
39
35
31
30
30
34
30
30
24
30
30
30
30
30
30
39
34
35
32
33
36
30
31
32
31
29
26
30
32

36
33
34
32
31
31
31
24
26
30
30
33
32
36
29
35
31
30
30
30
24
26
30
30
30
30
31
32
29
37
31
32
29
32
29
36
30
28
28
30
32

30
34
29
30
32
27
29
27
24
25
28
27
33
31
30
31
28
30
28
28
26
30
28
28
30
28
26
34
34
32
27
29
33
25
26
32
27
23
23
25
28

31
28
31
28
28
28
20
22
23
23
29
29
30
31
28
30
28
30
28
26
28
24
28
28
26
26
28
28
27
32
28
28
26
26
23
27
28
22
27
28
27

30
38
35
30
34
31
30
28
29
26
25
31
38
32
33
30
34
30
30
30
26
28
28
28
30
28
26
36
34
34
32
30
34
32
30
33
29
32
28
28
38

35
34
33
31
32
32
30
28
27
25
30
31
32
35
29
30
30
30
30
30
28
28
30
30
30
28
30
34
29
34
31
30
31
33
27
40
30
33
32
30
38

28
27
29
30
33
26
26
25
21
28
25
27
31
30
32
30
30
30
30
30

28
26
28
30
28
24

34
26
26
29

25
21
39
27
26
24
25
29

30
28
33
31
29
31
24
22
25
27
22
30
27
33
28
32
28
30
30
30

24
26
30
24
24
25
30
28
31
28
25
26
16
23
26
24
25
28
26
27
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Serratia marcescens CAO0207 23 21 * * * * 35 30 29 27 * * 34 31 26 26 32 35 29 26
Proteus mirabilis CAO9 23 25 29 31 23 29 23 38 13 30 24 25 32 34 23 27 32 33 25 29
Proteus mirabilis CAO37 26 24 30 30 26 30 40 40 30 30 26 26 32 34 24 16 32 34 30 24
Proteus mirabilis CAO69 22 19 29 27 24 25 19 18 11 14 23 22 30 31 22 23 30 30 26 26
Proteus mirabilis CAO092 19 19 26 27 22 11 32 28 14 28 21 23 26 29 20 22 21 20 0 0
Proteus mirabilis CAO093 24 24 28 28 28 30 34 38 30 30 30 22 30 30 22 28 30 32 30 24
Proteus mirabilis CAO128 24 24 26 30 30 28 40 34 30 26 30 24 30 30 22 24 32 32 28 28
Proteus mirabilis CAO152 28 26 32 30 30 30 40 34 30 32 28 26 34 30 28 24 30 32 30 22
Proteus mirabilis CAC65 18 18 27 25 23 22 32 23 25 24 22 21 29 23 24 19 34 32 0 25
Proteus mirabilis CAC66 14 11 24 21 0 0 32 24 29 24 28 21 17 17 22 21 23 19 0 0
Proteus mirabilis CAC9%6 24 24 30 28 28 28 34 34 30 28 28 22 30 30 24 22 34 34 26 0
Proteus mirabilis CAC97 21 19 28 26 27 25 34 33 29 23 23 23 25 31 23 23 29 23 28 27
Proteus mirabilis CAC124 21 21 28 28 26 26 34 35 29 29 23 24 29 30 14 0 31 31 24 24
Proteus mirabilis CAC170 21 22 12 25 28 28 0 0 0 0 25 0 29 0 27 0 32 31 23 0
Proteus mirabilis CC62 23 22 0 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0 24 0 24 21 25 24
Proteus mirabilis CCo64 0 23 0 0 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 32 0 0 0
Proteus mirabilis CC89 0 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 33 0 0
Proteus mirabilis CC90 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 0
Proteus mirabilis CC123 22 21 0 0 14 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 31 0 25
Proteus mirabilis CC145 23 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus mirabilis CC168 23 21 30 28 26 26 22 37 13 30 24 27 36 30 28 24 35 32 26 26
Proteus mirabilis CC169 24 18 30 26 24 22 20 21 14 26 28 20 34 28 23 22 34 31 25 25
Providencia stuartii CAC74 18 19 * * * * 29 29 22 20 8 0 29 28 25 23 26 31 27 26
Acinetobacter baumannii CAC76 21 20 * * * * * * * * * * * * 26 23 40 35 26 24
Pseudomonas aeruginosa CAC100 * * * * * * 25 26 24 24 * * 28 28 25 24 * * * *
Pseudomonas aeruginosa CAC139 * * * * * * 27 26 26 24 * * 29 28 30 26 * * * *
Pseudomonas aeruginosa CC104  * * * * * * 29 27 26 24 * * 30 29 25 26 * * * *
Espécie bacteriana Sigla COBRE

Aminog Betala Fluoro Sulfo

GEN GEN AMC AMC AMP AMP ATM ATM CAZ CAZ CFO CFO CPM CMP IPM IPM CIP CIP SUT SUT

Cu Cu Cu Cu Cu Cu Cu Cu Cu Cu
Citrobacter freundii CAO173 24 24 * * * * 31 30 20 24 * * 30 32 27 25 34 33 29 30
Enterobacter cloacae CAO83 19 20 * * * * 33 32 23 26 * * 31 33 23 28 29 33 26 32
Enterobacter cloacae CAO85 18 20 * * * * 31 34 23 24 * * 30 34 23 27 28 32 28 31
Enterobacter cloacae CAO87 19 19 * * * * 33 33 24 25 * * 33 33 24 26 30 31 26 29
Enterobacter cloacae CAO88 22 19 * * * * 30 30 21 23 * * 29 29 23 25 29 28 25 26
Enterobacter cloacae CAO141 22 18 * * * * 30 28 22 22 * * 29 30 23 24 29 28 30 27
Enterobacter cloacae CAC115 21 18 * * * * 29 31 22 25 * * 28 30 22 25 30 30 25 25
Enterobacter cloacae CAC158 22 19 * * * * 30 0 23 0 * * 32 0 18 21 27 0 23 26
Enterobacter cloacae CAC197 22 24 * * * * 30 29 26 26 * * 31 34 25 26 30 33 27 26
Enterobacter cloacae CAC208 23 20 * * * * 30 0 23 0 * * 30 29 26 25 30 28 29 26
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Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae
Enterobacter asburiae
Enterobacter asburiae
Enterobacter kobei

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
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Escherichia coli
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Escherichia coli
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Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
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Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella variicola

CC160
CAO18
CAC15
CcC27
CAO24
CAOl6
CAO19
CAO22
CAO38
CAO39
CAO77
CAO79
CAO110
CAO116
CAO118
CAO143
CAO166
CAC10
CACl11
CAC12
CAC13
CACl14
CAC44
CAC45
CACT75
CAC84
CAC98
CAC99
CAC101
CAC113
CC25
CC26
CC28
CC41
CC42
CC43
CC47
CC81
CC102
CC105
CC109
CCI111
CAO17

23
19
20
25
20
21
20
19
22
22
22
25
20
24
21
23
10
10
19
23
20
22
22
22
21
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23
22
24
24
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25
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26
24
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26
26
23
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24
20
14
23
24
27
23
23
24
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21
22
20
24
19

24
23
28
19
22
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20
20
18
21
18
19
18

29
18
12
19
21

17
17
12

26
31
33
30
33
36
35
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33
36
36
37
34
34
26
33
30
10
32
28
32
29
32
35
32
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29
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Klebsiella variicola
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
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Proteus mirabilis CC169 18 18 21 26 23 22 32 21 24 26 21 20 28 28 20 22 30 31 22 25
Providencia stuartii CAC74 20 19 * * * * 32 29 25 20 0 0 31 28 24 23 37 31 25 26
Acinetobacter baumannii CAC76 22 20 * * * * * * * * * * * * 24 23 25 35 24 24
Pseudomonas aeruginosa CAC100 * * * * * * 24 26 23 24 * * 28 28 17 24 * * * *
Pseudomonas aeruginosa CAC139 * * * * * * 30 26 26 24 * * 28 28 21 26 * * * *
Pseudomonas aeruginosa  CC104  * * * * * * 28 27 25 24 * * 29 29 17 26 * * * *
Espécie bacteriana Sigla ZINCO (Zn)

Aminog Betala Fluoro Sulfo

GEN GEN AMC AMC AMP AMP ATM ATM CAZ CAZ CFO CFO CPM CMP IPM IPM CIP CIP SUT SUT

Zn Zn Zn Zn Zn Zn Zn Zn Zn Zn
Citrobacter freundii CAO173 24 24 * * * * 31 30 20 24 * * 30 32 27 25 34 33 29 30
Enterobacter cloacae CAO83 19 20 * * * * 33 32 23 26 * * 31 33 23 28 29 33 26 32
Enterobacter cloacae CAO85 18 20 * * * * 31 34 23 24 * * 30 34 23 27 28 32 28 31
Enterobacter cloacae CAO87 19 19 * * * * 33 33 24 25 * * 33 33 24 26 30 31 26 29
Enterobacter cloacae CAO88 22 19 * * * * 30 30 21 23 * * 29 29 23 25 29 28 25 26
Enterobacter cloacae CAO141 22 18 * * * * 30 28 22 22 * * 29 30 23 24 29 28 30 27
Enterobacter cloacae CAC115 21 18 * * * * 29 31 22 25 * * 28 30 22 25 30 30 25 25
Enterobacter cloacae CAC158 22 19 * * * * 30 0 23 0 * * 32 0 18 21 27 0 23 26
Enterobacter cloacae CAC197 22 24 * * * * 30 29 26 26 * * 31 34 25 26 30 33 27 26
Enterobacter cloacae CAC208 23 20 * * * * 30 0 23 0 * * 30 29 26 25 30 28 29 26
Enterobacter cloacae CCl160 23 18 * * * * 26 29 27 23 * * 33 30 25 25 32 31 30 28
Enterobacter asburiae CAO18 19 19 9 4 24 24 31 30 24 25 0 9 30 31 22 26 0 28 25 27
Enterobacter asburiae CAC15 20 18 0 0 0 20 33 0 24 0 9 9 32 20 26 23 29 24 30 27
Enterobacter asburiae CC27 25 23 0 0 16 14 30 31 27 15 7 8 30 30 23 22 32 32 26 20
Enterobacter kobei CAO24 20 19 0 0 20 23 33 32 24 25 0 0 30 32 23 23 24 27 27 30
Escherichia coli CAO16 21 21 27 25 25 24 36 34 32 27 28 27 35 35 32 31 35 36 31 31
Escherichia coli CAO19 20 22 25 26 24 27 35 37 28 30 28 30 36 37 30 32 23 30 32 32
Escherichia coli CAO022 19 23 23 25 20 23 33 35 25 28 28 27 34 35 30 31 34 38 31 33
Escherichia coli CAO38 22 21 25 24 19 23 33 34 26 28 25 16 34 35 31 31 31 35 31 33
Escherichia coli CAO39 22 24 21 26 24 24 36 38 30 31 27 28 37 36 30 33 37 38 33 33
Escherichia coli CAO77 22 24 25 25 25 26 36 35 30 32 27 27 36 36 32 32 35 37 30 29
Escherichia coli CAO79 25 23 24 24 26 25 37 37 31 30 31 28 38 35 30 32 35 36 31 29
Escherichia coli CAO110 20 20 25 25 22 21 34 33 26 30 28 28 34 32 30 28 32 30 26 29
Escherichia coli CAOl116 24 22 24 25 23 22 34 32 30 29 28 29 38 36 31 31 36 37 34 28
Escherichia coli CAO118 21 19 21 22 20 20 26 38 24 25 24 28 30 30 27 28 27 29 26 23
Escherichia coli CAO143 23 22 28 26 25 24 33 33 27 30 31 30 34 36 34 32 36 37 29 29
Escherichia coli CAO166 10 9 22 22 20 19 30 27 22 22 22 21 27 27 28 26 0 0 0 0
Escherichia coli CAC10 10 0 18 21 0 0 10 14 15 15 23 27 0 18 28 32 11 15 0 0
Escherichia coli CAC11 19 20 22 25 21 24 32 34 25 26 24 27 32 32 27 28 34 20 26 30
Escherichia coli CAC12 23 19 28 26 25 23 28 36 29 27 22 29 32 34 30 30 28 30 30 30
Escherichia coli CAC13 20 19 24 29 24 28 32 32 26 25 30 26 34 30 29 28 35 29 29 29
Escherichia coli CACl14 22 18 25 0 0 19 29 32 26 23 23 23 29 31 22 25 29 34 26 23
Escherichia coli CAC44 22 21 20 24 20 22 32 34 27 26 26 26 33 35 28 26 35 39 27 27
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Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
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CC47
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Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
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Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
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Providencia stuartii
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

CAO9
CAO37
CAO69
CAO092
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CCo62
CCo4
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CC123
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*
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20
24
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17
21
17
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32
20
30
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19
30
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30
37
25
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*
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33
34
30
20
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19
34
23
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21

33
15
31

32
31
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k)
*
*
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30
25

32
28
32

30
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23
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23
22
25
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*
*

29
24
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28
22
25

27
24

24

25

26
25
26
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*
*

*Amino= Aminoglicoseideo, Betalac- Betalactdmico, Fluoro- Fluoroquinolona, Sulfo- Sulfonamida.

140



Tabela S3. Percentagem de bactérias que permaneceram sensiveis (SS-azul) e resistentes (RR-
amarelo) e que se tornaram sensiveis (RS-verde) e resistentes (SR-vermelho) aos

antimicrobianos na presenca de nitrato de chumbo, sulfato de cobre e sulfato de zinco

CHUMBO
Espécies bacterianas GEN AMC AMP ATM CAZ
Amino Betalact
SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR
C. freundii (n=1) 100 0 0 0O =* ®oooR kK ®oK * 100 0 O O 100 0 O O
E. asburiae (n=3) o o o0 o0 o0 67 33 O 33 0O O 67 67 3 O 0 33 33 33 O
E. cloacae (n=10) 100 0 0 0O =* ®oook kK ®oK * 80 10 10 O 80 10 10 O
E. kobei (n=1) o o o0 o o0 100 0 O 100 0 0O O 100 O O O 100 0 O O
E. coli (n=37) 100 0 O O 92 27 27 27 8 54 54 0 95 27 0 27 97 27 0 O
K. aerogenes (n=3) 100 0 0 0O =* ®oook kK ®oK * 100 0 0 O 100 0 O O
K. pneumoniae (n=16) 94 0 0 63100 0 O 0 63 69 13 13 94 63 0 0 94 63 0 O
K. variicola (n=2) 0 o0 o0 o0 100 0 o0 o0 * ®ok * 100 0 O O 100 0 O O
P. mirabilis (n=21) 81 48 0 14 67 29 0 48 62 24 14 0 57 38 0 48 43 38 0 19
P. stuartii (n=1) 100 0 0 0O =* ®oook kK ®oK * 100 0 O O 100 0 O O
A. baumannii (n=1) 100 0 0 0 * *oookox o Ok *oK * * *oooR Rk *ooox® K
P. aeruginosa (n=3) * ®oook kK ®oook kK ®ok * 100 0 O O 100 0 O O
S. marcescens (n=3) 100 0 0 0O =* ®oook kK ®oK * 100 0 0O O 100 0 O O
Espécies bacterianas CFO CPM IPM CIP SUT
Betalact Fluoro Sulfo
SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR
C. freundii (n=1) * *= % % 100 0 O O 100 O O O 100 O O O 100 0 O O
E. asburiae (n=3) 0O 100 0 O 67 3 O O 100 0 O O 100 0 O O 100 O O O
E. cloacae (n=10) * *= % % 90 10 O O 100 O O O 9 10 O O 100 0 O O
E. kobei (n=1) v o o0 o0 100 0 O O 100 0 O O 100 0O O O 100 0 O O
E. coli (n=37) 95 27 27 0 97 27 O O 100 0O O O 95 54 0 O 95 54 0 O
K. aerogenes (n=3) * *= % % 100 0 O O 100 O O O 100 O O O 100 0 O O
K. pneumoniae (n=16) 88 o 13 0 100 O O O 100 0 O O 100 0 O O 81 63 0 13
K. variicola (n=2) mo o o0 o0 100 0 O O 100 0O O O 1000 0 O 0 100 0 0 O
P. mirabilis (n=21) 67 29 48 0 57 33 95 0 57 29 14 0 62 14 14 95 53 29 95 95
P. stuartii (n=1) 0O 100 0 O 100 O O O 100 0 O O 100 0 O O 100 O O O
A. baumannii (n=1) * *oook ok ok * 0% % 100 0 O O 100 0 O O 100 O O O
P. aeruginosa (n=3) * * % % 100 0 O O 100 0O O O * ®ooR k% ®oook %
S. marcescens (n=3) * *= % % 100 0 O O 100 O O O 100 O O O 100 0 O O
COBRE
Espécies bacterianas GEN AMC AMP ATM CAZ
Amino Betalact
SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR
C. freundii (n=1) 100 0 0 0 * ®oooR kK ®ok * 100 0 O O 100 0 O O
E. asburiae (n=3) 0 o0 o0 o0 O 100 0 O 67 O O 33 67 O 33 0 33 0 67 O
E. cloacae (n=10) 100 0 O 0 * *oooR kK ®ok * 80 0 20 0 8 0 20 O
E. kobei (n=1) mo o o0 o o0 100 0 O0 100 0 O O 1000 0 O 0 100 0 0 O
E. coli (n=37) 100 0 0 O 8 27 27 54 68 14 0 19 97 27 0 0 97 27 0 O
K. aerogenes (n=3) 67 0o 0 33 = * * 0% * * K * 100 0 0O O 100 0 O O
K. pneumoniae (n=16) 100 0 0 O 100 0 O O 13 81 O 1 94 0 63 0 94 0 63 O
K. variicola (n=2) 00 o0 O o0 100 0 o0 O = ®ok * 100 0 0 O 100 0 O O
P mirabilis (n=21) 95 48 0 0 67 95 19 48 57 14 24 48 62 95 29 0 62 14 24 O
P. stuartii (n=1) 100 0 0 0 * *oooR kK ®ok * 100 0 0 O 100 0 O O
A. baumannii (n=1) 100 0 0 O =* ®oook k% ®ok * * ®ooR k% ®oooR %
P. aeruginosa (n=3) * * * 0¥ * * * 0¥ * * K * 100 0 0O O 100 0 O O
S. marcescens (n=3) 100 0 O O * * * 0¥ * * K * 100 0 0 O 100 0 O O
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Espécies bacterianas CFO CPM IPM CIP SUT

Betalact Fluoro Sulfo

SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR

C. freundii (n=1) * * 0% % 100 0 O O 100 O O O 1000 O O 0 100 0 0 O
E. asburiae (n=3) 0 100 0O 67 0 3 0O 3 O O 0O 67 0O 0 33 100 O 0 O
E. cloacae (n=10) * * % % 90 0 10 0 9 O O 10 9 0 10 O 100 0 O O
E. kobei (n=1) 0O 100 0 0 100 0O O O 100 0 O O 100 0 O O 100 O O O
E. coli (n=37) 95 27 27 0 97 27 O O 100 O O O 95 54 0 O 95 54 0 O
K. aerogenes (n=3) * * * % 100 0 O O 100 O O O 1000 O O O 100 0 O0 O
K. pneumoniae (n=16) 8 63 63 0 94 0 0 63 100 0 0O O 100 0O O O 94 0 63 *
K. variicola (n=2) 0 o o0 o0 100 0 O O 100 0 O O 100 O O O 100 0 0O O
P. mirabilis (n=21) 67 14 19 0 57 24 19 0 57 14 29 0 57 24 48 14 81 95 48 48
P. stuartii (n=1) 0 100 0 100 o 100 0 0 O 100 0 O O 100 O 0 O
A. baumannii (n=1) * ®oooR kK *= % % 100 0 O O 100 0 O O 100 O O O
P. aeruginosa (n=3) * * * % 100 0 O O 33 0 0 67 * *ooox Ok * *ooox® O
S. marcescens (n=3) * * * % 100 0 O O 100 O O O 100 0O O O 100 0 O0 O
ZINCO
Espécies bacterianas ~ GEN AMC AMP ATM CAZ

Amino Betalact

SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR

C. freundii (n=1) 00 0 o0 o0 * * ook ook ok k% 100 0O O O 100 O 0 O
E. asburiae (n=3) mo o o0 o o0 100 0 0 O 0 0 100 67 0 33 0 33 0 67 O
E. cloacae (n=10) 00 0 o0 o0 * *ook ok ok kxR 80 20 0O O 8 10 10 O
E. kobei (n=1) mo o o o0 o 100 0 0 O O O /100 100 O O O 100 O O O
E. coli (n=37) 100 0 0 O 14 27 27 8 14 14 073 9 27 0 27 95 0 27 0
K. aerogenes (n=3) 67 0 0 |33 * #ook ook k% k% 100 0 O O 100 O 0 O
K. pneumoniae (n=16) 8 0 0 13 94 0 O0 63 0 8 019 8 63 0 63 8 0 63 63
K. variicola (n=2) mo o o o 100 0 0 o0 * * * * 100 0 O O 100 0 0 O
P. mirabilis (n=21) 57 48 0 38 62 24 48 95 52 24 14 95 62 95 24 48 57 95 29 48
P. stuartii (n=1) 00 0 0 o0 * * ook ook ok k% 100 0O O O 100 O 0 O
A. baumannii (n=1) 100 0 O * ¥k ok Rk x Ok ook ok k& ok x X
P. aeruginosa (n=3) * *oook ok * ook ok ok k% 100 0O O O 100 O 0 O
S. marcescens (n=3) 00 0 o0 o0 * # ook ok k% k% 100 0O O O 100 O 0 O
Espécies bacterianas CFO CPM IPM CIP SUT
Betalact Fluoro Sulfo

SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR SS RR RS SR
C. freundii (n=1) * #* % % 100 0 O O O O O 100 100 O O O 100 O 0 O
E. asburiae (n=3) 0O 100 0 0O 67 O 3 0O O O 0 100 100 0 O O 100 O O O
E. cloacae (n=10) * * 0k o 80 0 10 10 10 O O 9 8 10 O 10 9 0 o0 10
E. kobei (n=1) 0O 100 0 0 100 0O 0O O O O O 100 100 0 O O 100 0 0 O
E. coli (n=37) 89 54 0 54 95 27 0 27 14 0 O 8 92 5427 0 95 54 0 O
K. aerogenes (n=3) * #* % % 100 0 O O 100 O 0O O 100 0 O O 100 0O 0 O
K. pneumoniae (n=16) 8 63 63 0 94 0 0 63 8 0 0 /19 94 0 0 63 8 63 0 63
K. variicola (n=2) mo o o0 o 100 0 O O 100 0O O O 1000 0 O 0 100 0 0 O
P. mirabilis (n=21) 62 14 19 48 57 14 24 48 14 43 0 43 52 29 0 19 57 29 95 48
P. stuartii (n=1) 0O 100 0 O 100 0O 0 O O O O 100 100 0 O O 100 0O 0 O
A. baumannii (n=1) * ®oook ko # ok %k 0 0 0 100 100 0 100 0 0 O
P. aeruginosa (n=3) * * 0k % 100 0 O O O O O 100 * F EF kKK k%
S. marcescens (n=3) * #* k% % 100 0 O O 100 O 0O O 100 0 O O 100 0O 0 O

* Amino= Aminoglicoseideo, Betalac- Betalactamico, Fluoro- Fluoroquinolona, Sulfo- Sulfonamida.
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Apéndice D: Material complementar referente ao artigo do capitulo V — Influéncia do
zinco na resisténcia a carbapenémicos em bactérias provenientes de residuos animais

Tabela S1. Origem das espécies bacterianas

Especie bacteriana Codigo  Residuo animal Tempo de . IMP MER MBL
compostagem (dias)
Citrobacter freundii CAO173 Cama de avidrio organica 120 + +
Enterobacter asburiae CC27 Cama de cavalo 0 + +
Enterobacter asburiae CAO18  Cama de avidrio orgénica 0 + +
Enterobacter asburiae CAC15 Cama de avidrio convencional 0 +
Enterobacter cloacae CAO83  Cama de avidrio organica 15 +
Enterobacter cloacae CAO85  Cama de avidrio organica 15 +
Enterobacter cloacae CAO87  Cama de avidrio organica 15
Enterobacter cloacae CAO88  Cama de avidrio organica 15 +
Enterobacter cloacae CAO141 Cama de avidrio organica 60 + +
Enterobacter cloacae CAC115 Cama de aviario convencional 30 +
Enterobacter cloacae CAC158 Cama de aviario convencional 90 + + +
Enterobacter cloacae CAC197 Cama de aviario convencional 120 + + +
Enterobacter cloacae CAC208 Cama de aviario convencional 120 +
Enterobacter cloacae CC160 Cama de cavalo 90 + +
Enterobacter kobei CAO24  Cama de avidrio organica 0 + + +
Escherichia coli CC25 Cama de cavalo 0 +
Escherichia coli CC26 Cama de cavalo 0 +
Escherichia coli CC28 Cama de cavalo 0 +
Escherichia coli CC41 Cama de cavalo 0 +
Escherichia coli CC42 Cama de cavalo 0 +
Escherichia coli CC43 Cama de cavalo 0 +
Escherichia coli CC47 Cama de cavalo 0
Escherichia coli CC81 Cama de cavalo 15
Escherichia coli CC102 Cama de cavalo 30 +
Escherichia coli CC105 Cama de cavalo 30 +
Escherichia coli CC109 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CCl111 Cama de cavalo 30
Escherichia coli CAO16  Cama de avidrio organica 0 +
Escherichia coli CAO19  Cama de avidrio organica 0 +
Escherichia coli CAO22  Cama de avidrio organica 0 +
Escherichia coli CAO38  Cama de avidrio organica 0 +
Escherichia coli CAO39  Cama de avidrio organica 0 +
Escherichia coli CAO77  Cama de avidrio organica 15 +
Escherichia coli CAO79  Cama de avidrio organica 15
Escherichia coli CAO110 Cama de avidrio organica 30 +
Escherichia coli CAO116 Cama de avidrio organica 30 +
Escherichia coli CAO118 Cama de avidrio organica 30 +
Escherichia coli CAO143 Cama de avidrio organica 60 +
Escherichia coli CAO166 Cama de avidrio organica 90 +
Escherichia coli CAC10  Cama de aviario convencional 0 +
Escherichia coli CAC11  Cama de aviario convencional 0 +
Escherichia coli CAC12  Cama de aviario convencional 0 +
Escherichia coli CAC13  Cama de avidrio convencional 0 +
Escherichia coli CAC14  Cama de avidrio convencional 0 +
Escherichia coli CAC44  Cama de aviario convencional 0 +
Escherichia coli CAC45  Cama de aviario convencional 0 +
Escherichia coli CAC75  Cama de aviario convencional 15 +
Escherichia coli CAC84  Cama de aviario convencional 15 +
Escherichia coli CAC98  Cama de aviario convencional 30 +
Escherichia coli CAC99  Cama de aviario convencional 30 +
Escherichia coli CAC101 Cama de aviario convencional 30 +
Escherichia coli CAC113 Cama de aviario convencional 30 +
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Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella variicola
Klebsiella variicola
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Proteus mirabilis
Providencia stuartii
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Serratia marcescens
Serratia marcescens

CAC134
CAC135
CAC136
CAO120
CAO196
CACl114
CAC1%4
CAC198
CAC199
CC40
CC80
CC82
CC103
CC106
CC112
CC131
CC132
CC133
CC161
CAO17
CAO155
CAO9
CAO37
CAO69
CAO092
CAO93
CAO128
CAO152
CAC65
CAC66
CAC96
CAC97
CAC124
CAC170
CCo62
CCo4
CC89
CC90
CC123
CC145
CC168
CC169
CAC74
CACT76
CAC100
CAC139
CC104
CAO165
CAO206
CAO207

Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de cavalo

Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de avidrio convencional
Cama de cavalo

Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica
Cama de avidrio organica

60
60
60
30
120
30
120
120
120

15
15
30
30
30
60
60
60
90

90

15
30
30
60
90
15
15
30
30
60
120
15
15
30
30
60
90
120
120
15
15
30
60
30
90
120
120

+ + + +

+ + + + + +
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