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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Camila da Costa de. Ocorréncia de genes de resisténcia a antimicrobianos em
solos de &rea agricola e de reserva legal em Nova Friburgo, RJ. 2019. 60f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A resisténcia antimicrobiana tem emergido globalmente como uma das maiores ameacas para
salde publica, principalmente devido ao uso generalizado de antimicrobianos em humanos e
na producdo animal. O uso de esterco animal proporciona beneficios para o solo, além de ser
uma alternativa para a disposicao deste residuo no ambiente, uma vez que a producéo animal
é uma atividade expressiva do agronegocio brasileiro. Porém, pode incrementar bactérias e
genes de resisténcia a antimicrobianos e favorecer sua disseminacdo para bactérias
patogénicas e comensais de humano e animais. Estratégias de manejo destes residuos, como a
compostagem, sdo importantes ferramentas para garantir seguridade de seu uso como
fertilizante. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de genes de
resisténcia a antimicrobianos em solos de cultivos agricolas tratados com cama de aviario
fresca e de reserva legal proximas as areas agricolas em Nova Friburgo, RJ, a fim de elucidar
0 papel destes ambientes como reservatorio e fonte de disseminacdo da resisténcia a
antimicrobianos. Foi também avaliado, o efeito do processo de compostagem da cama de
aviario na prevaléncia de genes de resisténcia. Apos a extracdo do DNA total das amostras de
solo, foi realizada a deteccéo dos genes de resisténcia a B-lactamicos, colistina e sulfonamidas
(blaampc, mer-1, sull e sul2, respectivamente) pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction), seguida de uma analise de correlacdo da presenca dos genes em relacdo aos
atributos fisico-quimicos dos solos. A abundéancia relativa do gene mcr-1 foi determinada pela
técnica de qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction). A presenca dos genes de
resisténcia também foi avaliada nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 dias de compostagem da cama
de aviario. Houve diferenca significativa (P < 0,05) entre as proporcdes dos genes sull e sul2
nas areas de cultivo agricola e reserva legal, sendo prevalentes nas areas de cultivo agricola. O
gene mcr-1 foi detectado em todas as amostras de solo. O log da abundancia relativa do gene
mcr-1 variou de -1,76 (1,81 x 10-2 copias de mer-1/16S rDNA) a -3,12 (7,67 x 10 copias de
mcr-1/16S rDNA). O gene blaampc nédo foi detectado apos 30 dias de compostagem. Ja o0s
genes sull, sul2 e mcr-1 foram detectados até 120 dias de compostagem. Esses resultados
reforcam a importancia de estudos que visem elucidar as vias de disseminacdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos nas areas de producdo agricola, bem como os fatores que
interferem na persisténcia e disseminagcdo desses genes no ambiente, a fim de subsidiar a
implementacdo de praticas de manejo que diminuam o risco de disseminacgdo da resisténcia,
que constitui uma ameagca potencial a saide publica.

Palavras-chave: Adubacgdo organica. Avicultura. Compostagem. Colistina. Metais pesados.
Sulfonamida.



GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, Camila da Costa de. Occurrence of antimicrobials resistance genes in soils of
agricultural production and legal reserve areas in Nova Friburgo, RJ. 2019. 60 p.
Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science). Agronomy Institute, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019

Antimicrobial resistance has emerged globally as one of the greatest threats to public health,
mainly due to the widespread use of antimicrobial in humans and animal production. The use
of animal manure provides benefits to the soil, besides being an alternative to the discharge of
this residue in the environment, since animal production is an expressive activity of the
Brazilian agribusiness. However, it can increase bacteria and antimicrobial resistance genes
and promote its dissemination to commensal and pathogenic bacteria of humans and animals.
Strategies to manage these residues, such as composting, are important tools to ensure the
safety of their use as organic fertilizer. In this context, the aim of this study was to evaluate
the presence of antimicrobial resistance genes in soils of agricultural crops treated with fresh
poultry manure and legal reserve areas near these production areas in Nova Friburgo, RJ, in
order to clarify the role of these environments as a reservoir and source of dissemination of
antimicrobial resistance. It was also evaluated the effect of the composting process of poultry
manure on the prevalence of resistance genes. After the total DNA extraction of the soil
samples, the detection of the resistance genes to B-lactamics, colistin and sulphonamides
(blaampc, mer-1, sull and sul2, respectively) was performed using PCR (Polymerase Chain
Reaction), followed by a correlation analysis of the presence of the genes in relation to the
physical-chemical attributes of soils. The relative abundance of the mcr-1 gene was
determined by the gPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) technique. The presence
of resistance genes was also evaluated at 0, 30, 60, 90 and 120 days of poultry manure
composting. There was a significant difference (P < 0.05) between the proportions of genes
sull and sul2 in the areas of agricultural production and legal reserve, being predominant in
the agricultural areas. The mcr-1 gene was detected in all soil samples. The log of relative
abundance of the mcr-1 gene ranged from-1.76 (1.81 x 10-2 copies of mcr-1/16S rDNA) to -
3.12 (7.67 x 10 copies of mcr-1/16S rDNA). The blaampc gene was not detected after 30 days
of composting. Otherwise, the genes sull, sul2 and mcr-1 were detected up to 120 days of
composting. These results reinforce the importance of studies that aimed at elucidating the
pathways for the dissemination of antimicrobial resistance genes in agricultural production
areas, as well as the factors that interfere in the persistence and dissemination of these genes
in the environment, in order to subsidize the implementation of management practices that
reduce the risk of spreading resistance, which is a potential threat to public health.

Keywords: Aviculture. Colistin. Composting. Heavy metals. Organic fertilization.
Sulfonamide
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1. INTRODUCAO GERAL

Os solos representam um reservatorio natural de bactérias resistentes a
antimicrobianos carreando um conjunto diversificado de determinantes conhecidos e
desconhecidos de resisténcia. Porém, atividades que liberam antimicrobianos e/ou bactérias
resistentes, e/ou genes de resisténcia a antimicrobianos, como uso de residuos animais como
adubos organicos, podem modificar a diversidade bacteriana dos solos e 0s reservatorios
ambientais de genes de resisténcia, o "resistoma". Além disso, podem favorecer a
disseminacdo de determinantes de resisténcia a antimicrobianos no ambiente, uma vez que
bactérias resistentes a antimicrobianos podem ser transferidas diretamente de animais para
humanos e podem disseminar para solos, alimentos, aguas subterraneas através da aplicacao
do esterco nos campos agricolas (HEUER et al., 2011).

A inter-relacdo entre humanos, animais e ambiente permite analisar a resisténcia
antimicrobiana no conceito "Saude Unica" e possibilita considerar uma estratégia global para
expansdo da colaboracdo e comunicacao interdisciplinar, direcionada para reducdo da pressdo
seletiva e interrupcdo dos ciclos de transmisséo de determinantes de resisténcia (THAKUR &
GRAY, 2019).

A resisténcia aos antimicrobianos € considerada por diversas autoridades
internacionais como um dos principais desafios da satde publica do nosso tempo (W.H.O,
2013). Como acdo para enfrentar a iminente crise de resisténcia a antimicrobianos a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) elaborou o Plano de Acédo da Vigilancia Sanitaria
em Resisténcia aos Antimicrobianos que norteara a atuacdo da Agéncia frente a esse urgente
desafio da satde publica (BRASIL, 2017).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a presenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos em solos de cultivos agricolas e de reserva legal em Nova Friburgo-RJ, para
elucidar o papel destes ambientes como fonte e reservatorio de resisténcia a antimicrobianos,
e ponderar 0s riscos para saude publica, a fim de subsidiar propostas de vigilancia ambiental
para reducédo da disseminacao da resisténcia a antimicrobianos.

Dessa forma, no Capitulo | foi abordado a presenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos e a correlagcdo com metais pesados; no Capitulo Il a quantificacdo do gene de
resisténcia a colistina mcr-1; e, no Capitulo 1l foi avaliada a persisténcia de genes de
resisténcia a antimicrobianos durante o processo de compostagem da cama de aviario.



2. REVISAO DE LITERATURA GERAL

2.1. Origem da Resisténcia aos Antimicrobianos

Microrganismos unicelulares foram as primeiras formas de vida presentes na Terra ha
cerca de 4 bilhdes de anos; representam grande parte da diversidade genética na Terra, sendo
estimado 4,6 x 10* células, e sdo responsaveis por transformacdes indispensaveis nos ciclos
biogeoquimicos da biosfera (WHITMAN et al., 1998; DODD et al., 2017). Fatores bidticos e
abioticos sdo determinantes para a densidade e atividade dos microrganismos no ambiente.
Entre os fatores bioticos, a producdo de antibidticos por algumas espécies de fungos e
bactérias pode ser destacado como um importante elemento para as relagdes antagonicas, que
tém efeitos deletérios sobre outros microrganismos (SIQUEIRA & FRANCO, 1988;
BETIOL, 2005).

Presume-se que a resisténcia a antibioticos coevoluiu com o processo de biossintese de
antibidticos, uma vez que 0s organismos produtores precisam se equipar com genes de
resisténcia para se protegerem (DAVIES & DAVIES, 2010). Desse modo, tais genes, tém
circulado por um longo periodo em comunidades bacterianas, uma vez que é estimado que a
origem da producdo de antibioticos estd entre 2 bilhGes a 40 milhdes de anos atrés, antes
mesmo do inicio da utilizagdo dos antimicrobianos pela humanidade (D’COSTA, 2011).

Uma vez que os solos tém uma alta abundancia de microrganismos, é coerente
considera-lo como um grande reservatorio de genes de resisténcia a antimicrobianos,
denominado resistoma ambiental, que inclui aqueles presentes em bactérias patogénicas,
comensais e de vida livre (WRIGHT, 2007; XIE et al., 2017). Ha evidéncias de que genes de
resisténcia a antimicrobianos em organismos patogénicos tenham sido originados do
resistoma ambiental (WRIGHT, 2007).

A descoberta da penicilina, ou benzilpenicilina, em 1928 por Alexander Fleming
(NICOLAOU & MONTAGNON, 2008) e do prontosil, precursor das sulfonamidas
descoberta por Gerhard Domagk em 1935 proporcionou o inicio da era antibiotica que foi
introduzida na medicina para tratamento de infeccbes bacterianas nos anos de 1940
(CHOPRA, 2002). Desde entdo varios antimicrobianos de origem natural e derivados
semissintéticos foram descobertos e sdo utilizados para tratar doencas em humanos e animais,
de forma profilatica e como promotores de crescimento para 0 melhoramento da eficiéncia
alimentar em animais (ADDISON, 1984).

Apesar das vantagens para a cadeia produtiva, € crescente a preocupacdo com O
aumento de microrganismos multirresistentes, devido ao uso indiscriminado desses
compostos em humanos e na producdo animal. A resisténcia pode ser natural, a partir de
caracteristicas intrinsecas aos microrganismos, ou seja, que podem ser anteriores a uma
exposicao prévia ao antimicrobiano; ou mecanismos adquiridos atraves da mutacdo de genes
ou aquisicdo desses genes de resisténcia por transmissdo entre uma bactéria e outra
(BAPTISTA, 2013). Entre os diversos tipos de mecanismos de resisténcia que as bactérias
podem apresentar, destacam-se: a alteracdo da permeabilidade da membrana celular, seja por
modificacOes estruturais ou bioguimicas como, por exemplo, o nimero e a seletividade de
porinas, impedindo a penetragcdo do antimicrobiano, que por sua vez, dependem, também, das
caracteristicas intrinsecas de suas moléculas para atravessar a membrana; a alteragdo do local
de acdo do antimicrobiano, ou seja, a modificacdo dos alvos, caracterizada pela diminui¢éo ou
auséncia de compatibilidade entre o antimicrobiano e seu sitio de ligagdo na bactéria, podendo
ocorrer por alteracdes na sintese DNA ou de proteinas e pela alteragdo da estrutura do
peptidoglicano, que levam a inibicdo ou modificacdo das enzimas que participam na
construcdo do mesmo; mecanismo enzimatico que altera a estrutura quimica do
antimicrobiano, através da capacidade de algumas bactérias produzirem enzimas que
degradam ou inativam o antimicrobiano como, por exemplo, as B-lactamases que quebram o
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anel B-lactamico das penicilinas e cefalosporinas; bombas de efluxo, proteinas presentes nas
membranas, capazes de realizar efluxo de pequenas moléculas para 0 meio extracelular,
dentre outras (CAUMO et al., 2010; BAPTISTA, 2013).

A utilizagdo de antimicrobianos em escala mundial cria uma forte presséo seletiva
contribuindo para resisténcia em patdgenos bacterianos oportunistas (SOBIA et al., 2011). O
uso indiscriminado dessas moléeculas, tanto na medicina humana quanto na produgdo animal,
é a principal causa da selecdo e disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos nos
tempos modernos (HU et al., 2017).

A transferéncia de genes de resisténcia entre procariotos pode ocorrer por trés
diferentes processos, sendo estes: conjugacgéo, transformacdo ou transdugdo. O processo de
transformacdo envolve a incorporacdo de fragmentos de DNA livres no meio e esta
intimamente relacionada a proteinas codificadas por genes presentes no cromossomo que sao
encontradas em bactérias naturalmente transformaveis. Em contraste, a conjugacdo € mediada
por plasmideos conjugativos ou elementos conjugativos integrados cromossomicamente, 0S
quais incluem transposons conjugativos. Esses elementos genéticos codificam proteinas que
facilitam a transferéncia de genes de uma célula doadora para outra célula receptora que ndo
possua o plasmideo ou o elemento conjugativo integrado. Ja a transducdo € um processo de
transferéncia de DNA mediado por virus que infectam bactérias chamados bacteriéfagos ou
fagos (FROST et al., 2005). A disseminacdo de genes de resisténcia pode ser intensificada via
forcas fisicas como lixiviacdo de agua, deposicdo de residuos, transporte de animais, uso de
produtos carreando genes de resisténcia a antimicrobianos (CYCON et al., 2019). Assim, a
Organizacdo Mundial de Salude tem requerido acdo urgente de todas as na¢des devido a grave
ameaca a saude publica representada pela disseminacdo da resisténcia antimicrobiana.

2.2 Utilizacdo de Antimicrobianos na Producédo Avicola

A producgdo animal consiste em uma atividade relevante do agronegécio brasileiro. O
Brasil se destaca na producéo avicola sendo o segundo maior produtor de carne de aviario do
mundo atingindo a producdo de 13,056 milhdes de toneladas ficando atrds somente dos EUA
com uma producgdo de 18,596 milhGes de toneladas (ABPA, 2017). A avicultura € um dos
setores da economia brasileira que mais se reformulou nos Gltimos anos, se expandindo de
uma atividade tradicional e artesanal para o que pode ser considerado, um complexo
industrial, devendo ser analisado por uma abordagem sistémica do setor, que possui
tecnologia, producgéo e produtividade de pontas (COSTA & SHIMA, 2007; RODRIGUES et
al., 2014).

Hé cerca de 60 anos, a utilizagdo de aditivos zootécnicos em ragdes, foi introduzida na
producdo de aves como melhorador da eficiéncia na converséo alimentar e como promotor de
crescimento (LIBBY & SCHAIBLE, 1955). A utilizagdo de antimicrobianos na producéo
animal tem diferentes finalidades, tanto para proteger ou melhorar a salude dos animais,
quanto para estimular um crescimento mais rapido e maximizar os lucros. Estima-se que até
2030 o consumo deve aumentar em torno de 67% devido ao aumento do nimero de animais e
a transicdo da producdo extensiva para intensiva. Os paises que mais consomem
antimicrobianos na produgdo animal sdo a China, seguida dos Estados Unidos, Brasil,
Alemanha e India (VAN BOECKEL et al., 2015). Embora ndo haja na literatura cientifica
estatisticas oficiais sobre a quantidade de antimicrobianos utilizados e vendidos no Brasil, em
um levantamento emitido pela Secretaria de Estado da Saude do Parana , pelo Programa
Estadual de Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem
animal (PAMvet —PR), no ano de 2004, constatou-se que os principios ativos mais utilizados
com a finalidade de prevencdo na fase final do desenvolvimento do aviario de corte foram:
enrofloxacina, avilamicina, lasalocida, ciprofloxacina, fosfomicina, clortetraciclina,
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sulfatiazina+trimetrpina, acido3-nitro, virginiamicina, lincomicina, norfloxacina e tilosina. E
como terapéutico: norfloxacina, enrofloxacina, monensina, sulfadiazina+trimetropin,
avilamicina, amoxicilina, clortetraciclina, sulfaclorperidazina+trimetropina, maduramicina,
nircabazina, neomicina, tiamulina e tilmicosina (SESA, 2005; LEAL et al., 2012).

O uso mais controverso dos antimicrobianos é sua utilizagdo como aditivo zootécnico
para promogdo de crescimento. Aditivo zootécnico é definido como substéncia, micro-
organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo €
utilizado normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal dos produtos animais, melhore o
desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais (BRASIL, 2015).
Estas substancias ocasionam a reducdo da flora intestinal natural, as quais competem com o
hospedeiro por nutrientes, e bactérias intestinais prejudiciais que podem causar doencas
interferindo na performance. (WEGENER, et al., 1999). E, tal como acontece com qualquer
uso de antimicrobiano, isso aumenta as chances de selecdo e disseminacdo de bactérias
resistentes, reforcando a preocupacao a partir de uma perspectiva de saide humana.

De fato, muitos paises com destaque aos que compdem a Unido Europeia ja proibiram
0 uso de antimicrobianos como promotores de crescimento em 2006 (O’NEILL, 2016). No
Brasil, a proibigdo de alguns aditivos foi estabelecida em Instrucdo Normativa 26/2009 do
MAPA, de julho de 2009 no art. 18 “Os anfenicois, tetraciclinas, beta lactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas sdo de uso
exclusivo em produtos antimicrobianos de uso veterinario, sendo vedada a sua utilizacdo
como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos
para animais” (BRASIL, 2009). Em 2016, houve a proibicdo da adi¢do do sulfato de colistina
na alimentacdo animal publicado em Diéario Oficial pela IN 45/2016 (BRASIL, 2016a). De
acordo com o Ministério de Agricultura, Abastecimento e Pecuaria, a proibicdo dessa
substancia na alimentacdo animal é baseada em recomendacdes de Orgdo Internacionais,
como a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), devido ao possivel impacto na satide humana,
uma vez que a colistina é o ultimo recurso no tratamento de infeccdes em humanos causadas
por bactérias que ndo respondem a outros antimicrobianos, e por isso, a preocupa¢do sobre o
surgimento e disseminacdo da resisténcia a este antimicrobiano (BRASIL, 2016b).
Recentemente o uso dos antimicrobianos tilosina, lincomicina, virginiamicina, bacitracina e
tiamulina como aditivos melhoradores de desempenho em animais de producédo foi proibido
pela Portaria 171/2018 (BRASIL, 2018).

2.3 Utilizagdo da Cama de Aviario como Adubo Organico e Incremento de
Determinantes de Resisténcia a Antimicrobianos no Solo

O aumento da producdo animal tem por consequéncia a geracdo de grandes
quantidades de residuos com lenta degradabilidade em alguns casos, e, em outros, da geracao
de subprodutos que podem ser téxicos e cumulativos tendo impacto ambiental negativo
(SCHNEIDER et al.,, 2012). Um dos maiores problemas € a acumulagdo em grande
quantidade, especialmente de esterco e cama de aviario oriunda da produgdo animal intensiva.
Cama de aviério refere-se ao material usado para forrar o chdo do local de produgéo das aves
que durante o ciclo de producdo ocorre a mistura do material com estrume das aves, penas e
alimento (EDWARDS & DANIEL, 1992). O material é diversificado podendo ser composto
de subprodutos agroindustriais, restos de culturas e fenos de gramineas, maravalha, casca de
amendoim, casca de arroz, casca de café entre outros (SANTOS et al., 2005).

O Brasil enquanto um dos maiores produtores de carne de aviario mundial tem
estimativa de producéo de volume anual de cama de aviario em torno de 8-10 milhGes de
toneladas ano™ (DALOLIO et al., 2017). Dessa forma, é necesséria a adogdo de tecnologias e

4



boas praticas que conciliem a produtividade agropecuaria com reducdo dos impactos
ambientais promovendo um desenvolvimento ecologicamente sustentivel para atender as
exigéncias dadas pelo Codigo Florestal de Lei n° 12.651/2012 (BRASIL, 2012) e a Politica
Nacional de Recursos Hidricos da Lei n°® 9.433/1997 (BRASIL, 1997).

Residuos da producdo animal podem ser utilizados para geracdo de energia como
biogés ou serem aplicados no solo como adubo (SCHNEIDER et al., 2012). Atualmente, o
principal destino da cama de aviario € sua utilizacdo como adubo organico. O aproveitamento
destes residuos na agricultura € previsto pela Lei n° 8.171/1991 que dispde sobre a politica
agricola onde delibera que para protecdo ao meio ambiente e conservacdo dos recursos
naturais. O poder publico devera coordenar programas de estimulo e incentivo a preservacao
das nascentes dos cursos d’agua e do meio ambiente, bem como o aproveitamento de dejetos
animais para a conversdo em fertilizantes (BRASIL, 1991). Em adicdo, no sistema de
producdo organico, é preconizado a reciclagem de residuos de origem organica reduzindo ao
minimo o emprego de recursos ndo-renovaveis (Artigo 1°, paragrafo 1°, VI) conforme a Lei
Federal n° 10.831/2003 (BRASIL, 2003). Entretanto, segundo a Instrucdo Normativa n°
64/2008 0 uso de excrementos animais é permitido, desde que compostados e bioestabilizados
(BRASIL, 2003).

Quando utilizada de forma correta, a cama de aviario aumenta o potencial da producéo
agricola devido ao aporte nutricional de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), elementos
tragos fornecido as plantas e também promove melhoria nos atributos do solo devido a adigdo
de matéria organica e enriquecimento microbiolégico no solo (BLUM et al., 2003; BOLAN et
al., 2010). A adubagdo com cama de aviério pode ser utilizada nas culturas produtoras de
grdos, horticultura, fruticultura, pastagem, reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas
(EMBRAPA, 2011).

Porém, grande proporcdo dos antimicrobianos administrados na criacdo de animais €
usualmente excretada pelos mesmos como substancia inalterada ou como metabdlitos que
ainda podem estar ativos contaminando o solo (SARMAH et al., 2006). Em média, 80% dos
antimicrobianos administrados sdo liberados em fezes e urina. Em estudo realizado por Heuer
et al. (2007) com amostra de esterco durante 10 dias ap6s aplicacdo de sulfadiazina com Cy,
marcado, foi observado que em 4 dias consecutivos, mais de 96% do farmaco foi excretado
como composto original ou metabdlitos. Tem sido demonstrado que o esterco animal contém
altos niveis de patdgenos, antimicrobianos e genes de resisténcia a antimicrobianos, e apds
repetidas aplicacdes do esterco, esses contaminantes podem persistir e acumular no solo
(ZHOU et al., 2017; JI et al., 2012; ZHU et al., 2013; FANG et al., 2014). A sulfadiazina
pode selecionar populagdes resistentes e estimular a disseminacdo horizontal de genes de
resisténcia ao antimicrobiano. Nas bactérias a sulfadiazina inibe a sintese da enzima
dihidropteroato sintase que é crucial na biossintese do &cido folico por competir com o
substrato natural &cido benzoico p-amino. Os genes sull, sul2 e sul3 codificam a enzima
dihidropteroato sintase com baixa afinidade para sulfonamidas conferindo resisténcia a
bactéria para esta classe (HEUER et al., 2011; JECHALKE et al., 2013). Adic¢do prolongada
de esterco aumentou o nivel basal de genes de resisténcia a betalactamicos e intl em relacéo a
aducdo com fertilizantes inorganicos (GRAHAM et al., 2016). Laube e colaboradores (2013)
demonstraram que a presenca de Escherichia coli, produtoras de enzimas p-lactamases do
tipo AmpC/ESBL (B-lactamases de Espectro Extendido) aumentam durante o periodo de
engorda dos frangos e prevalecem no ambiente agricola. Esta enzima inativa 0S
antimicrobianos da classe dos betalactdmicos devido a hidrdlise dos anéis B-lactamicos
constituintes (DIERIKX et al.,, 2010). O gene mcr-1, que confere resisténcia ao
antimicrobiano colistina mediado por plasmideo, ja foi isolado de E. coli produtoras de ESBL
em amostras de solo agricola na China (ZHENG et al., 2017). Este gene codifica a enzima
MCR-1 que possui a sequéncia de aminoacidos estreitamente proxima com a enzima
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fosfoetanolamina transferase que promove a adicdo de fosfoetanoamina ao lipideo A
resultando na reducdo da afinidade a colistina e consequentemente a resisténcia ao
antimicrobiano desta classe (LIU et al., 2015). A colistina € um antimicrobiano de ultima
escolha para tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias multirresistentes em humanos. Os
autores ressaltam a importancia de mais estudos para investigar a influéncia da aplicacédo de
esterco animal na transmissdo de bactérias produtoras de mcr-1 (ZHENG et al., 2017).

Subprodutos da producdo animal sdo fontes de residuos de antimicrobianos, bactérias
resistentes a antimicrobianos e genes de resisténcia a antimicrobianos (HEUER et al., 2011).
Com isso, hd uma preocupacéo, a nivel mundial, sobre o uso de esterco como fertilizante
devido a sua possivel contribuicdo no aumento da concentracdo de genes resisténcia aos
antimicrobianos no solo e o risco potencial para saude humana.

A presenga desses contaminantes no ambiente pode causar distdrbios metabdlicos
afetando varios processos bioquimicos na populacdo microbiana que podem ser relevantes
para sua atividade mesmo em concentragdo sub-inibitéria (FAJARDO & MARTINEZ, 2008).
Estudo recente realizado por Wepking e colaboradores (2017) encontraram evidéncias de que
a adicdo de esterco proveniente de gado tratado com antibidticos gera mudangas na
composicdo da comunidade microbiana do solo e funcBes que esses microrganismos
desempenham no ecossistema. Neste estudo, solos que foram expostos a esterco proveniente
de gados tratados com cefapirina benzatina, antmicrobiano do grupo das cefalosporinas da
primeira geragao, apresentaram uma maior abundancia média de 421% e 3.283% dos genes de
resisténcia a p-lactamicos (blaampc) € tetraciclina (tetO), respectivamente, quando comparado
com solo de referéncia com minimo de contaminacdo. A atividade microbiana, principalmente
em alguns processos no ciclo do nitrogénio, foi reduzida pelo uso de esterco contendo
sulfadiazina (KOTZERKE et al., 2008).

Como hé evidéncias de que o resistoma ambiental tem o potencial de ser parcialmente
transferido para agentes patogénicos, a contaminacdo do meio ambiente por antimicrobianos e
genes de resisténcia a antimicrobianos provavelmente aumenta a chance de aquisicdo de
resisténcia pelas bactérias comensais e patogenos humanos (HOELZER et al., 2017
WELLINGTON et al.,, 2013). Dessa forma, estratégias para reduzir a resisténcia
antimicrobiana em animais e humanos devem incluir a prevencdo do fluxo de genes de
resisténcia antimicrobianos de/e para reservatorios ambientais (PRUDEN et al., 2013;
THANNER et al., 2016). Portanto, € importante identificar genes de resisténcia que sao
introduzidos e os ocorrem naturalmente, que podem ser selecionados pelas aplicacdes de
esterco provenientes de producdo animal (XIE et al., 2017).

2.4 Relacdo de Metais Pesados e Determinantes de Resisténcia a Antimicrobianos nos
Solos

Metais pesados ocorrem de forma onipresente no ambiente e, e em certos casos em
concentragdes elevadas, devido a atividades antropicas. E comum, haver impurezas como
cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em fertilizantes utilizados como de nitrogénio (N), fosforo (P) e
potassio (K) para o solo. Em geral, os metais pesados, sdo usados na agropecuaria moderna,
desde a pecudria até a horticultura, e principalmente em suas formas inorganicas, para
diversos fins. Alguns sdo adicionados a racdo animal, como cobre (Cu) e zinco (Zn) para
auxiliar na funcdo hormonal, reproducdo normal, sintese de vitaminas, formac&o de enzimas e
manutencdo do sistema imunoldgico, exercendo as mesmas fungdes dos antimicrobianos, ou
seja, alteracdo da microbiota intestinal e a supressdo de patdgenos. Porém, como sdo pouco
absorvidos pelo organismo animal sdo facilmente excretados, persistindo e se acumulando no
solo depois de repetidas aplicagdes de esterco (JI et al., 2012; ZHANG et al., 2017).



Em consequéncia, microrganismos que sdo expostos a contaminacdo ambiental de
antimicrobianos e metais pesados estdo sujeitas a co-selecéo da resisténcia a antimicrobianos
e metais pesados que pode ocorrer por mecanismos de co-resisténcia e resisténcia cruzada
(IMRAM et al., 2019). No mecanismo de co-resisténcia, dois ou mais genes que conferem
resisténcia a diferentes compostos estdo presentes no mesmo elemento genético movel
(plasmideo, transposons). Quando um Unico mecanismo € responsavel pela resisténcia a
diferentes compostos, como por exemplo antimicrobianos e metais pesados tem-se a
resisténcia cruzada (CHAPMAM, 2003; PAL et al., 2017). A co-existéncia de ambos 0s tipos
de determinantes no mesmo elemento genético permite a selecdo da resisténcia a
antimicrobianos em ambientes contaminados com metal pesado, mesmo sem a presenga de
antimicrobianos (ALONSO et al., 2001).

Considerando que os niveis antropogénicos de metais pesados sdo maiores em varias
ordens de magnitude do que os niveis de antimicrobianos, além do fato dos metais pesados
ndo serem sujeitos a degradacao, estes tém potencial para representar uma pressao de selecéo
a longo prazo para evolucdo de resisténcia aos antimicrobianos em microrganismos
(STEPANAUSKAS et al., 2005). Isto pode favorecer maior persisténcia dos genes no
ambiente aumentando os riscos de uma maior disseminacdo. Dados apresentados por Ji e
colaboradores (2012) revelou um aumento significativo na deteccdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos especificos devido a presenca de metal pesado ocorrendo ndo somente na
manutencdo, mas na proliferacdo da abundancia dos genes em bactérias do solo.

Genes que codificam para resisténcia as betalactamases (blactx.m) € operons
responsaveis para resisténcia ao cobre (Cu) e prata (Ag) tem sido encontrados ligados em
plasmideos em E. coli (FANG et al., 2016). Bombas de efluxo para metais pesados CzcCBA,
juntamente com genes reguladores czcR-czcS, também conferem resisténcia para
carbapenemos em P. aeruginosa (PERRON et al., 2004). Além disso, pesquisadores tém
relatado que a ocorréncia simultdnea de metais pesados com outros poluentes como solventes,
6leo, pesticidas, microplasticos em ambientes proporciona pressdo de selecdo em bactérias
patogénicas que resultam no favorecimento de evolucdo de resisténcia a antimicrobianos
através do mecanismo de co-sele¢do (YE et al., 2017).

Durante o intemperismo dos microplasticos, muitos aditivos quimicos como metal,
metaloides, compostos aromaticos, plastificantes, antioxidantes, estabilizadores de calor,
agente deslizante sdo liberados ou lixiviados proporcionando um ambiente perfeito para co-
selecdo de resisténcia a antimicrobianos mediada por compostos quimicos em bactérias
patogénicas (HAHLADAKIS et al., 2018). Foi demonstrado que bactérias com potencial
patogenicidade para humanos como Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Proteus spp.,
Acinetobacter spp., Listeria spp., isolados de 22 amostras de frutos do mar de 16 espécies de
peixe e frutos do mar diferentes apresentaram multipla resisténcia a antimicrobianos, biocidas,
conservantes e metais através do mecanismo de co-selecdo (ROMERO et al., 2017).

A prética da adicdo de metais como cobre, zinco, roxarsone (composto arsénico) como
promotor de crescimento, além do uso de antimicrobianos com a mesma finalidade, em
producdo de aves e suinos tem favorecido o desenvolvimento de determinantes resistentes
para ambos 0s compostos em bactérias nativas. Foi reportado que baixa concentracdo de
metais pesados e antimicrobianos foram responsaveis pela manutencdo de plasmideos que
codificam beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) em K. pneumoniae e E. coli
responsaveis por surto hospitalar (GULLBERG et al., 2014).

2.5 Efeito da Compostagem em Determinantes de Resisténcia a Antimicrobianos

A compostagem, ou a decomposi¢do bioldgica controlada, consiste num processo
aerobico pelo qual diversos grupos de microrganismos decompfem materiais organicos de
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origem animal e vegetal produzindo produtos organicos e inorganicos estaveis (RYNK,
1992). Durante o processo de compostagem os compostos sdo transformados através de
sucessivas atividades de diferentes microrganismos em matéria organica estavel (PARE et al.,
1998).

As bactérias mesofilicas, actinobactérias, fungos e protozoarios sdo 0s primeiros
microrganismos a colonizarem o composto, com crescimento étimo entre 10 e 45°C. Durante
esta etapa inicial ocorre a acidificacdo do composto causada pela formacdo de acidos graxos
volateis. Devido a agdo oxidativa dos microrganismos, a temperatura aumenta atingindo
valores de 60°C propiciando o crescimento de microrganismos termofilicos (HELLMAN et
al., 1997). Dessa forma, a segunda fase do processo de compostagem é chamada de fase
termofilica onde maior parte da matéria organica é degradada e consequentemente maior parte
do oxigénio é consumido (HELLMAN et al., 1997). Apds a fase termofilica, a qual
corresponde ao pico de degradacdo de matéria organica fresca, a atividade microbiana diminui
assim como a temperatura, dando inicio a fase de maturacdo do composto produzindo
substancias semelhantes a humus (COOPERBAND, 2000). Além de microrganismos
diversificados que atuam na degradacdo da matéria orgénica, fatores como arejamento,
temperatura, umidade, relacdo C/N e granulometria sdo os principais parametros abiéticos que
afetam o processo (DIAZ et al., 1993).

A adocdo do método de compostagem proporciona beneficios como reciclagem de
nutrientes, estabilizacdo de nitrogénio amoniacal por incorporacdo na biomassa microbiana,
eliminacdo de microrganismos patogénicos e sementes de plantas indesejaveis através da
elevacdo de temperatura, reducdo de massa e volume devido a perda de agua e carbono e
reducdo na emissdao de odores (GIBBS et al., 2002). Além disso, tem sido relatado que os
residuos de antimicrobianos e genes de resisténcia podem reduzir significativamente durante a
compostagem de compostos provenientes da producdo animal (GOU et al., 2018; SELVAM
etal., 2012; DOLLIVER et al., 2008).

Assim, a adocdo da compostagem pode ser um manejo eficiente, simples econémico
no tratamento do esterco para prevenir a liberacdo de antimicrobianos, bactérias e genes de
resisténcia do esterco para solos. Entretanto, a remocdo eficiente de residuos de
antimicrobianos, e particularmente genes de resisténcia a antimicrobianos, em alguns
processos de compostagem sdo ainda baixas e requer melhorias (ZHU et al., 2013). O
processo foi eficiente na diminuicdo da abundancia dos genes tetQ, tetM e tetW em esterco de
gado, todavia aumentou a abundancia de tetC, tetX, sull e sul2 (QIAN et al., 2016). Su e
colaboradores (2015) encontraram gue a abundancia total de genes de resisténcia presentes no
lodo de aguas residuais aumentou ap6s a compostagem. Um aumento de genes de resisténcia
a tetraciclina (tet) foi observado em solos araveis que foram sujeitos a aplicacdo de esterco
suino compostado e fresco em um periodo de seis anos (PENG et al., 2015). Isso ressalta 0s
efeitos variados da compostagem nos diferentes contaminantes presentes no substrato sendo
dependentes das condi¢cdes e materiais utilizados no processo, reforcando a importancia de
estudos que avaliem o potencial da aplicacdo de compostagem nédo sé na bioestabilizacdo de
compostos e eliminacdo de microrganismos patogénicos, mas na eliminacdo de determinantes
de resisténcia a antimicrobianos.



3 CAPITULOI

DETECCAO DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E
CORRELACAO COM METAIS PESADOS EM SOLOS AGRICOLAE
DE RESERVA LEGAL EM NOVA FRIBURGO - RJ



3.1 RESUMO

A complementacdo da fertilizagdo do solo com residuos animais é comum e indicada na
agricultura. Esta pratica incrementa matéria organica no solo e melhora suas caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas. Entretanto, os residuos provenientes da producdo animal podem
ser fontes de antimicrobianos, microrganismos resistentes e genes de resisténcia a
antimicrobianos e ndo ha informacdo disponivel sobre o impacto de seu uso em &reas
agricolas no Brasil e suas respectivas areas de reserva legal. Neste contexto, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos em solos agricolas
que recebem cama de aviario fresca e de reserva legal em Nova Friburgo, RJ. Apos a extracdo
de DNA total dos solos, foi realizada a deteccdo do gene 16S rDNA e dos genes que
codificam resisténcia aos antimicrobianos colistina (mcr-1) e sulfonamida (sull e sul2) pela
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A deteccdo dos genes foi correlacionada
com as caracteristicas fisico-quimicas dos solos. O gene mcr-1 foi detectado em todas as 20
amostras. J& os genes sull e sul2 foram prevalentes na area de cultivo agricola, que se
diferenciou da area de reserva legal pela maior quantidade dos elementos P, K, Co, Pb e Mn.
Os resultados apresentados corroboram com a hip6tese de que o uso de esterco animal como
fertilizante € uma fonte de genes de resisténcia a antimicrobianos no ambiente, e reforcam a
importancia do desenvolvimento de pesquisas que elucidem os fatores que interferem na
persisténcia e disseminacdo desses genes no ambiente, para que sejam estabelecidas medidas
de controle de qualidade de residuos animais utilizados na agricultura, levando em conta a
resisténcia a antimicrobianos.

Palavras-chave: Cama de aviario. Colistina. mcr-1. Sadde Unica. sull. sul2. Sulfonamida.
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3.2 ABSTRACT

The increase of soil fertilization with animal residues is common and indicated in agriculture.
This practice increases organic matter in the soil and improves its physicochemical and
biological characteristics. However, residues from animal production may be sources of
antimicrobials, resistant microorganisms and antimicrobial resistance genes and there is no
information available on the impact of its use on agricultural areas in Brazil and its respective
legal reserve areas. In this context, this study aimed to evaluate the presence of antimicrobial
resistance genes in agricultural soils that received fresh poultry manure and legal reserves in
Nova Friburgo, RJ. After the total soil DNA extraction, the 16S rDNA gene and the genes
coding antimicrobial resistance to colistin (mcr-1) and sulfonamide (sull and sul2) were
detected using the polymerase chain reaction (PCR) technique. The detection of the genes was
correlated with the physicochemical characteristics of the soils. The mcr-1 gene was detected
in all 20 samples. The sull and sul2 genes were predominant in the agricultural farming area,
which differed from the legal reserve area by the greater quantity of P, K, Co, Pb and Mn. The
results corroborate to the hypothesis that the use of animal manure as fertilizer is a source of
antimicrobial resistance genes in the environment, and reinforce the importance of the
development of scientific research that elucidate the factors that interfere in the persistence
and dissemination of these genes in the environment, so quality control methods can be
developed to animal waste used in agriculture, taking into account resistance to
antimicrobials.

Keywords: Poultry manure. Colistin. mcr-1. One health. sull. sul2. Sulfonamide
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3.3 INTRODUCAO

A producdo animal é um dos principais pilares do agronegécio brasileiro, com
destaque para producdo avicola que em 2017 posicionou o Brasil como segundo maior
produtor de carne de aviario do mundo (ABPA, 2017). Essa alta produgdo gera uma grande
quantidade de residuo, e a principal destinacdo é sua utilizacdo na agricultura como adubo
orgénico, que melhora as caracteristicas fisico-quimicas e o aporte nutricional do solo
(DALOLIO et al., 2017). Entretanto, na producdo avicola ¢ comum a utilizacdo de
antimicrobianos de forma profilética, terapéutica e como aditivo zootécnico, além da
suplementacdo da racdo com metais pesados para promocdo de crescimento e controle
microbiano. Esses produtos exercem pressdo seletiva na microbiota intestinal do animal
favorecendo a co-selecdo de cepas resistentes a antimicrobianos e metais pesados, além de
grandes quantidades serem excretadas via fezes e urina. Isso faz com que residuos
provenientes da producdo avicola sejam fontes de antimicrobianos, metais pesados e
determinantes de resisténcia a ambos (HEUER & SMALLA, 2007).

A co-selecdo da resisténcia a antimicrobianos e metais pesados pode ocorrer por
mecanismos de co-resisténcia ou resisténcia cruzada. A co-resisténcia é caraterizada pela
presenca de genes que determinam resisténcia a antimicrobianos e metais pesados no mesmo
elemento genético movel como plasmideo, transposon ou integron. A resisténcia cruzada é
guando um Unico mecanismo confere resisténcia a antimicrobianos e metais pesados
(CHAPMAM, 2003). Lu e colaboradores (2015) para determinar a prevaléncia e examinar o
destino de genes de resisténcia a sulfonamidas em dois estuarios observaram que os metais
pesados como Ni, Cu, Zn e Pb correlacionaram significativamente com a abundancia dos
genes. O gene mcr-1 que confere resisténcia a colistina, antibidtico utilizado na medicina
humana como Ultima escolha para tratamento de bactérias gram-negativas multirresistentes,
foi encontrado em isolados de Salmonella tolerantes ao cobre (CAMPOS et al., 2016).

Uma vez que o solo € reconhecido como um reservatorio de bactérias e genes de
resisténcia a antimicrobianos, e o uso de residuos da producdo animal que contém
antimicrobianos, genes de resisténcia a antimicrobianos e metais pesados podem incrementar
este reservatorio e favorecer a disseminacédo da resisténcia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de genes de resisténcia a
antimicrobianos em solos agricolas que recebem cama de aviario fresca e de Reserva Legal
em Nova Friburgo, Rio de Janeiro, e correlacionar a presenca destes genes com a presenca de
metal pesado nos solos.
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3.4 MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras de solos e a caraterizacdo fisico-quimica e de elementos-traco
foram realizadas pela discente de Doutorado do Curso de Po6s-graduagdo em Agronomia —
Ciéncias dos Solos, orientada do prof. Nelson Moura Brasil do Amaral Sobrinho.

3.4.1 Caracterizacdo da Area de Estudo

A érea de estudo compreende a microbacia hidrogréafica de Barracdo dos Mendes,
situada na cidade de Nova Friburgo, regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil
(Figura 1). Estd 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 Teresdpolis. O
clima é tropical de altitude, com temperatura amena no verdo e fria no inverno (PMNF, 2015).
Os solos sé@o 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 Argissolos Vermelhos Eutréficos (DANTAS et al., 2015).

3.4.2 Amostragem

A coleta foi realizada em julho de 2016 em 11 propriedades agricolas, produtoras de
hortalicas. Em nove destas propriedades foram realizadas coletas de solo em &rea de cultivo
(P) em que cama de aviario fresca foi usada como fertilizante organico e em areas de reserva
legal, com remanescente de mata (M) (P1, M1, P4, M4, P6, M6, P8, M8, P9, M9, P11, M11,
P14, M14, P15, M15, P16, M16). Na propriedade 3 foi realizada a coleta apenas de solo de
area de cultivo de hortalicas (P3) e a amostra M12 é a area com mata que melhor representa a
microbacia hidrografica. Estas areas amostrais foram selecionadas por declividade e
representatividade, totalizando 10 pontos em éareas de cultivo de olericolas e 10 pontos em
areas de mata proximas a essas propriedades. Desta forma, amostras com mesma numeracao
representam a mesma propriedade com manejos distintos de solo. Os pontos amostrados
foram georreferenciados com a utilizacdo de um GPS topogréafico, marca Garmin, modelo
Montana TM 650.

3.4.3 Caracterizacdo Fisica e Quimica e de Elementos—traco

Para afericdo dos atributos quimicos e fisicos dos solos, as amostras de terra foram
processadas (secas ao ar e passadas por peneira com malha de 2,0 mm de diametro) e foi
efetuada as analises quimicas para determinagdo dos teores de matéria organica (MO), pH
(H20), P, K, Ca, Mg e Al trocaveis, H+Al, soma de bases, areia, silte e argila, seguindo
metodologia da Embrapa (DONAGEMA et al. 2011) (Tabela 1).

Para andlise dos elementos traco Zn, Mn, Cd, Pb, Ni e Cu, as amostras de solo foram
secas ao ar em casa de vegetacdo do Departamento de Solos da UFRRJ. Posteriormente, as
amostras de solo foram desmanteladas em argamassa de agata e peneiradas em peneira de aco
inoxidavel de malha de 2 mm. Os teores pseudototais dos elementos foram determinados
usando o método de digestdo EPA 3051A (USEPA, 2007) (Tabela 1).
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Figura 1. Localizacdo da area de coleta das amostras em Nova Friburgo-RJ, microbacia
hidrografica (delimitada pela linha vermelha). Os pontos verdes correspondem as 10
areas contendo mata (M) e os pontos amarelos correspondem as 10 areas cultivadas
com hortalica (P). Fonte: Guimarées (2017).

3.4.4 Extracdo de DNA de Bactérias Utilizadas como Controle Positivo

O controle positivo das reacdes de PCR foi obtido a partir da extracdo de DNA de
cepas de Escherichia coli resistentes a sulfonamida e colistina. As cepas de E. coli foram
isoladas de aves provenientes de granjas avicolas do estado do Rio de Janeiro, pelo, entdo
doutorando, Ramon Loureiro Pimenta, do curso de Pés-graduacdo em Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo em Agropecuaria, sob a orientacdo da professora Miliane Moreira Soares de Souza.

Para extracdo de DNA, cinco isolados em duplicatas foram cultivados em 5 mL do
meio de cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion) a temperatura ambiente a 150 RPM. Apoés
16 horas, 1,5 mL de cada cultura foram transferidos para microtubos e centrifugados a 16.873
g por 1 min, para sedimentar as células (HE, 2011). Esse processo foi repetido por trés vezes
para concentrar o maior numero de celulas possivel. Apds o descarte do sobrenadante, o pellet
foi ressuspendido no vortex em 600 puL de tampédo de lise (TE buffer 1X, SDS 10% e
proteinase K 20 mg mL™) e incubado a 37 °C por 1 h (HE, 2011). Ap6s esfriar a temperatura
ambiente, foram adicionados 600 uL de cloroférmio alcool isoamilico (24:1), e em seguida,
foram homogeneizadas por 2 min, e centrifugadas a 14.549 g por 10 min. Aproximadamente
600 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos para um novo microtubo para
adicdo de igual volume de cloroférmio alcool isoamilico (24:1). Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 14.549 g por 10 min e aproximadamente 400 puL do sobrenadante
foram transferidos para um novo microtubo com o mesmo volume de isopropanol gelado. As
amostras foram incubadas a -20°C, para precipitacdo do DNA, e apds 12 horas foram
centrifugadas a 14.549 g por 30 min. O pellet foi lavado com 200 pL de etanol 70% por duas
vezes e apos secar a temperatura ambiente, foi resuspendido em 30 L de &gua ultrapura.
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Tabela 1. Atributos fisico-quimicos dos solos de areas com cultivo de hortalicas adubadas com cama de aviario e de areas de reserva legal da
bacia hidrogréfica de Barracdo dos Mendes, em Nova Friburgo-RJ

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS (mg kg™) TEORES DE METAIS PESADOS (mg kg™)
Amostras  pH = )
H,0 P K Ca Mg AI’" H+Al AIT FeT MO Arg Cu Ni Cr Co Pb Cd Zn Mn
Propriedades agricolas com cultivo de hortalicas

P1 524 128,27 37253 528 11,22 0,24 5,40 43060,7 32403,0 29,57 381,20 208 81 8,6 110 17,2 0,7 81,3 316,3
P3 5,62 21422 27544 342 109 0,03 196 16417,3 19852,3 23,01 184,00 151 98 149 120 184 0,5 63,5 248,7
P4 518 8822 202,89 3,18 068 057 8,28 32369,4 66182,3 4438 43267 32,7 169 299 199 318 0,6 65,3 182,7
P6 529 80,13 28888 364 100 0,21 6,00 53274 63806,2 38,60 42288 10,7 126 321 119 291 0,1 46,3 2149
P8 598 290,63 271,75 651 114 0,01 6,63 12319,6 63816,3 32,37 408,13 33,7 125 121 75 28,1 0,2 77,3 286,0
P9 585 118,00 270,67 513 085 0,00 4,25 7355,8 53471,1 3049 379,00 26,5 10,6 9,8 2,6 24,5 0,2 48,4 289,8

P11 488 17500 19783 334 068 082 10,69 607868 5484,5 38,52 39817 32 06 154 67 268 14 74 72,3
P14 4,88 230,18 20427 4,00 0,79 109 831 77971 645336 32,74 31591 166 9,2 9,5 75 220 03 1148 669,6
P15 520 252,83 122,17 420 055 037 648 157628 363306 3138 40233 159 94 8,7 97 193 06 91,6 503,6
P16 515 10840 2134 292 0,78 025 570 698973 1654,7 23,81 43880 50 1,2 11 101 252 01 62,4 264,6
MAX. 598 290,63 37253 651 1122 109 10,69 69897,3 661823 4438 43380 337 169 321 199 318 14 1148 6696
MEDIA 533 16859 24198 416 188 0,36 6,37 3190408 4075346 3249 37631 180 9,09 142 99 242 05 65,8 304.,8
MIN. 488 80,13 122,17 292 055 0,00 1,96 7355,8 1654,7 23,01 1840 32 0,6 1,1 26 172 01 74 72,3
Areas de reserva legal

M1 550 102,00 14400 12,10 160 0,00 7,00 172652 412652 48,10 331,00 23 0,5 0,1 1,2 5,3 nd 4,0 34,7
M4 450 12,00 52,00 040 020 2,60 20,00 143252 285433 56,72 353,00 472 0,5 0,1 Nd 2,5 nd 65,4 554
M6 470 1400 86,00 160 050 1,40 10,50 18340,2 24970,7 38,10 42287 31 0,5 0,1 Nd nd nd 4,0 33,2
M8 520 3200 9300 810 160 0,10 830 177242 597771 4172 408,12 10 0,5 0,1 Nd 11,1 nd nd 10,8
M9 5,0 2,00 5500 050 030 0,60 6,20 19076,2 32170,7 20,86 293,00 3,7 0,5 0,1 Nd 8,6 nd 8,7 34,1

M11 490 18,00 98,00 040 040 240 1240 132122 22136,2 4551 227,00 43 0,5 0,1 3,3 6.4 nd 154 29,7
M12 490 24,00 11000 0,70 040 1,30 930 162312 332542 3155 336,00 34 0,5 0,1 15 0,0 nd 34 102,4
M14 490 1300 117,00 150 050 120 590 @ 18540,2 269059 36,89 430,00 115 05 0,1 Nd 51 nd 10,9 30,1
M15 4,50 3,00 5500 0,10 0,10 2,20 11,60 199322 61041,1 36,89 40233 16 0,5 0,1 01 131 nd 3,4 11,9
M16 4,70 4,00 5200 100 o040 1,70 10,70 183882 608851 3258 43880 4,6 0,5 0,1 6 20,6 nd 64,2 189,4

MAX. 55 102 144 12,1 1,6 2,6 20 19932,2 61041,1 56,72 4388 115 05 0,1 6 20,6 0 65,4 189,4
MEDIA 4,88 22,4 86,2 2,64 06 135 10,19 173035 390949 38892 36421 397 05 01 121 7,27 0 17,94 53,17
MIN. 4,5 2 52 0,1 01 0,00 59 132122 22136,2 20,86 227 1 0,5 0,1 0 0 0 0 10,8

nd = ndo determinado.



3.4.5 Extracdo de DNA Total do Solo

A extracdo do DNA total do solo foi realizada utilizando o kit PowerSoil DNA
Isolation (MO BIO Laboratories INC.), segundo protocolo fornecido pelo fabricante. Apos a
extracdo, as amostras foram armazenadas a -20° C, a quantidade e qualidade do DNA obtido
foram avaliadas por espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer- Thermo
Fisher Scientific). O célculo da concentracdo de DNA foi realizado segundo a férmula:
concentracdo do DNA em ng pL™ = A260nm x 50 e a razéo entre as leituras da absorbancia a
260 nm e 280 nm e 260 nm e 230 nm foram utilizadas como indicativos da pureza do DNA
obtido.

3.4.6 Avaliacdo da Quantidade e Qualidade do DNA Total

Apbs a extragdo, as amostras foram armazenadas a -20° C, e a quantidade e a
qualidade do DNA obtido também foram avaliadas por espectrofotdbmetro (NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific). A integridade do DNA foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% acrescido de SYBR green (Invitrogen), a fim de realizar
estimativas de concentracdo, comparando a intensidade da banda da amostra com a
intensidade da banda do marcador fago Lambda (A) (Pomega), nas concentragdes de 25 e 50
ng. O gel foi visualizado sob luz UV 254 nm e as imagens foram capturadas com a utilizacéo
do sistema de fotodocumentacdo L-PIX EX (Loccus Biotecnologia).

3.4.7 Amplificacédo dos Genes de Resisténcia a Antimicrobianos

O gene 16S rDNA e os genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos
sulfonamida (sull e sul2) e colistina (mcr-1) foram detectados através da técnica de PCR,
utilizando os primers descritos na Tabela 2. Para as rea¢fes de PCR foram utilizados 1 U de
Tagq DNA polimerase, 1X de tampédo de reacdo, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP e 0,4
MM de cada primer. A concentracdo de DNA das cepas de Escherichia coli utilizadas como
controle positivo foi de aproximadamente 10 ng uL™, ja a concentracdo do DNA total das
amostras de solos variou entre entre 5 ng uL™* a 12 ng pL™.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene 16S rDNA e dos genes
que codificam resisténcia a sulfonamida e colistina.

Primers Sequéncia 5°-3’ Tamanhodo  Referéncia
amplicon
1369-F CGGTGAATACGTTCYCGG 144pb SUZUKI et
1492-R GGWTACCTTGTTACGACTT al., (2000)
sull-F CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 162pb PEl et al.,
sull-R TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG (2006)
sul2-F TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 190pb PEl et al.,
sul2-R CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG (2006)
mcr-1F CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309pb LIU et al.,
mcr-1R CTTGGTCGGTCTGTAGGG 2015

As amplificagdes para sull, sul2 foram conduzidas segundo os seguintes parametros: 5
minutos de desnaturacéo inicial a 95 °C, 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30
segundos, 72 °C por 30 segundos, seguida de uma elongacdo final a 72 °C por 7 minutos.
Para o0 gene mcr-1 a condicdo de amplificacdo seguiu de 15 minutos de desnaturacéo inicial a
94 °C, 25 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 90 segundos, 72 °C por 60 segundos e
uma elongacéo final de 72 ° C por 10 minutos. Os produtos das reacdes de PCR foram
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visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% sob luz UV no sistema de
fotodocumentacdo L-PIX EX (Loccus Biotecnologia). Todas as reagdes foram realizadas em
triplicatas para confirmacao dos resultados.

3.4.8 Anadlise Estatistica

Uma analise de correlacdo de Pearson (5%) foi construida para as variaveis dentro de
cada area. Adicionalmente, foi utilizado o método LASSO para selecionar as variaveis que
apresentam maior percentual de classificacdo das amostras para as areas avaliadas. Apos a
selecdo das variaveis foi realizado uma analise de componentes principais (PCA) para
verificar o grau de explicacdo das variaveis selecionadas e o perfil das &reas avaliadas.
Posteriormente, um modelo generalizado foi utilizado considerando uma distribuicao
binomial para avaliar o efeito da frequéncia dos genes nas areas estudadas. Todas as analises
foram realizadas utilizando o software R.3.6.0. (CRAN).
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene 16S rDNA foi detectado em todas as amostras de solos, evidenciando presenca
de DNA em quantidade e qualidade suficiente para ser utilizado como molde para
amplificagdo dos genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos (Tabela 3). O gene
mcr-1 foi detectado em todas as amostras das areas de cultivo agricola e reserva legal.

Tabela 3. Detecgédo dos genes 16S rDNA, mcr-1, sull e sul2 em solos de cultivo agricola e de
reserva legal

16SrDNA mcr-1 sull sul2
+ + +

P1
P3
P4
P6
P8
P9
P11
P14
P15
P16
M1
M4
M6
M8
M9
M1l
M12
M14
M15
M16 + + - -

P = Areas de cultivo agricolas; M = Areas de reserva Tegal, com remanescente de mata; Presenca (+) e auséncia (-) de gene.

+ +

+
+

+ + + +
+ + +

+ 4+ + + + + + F A+ A+ A+ 4+
+ 4+ + + + 4+ 4+ + +++ 4+ + ++ 4+ ++

Em relagéo aos genes sull e sul2, ndo houve a ocorréncia de interagdo entre os genes,
mas houve diferenca significativa (P < 0,05) entre as proporc¢des dos genes nas duas areas, de
cultivo agricola e de reserva legal (Tabela 4), onde ambos foram mais frequentes nas amostras
de cultivo agricola (Figura 2).

Tabela 4. Andlise de deviance para as propor¢des de genes sull e sul2 da &rea de cultivo
agricola e reserva legal

Grau de Deviance Grau de Residuoda Pr (>Chi)
liberdade liberdade do deviance
residuo
NULL 39 54,55
Areas 1 19,05 38 35,50 0,0000
Genes 1 0,18 37 35,32 0,6708
Areas:Genes 1 3,08 36 32,23 0,0791

18



08 4 a -

17

04 + -

Proporgio de genes (sull ¢ sul

Area de preservagio Arca de produgdo

Figura 2. Proporcdo dos genes sull e sul2 nas areas de cultivo agricola e de reserva legal.

As variaveis com maior poder de classificacdo das duas areas foram P, K, Co, Pb e
Mn, de acordo com o0 modelo de classificacao:
Yij =—-8,37+0,017P + 0,018K + 0,06Co + 0,186Pb + 0,0015Mn

Isso também pode ser observado pela analise das componentes principais que
demonstrou que as variaveis selecionadas explicam 82,74% da variancia total (Figura 3).

A maior proporcdo dos genes sull e sul2 na area de cultivo agricola corrobora com a
hipdtese de que o uso de esterco animal como fertilizante € uma fonte de genes de resisténcia,
bactérias resistentes e residuos de antimicrobianos e pode disseminar a resisténcia aos
antimicrobianos no ambiente. A presenca de residuos de sulfonamida ja foi registrada em
amostras de cama de aviario, bem como, os genes sull e sul2 ja foram detectados tanto em
cama de aviario, quanto em solos adubados com este tipo de esterco (JI et al., 2012). Segundo
Ji et al. (2012), a acéo do antimicrobiano sulfonamida esté relacionada a inibi¢do competitiva
da enzima dihidropteroato sintase (DHPS) na via do acido félico e a resisténcia é conferida
por mutacdes no gene que codifica esta enzima ou pela aquisicdo de genes alternativos, como
sull e sul2. Heuer et al. (2011) verificaram, através de PCR em tempo real, que a abundéncia
de genes sull e sul2 em solos tratados com aplicacdes repetidas de esterco suino contendo
sulfonamida aumentou dois meses apds cada aplicacdo e sugeriram que aplicacOes repetidas
de esterco no solo aumentam a abundancia dos genes de resisténcia a este antimicrobiano no
solo.
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Figura 3. Analise de componentes principais das variaveis P, K, Co, Pb e Mn das &reas de
cultivos agricolas e de reserva legal.

A maior proporcdo dos genes sull e sul2 na area de cultivo agricola corrobora com a
hipbtese de que o uso de esterco animal como fertilizante € uma fonte de genes de resisténcia,
bactérias resistentes e residuos de antimicrobianos e pode disseminar a resisténcia aos
antimicrobianos no ambiente.

Além do incremento de antimicrobianos e genes de resisténcia a antimicrobianos
através da adicdo de cama de aviario nos solos, ha evidéncias de que fatores externos como 0s
metais pesados e pesticidas, por exemplo, exercem forte pressao seletiva e contribuem para a
abundancia e propagacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos mesmo em baixas
concentracdes do antimicrobiano em questdo (LU et al., 2015).

Dentre as variaveis com maior poder de diferenciacdo da area de cultivo agricola e de
reserva legal, podemos citar os metais pesados Co, Pb e Mn, que estdo em maior concentracdo
nas areas de cultivo agricola. Nossa hipotese é que os maiores teores destes metais tambem
contribuem para a manutencdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos nos solos. Lu e
colaboradores (2015) investigando os fatores que influenciam na manutencdo, propagacéo e
destino de genes de resisténcia a sulfonamidas (sull, sul2 e sul3) em dois estuarios na China
observaram uma correlagdo positiva entre 0s genes de resisténcia e os metais pesados Cr, Co,
Ni, Cu, Zn e Pb, tendo estes um coeficiente de correlagdo maior do que o observado com a
presenca do antimicrobiano. Nos estudos realizados por Ji et al. (2012) foi observado uma
maior correla¢do entre a abundancia de metais pesados e genes de resisténcia do que entre a
abundancia de residuos de antimicrobianos e genes de resisténcia, em solos tratados com
estercos, incluindo cama de aviario. No estudo supracitado Cu, Zn e Hg correlacionaram-se
positivamente com o gene sull. Os autores sugeriram que, embora o principal fator de selecao
de genes de resisténcia seja causado pelos antimicrobianos na microbiota intestinal, a presséo
de selecéo causada por residuos de antimicrobianos no solo é transitoria, pois estes podem ser
degradados. Ja os metais pesados podem exercer uma pressao seletiva a longo prazo, ja que
ndo sdo degradados e podem acumular no ambiente.
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O gene mcr-1 foi detectado em todas amostras, tanto provenientes de cultivo agricola,
tanto da area de reserva legal. Sugerimos que a principal fonte do gene mcr-1 nas amostras de
solo de cultivo agricola é proveniente da cama de aviario usada como fertilizante organico e
que a presenca desse gene nas amostras de solo de reserva legal reflete uma contaminacdo a
partir das areas de producao agricola que séo préximas.

Vaérios estudos tém relatado que genes de resisténcia a antimicrobianos podem ser
disseminados no ambiente através de escoamento superficial da agua de chuva e/ou irrigacgéo,
lixiviagdo de &reas agricolas manejadas com biossolidos ou esterco, transito de animais entre
outros (ALLEN et al., 2010; PENG et al., 2015; WANG et al., 2017; ZHU et al., 2013).

A estocagem de agua para reuso na irrigacdo e/ou uso humano e animal préoximo a
areas de producdo é uma preocupacdo pertinente. Sun et al., (2017) relataram que E. coli
produtoras de ESBL (beta-lactamase de amplo espectro) foram isoladas de pocos de &gua os
quais poderiam constituir um alto risco de disseminacdo bacteriana para humanos e animais.
Em Lansing (EUA) esterco da produgdo animal intensiva foi massivamente aplicado em solos
agricolas e antimicrobianos comumente usados como medicamentos veterindrios foram
detectados em agua de onze canais de estabelecimentos agricolas em concentracdes variando
de varios a centenas de nanograma por litro (SONG et al., 2010). Assim, é sugerido que o
solo atua como um reservatorio de antimicrobianos e pode ser disseminado no ambiente e
contaminar areas proximas através de agua superficial e/ou subterranea estabelecendo uma
pressdo de selecdo nos microrganismos favorecendo a disseminacdo de genes de resisténcia.
As areas de cultivo agricola analisadas neste estudo sdo irrigadas com agua de nascente ou
acudes o que pode representar uma fonte de disseminacdo de genes e microrganismos
resistentes no ambiente.

Grande quantidade dos antimicrobianos administrados aos animais sao excretados via
fezes e urina como forma inalterada ou metabolitos ativos (SARMAH, 2006). Ainda no
intestino dos animais, os antimicrobianos causam uma pressao de selecdo na microbiota
intestinal o que pode aumentar a abundancia de bactérias resistentes que sdo disseminados no
ambiente juntamente com o0s residuos antimicrobianos e genes de resisténcia. Uma vez no
solo, esses contaminantes interagem de diferentes maneiras, de acordo com as caracteristicas
fisico-quimicas do solo, como por exemplo os metais pesados, que irdo influenciar na sua
persisténcia no ambiente. Em acordo com o conceito de salde Unica, a saide humana, animal
e ambiental estdo intrinsecamente conectadas o que faz com que a acdo em qualquer ponto
dessa triade reflita no outro. Assim, os resultados deste trabalho sinalizam a importancia do
entendimento das vias de disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos nas areas de
producdo agricola, bem como os fatores que interferem na persisténcia e disseminagdo desses
genes no ambiente, uma vez que estes podem ser transferidos para bactérias comensais e
patogénicas de humanos e animais.
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3.6. CONCLUSOES

A adubacgdo de areas agricolas com cama de aviario fresca incrementa genes de
resisténcia a sulfonamida e colistina no solo.

Os teores de elementos P, K, Co, Pb e Mn sdo discrepantes nos solos agricolas e de

reserva legal e podem ser um dos fatores que determinam a persisténcia dos genes de
resisténcia a antimicrobianos no solo.
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4. CAPITULO II

OCORRENCIA DO GENE DE RESISTENCIA A COLISTINA mcr-1 EM
SOLOS DE PRODUCAO AGRICOLA E DE RESERVA LEGAL

Document published in “European Journal of Soil Science”
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N.M.B.A.; COELHO; S.M.O.; SOUZA; M.M.S.; COELHO, I. S. Occurrence of the colistin

resistance mcr-1 gene in soils from intensive vegetable production and native vegetation.
European Journal of Soil Science. 70:876-881, 2019.
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4.1 RESUMO

A colistina, atualmente considerada o antibidtico de ultima escolha para o tratamento de
infecces causadas por bactérias multirresistentes, € usada na producao de aviario para tratar e
prevenir infec¢Bes, e como promotor de crescimento. A cama de aviario é comumente usada
como fertilizante organico; no entanto, ndo ha relatos sobre o efeito de sua aplicacdo em
relacdo a resisténcia a colistina em solos. Assim, o objetivo do presente estudo foi comparar a
abundancia do gene de resisténcia a colistina (mcr-1) em solos de areas de producdo de
hortalicas que receberam cama de aviario ndo-compostada como fertilizante orgénico e areas
de reserva legal. O gene mcr-1 foi detectado em todas as amostras de solo das duas areas.
Uma diferenca significativa (p <0,05) foi observada na abundéncia relativa do gene mcr-1
entre os solos pertencentes a area de producdo agricola e a area de reserva legal em seis dessas
10 propriedades. Este é o primeiro relato da presenca do gene de resisténcia a colistina em
solos do Brasil. A grande maioria dos genes de resisténcia a antibioticos adquiridos por
patdgenos humanos se originou em ambientes naturais. Assim, a presenca do gene mcr-1 em
solos tratados com cama de aviario e de areas de reserva legal reforca a necessidade de
estudos que minimizem os riscos potenciais do desenvolvimento da resisténcia a colistina.

Palavras chave: Gene de resisténcia antimicrobiana. Reserva legal. Cama de aviario. PCR
em tempo real
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4.2 ABSTRACT

Colistin, currently regarded as the last-resort antibiotic for the treatment of infections caused
by multidrug-resistant bacteria, is used in poultry production to treat and prevent infection,
and as a growth promoter. Poultry litter is commonly used as organic fertilizer; however,
there are no reports on the effect of its application regarding colistin resistance in soils. Thus,
the objective of the present study was to compare the abundance of the colistin resistance
gene (mcr-1) in soils from vegetable production areas that received non-composted poultry
litter as organic fertilizer and native vegetation areas. The mcr-1 gene was detected in all soil
samples from both areas. A significant difference (p < 0.05) was observed in the relative
abundance of the mcr-1 gene between soils pertaining to the vegetable production area and
the native vegetation area in six of those 10 properties. This is the first report of the presence
of the colistin resistance gene in soils from Brazil. The vast majority of antibiotic resistance
genes acquired by human pathogens originated in natural environments. Thus, the presence of
the mcr-1 gene in soils treated with poultry litter and from native vegetation areas reinforces
the need for studies that minimize potential risks of the development of colistin resistance.

Keywords: Antimicrobial resistance gene. Legal reserve. Poultry litter. Real-time PCR
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4.3 INTRODUCTION

Colistin, also known as polymyxin E, is an antibiotic produced by some strains of
Paenibacillus polymyxa, a bacterium commonly found in soils associated with plant roots
(GRADY, MACDONALD, LIU, RICHMAN, & YUAN, 2016). The antibiotic was
maintained as a reserve agent for an extended period because of severe problems concerning
nephrotoxicity and neurotoxicity (BERINGER, 2001). However, the rapid increase in the
prevalence of Gram-negative pathogens resistant to most antimicrobials has led to its
reconsideration as a therapeutic alternative, and, in some cases, the drug has been considered
the last available option (BISWAS, BRUNEL, DUBUS, REYNAUD-GAUBERT, &
ROLAIN, 2012; LANDMAN, GEORGESCU, MARTIN, & QUALE, 2008).

The first reports on mechanisms of resistance to colistin refer to chromosome-
mediated transfer and involve the modulation of two-component regulatory systems, which
lead to the modification of lipid A (OLAITAN, MORAND, & ROLAIN, 2014). Another
resistance mechanism is mediated by the enzyme phosphatidylethanolamine transferase,
encoded by the mcr-1 gene. In 2015, Liu and collaborators first reported the presence of the
gene in a plasmid, increasing the concern regarding dissemination of resistance.

Colistin has been used extensively in animal production for prophylactic and
therapeutic purposes, as well as in promoting growth (RHOUMA, BEAUDRY, &
LETELLIER, 2016). Poultry litter, a mixture of materials including faeces, feed, feathers,
water and bedding, is a valuable nutrient-rich soil fertilizer that can improve the physical,
chemical and biological properties of soils used in agricultural production. However, animal
manure, such as poultry litter, has been considered an important reservoir of antibiotic
residues, antibiotic-resistant bacteria and antibiotic resistance genes (FALDYNOVA et al.,
2013; UDIKOVIC-KOLIC, WICHMANN, BRODERICK, & HANDELSMAN, 2014).
Despite the fact that the soil environment constitutes a natural source of both antibiotics and
antibiotic resistance genes, the application of manure from animal production can enhance the
abundance and diversity of antibiotic resistance determinants (HERATH, PALANSOORIYA,
DANDENIYA, & JINADASA, 2016; WU, QIAO, ZHANG, CHENG, & ZHU, 2010;
YANG, ZHANG, GUO, & TIAN, 2016; ZHU et al., 2013).

Therefore, the present study aimed to evaluate the occurrence of the mcr-1 gene in
cultivated soils that received poultry litter as organic fertilizer and legal reserve areas with
native vegetation in Nova Friburgo-RJ, Brazil.
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4.4 MATERIALS AND METHODS

Soil samples were collected from 10 properties in the Barracdo dos Mendes
hydrographic microbasin, located in Nova Friburgo, Rio de Janeiro, Brazil (latitude 22° 16’
55”7, longitude 42° 31’ 52”) (Figure 1) in July 2016. According to Law No 12,651/2012
(Unido, 2012), all rural properties must maintain an area covered with native vegetation,
entitled as a “Legal Reserve”. Soil samples were collected from intensive vegetable
production areas that received non-composted poultry litter as organic fertilizer, and from
native vegetation areas within each property. Each sample consisted of 30 subsamples
collected at depths ranging from 0 to 20 cm, which were pooled.
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Figure 1. Map showing the location of the study area in the Barracdo dos Mendes
hydrographic basin (delimited by black line), located in Nova Friburgo, Rio de
Janeiro, Brazil. The green points correspond to the native vegetation area (Nv) and the
yellow points represent the vegetable production area (Vp).

Total DNA was extracted from 0.25 g of soil using the DNA PowerSoil kit (MO Bio
Laboratories Inc. MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA), according to the manufacturer's
recommendations. The 16S rDNA and mcr-1 gene were quantified using the primers 1369F
(5’-CGGTGAATACGTTCYCGG-3’) and 1492R (5-GGWTAC CTTGTTACGACTT-3’)
(Suzuki, Taylor, & DelLong, 2000) and mcrl-gF (5’-AAAGACGCGGTACAAGCAAC-3%)
and mcrl-gR (5’-GCTGAACATACACGGCACAG-30) (Li et al., 2017), respectively.

Primer concentrations were analysed through concentration curves generated using the
standard sample DNA as a template. The optimal primer concentration was determined
considering the minimum concentration necessary to achieve the smallest cycle quantification
(Cq) and maximum standardized report fluorescence signal (ARn) in the absence of non-
specific peaks by melting curve analysis. Different combinations of forward and reverse
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primers were tested for reaction optimization and 400 nM of primer 1369F and 800 nM of
1492R (for 16S rDNA gene quantification), and 400 nM of mcrl-gF and 600 nM of mcrl-gR
(for mcr-1 gene quantification), were selected. The reactions were carried out in a total
volume of 12 pL containing 1X HOT FIREPolEvaGreen® HRM Mix (Solis Biodyne, Tartu,
Estonia) and 100 ng of DNA from an Escherichia coli strain positive for the mcr-1 gene. The
assays were performed using the StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster, CA), under the following conditions: 95°C for 10 min, 40 cycles at 95°C for 15 s,
60°C for 20s and 72°C for 30 s. After amplification, the melting curve was measured with a
denaturing step of 15 s at 95°C, a hybridization step of 20 s at 60°C, followed by a stepwise
temperature increment from 72 to 95°C, where the change in fluorescence was assessed at
each 0.1°C increase for 5 s.

The Escherichia coli strain used as a positive control for the mcr-1 gene was obtained
through cloacal swabs of broiler chickens from the city of Séo Jose do Vale do Rio Preto, in
the state of Rio de Janeiro. The swab samples were placed in tubes containing Stuart transport
medium. One swab was streaked on methylene Blue Eosin Agar (EMBHiMedia®) and the
plates were incubated at 37°C for 24 hr. Green metallic colonies, indicating strong lactose
fermentation, were selected. Identification of the strain was performed using the MALDI-TOF
MS proteomic technique (Rodrigues et al., 2017). The strain was tested for susceptibility to
colistin using the broth dilution method, whereby a minimum inhibitory concentration (MIC)
>2.0 mg L was considered indicative of colistin resistance, according to the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). The DNA from the colistin-
positive strain (confirmed by the phenotypic method) was extracted by boiling, and the PCR
for mcr-1 gene detection was conducted using the primers described by Liu et al. (2015). The
PCR product was purified with Exo-Sap (USB 39 Corp., Cleveland, OH, USA), according to
the manufacturer's recommended protocol. The reverse and the forward strands of the mcr-1
gene were sequenced and assembled to provide an accurate consensus sequence, helping
resolve ambiguities. Sequencing was performed at Helixxa Company (Paulinia, SP, Brazil).
The nucleotide sequences were edited with the Bioedit version 7.0.9.0 software (Hall, 1999)
and compared to sequences deposited in the GenBank using the Blast-n algorithm
(ALTSCHUL et al., 1997), showing complete identity (100%) with the mcr-1 gene from the
Escherichia coli strain E308 plasmid pLKSZ03 (Genbank accession number CP030284). The
sequence was deposited in a GenBank database (Genbank accession number MH918830).

The genome size of the Escherichia coli strain was used to estimate the quantity of
DNA (pg) that had one copy of the target (HEMBACH et al., 2017). Serial dilutions of DNA
stocks were prepared and used to calculate the calibration curves, which varied from 1.0 x
102 to 1.0 x 106 copies of the target. Optimization of the gPCR assay was evaluated by linear
regression, together with the coefficient of determination (R2), at the end of the resolution of
each point of the curve. All R2 values were higher than 0.99 and every reaction retained
amplification efficiency above 98%. The abundance of the mcr-1 gene was normalized to the
abundance of the 16S rDNA gene. These standardized values were logarithmically
transformed to log10 to obtain a near-normal distribution of the data. Excel 2010 (Microsoft
Office 2010, Microsoft, Redmond, WA) was applied to determine the averages and standard
error. Student’s t-test was performed to compare the levels of the antimicrobial resistance
mcr-1 gene in vegetable production and native vegetation areas within each property. One-
way analysis of variance (ANOVA) was used for pairwise comparisons. Differences were
considered significant at a p value of <0.05. Statistical analyses were carried out with the
GLM procedure in SAS version 9.3 (SAS, 2001).
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4.5 RESULTS

The colistin resistance mcr-1 gene was detected in all soil samples from intensive
vegetable production (Vp) and native vegetation (Nv) areas. The relative abundance log10
mcr-1 ranged from —3.12 (7.67 x 10—4 copies of mcr-1/16S rDNA) in the native vegetation
area of property 14 to —1.76 (1.81 x 10—2 copies of mcr-1/16S rDNA) in the native vegetation
area of property 11 (Figure 2). A significant difference (p < 0.05) was observed in the relative
abundance of the mcr-1 gene between soils pertaining to the vegetable production area and
native vegetation area of properties P1, P3, P6, P9, P11 and P14. In properties 6 and 14 the
relative abundance of the mcr-1 gene in vegetable production areas was significantly higher
than in native vegetation areas. On the other hand, the relative abundance of the mcr-1 gene in
native vegetation areas was significantly higher than in the vegetable production area in
properties 1, 3, 9 and 11.
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Figure 2. Relative abundance of the colistin resistance mcr-1 gene in soils from intensive
vegetable production and native vegetation areas from properties P1, P3, P4, P6, P8,
P9, P11, P14, P15 and P16. Bars indicate an average of three triplicates + standard
standard error. Bars with an asterisk (*) indicate a significant difference (p < 0.05)
between itensive vegetable production and native vegetation areas.
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4.6 DISCUSSION

The first description of colistin resistance was detected in Escherichia coli isolated
from animals and humans in China in November 2015 (LIU et al., 2015). In April 2016, the
presence of the mcr-1 gene was reported in bacteria of animal origin in Brazil (Fernandes et
al., 2016), and in October 2016, the colistin-resistant Escherichia coli sequence type 101
isolate from a human infection in Brazil was reported in the country (FERNANDES et al.,
2016). Given that colistin sulphate is not routinely used as an antibiotic in the treatment of
human infections, the detection of this gene has been linked to the intensive use of colistin
sulphate in animal production. Thus, Brazil has banned the marketing and use of colistin
sulphate as a growth promoter since November 2016. Because the soil samples used in this
study were collected in 2016 before the prohibition, the poultry litter applied in the vegetable
production soils was originated from poultry production that used colistin sulphate as a
growth promoter. Accordingly, our hypothesis is that the principal source of the mcr-1 gene in
agricultural soils is the poultry litter used as an organic fertilizer and the abundance of this
gene in the soils under native vegetation may reflect contamination from the agricultural
production nearby.

Numerous studies have shown that the abundance of antibiotic resistance genes can be
disseminated in the environment through runoff and leaching from fields treated with
biosolids or manure (ALLEN et al., 2010; PENG, WANG, ZHOU, & LIN, 2015; WANG et
al., 2017; ZHU et al., 2013). The antimicrobials used to treat animal disease and for growth
promotion can be found at a significant fraction on animal manure (SARMAH, MEYER, &
BOXALL, 2006), which, when used as organic fertilizer, may lead to the contamination of
surface water and groundwater. The increase of these molecules in the environment causes
selective pressure among microorganisms, leading to the selection of strains with intrinsic
resistance, and benefits the acquisition of determinants that confer resistance by mobile
genetic elements which may be disseminated throughout the environmental microbiota
(HEUER et al., 2011; MARTINEZ, 2009). In Lansing (MI), manure from intensive animal
production was extensively applied to agricultural soils, and antimicrobials commonly used as
veterinarian pharmaceuticals were detected in water from 11 drainage canals of agricultural
establishments and surface trenches, in concentrations varying from several to hundreds of
nanograms per litre (SONG, DING, CHIOU, & LI, 2010). Sun et al. (2017) demonstrated that
E. coli ESBL (extended-spectrum B-lactamase) producers were isolated from well water,
which could probably constitute a high risk of bacterial dissemination for humans and
animals. A pertinent concern is the reuse of stocked water (for both irrigation or human and
animal purposes) near these areas, which could represent a potential risk of resistant bacterial
dissemination. Antibiotics and antibiotic resistant bacteria can also be transported through
aerosols or dust generated during the incorporation of poultry litter into the soil. Airborne
particulate matter derived from feed yards in Texas facilitated the dispersal of several
veterinary antibiotics, as well as microbial communities containing antimicrobial resistance
genes (MCEACHRAN et al., 2015).
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4.7 CONCLUSION

The present study constitutes the first report of the presence of the mcr-1 gene in
Brazilian soils. Considering that colistin sulphate was used in considerable quantities in
poultry production (FERNANDES, MCCULLOCH, et al., 2016), and that poultry manure is
used at large scales as an organic fertilizer in agricultural production (MOORE, DANIEL,
SHARPLEY, & WOOD, 1995), future investigations are required to confirm the origin of
mcr-1 resistance genes in these soils. This information is crucial for the development of
management strategies that reduce the risk of dissemination of colistin resistance, given that
the antibiotic is currently considered a last resort for the treatment of infections caused by
multidrug-resistant Enterobacteriaceae in humans.
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5 CAPITULO III

PERSISTENCIA DE GENES DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS DURANTE O PROCESSO DE COMPOSTAGEM
DE CAMA DE AVIARIO
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5.1 RESUMO

A cama de aviario é um residuo oriundo da producdo avicola amplamente utilizado na
agricultura. E, embora proporcione beneficios ao solo e consequentemente as plantas, se ndo
bem manejada, pode ser um veiculo de contaminagdo ambiental de patdégenos natural da
microbiota intestinal das aves, residuos de antimicrobianos e metais pesados que sdo
administrados em animais para diferentes finalidades e ndo sdo totalmente metabolizados no
organismo, bactérias resistentes e genes de resisténcia a antimicrobianos. A compostagem ¢é
uma pratica de manejo difundida e muito utilizada com comprovada eficacia para reduzir
possiveis contaminantes, especialmente microrganismos patogénicos. Entretanto, estudos
anteriores demonstram que ndo ha uma eficicia garantida na eliminagdo total de
determinantes de resisténcia a antimicrobianos. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da compostagem da cama de aviario na persisténcia de genes de
resisténcia a antimicrobianos por um periodo de 120 dias. O processo foi conduzido em
composteira com capacidade de 98 L, a qual foi adicionada 45 Kg de cama de aviario. As
amostras foram coletadas no tempo 0, 30, 60, 90 e 120 dias seguida da extracdo de DNA total
e amplificacdo do gene 16S rDNA e os dos genes de resisténcia a p-lactamicos (blaampc),
sulfonamidas (sull e sul2) e colistina (mcr-1) pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase.
O gene blaampc que foi detectado somente no tempo 0 dias, porém os genes sull, sul2 e mcr-1
foram detectados mesmo apds 120 dias de compostagem. Uma vez que a maxima temperatura
alcancada na compostagem foi de 56° C, variando de 41 °C a 56 °C, por 27 dias, sugere-se
que esta pode nao ter sido suficiente para eliminacdo dos genes sull, sul2 e mcr-1. Além
disso, a presenca e estabilidade de antimicrobianos e metais pesados podem favorecer a
manutencdo, disseminacdo e persisténcia destes genes de resisténcia. Esta informacgdo é
crucial para reiterar a necessidade de implementar normas para a gestdo de residuos e
estabelecer parametros de qualidade para sua reutilizacdo na agricultura, uma vez que o efeito
da compostagem ndo é padronizado nos diferentes contaminantes e é dependente das
condicGes e materiais utilizados no processo.

Palavras chaves: blasmpc. mer-1. sull. sul2 Contaminagéo ambiental. Producéo avicola
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5.2 ABSTRACT

The poultry manure is a residue derived from poultry production widely used in agriculture.
Although it provides benefits to the soil and consequently to plants, if not well managed, can
be a vehicle of environmental contamination of pathogens natural intestinal microbiota of
poultry, residues of antimicrobials and heavy metals that are used in animals for different
purposes and are not fully metabolized in the organism, resistant bacteria and antimicrobial
resistance genes. Composting is a widespread and widely used practice with proven efficacy
to reduce possible contaminants, especially pathogenic microorganisms. However, previous
studies show that there is no guaranteed efficacy in the total elimination of resistance
determinants to antimicrobials. In this context, this study aimed to evaluate the effect of
poultry manure composting on the persistence of antimicrobial resistance genes for a period
of 120 days. The process was conducted in a compost bin with capacity for 98 L, in which
was added 45 Kg of poultry manure. The samples were collected at 0, 30, 60, 90 and 120 days
followed by total DNA extraction and amplification of the 16S rDNA gene and those of the
resistance genes B-lactamics (blaampc), sulfonamides (sull and sul2) and colistin (mcr-1) using
the polymerase chain reaction technique. The blasmpc gene was detected only at O days,
however the genes sull, sul2 and mcr-1 were detected even after 120 days of composting.
Since the maximum temperature achieved in composting was 56 ° C, ranging from 41 °C to
56 °C, for 27 days, it is suggested that this may not have been enough to eliminate the genes
sull, sul2 and mcr-1. Furthermore, the presence and stability of antimicrobials and heavy
metals may favor the maintenance, dissemination and persistence of these resistance genes.
This information is crucial to emphasize the need to implement standards for waste
management and to establish quality parameters for its reuse in agriculture, since the effect of
composting is not standardized on different contaminants and depends on the conditions and
materials used in the process.

Keywords: blaampc. mer-1. sull. sul2. Environmental contamination. Poultry production
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5.3 INTRODUCAO

O Brasil é o0 segundo maior produtor mundial de aviario com 48.426.232 matrizes de
corte em 2017 (ABPA, 2017). Entretanto, a alta producdo tem como consequéncia a geracdo
de grande quantidade de cama de aviario como residuo, com volume anual estimado em torno
de 8-10 milhdes de toneladas ano™ (DALOLIO et al., 2017). A geracéo desses residuos é uma
preocupacao para o setor agricola que busca cada vez mais alternativas sustentaveis para sua
disposicdo no ambiente.

A principal destinacéo da cama de aviario € seu uso como fertilizante organico devido
ao seu alto potencial de aporte nutricional e incremento de matéria organica melhorando as
caracteristicas fisico-quimicas do solo (BLUM et al., 2003). Entretanto, a cama de aviario
contém muitos géneros de bactérias, que sdo comuns da microbiota intestinal das aves,
capazes de causar doencas em humanos e que podem sobreviver até onze semanas fora do
sistema digestivo sendo Escherichia coli, Salmonella e Campilobacter os principais presentes
(HAAPAPURO et al., 1997; OAKLEY et al., 2014). Esses patdgenos sdo conhecidos por
carrearem plasmideos com genes de resisténcia a antimicrobianos contribuindo para sua
disseminacdo no ambiente representando um risco a salde humana e animal (PAL et al.,
2015).

Neste sentido, é preconizado a busca de alternativas de manejo que resultem na
reducdo ou eliminacdo de patdgenos e compostos indesejaveis para garantir a seguridade do
seu uso como fertilizante. A compostagem é um processo natural de decomposicao de matéria
organica por microrganismos aerobicos sob condicdes controladas, que viabiliza a ciclagem
de macro e micronutrientes (INACIO & MILLER, 2009). O processo consiste em trés fases, a
saber: mesofilica, termofilica e de maturacdo. Os primeiros microrganismos a colonizarem a
pilha dos residuos sélidos séo as bactérias mesofilicas, actinobacteria, fungos e protozoarios
devido ao potencial de crescimento 6timo entre 10 e 45 °C (COOPERBAND, 2000). Em
consequéncia da atividade microbiana na quebra dos componentes que sdo mais facilmente
degradaveis como agUcares e aminoacidos ocorre um aumento da temperatura variando entre
45 a 60 °C acarretando a substituicdo dos microrganismos mesofilicos pelos termofilicos
dentro de 24 a 72 horas ap6s a formacio da pilha. A medida que os substratos se tornam um
fator limitante para atividade microbiana a temperatura diminui e 0S microrganismos
mesofilicos recolonizam a pilha iniciando a fase de maturacdo. O composto é considerado
estavel quando a temperatura do nucleo da pilha atinge niveis proximos ao do ambiente e a
concentracdo de oxigénio permanece maior que 5% por varios dias (COOPERBAND, 2000).

A compostagem, quando bem conduzida, elimina a maioria dos patégenos presentes, 0
que reduz o risco de contaminacdo do ambiente. Todavia, ndo ha um consenso sobre seu
efeito na eliminacdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos, que tem variado em fungéo
do tipo do material, que pode ser proveniente de bovino, frango, porco, cavalo, e outros, e das
condigdes de conducdo da compostagem (CUI et al., 2016).

Com isso, 0 objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito da compostagem de cama de
aviario, corriqueiramente utilizada como fertilizante organico, na persisténcia de genes de
resisténcia a antimicrobianos.
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5.4 MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras de cama de aviario, a condugdo do processo da compostagem e
a caraterizacdo fisico-quimica e de elementos-traco foram realizadas pela discente de
Doutorado do Curso de Pds-graduacdo em Agronomia — Ciéncias dos Solos, Camila da Costa
Barros de Souza, orientada do prof. prof. Nelson Moura Brasil do Amaral Sobrinho.

5.4.1 Caracterizacdo da Compostagem e Amostragem

A compostagem foi realizada na &rea experimental da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, utilizando o residuo de cama de aviario oriundo de granjas da cidade de Séo
José do Vale do Rio Preto, principal centro avicola do Estado do Rio de Janeiro. Foi
adicionado uma quantidade de 45 kg de material em composteiras com capacidade de 50 kg, o
qual foi compostado por um periodo de 120 dias. A homogeneizacdo do composto foi
realizada por revolvimento manual de acordo com a temperatura da mesma. A temperatura foi
continuamente monitorada durante o processo utilizando um termémetro de mercdrio. A
umidade do composto foi mantida em torno de 60% através da adicdo de agua.

Amostras representativas foram coletadas no tempo 0, 30, 60, 90 e 120 dias de
compostagem.

5.4.2 Extracdo de DNA de Bactérias Utilizadas como Controle positivo

Os controles positivos das reagdes de PCR foram obtidos a partir da extracdo de DNA
de cepas de Escherichia coli resistentes a sulfonamida e colistina isoladas de aves
provenientes de granjas avicolas do estado do Rio de Janeiro, pelo, entdo doutorando, Ramon
Loureiro Pimenta, do curso de Pds-graduacdo em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em
Agropecuaria, sob a orientacdo da professora Miliane Moreira Soares de Souza.

Para extracdo de DNA, cinco isolados em duplicatas foram cultivados em 5 mL do
meio de cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion) a temperatura ambiente a 150 RPM. Apds
16 h, 1,5 mL de cada cultura foram transferidos para microtubos e centrifugados a 16.873g
por 1 min, para sedimentar as células (HE, 2011). Esse processo foi repetido por trés vezes
para concentrar 0 maior numero de células possivel. Ap6s o descarte do sobrenadante, o
precipitado foi ressuspendido em 600 pL de tampao de lise (TE - 10 mM de Tris-HCI pH 8,0
e 1 mM de EDTA, SDS 10% e 20 mg/mL™ proteinase K) e incubado a 37 °C por 1 h (HE,
2011). Apos esfriar a temperatura ambiente, foram adicionados 600 pL de cloroférmio alcool
isoamilico (24:1), foram homogeneizadas por 2 min, e centrifugadas a 14.549g por 10 min.
Aproximadamente 600 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos para um novo
microtubo para adic¢do de igual volume de cloroférmio alcool isoamilico (24:1). Em seguida
as amostras foram centrifugadas a 14.549g por 10 min e aproximadamente 400 uL do
sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo com 0 mesmo volume de
isopropanol gelado. As amostras foram incubadas a -20°C, para precipitacdo do DNA, e apds
12 horas foram centrifugadas a 14.549g por 30 min. O precipitado foi lavado com 200 pL de
etanol 70% por duas vezes e apds secar a temperatura ambiente, foi resuspendido em 30 pL
de &gua ultrapura.

5.4.3 Extracado de DNA Diretamente do Composto

A extracdo do DNA total do composto foi realizada utilizando o kit PowerSoil DNA
Isolation (MO BIO Laboratories INC.) segundo protocolo fornecido pelo fabricante.
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5.4.4 Avaliacédo da Quantidade e Qualidade do DNA Total

Apobs a extragdo, as amostras foram armazenadas a -20° C, e a quantidade e a
qualidade do DNA obtido também foram avaliadas por espectrofotémetro (Nano Drop ND-
1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific). A integridade do DNA foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% acrescido de SYBR green (Invitrogen), a fim de realizar
estimativas de concentragdo, comparando a intensidade da banda da amostra com a
intensidade da banda do marcador fago Lambda (A) (Pomega), nas concentragdes de 25 e 50
ng. O gel foi visualizado sob luz UV 254 nm e as imagens foram capturadas com a utilizacéo
do sistema de fotodocumentacdo L-PIX EX (Loccus Biotecnologia). Para amplificacdo do
DNA total das amostras de compostagem, estas foram diluidas em agua ultrapura para que
fosse obtido concentracdes de DNA entre 10 ng uL™ a 20 ng uL™ e diminuir a concentracéo
de possiveis contaminantes que podem estar presentes nas amostras, inibindo
consequentemente a reacdo de PCR.

5.4.5 Amplificacdo dos Genes de Resisténcia a Antimicrobianos

O gene 16S rDNA e os genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos [3-
lactamicos (blaampc), sulfonamida (sull e sul2) e colistina (mcr-1) foram detectados através da
técnica de PCR, utilizando os primers descritos na Tabela 1. Para as rea¢fes de PCR foram
utilizados 1X de tampdo de reacdo, 1 U de Tag DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM
de dNTP e 0,4 uM de cada primer. A condicdo de amplificacdo para o gene 16S rRNA foi
realizada com os seguintes parametros: 5 min de desnaturagdo inicial a 94°C, 30 ciclos de
94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, seguida de uma elongagdo final a 72°C por
10 min. Para os genes de resisténcia blaampc, Sull e sul2 os pardmetros foram: 5 min de
desnaturacdo inicial a 95 °C, 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 30 s,
seguida de uma elongacdo final a 72 °C por 7 min. E para o gene mcr-1 a condicdo de
amplificacdo foi: 15 min de desnaturacdo inicial a 94 °C, 25 ciclos de 94°C por 30 s, 58°C por
90 s, 72°C por 60 s, seguida de uma elongacao final de 72°C por 10 min. Os produtos das
reacOes de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% sob luz UV no
sistema de fotodocumentagéo L-P1X EX (Loccus Biotecnologia).

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene 16S rDNA e dos genes
que codificam resisténcia a -lactamico, sulfonamida e colistina

Primers Sequéncia 5°-3’ Tamanho do Referéncia
amplicon
27-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1500pb SUZUKI &
1512-R ACGGCTACCTTGTTACGACT GIOVANNONI, 1996;
KANE et al. 1993)
ampC-F CCCCGCTTATAGAGCAACAA 634 pb SOBIA et al., 2011
ampC-R TCAATGGTCGACTTCACACC
Sull-F CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 162 pb PEl et al., 2006
Sull-R TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
Sul2-F TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 190 pb PEI et al., 2006
Sul2-R CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG
mcr-1F CGGTCAGTCCGTTTGTTC 309 pb LIU etal., 2015
mcr-1R CTTGGTCGGTCTGTAGGG
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene 16S rDNA foi detectado em todas as amostras evidenciando a presenca de
DNA em quantidade e qualidade suficiente para ser utilizado como molde para amplificacdo
dos genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos. O gene blasmyc foi detectado
somente no tempo zero de compostagem. Ja os genes sull, sul2 e mcr-1 foram detectados até
120 dias de compostagem (Tabela 2).

Tabela 2. Detecgéo dos genes 16S rDNA, blaampc, sull, sul2 e mer-1 nos tempos 0, 30, 60, 90
e 120 dias de compostagem

Tempo (dias)  16S rDNA blaampc sull sul2 mcr-1
0 + + + + +
30 + - + + +
60 + - + + +
90 + - + + +
120 + - + + +

Presenca (+) € auséncia (-) de gene.

Vaérios fatores podem afetar a prevaléncia de genes de resisténcia a antimicrobianos
durante o processo de compostagem. Dentre os principais, podemos citar a concentracdo de
antimicrobianos e metais pesados e a temperatura da compostagem (LIAO et al., 2017
AWASTHI et al., 2019).

Em média, 80% dos antimicrobianos administrados em animais para fins profilatico,
terapéutico ou aditivo zootécnico ndo sdao metabolizados completamente no organismo e sdo
usualmente excretados como substancia inalterada ou como metabdlitos que ainda podem
estar ativos, sendo descarregados no ambiente através de esterco animal (HEUER et al.,
2011).

A degradacédo dos antimicrobianos é inversamente proporcional a sua concentra¢do no
solo. Demoling et al. (2009) aplicaram uma concentracdo de sulfametoxazole de 500, 20 e 1
mg Kg™ de solo e ap6s 5 semanas observaram concentracdo de 153, 1,5 e 0,04 mg Kg™,
representando uma reducdo de 70, 92,5 e 96%, respectivamente. Uma tendéncia similar foi
observada por Cui et al. (2014) em doses crescentes de ciprofloxacina de 1, 5 e 50 mg Kg™ de
solo seco que teve reducdo na degradacdo de aproximadamente 60, 54 e 28%,
respectivamente, em 40 dias. A maior concentracdo dos antimicrobianos pode prolongar sua
persisténcia no solo devido a inibicdo de atividade de alguns microrganismos, especialmente,
aqueles relacionados a sua degradacdo (PAN & CHU, 2016). Além disso, a maior
concentracdo de antimicrobianos acarreta a selecdo de microrganismos resistentes o que
favorece a manutencéo, circulacdo e disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos
no ambiente.

E comum a prética de suplementagio de metais pesados nos alimentos para animais de
producdo com intuito de promover salde e crescimento (AARESTRUP & HASMAN, 2004;
HEJNA et al., 2017). E como acontece com 0s antimicrobianos, grande quantidade do que €
administrado aos animais é excretado. Em estudo realizado nos EUA para caracterizar o papel
da suplementacdo alimentar com metal pesado observou-se que cerca de 90% de cobre e
zinco que foram adicionados na alimentacdo foram encontrados nas fezes (MEDARDUS et
al., 2014).

A presenca de metal pesado também pode contribuir para a selecdo de bactérias
resistentes a antimicrobianos atraves de mecanismos de co-resisténcia e resisténcia cruzada
(IMRAM et al., 2019). Lu e colaboradores (2015) investigando os fatores que influenciam na
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manutencdo e propagacdo dos genes de resisténcia a sulfonamidas (sull, sul2 e sul3)
observaram uma correlagdo positiva entre os genes de resisténcia e os metais pesados Cr, Co,
Ni, Cu, Zn e Pb tendo estes um coeficiente de correlacdo maior do que o observado com a
presenca do antimicrobiano. Jia et al. (2012) também observaram que os niveis de genes de
resisténcia a sulfonamidas foi relativamente independente das concentracbes do
antimicrobiano, porém foi fortemente associado com os niveis dos metais pesados Cu, Zn e
Hg no esterco e solo. Berg et al. (2005) objetivando determinar se adubacdo com Cu afeta a
frequéncia de resisténcia a esse micronutriente e padrdes de resisténcia a antimicrobianos em
bactérias nativas do solo observaram que houve diferenca significativa para resisténcia contra
B-lactdmicos e sulfanilamida, ou seja, além da selecdo de resisténcia ao Cu o incremento deste
metal no solo seleciona indiretamente resisténcia a antimicrobianos em bactérias resistentes
ao cobre. O cobre também tem sido relacionado a sele¢do e expansdo do gene mcr-1 em
clones de Salmonella tolerantes a este metal, carreando o gene pcoD + silA no cromossomo
(CAMPOS et al., 2016). A correlacdo de genes de resisténcia a metais pesados e
antimicrobianos é alarmante uma vez que 0s metais pesados ndo sdo degradados o que
permite a conservacao e circulagdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos no ambiente.

A temperatura tem sido considerada um fator crucial na eliminacdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos na compostagem, porém ndo ha uma definicdo da temperatura
necessaria para eliminacdo completa dos genes. Alguns autores afirmam que um periodo de
15 dias a temperatura acima de 70 °C, alcangcada em compostagem hipertermdfila, contribui
para a maior eficiéncia no tratamento devido a completa desnaturacdo de DNA e degradacéo
de genes de resisténcia a antimicrobianos (LAPARA & DIEHL, 2010; LIAO et al., 2017).
Outros sugerem que, durante a fase termofilica, caracterizada por temperaturas acima de
45°C, pode ocorrer a morte de muitas espécies de bactérias e degradacdo do DNA liberado
reduzindo consequentemente a abundancia de alguns genes de resisténcia (YOUNGQUIST et
al., 2016).

No presente trabalho, durante o processo de compostagem, temperaturas acima de
40°C foram atingidas em 2 dias tendo esta fase duracédo total de 30 dias. Apds esse periodo
teve inicio a fase mesofilica caracterizada por variacdo de temperatura no composto de 26°C a
34°C com duracdo de 30 dias. Com substrato se tornando limitante ocorre a diminui¢do da
atividade microbiana seguida da diminuicdo da temperatura, a qual se equiparou com a
temperatura ambiente registrando o inicio da fase de maturacdo até os 120 dias (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura do da cama de aviario durante 120 dias de compostagem.
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A compostagem tem potencial de reduzir a concentracdo e a biodisponibilidade de
antimicrobianos, bem como de bactérias e genes de resisténcia presentes (YOUNGQUIST et
al., 2016). Porém, devido as variacGes inerentes aos diferentes residuos (na concentracao de
antimicrobianos, metais pesados, diversidade bacteriana, dentre outros), variagfes nos
métodos de conducdo da compostagem, que levam a variagdes nas maximas temperaturas
atingidas, ndo ha ainda um consenso de um método otimizado que garanta a eliminacéo de
genes de resisténcia durante este processo.

Selvam e colaboradores (2012) afirmaram que a compostagem foi um método
eficiente na eliminacdo de genes de resisténcia a sulfonamida, tetraciclina e ciprofloxacina em
esterco de suinos apds 42 dias. Storteboom et al. (2007) estudaram o efeito da alta e baixa
intensidade das técnicas de manejo na abundancia de genes de resisténcia a antimicrobianos
em esterco de cavalo contaminado com clortetraciclina, tilosin e monesin e observaram que
embora a intensidade do manejo tenha influenciado na taxa de disseminacdo dos genes de
resisténcia, ndao foi um fator significante na reducdo dos niveis de genes de resisténcia a
antimicrobianos, e a diminui¢do nos genes de resisténcia tet (W) e tet (O) ocorreu somente
apos seis meses de tratamento. Porém, outros estudos relatam que a compostagem aumenta a
abundancia de ARG. Qian et al (2016) exploraram o efeito da compostagem de esterco bovino
com adicédo de diferentes concentracdes de oxitetraciclina e sua capacidade de atenuar ARGs
e encontraram que a abundancia relativa dos ARGs tet (C), tet (X), sull, sul2 e intl aumentou
enquanto a abundancia relativa de tet(Q), tet(M), tet(W) diminui.

Neste estudo, mesmo ap6s 120 dias de compostagem foi possivel detectar os genes
sull, sul2 e mcr-1. Nossa hipdtese € que a maxima temperatura alcangada, em torno de 56° C,
e 0 periodo de constancia, entre 41 °C e 56 °C por 27 dias, pode ndo ter sido suficiente para
eliminacdo destes genes. Além disso, a presenca de antimicrobianos e metais pesados neste
residuo pode ter favorecido a manutencdo, disseminacdo e persisténcia destes genes de
resisténcia.

A utilizacdo de residuos da producdo animal na agricultura € uma pratica de manejo
ambientalmente e economicamente viavel que contribui para sustentabilidade a longo prazo,
uma vez que estes residuos contém nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas e
pode repor ou complementar a fertilizacdo mineral em muitos tipos de sistema de producéo
agricola (JIN et al., 2015). Porém, pode ser fontes de contaminantes como antimicrobianos,
bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de resisténcia a antimicrobianos (CHEN et al.,
2016). Com isso, 0 manejo apropriado dos residuos € fundamental para manter a miriade de
beneficios proporcionados pelo incremento de matéria organica e ciclagem de nutrientes
disponibilizados por este material, e deve ser levado em conta neste processo, a eliminagao
deste contaminantes que podem disseminar a resisténcia a antimicrobianos, que é um
problema de satude publica de &mbito global.
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5.6 CONCLUSOES

Apos 30 dias de compostagem da cama de aviario o gene blasmpc que confere
resisténcia ao antimicrobiano da classe dos B-lactamicos nédo foi mais detectado, indicando a
eficiéncia do processo na eliminagédo deste gene.

Os genes sull, sul2 e mcr-1 que codificam resisténcia para a classes de

antimicrobianos sulfonamida e colistina, respectivamente, foram detectados até os 120 dias de
compostagem.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho consistiu na pesquisa de genes de resisténcia a antimicrobianos em solos
agricolas que recebem cama de aviario fresca como complementacdo da adubacdo, a
disseminacdo desses genes para areas de reserva legal localizadas préximas as &reas de
producdo e a persisténcia desses genes no tempo 0, 30, 60, 90 e 120 dias de compostagem da
cama de aviério.

Embora se confirmou que o uso de esterco animal pode incrementar genes de
resisténcia no solo, o que favorece a disseminagdo desses genes no ambiente, a adubagdo com
esterco animal é uma estratégia sustentavel para destinar residuos da producdo animal. Assim
é crucial que sejam estabelecidas préaticas para eliminar os determinantes de resisténcia a
antimicrobianos destes compostos para que eles sejam aplicados de forma segura nos solos.

A pratica da compostagem é promissora para eliminacdo de patdégenos e determinantes
de resisténcia a antimicrobianos, entretanto foi observado que sdo necessérias adequacfes no
processo para aumentar a eficiéncia na eliminagdo destes genes.

Os resultados aqui apresentados sinalizam a importancia do entendimento das vias de
disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos em &reas de produgdo agricola, bem
como os fatores que interferem na persisténcia e disseminacdo desses genes no ambiente, e
reiteram que estratégias para reduzir a resisténcia antimicrobiana em animais e humanos
devem incluir a prevencdo do fluxo de genes de resisténcia antimicrobianos de/e para
reservatorios ambientais, reforcando a importancia do conceito de Sadde Unica.
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