UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
EscoLA DE ENGENHARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANEAMENTO, MEIO AMBIENTE E RECURSOS
HIDRICOS

LETICIA DA SILVA SANTOS

OCORRENCIA E REMOCAO DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
EM SISTEMAS SIMPLIFICADOS DE TRATAMENTO DE ESGOTO, EM BELO
HORIZONTE

Belo Horizonte
2021



Leticia da Silva Santos

OCORRENCIA E REMOCAO DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
EM SISTEMAS SIMPLIFICADOS DE TRATAMENTO DE ESGOTO, EM BELO
HORIZONTE

Versao Final

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e
Recursos Hidricos da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Saneamento,

Meio Ambiente e Recursos Hidricos.

Orientadora: Profa. Dra. Juliana Calébria de
Araujo

Coorientadora Marcela Franca Dias

Belo Horizonte
2021



Santos, Leticia da Silva.
S2370 Ocorréncia e remocao de genes de resisténcia a antibidticos em
sistemas simplificados de tratamento de esgoto, em Belo Horizonte - MG
[recurso eletrdnico] / Leticia da Silva Santos. — 2021.
1 recurso online (85 f. : il., color.) : pdf.

Orientadora: Juliana Calébria de Araujo.
Coorientadora: Marcela Franca Dias.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais,
Escola de Engenharia.

Apéndices: f. 79-85.
Bibliografia: f. 1-78
Exigéncias do sistema: Adobe Acrobat Reader.

1. Engenharia sanitéria - Teses. 2. Saneamento - Teses.
3. Esgoto — Tratamento — Teses. 4. Radiacdo Ultravioleta — Teses.
I. Araljo, Juliana Calabria de. Il. Dias, Marcela Franga. Ill. Universidade
Federal de Minas Gerais. Escola de Engenharia. V. Titulo.
CDU: 628(043)

Ficha catalogréafica elaborada pela Bibliotecéria Leticia Alves Vieira - CRB-6/2337
Biblioteca Prof. Mario Werneck - Escola de Engenharia da UFMG




Fafiiir  FERR R SENUFRD - JE3C20E - Fob da Apeasatha

LIMIVERSIDADE FEDERAL DE MIMKAS GERALS
|ESCOHLA DE EMGERHARIA]
LB ] A DD DR CLTRS [THE EREDUWD“PEG—GMI:IMEM EM | SANEAMENTD, MER AMBIENTE E
RECLIRS0ES HIDR OS]
FOLHA DE APROYACAD
I"Dicorréncia ¢ Remope De Genees De Reslseéncia a Amtibsiticos Em Sissemas Simplificado: De
Tratamenin e Exgate, Fm Belo Horieanie - Bg. “)

ILETICIA DA SILVA SANTOS]

Drissertacio i Mestrada] dkelendl ¢ aprovala, me dia [ 26 de abeil de 3021, pela Banca Examisades
designada pedo [Colegade do Frograma de Pos-Graduacin EM SANEAMENTO, MENY AMBIENTE E
RECURS0S HEIJH.'IEI:I‘E] da Universidade Federal oo Mings Gemis coscimida pelos  seguisnes

professores;

|Erofa D Sivan de Querne Silva) - Membro Exeerna)

[UFoE]

IPrad. Dr. Marcos Yon Sperisgl - Membro Inernal

[UFMG]

IProda Dva Juliana Caldhria de Amujo - Oremadoral

[UFMG)

APROYADA FELD COLEGIADD 0O PPG SMARH

Sanaly Cristing Rezends Borges die Lima - Conndesadon

Bielu Hortenmie, 26 de abril de 2021,

EI'! Diccumenng 4 nado cetranl camens por Marces Yan Sperling Profdesor do Maglserie Sup=riar,
m &0 IR, bs VRS, comborme hornio aliclal o Brasili. com fidamenn no am 5" e e
Firi i 710,583, de 13 de wovermbio de 2020

hitpaSselrimg brifssiconbodsdor pha Mesr=dsou meric_jm primic_esthaces_origam=srvos_yhusl sorhid_gocwuranto=7234.. 1T




ILDRT02T L12F SENUFMG - JE9E200 - Fol da Apasecia

ﬂ qmummnmumnrmmwﬁhmumhmrhnm.m
E ISR, e 5L, oonbormee Roedno oliclal de Beasilia, oom fendamenn ne an. 5" do Deoreo o

10543, ¢ L3 e osemben e 2000

ﬂ Decumersa as=insdo detmnicanente por Faliana Calabria de Srauje, Profesora de Magsiéno
ﬂ Saperior, o AL, & 1126, conforme hordrks oficial de Draedlia, com fusdamerso so an, 5

din Dexreto o 19,543, e 13 de povemboo de J02101

sﬂ Decumerss aw=insin detrmnicamente por Seaaly Cristing Beeende Borges die Lima,
|_?| Canrdenstdsria) de cursn de pos-gradusgio, em AR, & 1807, confume hordres of oul de
Seiess | Browedlia, oom fandamenin oo ari, 5 dn Decreio o 19,543, de L e povembe de 2030,

-l A aimenticidsde desie dooumenio pode ser conlerida o she

< lipesVend, i g e Oonood goor ExIeTRO.DROT

o progdorpmentn coalericfild osn goesss extemoe(l, inlomando o codigo verilicador MES2I0R £ o
g odlige CRC I7TELICE.

Bbertrecher Frsorie o" D72 20 195082114 SEl A EALEE

L] L = 2L




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus que me guiou e amparou durante toda a minha vida.

Ao0s meus pais Rosilene e José e a minha irm4, Laissa, que me incentivaram em todas as minhas
decisfes. Nunca conseguiria descrever com palavras todo amor que tenho por eles. Agradeco
também a todos os familiares que me d&o imensuravel suporte Rosana, Rosival, Arthur, Maria

de Fatima, Rogério, Tia Rosilda, Rosenilton e Tia Rai.

As minhas queridas amigas Isabela e Sheilane que foram minha familia durante os Gltimos dois
anos e me acolheram nos momentos mais dificeis. Foram fundamentais para que eu conseguisse

concluir este trabalho.

A minha orientadora, Juliana Calabria de Araujo, pela orientacdo, paciéncia e por ter me

permitido fazer parte desse trabalho. Agradeco muito por toda a confianca que teve em mim.

A minha coorientadora, Marcela Franca Dias, pela paciéncia e carinho ao sanar minhas ddvidas.

Por ter me ensinado a utilizar o Rstudio, e por todo aprendizado que me foi passado.

Ao professor Sérgio Aguino que nos ensinou a trabalhar com o fotorreator e foi imprescindivel

para o desenvolvimento deste trabalho. Obrigada pela disponibilidade e paciéncia.

As colegas do laboratério de Microbiologia. Déborah Freitas, Cintia Leal e Elayne Machado
que foram verdadeiras mentoras e me ajudaram desde o primeiro momento que comecei a
estudar o tema da dissertacdo. Mostraram a pratica do laboratorio, ensinaram a técnica qPCR e

me deram todo o suporte que possibilitou 0 bom andamento das minhas analises.

Aos amigos acolhedores que encontrei nas terras mineiras Fernanda, Luisa, Baruc, Luan,
Daniel, Debora, Priscila, Julio, Natan, Ana Clara e Tatiane. Amigos que alegraram meus dias e

aliviaram a saudade de casa.

Ao professor César que me deu oportunidade de trabalhar em seu projeto em 2019, e me
possibilitou ficar em Belo Horizonte para continuar o mestrado. Agradeco pelo grande

aprendizado que tive nesse periodo.



A amiga Brendinha que nem hesitou em me acolher em sua casa no momento que mais precisei

de apoio.

Ao programa de pés graduacdo SMARH por todo suporte que possibilitou a realizagdo desse
sonho. E ao excelente corpo docente que integra esse programa, compartilhando seus
conhecimentos durante as disciplinas. Em especial aos professores Carlos, Marcos, Sonaly,

Uende, Silvia e Eduardo Coutinho.

A FUNASA por financiar a compra dos materiais necessarios a execucgdo das anélises de

laboratorio.

Ao CNPq pela bolsa de estudos que me possibilitou estar em Belo Horizonte para desenvolver

as atividades necessarias a pesquisa.
A COPASA por possibilitar as pesquisas no centro de pesquisa e treinamento em saneamento.
Aos trabalhadores brasileiros que financiam todas as pesquisas que possuem bolsa de estudos.

A secretaria do PPG-SMARH pelo auxilio a todos os alunos e professores que fazem parte do

programa.

A UFMG, pelas instalacdes fisicas e por unir todo o essencial para as atividades de pesquisa e
ensino. Por prezar, diante desse periodo de incerteza da Pandemia, pela saide da comunidade
que faz parte dessa instituicao.



RESUMO

A resisténcia antimicrobiana tem sido indicada pela Organizacdo Mundial de Saide como um
problema global que ameaga o0s ganhos conquistados com o uso dos antibioticos desenvolvidos
até a atualidade. O intenso contato entre as bactérias, a presenca de antibioticos e a possibilidade
da transferéncia horizontal de genes séo as condi¢fes encontradas nas ETEs de tratamento
biolégico que podem propiciar o aumento da resisténcia antimicrobiana. Assim, as ETES podem
ser consideradas pontos importantes de disseminacdo de bactérias resistentes e de Genes de
resisténcia a antibidticos (GRAs), e tém sido objeto de estudos para entender como esses
elementos se espalham pelo ambiente, a fim de propor maneiras de mitigar sua disseminagé&o.
A remocdo de GRAs em estacdes de tratamento de esgoto tem sido abordada em varios
trabalhos, porém, pouco se sabe ainda sobre a dindmica desses elementos em ETES, e, portanto,
ha a necessidade de mais estudos. Dessa forma, o presente trabalho busca contribuir para o
entendimento do papel das estacfes de tratamento de esgoto na disseminagdo dos GRAS,
quantificando os genes blaTEM (confere resisténcia aos beta-lactdmicos), sull (confere
resisténcia aos sulfonamidas), tetA (confere resisténcia a tetraciclina), intl1 (integron classe 1)
e RNAr 16S (marcador genético das bactérias) em trés sistemas simplificados de tratamento de
esgoto. Os sistemas monitorados consistem em: (a) reator UASB seguido de filtro bioldgico
percolador (FBP), (b) reator UASB seguido por duas lagoas de alta taxa em paralelo e (c) duas
wetlands construidas de fluxo vertical. Também foi avaliado um tratamento terciério no sistema
(@) com fotorreator de lampadas emersas UV, bem como a influéncia da dose de radiacéo
aplicada na remocdo de GRAs. Os resultados mostraram concentragcdes dos GRAs variando de
1E+06 a 1E+08 copias/ml no esgoto bruto e de 3E+04 a 3E+07 copias/ml no efluente tratado,
considerando os trés sistemas de tratamento. Em geral, as remocdes de cada componente dos
sistemas resultaram no maximo em cerca de 1 log, no entanto, o gene blaTEM foi o mais
suscetivel a remocéo (3,5 logs no sistema UASB/LAT), e o sull foi o mais persistente. Com
relacdo ao fotorreator, ndo foi identificada uma tendéncia de aumento na remogéo dos genes
com o aumento da dose de UV aplicada. As analises das componentes principais e de Spearman
mostraram que DQO e pH apresentaram maior influéncia sobre as concentragdes dos GRAS
qguando comparado com os SST e SSV. De modo geral, observou-se que ndo houve aumento

na concentracao desses elementos apds a passagem pelos sistemas de tratamento.

Palavras-chave: Tratamento de esgoto, reator UASB, wetlands, FBP, LAT, fotorreator UV.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has been indicated by the World Health Organization as a global
problem that threatens the gains achieved with the use of antibiotics developed to date. The
intense contact between bacteria, antibiotics and the possibility of horizontal gene transfer are
conditions found in WWTPs that can provide increase in antimicrobial resistance. Thus,
WWTPs are considered important points of bacterias resistants dissemination and ARGs and
have been the subject of studies to understand how these elements spread through the
environment, in order to propose ways to mitigate their spread. The removal of ARGs in sewage
treatment plants has been addressed in several studies, however, knowledge about the dynamics
of these elements in WWTPs is still limited, and further studies are necessary. Thus, the present
study seeks to contribute to the understanding of sewage treatment plants roles in the
dissemination of GRAs, quantifying the genes blaTEM (gives resistance to beta-lactams), sull
(gives resistance to sulfonamides), tetA (gives resistance tetracillin), intl1 (integron class 1) and
RNAr 16S (genetic marker of bacteria) in three simplified sewage treatment systems. The
monitored systems consist of: (a) UASB reactor followed by a percolating biological filter
(FBP), (b) UASB reactor followed by two high-rate algal ponds in parallel and (c) two vertical
flow constructed wetlands. It was also evaluated a tertiary treatment in the system (a) with a
photoreactor with emerged UV lamps, as well as the influence of the radiation dose in the
removal of ARGs. The results showed concentrations of ARGs ranging from 1E + 06 to 1E +
08 in the raw sewage and from 3E + 04 to 3E + 07 in the treated effluent, considering the three
treatment systems. Overall, removals of each component from the systems resulted in maximum
about 1 log, however, the blaTEM gene was the most susceptible to removal (3.5 logs in
UASB/LAT system), and sull was the most persistent. Regarding the photoreactor, no trend
towards an increase in the ARGs removal was identified with an increase in the applied UV
dose. The principal components analysis and Spearman showed that the COD and pH had
greater influence on the concentrations of ARGs than TSS and VSS. In general, it was observed
there was no increase in the concentration of ARGs after wastewater passing through the

treatment systems.

Keywords: Sewage treatment, UASB reactor, wetlands, FBP, LAT, UV photoreactor.
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1 INTRODUCAO

O amplo uso de antibidticos em humanos e animais tem contribuido significativamente para o
aumento da resisténcia antimicrobiana (RA) no mundo (BURGMANN et al., 2017). Como
consequéncia, ha riscos diretos a salde humana, pois a RA é frequentemente associada a
ineficiéncia de tratamentos clinicos com antibioticos, reducdo da qualidade de vida, aumento
da taxa de recorréncia de infeccBes bacterianas e até mesmo aumento no risco de o6bito
(CASTRO et al., 1999; SALTOGLUA et al., 2018). Diante disso, a RA tem sido apontada pela
Organizacdo Mundial de Satide como um problema global que ameaca os ganhos conquistados
com o uso dos antibiéticos (OMS, 2015) e por isso adotou um Plano de Ac¢do Global de combate
a ela. Dentre os objetivos principais desse plano, destaca-se a necessidade de ampliar o
conhecimento atual por meio de vigilancia e pesquisa. No Brasil, ja foi estabelecido o plano de
acao nacional de prevencdo e controle da RA no ambito da saude unica (PAN- BR). Esse
documento possui 14 objetivos, e dentre eles, destaca-se a necessidade de aprimorar e ampliar
o0 conhecimento sobre a RA por meio da realizacdo de estudos cientificos (BRASIL, 2018). H3,
portanto, a necessidade de entender como a RA se espalha no meio ambiente com o objetivo de

desenvolver novas ferramentas tecnologicas e politicas para combaté-la.

As estacOes de tratamento de esgoto (ETES) com tratamento biolégico tém contribuido
consideravelmente na mitigacdo do langcamento de matéria organica, nutrientes e de patdgenos
em corpos hidricos (VON SPERLING, 2011). Elas exercem funcdo relevante para 0 meio
ambiente, evitando a degradagdo dos corpos d’agua, a medida em que tratam 0s esgotos que
seriam lancados diretamente no ambiente. No entanto, as ETEs tém sido apontadas como
importantes pontos de disseminacdo de genes resistentes a antibioticos devido as condigdes
propicias para a ocorréncia da transferéncia horizontal de genes entre 0s microrganismos, além
da presenca de antibidticos que podem causar pressdo seletiva no meio (R1ZZO et al., 2013;
MUNIR et al., 2011). No esgoto existem grandes quantidades de bactérias patogénicas em
contato, favorecendo a troca genética e podendo acarretar no aumento da RA. Nos tltimos anos,
varios trabalhos tém quantificado genes de resisténcia a antibidticos (GRAS) em estagdes de
tratamento de esgoto, porém, pouco se sabe ainda sobre os mecanismos de remocéao dos GRAS
em ETEs, e, portanto, hd a necessidade de mais estudos para entender a dinamica desses
elementos (TAO et al., 2014; MANAIA et al., 2016; YUAN et al., 2016).
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Dentre os antibidticos mais estudados tém-se as classes dos beta-lactamicos, as tetraciclinas e
as sulfonamidas, algumas das mais consumidas no Brasil (CASTRO et al., 2020), e dessa

forma, podem contribuir com a resisténcia antimicrobiana de forma mais significativa.

Ademais, pontua-se que a legislagdo brasileira ndo exige desinfecdo dos esgotos, o que pode
implicar em maiores quantidades de bactérias patogénicas (incluindo as resistentes) sendo
lancadas nos corpos aquaticos. A partir dessa perspectiva, € necessario que seja estudado o
impacto da desinfeccdo na resisténcia antimicrobiana com vistas a embasar normas para o

controle do langamento desses organismos.

Dessa maneira, o presente trabalho propGe estudar o papel dos processos bioldgicos de
tratamento de esgoto doméstico e da desinfeccdo por radiacdo UV sobre os GRAs, de forma a

avaliar a sua contribui¢do na remocao desses elementos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia e remocdo de genes de resisténcia a antibioticos (GRAS) em trés
diferentes sistemas simplificados de tratamento de esgoto e em tratamento terciario com
fotorreator, em Belo Horizonte-MG, bem como, avaliar a relagdo dos parametros fisico-

quimicos com a concentracdo dos genes no esgoto.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar e avaliar a remocao dos genes RNAr 168, tetA, blaTEM, sull e intl1 em trés
sistemas simplificados de tratamento de esgoto: UASB seguido por filtro biologico
percolador, UASB seguido por lagoas de alta taxa e wetlands construidas de fluxo

vertical;

e Avaliar a remocdo dos GRAs e dos genes RNAr 16S e intll através de tratamento
terciario com fotorreator de lampadas emersas UV, assim como a influéncia da dose de

radiacdo aplicada ao efluente;

e Auvaliar a relagéo do pH, OD, SSV, SST, DQO e temperatura com a concentragéo dos

genes no esgoto bruto e tratado.



18

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Resisténcia antimicrobiana

As bactérias podem adquirir a capacidade de resistir & acdo dos antibioticos através de mutagdes
ou incorporagdes de genes de resisténcia ao seu material genético. 1sso ocorre, principalmente,
devido a transferéncia horizontal de genes (THG), ou seja, a troca de material genético por
organismos sem relagdo parental (SOUCY et al., 2015). Existem trés mecanismos principais de
ocorréncia da THG: conjugacdo, transformacédo e transducgdo. Tal transferéncia é viabilizada
muitas vezes por elementos genéticos moveis tais como plasmideos, bacteriofagos, transposons

e integrons.

A transformacdo consiste basicamente da captura do segmento de DNA (plasmidial ou
cromossdmico) do meio externo para a estrutura interna do microrganismo (THOMAS e
NIELSEN, 2005). Muitas bactérias possuem a competéncia de realizar a transformacdo sob
condicGes ambientais desfavoraveis, tais como falta de nutrientes e presenca de antibidticos.
Para que a transformacéo natural ocorra € necessaria a liberacdo do DNA para 0 meio externo
e gue 0 mesmo possa resistir a0 meio extracelular, além da presenca de bactérias capazes de
englobar esse gene e estabilizad-lo no genoma bacteriano (THOMAS e NIELSON, 2005). A
transformacdo, ao contrario dos demais mecanismos, independe de elementos genéticos
externos ao cromossomo (SORENSEN et al., 2015).

Na conjugacdo o gene é transferido de uma célula a outra através de uma estrutura denominada
pilus, sendo necessario haver contato para que ocorra a troca de material genético. E
considerado 0 mecanismo mais importante para a THG devido a protecdo do gene contra o
ambiente externo e maior eficiéncia para a entrada na célula hospedeira, além disso, elementos
genéticos madveis tais como tranposons e integrons podem ser transferidos durante o processo
(VON WINTERSDORF et al., 2016).

Na transdugéo ocorre a transferéncia de material genético entre células bacterianas através de
bacteriofagos, ou seja, virus com capacidade de infectar as bactérias. Assim, durante o processo
de infeccdo o bacteriéfago pode contribuir para a THG disseminando genes de resisténcia
(SALMOND e FINERAN, 2015).
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3.1.1 Elementos genéticos moveis

Os elementos que auxiliam a THG incluem principalmente plasmideos, integrons,
bacteriofagos e transposons (MANAIA et al., 2018). Os plasmideos sd@o segmentos de DNA
circulares que carregam genes que expressam fungdes ndo essenciais, vantajosas para a bactéria,
visando sua sobrevivéncia. Eles séo classificados de acordo com o mecanismo adotado no

processo de particionamento que ocorre nas divisdes celulares (FROST et al., 2005).

Os integrons sdo elementos que, embora incapazes de se movimentar por si S0, capturam
cassetes de genes (combinacdo de varios genes), e por isso podem fornecer resisténcia a varios
tipos antimicrobianos. Sua estrutura € baseada em trés elementos: O gene intl, um sitio de
recombinacdo attl e um promotor responsavel pela transcri¢do dos genes associados ao cassete
(RIZZO et al., 2013). O gene intl € responsavel pela codificacdo de uma recombinase especifica
do sitio attl. Ademais, a classificacdo dos integrons é baseada na sua homologia, sendo a classe
1 é a mais estudada, e considerada marcadora de polui¢do antropogénica (GILLINGS, 2015).
Também ¢é a classe mais disseminada em amostras isoladas de E. coli provenientes de fontes
clinicas de pacientes hospitalizados, fezes de humanos saudaveis e animais (GOLDSTEIN et
al., 2001; KANG et al., 2005).

Os elementos transponiveis facilitam a transferéncia de genes por sua capacidade de auto
replicacdo dentro do genoma (R1ZZO et al., 2013). Sdo classificados de acordo com o
mecanismo de acdo que utilizam para a realizacdo da transposicédo, e por vezes podem deixar
uma cépia do DNA replicado na célula doadora (BESSEREAU, 2006). Esses elementos podem
se ligar nas extremidades dos integrons e auxilia-los na inser¢do aos plamideos conjugativos
(HAGB®, 2017).

Como mencionado anteriormente, bacteriéfagos sao virus que possuem a capacidade de infectar
bacteérias e utilizam os componentes da célula hospedeira para se replicar. Possuem basicamente
dois ciclos de replicacdo: lisogénico e litico. Em ambos 0s casos, 0 virus pode transmitir o
material genético de uma célula bacteriana para outra, podendo contribuir na disseminagéo de

genes de resisténcia a antibioticos.

3.1.2 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

Os mecanismos que conferem resisténcia antimicrobiana sdo basicamente quatro: (i) alteracdo

da permeabilidade da membrana; (ii) alteragdo do sitio de acdo do antimicrobiano, impedindo
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sua ligacdo ao sitio; (iii) bomba de efluxo, onde o antibidtico € retirado da célula bacteriana por
proteinas presentes na membrana plasmatica e (iv) inativagdo de antibi6tico por enzimas que
os modificam ou destroem, como as beta-lactamases, que hidrolisam varios antibidticos
classificados como beta-lactdmicos (KAPOOR et al.,, 2017). A Tabela 3.1 apresenta as
principais classes de antibidticos relacionadas ao tipo e aos mecanismos de resisténcia que

geralmente atuam sobre eles.

Tabela 3.1 - Mecanismos de resisténcia aos principais grupos de antimicrobianos

Classe do antibiotico | Tipo de resisténcia Mecanismo de resisténcia
Beta-lactdmicos Inativacéo de antibidtico; Hidrolise pelas beta-
Modifica¢do da enzima PBP* lactamases
Tetraciclina Bomba de efluxo; Proteina de exportacéo
Alteracdo do sitio de acéo; Proteina que se liga aos
Inativacéo ribossomos impedindo que a
tetraciclina se ligue ao
ribossomo
Cloranfenicol Inativacdo; Inativacdo pela enzima
Alteracdo da permeabilidade cloranfenicol acetiltransferase
Aminoglicosideo Inativacéo Inativagdo por enzimas
Bomba de efluxo aminoglicosideos

acetiltransferases (AAC),
aminoglicosideos
adeniltransferases (ANT), e
aminoglicosideos
fosfotransferases (APH)

Quinolona Alteragdo de sitio de ac&o; Mutagdes no gene gyr A,
Bomba de efluxo induzindo mudancas no sitio
Alteracdo da permeabilidade de ligacdo importante para a
interacdo DNA girase e
quinolona.
Macrolideos Alteragdo de sitio de acéo; Metilagdo do sitio ativo
Bomba de efluxo; Hidrdlise ou modificacdo do
Inativagdo antibidtico
Glicopeptideos Alteragdo de sitio ativo Modificacéo do tipo de

enzima ligase, por outra de
menor afinidade com
glicopeptideos.
Sulfonamidas Bomba de efluxo Mutacdo dos genes que
Alteracdo de sitio ativo codificam DHPS**

*PBP, proteinas de ligacdo & penicilina; **DHPS, enzima sintetase de desoxihipusina.

Fonte: Byarugaba, 2009; Kapoor et al., 2017.

3.2 Antibiéticos

Antibioticos sdo substancias com propriedades bactericida, antifngica ou antiparasitaria que
tém sido mundialmente utilizados para tratamentos clinicos e veterinarios, dentre outros usos
(KUMMERER, 2009). Por ndo serem totalmente absorvidos pelo organismo humano, acabam

por chegar em ambientes como o solo e corpos hidricos, causando pressdo seletiva sobre
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bactérias resistentes e favorecendo a disseminacdo de genes de resisténcia (MANAIA et al.,
2018).

Os antibidticos podem ser naturais, sintéticos ou semissintéticos (quando ha modificacdo de
composto natural), e também séo classificados de acordo com 0 mecanismo de a¢ao ou estrutura
quimica (KUMMERER, 2009). Esses compostos possuem como mecanismos de acdo a
supressdo da sintese da parede celular, inibi¢do da sintese de acido nucléico, quebra da estrutura
ou funcdo da membrana celular, supressao da sintese de proteinas e bloqueio das principais vias
metabolicas (ETEBU e ARIKEKPAR, 2016). Abaixo séo apresentados alguns dos principais
grupos de antibidticos e seus respectivos usos clinicos (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Principais classes de antibiéticos e usos clinicos.

Classe Grupo Exemplo Uso clinico
benzilpenicilinas; . . Lo .
. P S Pneumonias, Otites, sinusites Faringites,
- aminopenicilinas; s ~ n
Penicilina epiglotites, InfeccOes cutéaneas,

Beta-lactamicos

penicilinas de amplo
espectro

Meningites bacterianas.

Cefalosporinas

Cefalosporinas de
primeira geracéo

InfecgBes de pele, partes moles, faringite
estreptocdcica, algumas infecgbes do
trato urinario.

Imipenem, meropenem e

Infeccdo abdominal; infec¢Bes do

Carbapenens : . .
ertapenem sistema nervoso central; pneumonia;
Infecgdes causadas por Mycoplasma
. N neumoniae, N. gonorrhoeae, H.
Tetraciclina - Doxiciclina P . g ;
ducreyi, Treponema pallidum,
traqueobronquites e sinusites.
Eritromicina, Pneumonia, pneumonia por S.
Macrolideos - Claritromicina, pneumoniae, infec¢des superficiais de
Azitromicina pele, profilaxia de febre reumatica.
. toxoplasmose, malaria por P. falciparum,
. Sulfadiazina, . ~ S :
Sulfonamidas - . infeccOes do trato urinario, uretrites e
Cotrimoxaxol

prostatites agudas ou cronicas

Quinolonas

ciprofloxacina

Trato genito-urinario, Trato
gastrintestinal, Trato respiratério,
Osteomielites, Partes moles, Acéo contra
micobactérias.

FONTE: ANVISA, 2007.

Segundo a agéncia Nacional de Saide (ANVISA), para efetivacdo da acdo antimicrobiana, o
antibidtico deve (i) atingir concentracdo ideal no local da infeccdo; (ii) ser capaz de atravessar,
de forma passiva ou ativa, a parede celular, (iii) apresentar afinidade pelo sitio de ligacdo no
interior da bactéria e (iv) permanecer tempo suficiente para exercer seu efeito inibitorio. No
entanto, seu uso em doses abaixo das concentragdes de efetivacdo da acdo pode contribuir para

a resisténcia das bactérias.
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A OMS (2018) apontou que o Brasil € o maior consumidor de antibioticos da América e um
dos maiores do mundo, com cerca de 22.75 DDD/1000 habitantes/dia. Salienta-se que DDD é

a dose definida diaria, criada para uniformizar os dados em estudos desse tipo.

Um dos problemas do grande consumo de antibiéticos atualmente é o seu espalhamento pelo
ambiente (Figura 3.1) que pode favorecer a THG ao provocar presséo seletiva (KUMMERER,
2003), por isso, alguns estudos tém tentado correlacionar a concentracao desses compostos com
0s GRAs em estacdes de tratamento de esgoto (HUANG et al., 2017).

Producdo

— Medicina
Medicina S
Humana \ Veterinaria

Residuo

Y : '

Esgcio Atetro Esterco
v | gh— v
ETE »| Corpos hidricos |«—— Solo

A ' A
\ l Sedimento
v
AGUA SUDIEMENE] | ef—

Y

Agua potavel

Figura 3.1 - Esquema da disseminacgédo de concentragdes residuais de antibiéticos no
ambiente.

Fonte: Kiimmerer, 2003.

A eliminacdo desses compostos pode se dar por via bidtica (microrganismos) ou abiotica
(sorcéo, hidrdlise, fotdlise, oxidacdo e reducdo), e propriedades fisico-quimicas, tais como
coeficiente de particéo, coeficiente de distribuicdo, constantes de dissocia¢do e constante da lei
de Henry podem ser determinantes na persisténcia dos antibiéticos no ambiente (KUMMERER,
2009). Sulfonamidas, por exemplo, adsorvem fracamente a sedimento ou lodo e sdo suscetiveis
aradiacdo UV ou luz natural, enquanto as tetraciclinas sdo eliminadas da fracdo liquida muitas
vezes através da adsorcdo (LA et al., 2011; DENG e ZHANG, 2019).
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A degradacdo dos antibioticos pela via biotica inclui, segundo Reis et al. (2020), biodegradacéo,
biotransformacdo e mineralizagdo. Em sua revisdo estes autores mostraram que 0S
microrganismos atuam de forma importante na degradacao de alguns desses compostos. Alguns
organismos ja demonstraram a capacidade de utilizar a sulfonamida como fonte de carbono em
sistemas de lodos ativados e lodo de digestdo anaerébia (MULLER et al., 2013; WHANG et
al., 2016), no entanto, outros estudos reportam dificuldades na degradacdo de sulfonamidas
pela via bidtica (BARAN et al., 2011). A tetraciclina também se mostrou menos propensa a
biodegradacdo (HUANG et al., 2015). Tais dados apontam para o fato de que alguns
antibioticos podem nao ser degradados em estacGes de tratamento que utilizam basicamente

processos bioldgicos.

3.3 Resisténcia antimicrobiana e saude publica.

A resisténcia antimicrobiana é apontada como causa de ineficiéncia em tratamentos clinicos
utilizando antibidticos, reducdo da qualidade de vida e aumento da taxa de recorréncia de
infeccdes bacterianas (CASTRO et al., 1999; SALTOGLUA et al., 2018). A dosagem e 0 tempo
de uso deste medicamento estdo entre os principais fatores que contribuem para 0 uso
inadequado, favorecendo o aumento da resisténcia (LAUTENBACH et al., 2016). Um estudo
realizado em um hospital universitario brasileiro avaliando o uso de vancomicina apontou que

em apenas 39% dos casos o uso foi apropriado (CASTRO et al., 1999).

Infeccbes que inicialmente sdo tratadas com antibidticos tradicionais, podem ndo ser
combatidas com esses medicamentos, se fazendo necessaria a utilizacdo de antibi6ticos mais
agressivos ao corpo humano. Um exemplo é a colistina, utilizada para combater infeccdes
nosocomiais causadas por Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes a
aminoglicosideos, cefalosporinas, quinolonas, penicilinas, monobactamas e imipenem (LEVIN
et al, 1999). Esse farmaco pode provocar como efeitos colaterais, blogueio neuromuscular,
nefrotoxicidade e neurotoxicidade. Outros autores relataram que o antibidtico linezolida
utilizado para infeccbes com agentes resistentes, pode provocar reagdes adversas como
trombocitopenia e anemia (BISHOP et al., 2006).

Os impactos da RA para a satde humana séo diversos. Um estudo indicou risco de 3,15 vezes
maior de doenca invasiva ou morte no periodo de 90 dias pés infeccdo por Salmonella

Typhimurium resistente & quinolona em comparagdo com cepas suscetiveis (HELMS et al.,
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2004). Pacientes com cepas de Campylobacter resistentes a quinolona também obtiveram maior
risco (cerca de 6 vezes) de evento adverso em comparagdo com pacientes infectados com cepas
suscetiveis (HELMS et al., 2005).

Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) sdo apontados como fator de risco para
desenvolvimento de infec¢des sanguineas (OLIVER et al., 2008); E. coli resistentes produtoras
de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo frequentemente associadas a infeccdes
urinarias (YOUSEF et al., 2016); Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) tém
sido apontados como responsaveis por aumento nas taxas de internagdo e amputacdes em
pacientes com diabetes, além de prolongar o tempo necessario para a cicatrizacdo de Ulceras e

aumentar a recorréncia de falhas em tratamentos de infeccdes (SALTOGLUA et al., 2018).

Outro impacto da resisténcia antimicrobiana esté relacionado ao tempo necessario para receber
0 tratamento correto, organismos resistentes, em mediana, demoram mais tempo que cepas
suscetiveis para receber um antibiotico eficaz contra a infeccdo (72 horas, em comparagdo com
11,5 horas apds o envio da amostra para cultura) (LAUTENBACH et al., 2016). Lodise et al.
(2003) mostraram que o atraso na administragdo do tratamento correto para bacteremia por S.
aureus aumenta o risco de mortalidade para o infectado. Outros trabalhos vém confirmando
maior risco de morte quando ocorre atraso na administracdo de medicamentos (HELMS et al.,
2004). A administracdo de antibioticos eficientes no tratamento de infeccbes com K.
pneumoniae produtora de ESBL j& foram associados a menor taxa de mortalidade (PATERSON
et al., 2003).

Ha também o impacto nos custos do setor da salide, uma vez que pacientes com cepas resistentes
possuem maior probabilidade de ter infec¢es hospitalares e ter sua hospitalizacéo prolongada
(LAUTENBACH et al., 2016). Reed et al. (2005) reportaram que pacientes infectados com
cepas suscetiveis de S. aureus possuem gastos de 13.978 dolares no inicio da internacdo, em

contraste com pacientes infectados com MRSA, que gastam cerca de 21.251 ddlares.

A longo prazo, a resisténcia antimicrobiana pode tornar os antibiédticos ineficazes para
tratamento de infec¢Oes ja erradicadas, como a tuberculose, causando uma crise nos sistemas
de saude (R1ZZO et al., 2013).

Uma pesquisa realizada entre janeiro de 2005 e setembro de 2008 em alguns hospitais
brasileiros revelou aumento de 4,4% a 12,2% na resisténcia a vancomicina (VRE) entre 2005 e
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2008 (GALES et al., 2009). O estudo revelou também que, no Hospital das Clinicas de Séo
Paulo, cerca de 15% das cepas analisadas manifestaram infeccdo da corrente sanguinea por
MRSA (GALES et al., 2009). Outro estudo realizado por dois anos em 12 hospitais brasileiros
de 4 estados diferentes relatou que os principais problemas de resisténcia bacteriana foram P.
aeruginosa e Acinetobacter spp.resistentes ao imipenem; K. pneumoniae e E. coli produtoras
de ESBL; Enterobacter spp. resistentes a cefalosporinas de terceira geracdo, e S.aureus
resistente a oxacilina (SADER et al., 2001).

O quadro abaixo (Quadro 3.1) resume os problemas-chave da resisténcia bacteriana no contexto
da satde humana, segundo Maragakis et al. (2008):

Quadro 3.1 - Resumo dos impactos causados pela RA na saide humana.
Resisténcia antimicrobiana X salde humana

e Atraso na administracdo do tratamento apropriado, contribuindo para resultados
diversos em pacientes infectados com organismos resistentes

e Impactos econdmicos associados com a resisténcia antimicrobiana para a sociedade,
0s hospitais, 0 paciente e as agéncias do governo

e Infeccbes causadas por agentes resistentes podem requerer tratamento com
antibidticos mais agressivos ao corpo humano.

e Associacdo entre Staphylococcus aureus, enterococos e bacilos gram-negativos
resistentes a antibidticos e aumento de mortalidade, tempo de hospitalizacdo e custos
com cuidados de saude

e Associacdo entre a resisténcia antimicrobiana e o agravamento de infeccdes

e Estratégias para prevenir a dissemina¢do de organismos resistentes a antibioticos
através do uso apropriado e medidas de controle de infec¢do sdo essenciais para a
seguranca do paciente

Fonte: Adaptado de Maragakis et al. (2008)

3.4 Estacdes de Tratamento de esgoto e resisténcia antimicrobiana

Como ja enfatizado, uma parcela dos antibioticos utilizados por humanos e na pecuaria acaba
indo para as estacOes de tratamento de esgoto (ETES), podendo causar pressOes seletivas e
aumento da resisténcia antimicrobiana (PAZDA et al., 2019). Além da presenca de antibidticos,
no esgoto ha grande quantidade de bactérias em intenso contato, elementos genéticos moveis
nas células bacterianas e substancias como metais pesados e recalcitrantes que também podem
provocar pressdo seletiva (MANAIA et al., 2016). Os produtos sélidos e liquidos das estagdes
de tratamento que sdo descarregados em corpos d’agua podem contribuir para o aumento de
GRAs no ambiente (CHEN e ZHANG, 2013). Desse modo, as ETEs tém sido consideradas

hotspots de disseminacdo de resisténcia antimicrobiana ja que propiciam a troca de material
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genético entre bactérias (MANAIA et al., 2018). Organismos resistentes a inumeros
antibiodticos tém sido encontrados em corpos hidricos, sedimentos e efluentes de ETEs (PAZDA
et al., 2019; GARCIA-ARMISEN et al., 2013). Destaca-se, que a RA ndo esta somente
associada as atividades humanas, porém, essas atividades tém contribuido para sua
disseminacdo (ALLEN et al., 2010; AMARASIRI et al., 2020).

As estacOes de tratamento de esgoto convencionais sao projetadas principalmente para remogéo
de sélidos grosseiros, solidos suspensos e matéria organica; por vezes removem também
nutrientes que podem causar eutrofizacdo no corpo receptor (nitrogénio e fosforo) (VON
SPERLING, 2011). Algumas ainda contam com tratamento terciario (como radiagdo UV ou
cloracdo) voltado para remocdo de patdgenos. Apesar das ETES ndo serem projetadas para a
remocao de genes de resisténcia, pois sdo poluentes emergentes, estudos tém demonstrado que
algumas estagGes de tratamento conseguem remover niveis significativos de GRAs (JAGER et
al., 2018; LE et al., 2018). Outros estudos, no entanto, apontam que as ETES ndo possuem
estrutura para remover esses poluentes (YUAN et al., 2016); e ha ainda aqueles que apontam
para 0 aumento nos niveis de genes de resisténcia apos a passagem do esgoto pelo sistema de
tratamento (NOLVAK et al., 2013) (Tabela 3.3). Nesse sentido, o tipo de tratamento, os
parametros de operagdo, 0s parametros fisico-quimicos e até mesmo a sazonalidade podem ser
influenciadores da dindmica dos GRAs nas ETEs (MANAIA et al., 2018; MUNIR et al., 2011).

Tabela 3.3 — Remocdes de genes encontradas na literatura

Tipo de tratamento Escala Genes Resultados Referéncia
Tratamento EscalaPlena 165 rRNA, 23S Reducdesde 1 a2 JAGER et al.,
convencailz?lzldcc:)c;m lodos rRNA, ecfX, unidades logs 2018
ecfX, blaTEM,
sull e intl1
Tratamento Escala de 16S rRNA, tet(0), Redugdes entre 4 e 4,2 LE etal., 2018
convencional com lodos Bancada tet(M), sull, sul2, logs
ativados ermB, intl1,
blaKPC, 341
blaNDM,
blaSHV, blaCTX-
M, cfr, dfrA,
vanA, gnrA, e
gnrB
Tratamento Escala de vanA, aacCl, Lodos ativados reduziu YUAN etal.,
convencional com lodos Bancada ereA, ampC, tetA entre 2,36 a 4,24 logs; 2016
ativados, Reator esull Reator aerébio entre 1,66

sequencial aerébio em

batelada, Biorreator de
membranas, reator

UASB, filtro biolégico

e 3,56; Filtro Bioldgico
entre 0,58 a 1,18;
membranas e reator
UASB ndo mostraram
significativa reducéo
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Tipo de tratamento Escala Genes Resultados Referéncia
Wetlands construidas de  Mesocosmos  tetA, tetB, tetM,  Reducdo na concentragdo ~ NOLVAK et
fluxo horizontal ermB, sull, absoluta dos genes ermB al., 2013
ampC, e gnrS e gnrS em até 2 unidades

log ao final da operacéo,
e aumento nas
concentragdes de 16S
rRNA, tetA, tetB, tetM,
sull e ampC

Varios sdo 0s genes de resisténcia avaliados em esta¢des de tratamento de esgoto (ASHBOLT

etal., 2018). A Tabela 3.4 apresenta alguns dos genes mais quantificados em ETEs, reportados

na literatura.

Tabela 3.4 - Caracteristicas de alguns dos genes de resisténcia avaliados em sistemas de

tratamento de esgoto.

Caracteristicas

Gene . Localizacao Antibidtico  patdgeno associado
gerais
Associado a GRAs de
Elemento  genético diversos antibi6ticos,
. Cromossomo, .
intll gue carrega cassetes p - principalmente em
Plasmideo. L. .
de genes. Escherichia coli
multirresistente
Codifica B-
lactamases que B-lactamicos Gram-negativas, em
. . . Cromossomo, .
bla hidrolisam o0s anéis . de amplo especial
N Plasmideo .
beta-lactdmicos dos espectro Enterobacteriaceae
antibidticos.
Aeromonas,
Mecanismo de Clostridium,
bombas de efluxo Cromossomo, Edwardsiella,
dependentes de Plasmideo, . Salmonella, Vibrio
tet i} . Tetraciclinas
prétons ou via Integron, spp.,
protecéo Listeria
ribossdmica. monocytogenes,
e E. coli
Codifica a enzima _
hidropteroato Cromossomo Acmstoba(_:ter,
sul sintase, alvo dos Plasmideo Sulfonamidas Enter%;;’itlallaceae,
antibidticos Integron

sulfonamidas.

Fonte: Adaptado de ASHBOLT et al, 2018 e WRIGHT, 2010.

3.4.1 Wetlands construidas e GRAs

As wetlands construidas tém se mostrado um eficiente sistema para remocdo de matéria

organica, solidos suspensos, e por vezes nitrogénio e fosforo (VON SPERLING e SEZERINO,
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2018). Além disso, € uma solucéo de facil implantagdo e manutencéo, pois simula um ambiente
natural, onde o esgoto pode ser tratado (KADLEC e WALLACE, 2009).

Esse tipo de sistema possui varias configuracdes diferentes, mas basicamente séo divididos em
(i) wetlands de fluxo subsuperficial, onde o nivel da 4gua é mantido abaixo do substrato com
direcdo de fluxo horizontal ou vertical; e (ii) wetlands de fluxo superficial, em que o nivel da
agua permanece acima do substrato. Nesses sistemas, sdo plantadas espécies flutuantes,
submersas ou emergentes (KADLEC e WALLACE, 2009). As wetlands verticais denominadas
“sistema francés” sdo compostas por dois estagios, sendo que 0 primeiro recebe esgoto bruto,
e 0 segundo recebe efluente do primeiro (VON SPERLING e SEZERINO, 2018). Liu et al.
(2013) apontaram que os mecanismos de adsorcdo pelo substrato e biodegradacdo pela planta

sdo importantes para a remocdo de GRAs em wetlands.

Existem poucos estudos avaliando GRAs em wetlands, principalmente em wetlands de fluxo
vertical, e ndo se tem conhecimento de algum realizado no Brasil. Sabe-se que o clima € um
fator determinante para o desempenho desse tipo de sistema pois pode afetar as plantas e os
microrganismos no biofilme (CHEN e ZHANG, 2013).

Fatores como o tipo de planta, a carga hidraulica, o substrato, a configuracdo da wetland
(horizontal ou vertical) e a diregdo do fluxo séo relevantes para a dindmica dos GRAS nesse
tipo de sistema. VACCA et al. (2005) utilizaram seis wetlands construidas (quatro verticais e
duas horizontais) para mostrar que a diversidade microbiana é afetada pelo tipo de substrato,
planta e parametros hidraulicos. Para isso eles utilizaram quatro wetlands preenchidas com areia
e duas com argila expandida, trés plantadas com Phragmites australis e trés ndo plantadas. Os
autores concluiram que a rizosfera da planta utilizada possuia populacdo bacteriana maior que
0 solo, devido ao estimulo a formacdo de comunidades pela planta. Além disso, verificaram
que propriedades como a salinidade e o pH séo bastante afetados pelo substrato, portanto é

razoavel que esses fatores influenciem na dindmica bacteriana.

Duas wetlands construidas de escoamento vertical, com areas de 1m?2 cada, foram avaliadas no
trabalho de Liu et al. (2013), uma delas preenchida com zedlito e a outra com pedra vulcanica.
Trés genes tet e 0 marcador RNAr 16S foram quantificados nos dois sistemas. O zedlito obteve
melhor desempenho na remogé&o dos genes, com menos de 1 log de remogéo das concentracoes

absolutas, tendo como principal justificativa a maior porosidade com rela¢éo a pedra vulcanica.
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No entanto, Huang et al. (2017) avaliaram a diferenca na remocao de GRAs em duas colunas
preenchidos com particulas de tijolo ou conchas de ostra e ndo perceberam diferenca
significativa na remocdo absoluta de genes de resisténcia a tetraciclina e intl1. Além disso,

encontraram remocao de 33% a 99% pelos tratamentos.

Diferentes cargas hidraulicas também foram avaliadas por Chen et al. (2016) em vérias
wetlands horizontais em escalas de mesocosmos: 10cm/d, 20cm/d e 30cm/d. Eles encontraram
diferencas significativas na remocéo de GRAs, além disso, a carga hidraulica de 10cm/d foi

responsavel pelo melhor desempenho.

Chen et al. (2016 b) avaliaram o desempenho de 12 wetlands (horizontais e verticais) com
substratos diferentes (ze6lito, pedra médica e ceramica) obtendo remoc6es de até 97,9%, para
0 gnrB, 97,5% para ermB, 83,4% para intll e 80,1% para o sull. No entanto alguns genes
aumentaram suas concentracfes ap6s a passagem pelos tratamentos (tetO e tetX). Mais uma
vez, 0 zeoblito pareceu ser a melhor alternativa para a remocdo de GRAS nesse tipo de sistema.
Além disso, as wetlands horizontais obtiveram melhor desempenho na remocdo de GRAs que
as wetlands verticais. Chen et al. (2014) avaliaram um sistema de seis wetlands em séries numa
pequena provincia no sul da China. As wetlands diferiam tanto no tipo de fluxo, quanto no
substrato e espécies plantadas, e as remoc¢6es absolutas dos 11 GRAs estudados (intll1, intl2,
sull, sul2, sul3, tetM, tetO, tetX, tetB/P, ermB, ermC) variaram entre 43,1% (ermC) e 99,8%
(tetM).

Outro sistema de wetlands também mostrou bom desempenho na remocdo de GRAs. Formado
por 5 subsistemas em série (4 wetlands de fluxo superficial e uma wetland horizontal) em escala
plena e com diferentes areas e espécies plantadas, conseguiu reduzir as concentracfes absolutas
em cerca de 1,3-2,1 unidades log de genes tet; 1,5 log dos genes sul e 1,7 log de intll (CHEN
e ZHANG, 2013).

A direcdo do fluxo parece ser também um fator que altera a dindmica bacteriana dentro da
wetland, afetando por sua vez, a remogdo de GRAs. Huang et al., 2017 constataram que as
eficiéncias médias de remocgdo de GRAs dos tratamentos de fluxo ascendente em escala de
mesocosmos foram mais altas do que aquelas dos tratamentos de fluxo descendente. O autor
justificou tal fato afirmando que o fluxo descendente impede o crescimento de alguns

microrganismos devido a menor quantidade de oxigénio dissolvido (HUANG et al., 2017).
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Alguns trabalhos tem demonstrado a variacdo na remocdo de GRAS ao longo do tempo em
wetlands construidas, principalmente com pouco tempo de operacdo. N6lvak et al. (2013)
avaliaram um sistema com trés wetlands horizontais paralelas em escala piloto posteriores a
uma fossa séptica e seis wetlands verticais, ao longo de 150 dias de operacdo. Encontraram
reducdo na concentracdo absoluta dos genes ermB e qnrS em até 2 unidades log ao final da
operacdo, porém, também observaram aumento nas concentracfes de 16S rRNA, tetA, tetB,
tetM, sull e ampC. No entanto, destaca-se que ao longo dos 150 dias houve variagdo desse
resultado, havendo diminuicdo de todos os genes (3 a 5 unidades log) com excecao do tetM no

64° dia de operacao.

Em wetlands a concentracdo de antibioticos também é um pardmetro que pode influenciar a
remocao de GRAs. Song et al. (2018) encontraram correlacao significativa entre a concentracéo
de antibidticos do grupo da tetraciclina e o nimero de copias dos genes tet no efluente da
wetland em escala laboratorial. Além disso, a abundancia de GRAs no substrato da wetland
frequentemente é maior que no efluente, indicando adsorcao desses compostos no substrato
(SONG et al., 2018; LIU et al., 2013).

Avila et al. (2021) mostraram, com duas wetlands construidas de fluxo vertical em escala plena,
que diferentes condi¢des de saturacdo (uma ndo saturada e outra parcialmente saturada) ndo
promoveram diferenca significativa na remocdo de GRAs. Porém, a unidade ndo saturada
obteve menor concentracdo de intll e sull no biofilme. Além disso, ndo houve remocéo

significativa dos genes intl1, sull e blaTEM em nenhuma delas.

Embora os estudos supracitados indiquem que as wetlands possam remover GRAS, ainda nao
ha consenso na literatura. Além disso, os fatores que gerenciam a dindmica das GRAs nesse
tipo de sistema ainda ndo sdo bem entendidos, tendo em vista que alguns trabalhos encontram
diferencas, por exemplo, na remog¢do em wetlands com diferentes substratos e outros nédo

encontram esse resultado.

3.4.2 Tratamento anaerébio de esgoto e GRAS

Tratamentos anaerdbios de esgoto sanitario sdo tecnologias bastante empregadas atualmente,
exemplificados pelos reatores UASB e as lagoas anaerdbias. Nesses sistemas, ocorre a digestdo
anaerdbia da matéria organica pelos processos de hidrélise, acidogénese, acetogénese e

metanogénese.
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O reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket Reator) consiste num sistema de tratamento
biologico de esgoto bastante utilizado pela sua simplicidade de construcdo, operacdo e
satisfatoria eficiéncia de remocéao de demanda bioquimica de oxigénio, dentre outras vantagens
(CHERNICHARO, 2007). O efluente liquido entra no reator e sofre uma série de processos
bioldgicos anaerdbios que auxiliam no consumo da matéria organica. No reator UASB o tempo
em que os solidos permanecem no reator € muito superior ao tempo de detencao hidraulica, o
que promove maior crescimento bacteriano e consumo de matéria organica (CHERNICHARO,
2007).

O gés produzido pela digestdo € conduzido pela parte superior do reator e é composto
principalmente por metano, podendo ser purificado e reaproveitado para geracdo de energia,
por exemplo. Como subproduto do reator UASB, também existem o lodo (que em parte, retorna
para o reator) e o efluente liquido tratado. Geralmente é necessario um poés tratamento, pois a
remocdo de nutrientes ndo é suficiente (BRESSANI-RIBEIRO, 2018).

Condicdes anaerdbias tais como as presentes no reator UASB parecem ndo provocar uma
reducdo eficaz de genes de resisténcia a antibioticos (YUAN et al., 2016; TAO et al., 2014).
Em comparacdo com sistemas de lodos ativados, filtro bioldgico, reatores sequenciais em
batelada e reator biolégico de membrana, o reator UASB obteve 0 menor desempenho na
remocao dos genes sull, tetA e ampC (YUAN et al., 2016). Christgen et al. (2015) avaliaram
0s GRAs em dois sistemas de sequéncia anaerdbio/aerébio (UASB e reator hibrido anaerébio
seguidos por reator de mistura completa) e em um sistema aerébio (reator de mistura completa).
Concluiram gue houve maiores remoc@es de genes de resisténcia a tetraciclina, aminoglicosideo

e beta-lactamicos nos sistemas anaerdbio-aerdbio e aerébio, em relacdo aos reatores anaerdbios.

Um sistema de tratamento em escala de bancada formado por reator UASB, tanque Oxico-
anoxico, clarificador secundério e tanque de floculagéo foi avaliado por Hou et al. (2019). Apds
quantificar dez genes de resisténcia antes e apds o reator UASB, percebeu-se que a média total
da concentracdo absoluta aumentou. No entanto, também perceberam que a média total da
concentracgéo relativa ndo obteve mudanca significativa, e com isso justificaram o aumento de

GRA s pelo aumento na proliferacdo de bactérias resistentes.

Alguns autores tém se concentrado na quantificacdo de GRAs e avaliacdo da comunidade

microbiana do lodo do reator UASB. Yi et al. (2017) quantificaram genes resistentes ao
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cloridrato de oxitetraciclina no lodo de um reator UASB precedido de tratamento com hidrolise.
Concluiram que o numero de GRAs aumentou em cerca de 2 unidades log do afluente (residuos
de producéo do antibiotico) para o lodo do UASB.

Reatores UASB muitas vezes sdo seguidos por tratamento aerébio com o objetivo de aumentar
a eficiéncia de remocdo de matéria orgénica e nutrientes. A combinagdo desses dois tipos de
processos tem mostrado resultados diversos na literatura. Uma planta de tratamento de
producdo de cefalosporina mostrou reducdo dos GRAS tetG, tetX, tetW, intll e sull pos reator
UASB de 0,83 a 1 log, mas houve aumento na concentracdo de todos os GRASs, com excecao
do tetW, apos tratamento aerdbio (0,06-1,64 logs de remoc¢édo) (DU et al., 2014). Em outra
planta de tratamento anaerdbio/aerobio, tratando efluente de producdo de vitamina C foi
relatado aumento nas concentracdes dos genes sull, intll e tet (10?3 copias/ml no afluente,
10%%7 copias/ml no efluente do UASB e 10*28 cpias/ml no efluente aerébio) (DU et al., 2014).
No entanto, Du et al. (2014), também mostraram que outros tratamentos anaerdébios/aerdbios

alcancaram remocao positiva de GRAs.

Tratamentos sequenciais anaerobio/aerébios mostraram desempenho satisfatorio para remocao
de GRAs em esgotos provenientes de atividades pecuérias, com eficiéncia média de remocao
entre 33,3% e 97,56% para 0s genes tetA, tetW, sull, sul2 e blaTEM (TAO et al., 2014). No
entanto, foi observado que 0s sistemas anaerdbios sozinhos podem contribuir para a

permanéncia dos GRAs.

N&o ha muitos trabalhos na literatura avaliando a remocao de GRAs em reatores UASB, e como
ele geralmente é utilizado junto a um pos tratamento, muitos deles avaliam todo o sistema, ndo
se debrucando sobre esse reator. Outros estudos se apoiam na comparacdo de sistemas, mas
também ndo enfatizam nesse tipo de tratamento. Dessa forma, é imprescindivel avaliar os GRAS
no reator UASB para entender como o tratamento anaerébio atua em sua remogdo ou

disseminacéo.

3.4.3 Desinfeccdo com radiacdo ultravioleta (UV)

A desinfeccdo através da radiacdo UV é uma alternativa para a mitigagdo do langamento de
virus e bactérias do esgoto no ambiente. Esse processo tem sido bastante adotado nas ETEs, e
atua principalmente afetando os acidos nucléicos e formando dimeros (RIZZO et al., 2013). A

luz ultravioleta penetra na estrutura da célula sensivel ao UV, onde € absorvida principalmente
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pelas bases pirimidina e purina que compreendem os acidos nucleicos (MICKINNEY e
PRUDEN, 2012). Esse tipo de desinfeccdo possui algumas vantagens frente a utilizagéo de
0zonio e cloro, por exemplo, ndo forma subprodutos perigosos e ndo € corrosivo para a estrutura
da ETE (ZHENG et al., 2017).

Vaérios estudos tém reportado que o tratamento com UV remove bactérias de forma eficiente
(ZHENG et al., 2017; GUO et al., 2015), no entanto, quando se trata de genes de resisténcia a
antibioticos os resultados diferem bastante. Jager et al. (2018) mostraram que ndo houve
alteracdo significativa nas concentragdes dos genes intll, ermB, sull e blaTEM, pré e pds
tratamento com UV, apesar de ter sido capaz de induzir lesdes no DNA. Resultados semelhantes
foram demonstrados por Lee et al. (2017) que indicaram ndo haver alteracdo significativa de
tetA em doses de UV até 200mj/cmz2. Sulivan et al. (2017) verificaram que o aumento da dose
de UV de 69,8mJ/cm? para 279 mJ/cm?2 em isolados bacterianos de Chryseobacterium contendo
0 gene tetW foi responsavel apenas por um acréscimo na remocao de cerca de 0,05 log. Em seus
experimentos, Zheng et al. (2017) reportaram que a radiacdo UV pode causar a liberacédo de

GRAs intracelulares, aumentando a concentracdo de GRAS livres.

Os danos provocados pela radiagdo UV muitas vezes provocam um mecanismo de resposta
celular que contribui para restauracdo do DNA, mas também podem conduzir a mutagénese e
a propagacdo de elementos genéticos méveis (AERTSEN e MICHIELS, 2006). Desse modo,
0s microrganismos podem se reativar apds um tempo de cessacao da radiacdo, e, neste caso, é
possivel que o tratamento com UV selecione 0s microrganismos capazes de se autorecuperar
lancando-0s na natureza. Alguns organismos, no entanto, ndo possuem essa capacidade de
maneira expressiva, por exemplo os Entereccocus (SOUSA et al., 2017). Sousa et al. (2017)
perceberam que o0s genes RNAr 16S e blaTEM atingiram niveis proximos aos valores de pré-
tratamento apds trés dias.

A suscetibilidade dos genes de resisténcia a esse tipo de desinfeccdo pode estar diretamente
relacionada com a maneira que 0 mesmo se encontra no efluente, livre ou em bactérias. Além
disso, o tipo de bactéria em que o0 gene se encontra também pode ser um fator determinante. Ao
comparar organismos gram-positivos com gram-negativos, McKinney e Pruden (2012)
concluiram que os primeiros foram menos afetados pelo UV e atribuiu esse fenémeno ao (i)
menor tamanho dos genomas, que reduziu os alvos da radiacdo UV para a formacéo de dimeros

de pirimidina e (ii) maiores cadeias de peptideoglicano, que de alguma forma podem proteger
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dos danos causados pela radiacdo UV. McKinney e Pruden (2012) também reportaram que
apenas doses maiores que 400mj/cm? causaram diferenca significativa entre a inativacdo de

GRAs intracelulares e extracelulares, onde as segundas obtiveram maiores remogaes.

Em geral, doses maiores de UV séo capazes de remover GRAs com mais eficiéncia (ZHUANG
et al., 2015; ZHENG et al., 2017). Zheng et al. (2017) encontraram remocdes de 52% e 73%
para 0s genes tetA, tetM, tetO, tetQ e tetW em fluéncias de 40 mJ/cmz, e de 79,7% a 92% para
a fluéncia de 160 mj/cm?. Ja para os genes sull e sul2 a eficiéncia foi respectivamente 78,1% e
71,1% em 160mJ/cm2.

Guo et al. (2015) verificaram que a frequéncia de transferéncia conjugativa é significativamente
afetada em doses de UV acima de 8 mJ/cm2 Os autores atribuiram esse fendmeno,
principalmente ao decréscimo no numero de cepas doadoras e receptoras. Concluiram que
existe um limite inferior para a concentracdo bacteriana, ao qual concentracfes acima desse
valor, favorecem a transferéncia conjugativa. A Tabela 3.5 apresenta os valores de fluéncia de
desinfeccdo UV testados na literatura. Ressalta-se que alguns pesquisadores apontam para
necessidade de maiores doses de UV para a reducdo de GRAs (RIZZO et al., 2013; MAO et
al., 2015).

A literatura também reporta a utilizagdo de outros tipos de desinfec¢do em conjunto com o UV
(R1ZZO et al., 2019; HOU et al., 2019). Os processos oxidativos avan¢ados e 0 0z6nio tem
aumentado o desempenho na desinfeccdo de efluentes quando combinados com a radiagédo UV.
HOU et al. (2019) mostraram que 0s genes ermB e tetQ reduziram para niveis ndo detectaveis
apos processo Fenton/UV, enquanto que a desinfeccdo UV e a 0zonizagdo sozinhos mantiveram
apenas um potencial limitado para eliminar RNAr 16S e GRASs (reducdo de 0,8-1,6 log).

Tabela 3.5 — Radiacdes aplicadas na desinfeccédo de esgoto em mj/area.

Sistema Radla(;a_o aplicada Genes Referéncia
(mj/cm3)
clarificador primario, Tanque tetA, tetM, tetO, ZHENG et al
Anaerobio/anéxico/éxico e 0,10,20,40,80,160 tetQ, tetW, sull e B
- g 2017
clarificador secundario sul2
Cultivo em isolados bacterianos 69,8; 140 e 279. tetW SULI\;’:{\?I etal.,
intl1, blaCTX-M,
Dois sistemas: Lagoas aeradas e 250 blaTEM, ermB, McCONNELL
lodos ativados. gnrs, sull, tet(O), etal., 2018
mecA, vanA.
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Sistema Radla(;a_o aplicada Genes Referéncia
(mj/lcm?)
Efluente de estacdo de
. e ampC, tetA, mecA McKINNEY e
tratamento, apos c_Iarlflcador 0a 1000 e van., PRUDEN, 2012
secundario
Trés sistemas: lodos ativados, blaCTX, blaOXA,
Filtros modificados com zona bIaTEM_, LAMBA e
aerdbia e anaerdbia e reatores 135 pIaNI_DM—l, intl1, AHMMAD,
P int2, int3 e RNAr 2017
anaerébios 165

Embora estudos indiquem que a radiagcdo UV possa remover GRAs, ainda ndo ha consenso na
literatura sobre a dose mais eficiente para a remocao desses contaminantes. Além disso, ainda

h& a possibilidade de reativacao das bactérias ap6s um tempo de cessacao da radiacdo UV.

3.4.4 Remocgdo de GRAs em outros sistemas de tratamentos de esgoto.

Sistemas de tratamento de esgoto como reatores de membranas e lodos ativados tém sido
avaliados quanto a remoc¢do de BRAs e GRAs. Em geral, os biorreatores de membrana (MBR)
possuem um bom desempenho devido a natureza fisica desse tipo de tratamento. Le et al. (2018)
avaliaram a remoc¢do de GRAs em dois sistemas paralelos: lodos ativados convencional (LAC)
e biorreator de membranas com microfiltracdo. Os dois sistemas eram precedidos de um tanque
de sedimentacdo primaria seguido por um reator Ludzack-Ettinger modificado (MLE). O
trabalho mostrou remocéo das concentracdes de diversos GRAs em ambos os sistemas (até 4
logs para LAC e 4,2 logs para MBR). A unidade de microfiltracdo apresentou melhor
desempenho em relacdo a de lodos ativados na remocéao de GRAs (blaCTX-M, blaSHV, ermB,
sull, sul2, tet(M), tet(O) e intl1). Tambeém ja foram observadas remoc6es de 1-2 logs de GRAS
em outros sistemas de lodos ativados (JAGER et al., 2018).

Em consonancia, 0 MBR (biorreatores de membrana) também se mostrou mais eficaz na
remocdo de GRAs em comparagdo com estacdes convencionais de tratamento bioldgico de
esgoto no estudo de Munir et al. (2011). No entanto, Breazeal et al. (2013) indicaram que a
utilizacdo de filtracdo por membrana ndo resultou em um bom desempenho na remocéo de
GRAs, ao contrario do que foi observado para as BRAs. Salienta-se, no entanto, que a
porosidade é uma caracteristica de suma importancia no desempenho da membrana, assim
como a forma em que o gene de resisténcia esta no esgoto (intracelular ou extracelular) (LE et
al., 2018).
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Além dos processos acima citados, o tratamento terciario também tem sido objeto de avaliagédo
quanto a remocgdo de GRAs. Processos oxidativos avancados e a cloracdo tem sido bastante
abordados na literatura (JAGER et al., 2018; DI-CESARE et al., 2016; PEI et al., 2019). No
entanto, a desinfeccdo com cloracdo ndo tem se mostrado eficaz (YUAN et al., 2015). Su et al.
(2014) constataram que a cloragdo reduziu significativamente o nimero de bactérias, mas a taxa
de deteccdo de genes de resisténcia mediados por plasmideo aumentou nos efluentes de
unidades de tratamento bioldgico. Sousa et al. (2017) indicaram que o processo de cloracdo
pode aumentar o risco de selecionar E. coli resistentes a tetraciclina. No entanto, Di-cesare et
al. (2016) observaram que o aumento nas doses de cloro (8 mg Cl/L para 16 mg Cl2/L) provoca

0 aumento na eficiéncia de remocao dos genes tet de 85 para 99%.

Processos oxidativos avancados com peroxido de hidrogénio (H202) e dioxido de titanio (TiOy)
tem se mostrado promissores na remocao de GRAs quando combinados ao tratamento com UV,
obtendo remocdes de 2 a 5,8 logs desses contaminantes (PEI et al., 2019). Apesar da existéncia
de muitos estudos na linha de avaliacdo de remocdo de GRAs em estacdes de tratamento e

tratamento terciario de esgoto, ainda sdo necessarios mais esforcos para entender os
mecanismos que atuam por tras dos processos de remocdo e destino dos GRAs em ETEs.

3.4.5 Fatores influenciadores da dinamica dos GRAs em estagdes de tratamento de
esgoto.

Até o momento ha pouca definicdo acerca da influéncia de fatores fisico-quimicos na remocéo
de genes de resisténcia a antibioticos, no entanto tais fatores interferem na composicdo da
comunidade microbiana do esgoto, podendo também afetar a dindmica das GRAs. Manaia et
al. (2018) listaram alguns fatores que podem interferir no destino dos GRAs em estagdes de

tratamento de aguas residudrias (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - Influéncia dos parametros fisico-quimicos na dindmica dos GRAs.
Fonte: Adaptado de Manaia et al. (2018).

Parametros Influéncia

Podem afetar a composicdo da comunidade
microbiana pois imp&em condicOes de estresse
capazes de induzir a sobrevivéncia ou crescimento.
A remocéo de carga organica (biodegradavel e ndo
biodegradavel) indica a eficiéncia do tratamento
A carga organica e outros nutrientes afetam o
crescimento/sobrevivéncia das bactérias
SST afeta a carga bacteriana e a capacidade de
agregacdo das células.

Tempos de detencdo sdo importantes para uma
estimativa de oportunidades para a selecdo de
bactérias e/ou recombinacédo genética (THG)

A vazdo avalia o impacto da descarga do esgoto no
corpo receptor sobre a disseminacdo de GRAs e
BRA:s.

Potencial impacto na comunidade microbiana do
esgoto e do lodo a partir da pressdo seletiva
Impactos da descarga do esgoto no corpo receptor
sobre a contaminacdo com micropoluentes.

Temperatura, pH, condutividade elétrica e Oxigénio
dissolvido (OD)

Demanda bioquimica de oxigénio, Demanda quimica
de Oxigénio, Nitrogénio total, carbono, fésforo e
solidos suspensos totais.

Tempo de detencéo hidrulica, tempo de detencéo do
lodo, vazdo e fator de diluicdo esperado no corpo
receptor

Antibibticos, metais e outros contaminantes

Novo et al. (2013) avaliaram a influéncia de alguns parametros (Temperatura, DQO, DBO e
vazd0) na resisténcia antimicrobiana em estacOes de tratamento de esgoto e concluiram que a
temperatura maxima, a vazao e a DQO afetaram significativamente a estrutura da comunidade
bacteriana das aguas residuérias tratadas e brutas. Além disso, foi encontrada correlacéo
significativa entre a variagdo das cargas de bactérias resistentes a antibiéticos no efluente

tratado e sua temperatura maxima.

Du et al. (2014) avaliaram a correlacdo entre a reducdo de GRAs e a remoc¢do de DQO,
nitrogénio e fosforo total em uma estacdo de tratamento de esgoto. Eles reportaram que a DQO
exibiu correlacdo significativa com a concentracdo dos genes tetW (R = 0,636, p <0,05), intll
(R = 0,829, p <0,01) e sull (R = 0,832, p <0,01), e justificaram tais correlacbes atraves da
alteracdo da comunidade microbiana pelas concentracfes de DQO do meio.

Parametros operacionais também podem auxiliar no estudo da dindmica dos GRAs. Por
exemplo, o tempo de detencdo hidraulica impacta no periodo em que as bactérias estdo em
contato. Além disso, em caso de tratamentos com recirculacdo da biomassa pode haver maior
promocao de contato, aumentando os GRAs e as BRAs (RI1ZZO et al., 2013).
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3.5 Meétodos para analise de GRAs

Para andlise de genes de resisténcia a antibidticos em esgoto geralmente sdo utilizados métodos
de cultura e/ou métodos independentes do cultivo de bactérias. Os primeiros permitem uma
gama de observacdes, tais como, a caracterizacao fenotipica de isolados bacterianos, que pode
indicar se um isolado € resistente a um tipo de medicamento (MANAIA et al., 2018). No
entanto, cerca de 1% de bactérias ambientais sdo passiveis de serem cultivadas e isso limita o
uso dessa técnica (PAZDA et al., 2019).

Dentre os métodos independentes de cultura, encontram-se a anélise metagendémica, o PCR
convencional e o quantitativo. Eles se iniciam com a extracdo de material genético de uma

amostra para posterior avaliacdo qualitativa ou quantitativa.

A abordagem metagendmica é constituida do sequenciamento dos diversos genomas contidos
em uma comunidade complexa. Dentre suas principais desvantagens se encontra o alto custo
para 0 sequenciamento e demanda computacional das analises. A metagendmica ndo é
direcionada apenas aos elementos que se quer identificar, compreendendo uma abordagem mais
ampla, que pode inclusive, identificar novos genes de resisténcia (MANAIA et al., 2016). Na
PCR convencional, busca-se avaliar a presenca ou auséncia de um gene numa amostra.
Basicamente o gene alvo € amplificado através de ciclos de varia¢do de temperatura e ao final
das reacGes de amplificacdo, a técnica do gel em eletroforese € utilizada na amostra para

verificar se o gene foi amplificado ou néo.

Na gqPCR, utilizada neste trabalho, a reacdo de amplificacdo é repetida ciclicamente através de
uma série de alteragdes de temperatura, o que possibilita a producao de milhares de cépias da
regido (gene) de interesse. Até aqui, o procedimento é bastante similar a PCR convencional. No
entanto, na qPCR em tempo real acompanha-se a amplificacdo do fragmento a medida que ela
ocorre, com o auxilio de fluorescéncia emitida por um reagente adicionado no processo, que
permite quantificar o nimero de copias do gene que esta presente na amostra. Assim, a emissao
de fluorescéncia é proporcional a quantidade de amplicons produzidos (MANAIA et al., 2018).
Salienta-se que a utilizacdo dessa abordagem estd vinculada a existéncia de iniciadores (ou
primers) para 0s genes que se deseja avaliar, ndo sendo possivel, portanto, sua aplicacdo em

genes desconhecidos.
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A técnica qPCR possui também como vantagens sua acessibilidade e seus resultados precisos.
Ela se inicia com a extracdo do material genético da amostra e limpeza de constituintes que
possam interferir nas reac6es de amplificacdo. Vale destacar que o material genético extraido é
referente a0 DNA total da amostra, sem distingdo entre células vivas ou mortas (DO et al.,
2017).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigéo dos sistemas de tratamento de esgoto.

Foram avaliados trés sistemas simplificados de tratamento de esgoto inseridos no Centro de
Pesquisa e Treinamento em Saneamento UFMG/COPASA (CePTS): (a) Reator UASB seguido
de filtro bioldgico percolador (FBP) e pos tratamento com fotorreator de lampadas emersas UV
(b) reator UASB seguido de duas lagoas de alta taxa em paralelo (LAT) e (c) wetlands
construidas de fluxo vertical (Figura 4.1).

(@)

== ™

Filtro biologico
percolador

[// - X ]_*. @;’ Ll; Efluente

Tratamento preliminar Reator UASB

(b) [ V4 | ..X}*ﬂ ﬂ?;C) —P\/ —_— Efluente
! ( : ) Final

N

Tratamento preliminar Tanque de
Reator UASB Lagoas de alta taxa sedimentagio

() [ N~ el —X] — "“]“"| ; Efluente

Final

Wetlands

Tratamento preliminar .
P Construidas

Figura 4.1 - Representacao esquematica dos sistemas de tratamento de esgoto avaliados e
pontos de coleta (*)

O sistema A é composto por um reator UASB, seguido de filtro bioldgico percolador de fibra
de vidro preenchido com espuma de poliuretano. Os filtros bioldgicos percoladores sdo bastante
utilizados na remocéo de carbono residual e nitrogénio (BRESSANI-RIBEIRO, 2018).

O reator UASB do sistema A possui volume de 14,5m3, tempo de detencédo hidraulica (TDH)
de 7,5h, idade do lodo maior que 30 dias e recebe uma vazéo equivalente a producao de 300

habitantes. O filtro biolégico percolador (FBP) possui um volume total de 1m3 e seu material
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de preenchimento possui area superficial de 6600 m#m3? (BRESSANI-RIBEIRO, 2018). O
biofiltro é subdividido em quatro compartimentos com aberturas laterais para suprimento de
oxigénio (Figura 4.2). No entanto, apenas o Gltimo compartimento (3m a 3,9 m de
profundidade) permaneceu aberto no periodo de amostragem para simular as condicGes de
filtros tradicionais. A Tabela 4.1 apresenta algumas caracteristicas do filtro bioldgico

percolador.

Abertura lateral
1 (Fechada)

Abertura lateral
2 (Fechada)

= 34 Abertura lateral

3 (Fechada)
Material de
preenchimento —
esponja de Abertura lateral
poliuretano

4 (Aberta)

Figura 4.2 - Filtro biol6gico percolador do sistema A
Fonte: Adaptado de Bressani-Ribeiro (2020).

Tabela 4.1 — Parametros do filtro biol6gico percolador do sistema A.

Parametro Valor Unidade
Altura Gtil 3,91 m
Area superficial 0,25 m2
Volume 1 m3
Taxa carga thraullca 10 m3m2d-t
superficial
Razdo de preenchimento* 40 %
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Volume total da esponja | 0,39 m3
Fonte: Bressani-Ribeiro, 2018.
*Razéo entre volume da esponja e volume do reator

O fotorreator do Sistema A possui 4 calhas (Figura 4.3) e foi confeccionado em aluminio. E
equipado com quatro lampadas emersas Phillips de mercurio de baixa pressdo modelo G15T8
de 254nm, sendo duas lampadas de 30W e outras duas de 4W. Cada calha possui
aproximadamente 12 cm de largura e 86,5 cm de comprimento. Para possibilitar a medicdo da
intensidade da luz foram instalados quatro visores de quartzo com 15 mm de diametro e 2,7
mm espessura, na parte central de cada uma das quatro calhas. Os tempos de contato, bem como
maiores informacg0es acerca da coleta sdo fornecidos no item 4.2. O equipamento recebia o
efluente parcial do filtro bioldgico percolador, que ficava armazenado em um reservatorio de

polietileno de 500 L, num periodo de cerca de 8 horas anteriores ao acionamento do fotorreator.

Calha 1 (4W)
Calha 2 (30W)
- Calha 3 (30 W) —
Q Entrada Calha 4 (4W) Q Salda

Figura 4.3 - Representacdo esquematica das calhas do fotorreator

O sistema B é composto por um reator UASB seguido por duas lagoas de alta taxa operando
em paralelo e um tanque de sedimentacéo. O reator UASB ¢ alimentado com o esgoto efluente
do sistema preliminar e uma parcela da biomassa de microalgas das LAT. Um volume de 10 L
da biomassa microalgal é bombeado para uma coluna de acrilico a 4 m acima do reator UASB
e a partir dai é recirculada com o auxilio de uma bomba (BCR 2000 —Schneider®), numa taxa
de 0,5L/h no fundo do reator.

O reator UASB do sistema B é constituido de fibra de vidro e possui volume de 343 L, vazéo
de entrada de 49 L/h, TDH de 7h e tempo de retencdo do lodo de 35 dias. As LAT possuem
volume de 205 L cada, area superficial de 0,41m2, vazdo de entrada de 25,5 L/d e tempo de
detencdo hidraulica de 8 dias. O tanque de sedimentacéo é constituido de PVC e possui volume

de 30L para separar a biomassa algal do efluente tratado.

O sistema C ¢ constituido por duas wetlands construidas de fluxo vertical com fundo saturado

(sistema Francés), tratando uma vazdo média de 13m?/d de esgoto efluente ao tratamento
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preliminar. Cada wetland possui uma area superficial de 29,1m? (3,1m de largura e 9,4 m de

comprimento) resultando em uma érea total de 58,2 m2.

Durante o periodo de amostragem, as wetlands passaram por duas configuracdes de operagédo
pois outras pesquisas estavam sendo realizadas no sistema. Nos primeiros quatro meses, 0S
fundos das duas unidades estavam interligados, assim o esgoto bruto entrava em uma das
unidades pela superficie, percolando toda ela e em seguida passava pelo fundo da segunda
unidade. Nos ultimos dois meses, a operacao se dava de forma intercalada entre as wetlands,
onde uma delas recebia efluente bruto por uma semana, enquanto a outra passava esse periodo
em descanso, e na semana seguinte invertia-se o esquema, assim as unidades ficavam 7 dias em

alimentacéo e 7 dias em repouso.

A alimentacdo das wetlands se dava pela superficie (Figura 4.4), de forma intermitente, com
pulsos horéarios de 0,53m3. A taxa média da carga hidraulica superficial total do sistema era de
0,45 m3m2d* e para cada unidade era de 0,23 m3m2d?. Ambas as wetlands foram plantadas
com grama Tifton 85 (Cynodon dactylon Pers.) e preenchidas com 15 cm de cascalho # 3 (19-
50 mm) na parte inferior, 15 cm de cascalho# 1 (4,8-25 mm) na camada do meio e 40 cm de

cascalho # 0 (2,4-12,5 mm) na camada superior.

* * * * * * * * * Unidade 11
*""I"*’T"g‘r“%* _
*DJ—ﬂ*aJ—g*EJ_G* =
o 2 o % %
TR T T

*BJ_E*..J**DJ**EJ**
e XL X XS

940

Armazenamento

Unidade I

01t

¥ i Passive aeration pipe Tubo de alimentagio Registro de dados

] 'F#xfx.sﬁx}.xffxx.ﬁk&a

Figura 4.4 - Representacdo esquematica das wetlands construidas.

Fonte: Trein et al. (2019)
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A Tabela 4.2 sumariza os parametros fisico-quimicos obtidos no monitoramento de Trein et al.

(2019), Bressani-Ribeiro (2020) e Vassalle et al. (2020) dos trés sistemas. Salienta-se que esses

resultados foram obtidos em dias coincidentes com as analises das GRAs. Ademais, o sistema

A foi amostrado num periodo diferente dos demais.

Tabela 4.2 - ParAmetros fisico-quimicos obtidos nos sistemas de tratamento de esgoto.

Sistema A (n=9) Sistema B (n = 6) Sistema C (n=6)
Parametro?®
Esgoto UASB FBP Esgoto UASB LAT Esgoto Wetlar]ds
bruto bruto bruto construidas
DQO (mg/L) 264 155 57 594 147 106 594 144.,5
SST® (mg/L) 165 58 18,5 418 455 189,1 418 182
SSVP (mg/L) 164 48 16,5 213 166 121 213 24
pH 7.1 7.1 7,7 7,7 7,6 7,6 1.7 7.3
OD (mg/L) * 0,44 2,51 0,23 0,39 7,7 0,23 2,1
T (°C) 24,4 24,8 24,3 25,4 24,7 24,5 25,4 25,1

@Resultados em mediana

bPara SSV e SST, n=4.
*Parametro ndo medido

4.2 Coleta e processamento das amostras

A Tabela 4.3 apresenta o periodo e 0s pontos de amostragem para cada sistema de tratamento.

Para os sistemas B e C, cada amostra foi coletada de maneira semicomposta, ou seja, foram

coletados aproximadamente 250ml a cada 10 minutos para compor uma amostra de 1L. Dessa

maneira, a coleta era feita no tempo total de 30 minutos. Nesses sistemas, as coletas foram feitas

uma vez por més, durante um periodo de seis meses, totalizando seis amostras.

Tabela 4.3 - Cronograma de coleta e pontos de amostragem

N2 de dados em

Sistema de
Pontos de coleta Data cada ponto de
Tratamento
coleta (n)
Esgoto bruto, efluente do Ago/2020 (4 coletas); 9
reator UASB e efluente Set/2020 (2 coletas);
A - UASB/FBP . L,
do filtro biol6gico Nov/2020 (2 coletas) e
percolador. Fev/2021 (1 coleta).
A — Fotorreator com luz Afluente e efluente ao NOV/2020 & fev/2021. 13
uv fotorreator.
Esgoto bruto, efluente ao Ago/2019; Set/2019; 6
B — UASB/LAT reator UASB e efluente Out/2019; Nov/2019;

das lagoas de alta taxa

Dez/2019 e Jan/2020
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N2 de dados em

Sistema de
Pontos de coleta Data cada ponto de
Tratamento
coleta (n)
Ago/2019; Set/2019; 6
C- wetlands construidas. Esgogc;fw:laenzf;uente Out/2019; Nov/2019;
' Dez/2019 e Jan/2020

No sistema A, a coleta foi realizada duas vezes por més (ou mais), a partir de agosto de 2020,
como pode ser observado na Tabela 4.3. Ao final, foram 9 campanhas de coleta neste sistema.
As amostragens no sistema A ndo foram feitas de maneira composta, e desse modo o recipiente

de 1L era preenchido de uma vez.

Para as coletas no fotorreator, foi utilizado um radidmetro modelo Multi-Sense MS-100 (Ultra
violet products) para as leituras da radiacdo UV apds passagem pela lente de quartzo. As doses
de UV eram alteradas através das modificacdes na vazdo de entrada do fotorreator, que
consequentemente modifica o tempo de contato da radiacdo com o efluente (Equacéo 4.1). Para
obtencdo da dose de energia UV aplicada foi utilizada a Equacdo 4.2. A cada mudanca na vazao
do sistema, eram feitas leituras da radiacdo UV apds as lentes de quartzo e medicao da altura

da ldamina do esgoto dentro do fotorreator.

Vazao = Volume Equacédo 4.1
azio = Tempo quagio 4.
Dose (mj/cm?) = R (mw/cm?) x T(s) Equacéo 4.2

Onde R é a média aritmética da radiacdo lida pelo radidmetro (mw/cm?2) nas quatro calhas e T

é tempo de contato em segundos.

As amostragens do fotorreator foram feitas em duas campanhas (novembro/2020 e
fevereiro/2021) e as doses de radiacdo UV foram agrupadas em faixas para comportar as
variagdes nas leituras do radiémetro. Dessa forma, foram obtidas trés faixas: A (3- 15 mJ/cm2),
B (20-80 mJ/cm?) e C (100-160 mJ/cm?).

As amostras de todos os sistemas foram coletadas em frascos de polietileno e armazenadas sob
refrigeracdo para preservacio durante o transporte ao laboratorio de Microbiologia de Agua e
Esgoto, do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA - UFMG). Em menos

de 24h as amostras foram filtradas em membranas com poros de 0,22um até a colmatacao, e 0s
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volumes filtrados foram registrados. ApoOs isso, as membranas foram transferidas para
microtubos de 2,0 ml e preservadas a -20 °C até a extracdo do material genético.
Exclusivamente para as amostras do fotorreator, as filtragdes foram feitas no dia seguinte a

coleta.

4.3 Quantificacdo dos genes.

Para a quantificacdo dos genes via gPCR, primeiramente é necessario executar a extragdo do

DNA das amostras coletadas e concentradas.

4.3.1 Extracdo de DNA

O processo de extracdo de acidos nucleicos e sua qualidade sdo cruciais para as analises
subsequentes A extracdo do DNA foi feita com o kit FastDNA® Spin Kit for Soil
(MPBiomedicals®), conforme orientacdes do fabricante. Apds esse procedimento, foi feita a
quantificacdo e avaliagdo do DNA extraido através do espectrofotdmetro Nanodrop 1000
(Thermo Scientific®), analisando se a relagdo das absorbancias nos comprimentos de onda 260
e 280 estava entre 1,8 e 2, valores indicados pelo fabricante. Para a subsequente gPCR, foi feita

uma padronizacdo do DNA extraido na concentracdo de 5 ng/ul.

4.3.2 Obtencdo de plasmideos para curva padréo

A curva padrdo foi feita com a utilizacdo de plasmideos, resultantes de clonagem em vetor
pGEM®-T Easy Vector em E. coli IM109, e extraidos com a utilizacdo do kit GenElute™ HP
Five—Minute Plasmid Miniprep Kit. As linhagens clonadas e o material genético foram obtidos
durante estudo anterior (FREITAS, 2020) e ja se encontravam disponiveis em laboratério. A
quantificacdo do DNA extraido foi feita via Nanodrop 1000 (Thermo Scientific®).

Para obtencéo da concentracdo dos plasmideos em copias/pl no primeiro ponto da curva padrao
foi utilizada a Equagdo 4.3. Foi considerado o plasmideo recombinante como a soma do
plasmideo com o inserto. Considerou-se também, para o plasmideo, que 1 mol de par de base
possui 649g, ja para o inserto a massa do par de base varia de acordo com o gene. No numerador
da equacdo a concentracdo do plasmideo recombinante se refere a concentracdo lida pelo
Nanodroope, que multiplicada pelo nimero de Avogadro resulta no nimero de copias por
massa de DNA. Ja o denominador se refere a massa total do plasmideo recombinante

(plasmideo + inserto).
Equacdo 4.3
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Concentragio do plasmideo recombinante (g/uL) X 6,022 x 10%3(cépias)

N de copias. Lt =
Hmero de coplas. i Tamanho do plasmideo recombinante em pb X 649 (g/pb)

Foi feita uma curva padrdo com seis pontos para cada gene quantificado, com dilui¢des seriadas
de 10X em agua ultrapura. Seu ajuste aos dados foi considerado satisfatério quando Rz>0,99 e
a eficiéncia obtida estava no intervalo de 90 a 100%. O aplicativo ThermoFischer Connect foi
utilizado para inserir a curva padréo nos resultados de amplificacdo das amostras para obtencao
das concentracOes absolutas dos genes.

4.3.3 gPCR em tempo real

O PCR quantitativo em tempo real é baseado na intensidade de fluorescéncia emitida por um
fluoréforo que se liga ao DNA. Na medida em que o gene é amplificado, a intensidade da
fluorescéncia emitida aumenta exponencialmente (Figura 4.5), até a reacdo alcancar um plato,
que ocorre devido ao consumo dos reagentes ou acumulo de inibidores. A Figura 4.5

exemplifica o grafico gerado durante a amplificacéo.
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Figura 4.5 - Emissao da fluorescéncia nos ciclos de amplificacéo.
Fonte: Thermo Fisher scientific

A concentracdo do gene em copias/ul é calculada com base no ciclo em que a reacdo inicia a
fase exponencial, chamado de Ciclo de Threshold (Ct). Com os valores de Ct, o nimero de
copias/ul em cada reacdo da qPCR foi obtido através da curva padréo e da equacéo 4.4, onde y
representa o valor de Ct; a é a inclinacéo da reta da curva padréo (slope), b representa o Ct na
origem (Y-intercept) e x representa o numero de copias do gene em log. A Figura 4.6
exemplifica uma curva padrdo obtida na gPCR. Destaca-se a importancia de parametros como

a eficiéncia, que mede o qudo préximo de uma curva exponencial foi a amplificagdo real, e
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garante resultados mais precisos de copias/pl, quanto mais proxima estiver de 100%. A
eficiéncia esta relacionada com o slope (Equacéo 4.5), e quando esta resulta em 100%, o slope
vale -3.32. Além da eficiéncia, a curva padréo ainda possui o coeficiente R2, que revela o ajuste

dos dados a reta, sendo considerados valores acima de 0,99.

y=ax+b Equacdo 4.4
_1 ~
F= 103 —1 Equacdo 4.5
275 |
250
225
&5 200
175
15,0
125
10000 100030 1000020 10020200 00000000 000000000 100000X
Quantity
"y
Taraet: sul1 Slope: -3.451 Y-inter: 44.001 o2 0.995 Efi%: 94.885 ]

Figura 4.6 - Exemplo de curva padrao obtida através da qPCR.

As curvas de melting geradas para cada reacdo de amplificacdo também foram analisadas com
0 objetivo de avaliar se as reacOes foram afetadas por impurezas presentes nas amostras.
Quando isso ocorre, graficos de melting que geralmente possuem apenas um pico podem
apresentar dois ou mais picos, superestimando os dados. A Figura 4.7 apresenta um exemplo

de curva de melting gerada apds as reacdes de amplificacéo.
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Figura 4.7 - Exemplo de curva de melting gerada apos reacao de
amplificacéo.
Os resultados em copias/ml foram obtidos considerando os volumes filtrados de cada amostra
na etapa de processamento, além das dilui¢des feitas para a realizacdo da amplificacdo. Esses
resultados e as curvas padréo geradas no presente estudo podem ser observados nas Tabelas Al
e A2 do APENDICE A, respectivamente. A remocéo de cada elemento genético foi calculada
através da equacao 4.6, onde Co e C sdo respectivamente as concentra¢fes absolutas dos genes

em copias/ml nos pontos afluente e efluente ao componente do sistema de tratamento.
Remocdo = log10(Co/C) Equacéo 4.6

Para a reagcdo em cadeia de polimerase foi utilizado o mix PowerUp SYBR Green Master Mix
e 0 equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher®). Foram
empregados primers referentes aos genes que conferem resisténcia a tetraciclina (tetA), p-
lactdmico (blatewm), sulfonamida (sull), além dos genes intl1 e RNAr 16S, cujas informacdes
sdo apresentadas na Tabela 4.4, junto com as condic¢Oes da gPCR. Os GRAs selecionados séo

resistentes a alguns dos antibio6ticos mais consumidos no Brasil (CASTRO et al., 2020).

Para cada reacdo foram utilizados 2 pl de DNA na concentracdo padronizada de 5 ng/ul, 10 pl
de PowerUp SYBR Green Master Mix, além dos primers em volume variavel de acordo com as
concentragOes apresentadas da Tabela 4.4. Também em volume variavel foi acrescentada agua
ultrapura para completar 20 pl por reacdo. Todas as amostras foram feitas em triplicata e em
cada placa foi inserido controle negativo, com auséncia do DNA.
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Tabela 4.4 - Principais informacdes acerca dos primers a serem empregados na gPCR.

Gene  objetivo/antibidtico Primers e sequéncias Amplicon Condicoes Concentracoes Referéncia
(pb) de primers
o o e
RNAr Bactérias totais ATGECTGTCGTCAGCT 337 por 15s, 53°C por 400 nM FERRIS et
16S 1392-R 1 min e 72°C nor al., 1996
ACGGGCGGTGTGTAC - P
1 min (40 ciclos)
intl1-F .
95°C por 10 min
Gene integrase 1, CCTCCCGCACGATGAT (1 ciclo); 95°C GOLDSTE
intll marcador de intl1-R 280 por 15 s, 55°C por 400 nM IN etal.,
polui¢cdo antrdpica. TCCACGCATCGTCAGG 30se 7_2 Cpor30 2001
c S (40 ciclos)
sull-F o .
CGCACCGGAAACATCG gui |§)Pg;§cmig (51
Gene de resisténcia CTGCAC fte ! MAO et
sull - 163 60°C por 1 min; 400 nM
a sulfonamidas.  sull-R 95° 305 (40 al., 2015
TGAAGTTCCGCCGCAA ciclos)
GGCTCG
tetA-F o .
GCTACATCCTGCTTGC - ,g)Pogfog"”pglr
tetA Gene de rg5|§ten0|a CTTC 210 30 s, 55°C por 1 300 nM MAO et
atetraciclinas  tetA-R min e 72°C por 30 al., 2015
CATAGATCGCCGTGAA S (40 Ciclos)p
GAGG
blaTEM-F
GCACGAGTGGGTTACA 95°C por 10 min
Gene de resisténcia TCGA (1 ciclo); 95°C 15 CARLSO
blaTEM 2 beta-lactamicos blaTEM-R 311 s, 60°C por 1 min 400 nM N et al.,
GGTCCTCCGATCGTTG e 95° 30s (40 1999
TCAG ciclos)

4.4 Analises estatisticas

Testes de hip6tese ndo paramétricos foram utilizados para comparacao entre as concentraces
de genes, considerando uma distribuicdo ndo normal devido a quantidade de dados. O teste U
de Wilcoxon-Mann-Whitney foi utilizado para comparacgéo entre as concentracdes afluentes e
efluentes a cada componente dos sistemas de tratamento de esgoto. Ja para avaliacdo
comparativa entre os trés sistemas, foi utilizado o teste de Kruskall Wallis. Para avaliar o
desempenho do fotorreator nas diferentes faixas de doses de radiacdo UV, as amostras foram
consideradas ndo pareadas devido ao agrupamento dos dados, e por isso utilizou-se o teste de
Mann-Whitney. Todos os testes foram desenvolvidos no software Rstudio, utilizando o nivel de
significancia de 5%.

A influéncia dos parametros fisico-quimicos na concentracdo de GRASs foi determinada atraves
de correlagcbes de Spearman, para nivel de significancia de 5%, e analise de componentes
principais (PCA). Tais analises foram feitas nos pontos afluentes e efluentes dos componentes
dos sistemas B e C, utilizando pH, oxigénio dissolvido (OD), temperatura (°C), demanda

quimica de oxigénio (DQO), sdlidos suspensos totais (SST) e solidos suspensos volateis (SSV).
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Os dados de parametros fisico-quimicos utilizados foram obtidos e fornecidos por outros
pesquisadores e suas medianas estdo apresentados na Tabela 4.2 (TREIN et al., 2019;
VASSALLE et al., 2020; RIBEIRO-BRESSANI, 2020).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo dos genes blaTEM, tetA, sull, intll e RNAr 16S afluentes e efluentes a cada
componente dos trés sistemas avaliados (A - UASB/FBP, B — UASB/LAT e C - wetlands
construidas) sdo apresentadas nessa se¢do. Em primeiro lugar, serdo apresentados resultados de
ocorréncia dos genes no esgoto afluente, e apds isso, a remocdo de GRAs em cada sistema seré
avaliada de forma separada. Por fim, serd feita a analise do desempenho do fotorreator na
remocao de GRAs e uma comparacao entre os trés sistemas. Os resultados dos testes estatisticos

de Wilcoxon podem ser observados na Tabela C1 do apéndice C.

5.1 Ocorréncia dos genes no afluente.

A Figura 5.1a apresenta as concentracGes absolutas dos genes quantificados. S&o apresentados
os resultados das amostras afluentes aos sistemas B (UASB/LAT) e C (wetlands construidas).
Destaca-se que os trés sistemas analisados dividem o mesmo esgoto bruto, no entanto, apenas
os sistemas B e C foram amostrados no mesmo periodo, e dessa forma as amostras de esgoto

bruto para os dois sistemas séo as mesmas.
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Como esperado, o marcador RNAr 16S foi o mais abundante, com mediana de 1,09E+09
copias/ml (Tabela B1 do APENDICE B, Figura 5.1a), ja que esse gene esta presente em todas
as células bacterianas, e por vezes, em mais de uma copia (PEI et al., 2010). O integron classe
1 foi o segundo elemento mais abundante no esgoto bruto (mediana de 3,03E+08 cdpias/ml)
em consonancia com outro estudo (DU et al., 2014). Esse gene, como ja destacado
anteriormente, é indicador da presenca de GRAs, e é considerado marcador de poluigédo
antropogénica (GILLINGS, 2015). Seguem em ordem decrescente, o blaTEM e o sull, com
concentracdes medianas de 5,13E+07 e 2,7E+07 cdpias/ml, respectivamente (Tabela B1, Figura
5.1a). Percebe-se que os valores encontrados no presente estudo ndo se distanciam daqueles

reportados na literatura (Tabela 5.1).
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Figura 5.1 - Concentragdes (a) absolutas e (b) relativas dos
genes afluentes aos sistemas B (UASB/LAT) e C (Wetlands
Construidas)

As concentracfes de blaTEM e sull podem estar relacionadas com a quantidade de seus
respectivos antibidticos presentes no esgoto (beta-lactdmicos e sulfonamidas), causando
pressdo seletiva para a transferéncia desses genes. Esse fato também explicaria as menores
concentragOes de tetA. Castro et al. (2020) reportaram que os antibidticos da classe dos beta-
lactdmicos (como amoxicilina e cefaloxina) sdo os mais consumidos no Brasil, e que as

tetraciclinas sdo a quarta classe mais utilizada. Salienta-se que concentracdo dos antibidticos
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ndo foi medida no presente estudo para confirmar tal hipotese. Ademais, alguns estudos nao

tem encontrado correlagdo entre a quantidade de antibiéticos e GRAS.

Tabela 5.1 - Concentragfes absolutas de genes no esgoto bruto e tratado quantificadas via

gPCR e reportadas na literatura e no presente estudo, para diferentes sistemas de

tratamento.
G Esgoto bruto Esgoto tratado Tecnologia de .
ene . - Referéncia
(copias/ml) (copias/ml) tratamento
RNAr 16S 10° 108-10° WCH CHEN et al., 2016
108-10° 106-10° A/O TAOetal., 2014
10° 108 LAC FREITAS, 2020
10° 10° UASB/LAT Presente estudo
10° 10° wetlands construidas Presente estudo
10° 108 UASB/FBP Presente estudo
Intll 107 10° AAO-MBR DU etal., 2014
10° 108 UASB/O DU etal., 2014
108 10° WHC (sistema) CHEN et al., 2014
107 108 LAC FREITAS, 2020
108 107 UASB/LAT Presente estudo
108 107 wetlands construidas Presente estudo
108 107 UASB/FBP Presente estudo
sull 10° 108 UASB/O DU et al., 2014
105-107 103-10° LAC, DO, CBR, MBR MUNIR et al., 2011
108 108 WCH CHEN et al., 2016
108 108 LAC FREITAS, 2020
107 107 UASB/LAT Presente estudo
107 107 wetlands construidas Presente estudo
108 107 UASB/FBP Presente estudo
tetA 10°-107 103-108 A/O TAO et al., 2014
108 105 LAC FREITAS, 2020
108 10° UASB/LAT Presente estudo
108 108 wetlands construidas Presente estudo
108 10° UASB/FBP Presente estudo
blaTEM 10° - 107 10%-10° A/O TAO et al., 2014
10° 108 LARBN/UV NARCISO-DA-ROCHA et
107 106 LAC al., 2018; FREITAS, 2020
107 104 UASB/LAT Presente estudo
107 108 wetlands construidas Presente estudo
107 10° UASB/FBP Presente estudo

WCH: wetlands

construidas

de fluxo horizontal; A/O: Processo

anaerdbio/aerdbio;

AAO/MBR:

Anaerébio/Anodxico/Aerébio seguido por biorreator de membrana; UASB/O: Reator UASB seguido por
tratamento aerdbio; LAC: Lodo ativado convencional; DO: Duto de oxidagdo; CBR: contactores bioldgicos
rotatorios; LARBN/UV: Lodos Ativados com remocdo de nitrogénio/Ultravioleta, UASB/LAT: reator UASB
seguido por lagoas de alta taxa e UASB/FBP: reator UASB seguido por filtro biologico percolador.

Observando as concentracfes relativas ao gene RNAr 16S (Figura 5.1b) é notavel que o gene

tetA tem a menor abundancia relativa quando comparado com os outros GRAs avaliados. J& 0

intl1, com concentragdo relativa proxima de 0,5, foi o elemento analisado com maior

concentracdo em relacdo ao gene RNAr 16S no esgoto, sugerindo maior presenca de bactérias

que abrigam esse gene ou a presenca de mais de uma copia desse gene no genoma bacteriano.

Segundo Martinez et al. (2012), o intl1 pode estar localizado no cromossomo bacteriano. Esses

autores encontraram o intl1 em quatro regiées cromossdmicas distintas em isolados clinicos de
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P. aeruginosa utilizando metodologias de sequenciamento, PCR e eletroforese em campo
pulsado. Integrons de classe 1 também tem sido bastante disseminado através de plasmideos e
transposons (MARTINEZ et al., 2012; GILLINS et al., 2015).

As concentragdes absolutas do sistema A (UASB/FBP) sdo apresentadas Figura 5.2a. Percebe-
se similaridade entre a abundéncia dos genes observadas nos sistemas B € C com o0 sistema A,
sendo o mais abundante o0 RNAr 16S, com mediana de 1,44E+09 (Tabela B1, Figura 5.2a),
seguido pelos genes intll (3,0E+08), sull(1,6E+08), blaTEM (4,93E+07) e tetA (2,6E+06).
Nota-se que o sull dessa vez, foi mais abundante que o gene blaTEM, que havia sido
ligeiramente mais abundante no periodo de agosto/2019 a janeiro/2020, quando ocorreram as

coletas dos sistemas B e C.
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Figura 5.2 - Concentracgdes (a) absolutas e (b) relativas dos genes afluentes aos
sistemas A (UASB/FPB)

A Figura 5.2b mostra as abundancias relativas dos genes quantificados afluentes ao sistema A.
Pode-se perceber os pequenos valores de GRAs existentes no afluente em comparagédo com o
gene RNAr 16S, como observado por outros autores (HUANG et al., 2017; CHEN et al., 2016).
Os genes intll e sull s@o os mais abundantes em relacdo ao marcador genético das bactérias,
com relagBes respectivas de 0,15 e 0,08 (Tabela B2, APENDICE B), seguidos pelo blaTEM
com 0,03 e tetA com 0,001.
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5.2 Sistema A (UASB/FBP).

5.2.1 Remocé&o dos genes.

A Figura 5.3a apresenta os resultados da quantificacdo dos genes no sistema A (UASB/FBP).
E notavel que todos os genes avaliados tiveram concentrages decrescentes do afluente para o
efluente final do sistema. O gene blaTEM foi 0 que obteve maior remocéo considerando todo o
sistema, passando de 4,93E+07 copias/ml no afluente para 5,56E+06 copias/ml apds o reator
UASB e 2,53E+05 copias/ml no efluente final.

Houve remocéo significativa de todos os genes quantificados apos reator UASB (p<0,05). O
marcador RNAr 16S foi removido em cerca de 0,8 logs; o blaTEM em 0,9 log, seguido pelo
intl1 com remocéo de 0,64 log; sull, 0,52 log e tetA, 0,29 log (Figura 5.4). A literatura reporta
valores semelhantes de remogdo do RNAr 16S, intll e blaTEM , sendo, respectivamente 0,9;
1,01 e 0,5 apos reator UASB (DU et al., 2014; YANG et al., 2019). Salienta-se que houve
desempenho semelhante nos trés sistemas avaliados para o gene blaTEM, como sera visto nas

secdes seguintes.
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Os genes tetA e sull, obtiveram as menores remocoes (0,29 e 0,5 log, Figura 5.4). Du et al.
(2014) encontraram remocdo de 0,83 log para o sull em reator UASB de um sistema de
tratamento de produgédo de cefalosporinas. Tao et al. (2014) mostraram que em uma das 6
fazendas de criacdo de suinos por eles avaliadas, o sistema de tratamento conseguiu remover

apenas aproximadamente 0,3 logs do gene tetA ap0s tratamento anaerdbio.
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Figura 5.3 - Concentracéo dos genes (a) absolutas e (b) relativas
afluentes e efluentes ao sistema UASB/FBP.
Salienta-se que houve diminuicdo significativa na concentracdo dos genes sull e tetA (o que
ndo ocorreu no reator UASB do sistema B). Esse fato pode indicar que as condigdes
operacionais dos sistemas foram fatores relevantes na remoc¢édo dos GRAS, visto que os dois
sistemas recebem o mesmo esgoto bruto. O fato de uma parcela do efluente das lagoas ser
recirculado para o reator UASB do sistema B, pode ter contribuido para essas diferencas. Além
disso, o periodo de coleta ndo foi 0 mesmo para os dois sistemas, e como mostrado na Tabela
4.2, as caracteristicas do efluentes variaram de forma significativa nos dois periodos. Sendo
assim, além das condicOes operacionais serem distintas, também houve diferenca nas

caracteristicas do afluente.
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Figura 5.4 - Remocéao em log dos genes nos componentes do sistema
UASB/FBP.

ApoOs passar pelo reator UASB, 0 esgoto seguia para um filtro biolégico percolador. Esse
componente do sistema removeu em mediana, 0,20 logs de RNAr 16S; 1,3 log do gene blaTEM,
0,47 log de intl1, 0,22 log de sull e 0,5 log de tetA (Figura 5.4). Apenas a remogdo dos genes
blaTEM, intll e tetA pelo FBP foi considerada significativa (p<0,05). Chen e Zhang (2013)
avaliaram o desempenho de um filtro bioldgico aerado precedido por duto de oxidacéo tratando
esgoto doméstico. Eles encontraram remocdo dos genes RNAr 16S, intll e sull, de
respectivamente 2; 2,3 e 2,8 logs, valores maiores do que os encontrados no presente trabalho.
Su et al. (2018) reportaram remocao de 0,47 log de RNAr 16S, 0,45 de sull e 0,51 de tetA em
um filtro de areia de uma estacdo de tratamento de tratamento de &gua. Filtros de areia sdo
comumente utilizados em processos de tratamento de agua para consumo humano e geralmente
removem patdgenos e solidos suspensos por mecanismos fisicos e biologicos (HASAN et al.,
2020). Sabe-se que varios fatores podem influenciar a dindmica dos genes em filtros bioldgicos,
por exemplo a relacdo volume/area superficial do material de preenchimento (MOLIN e
TOLKER-NIELSEN, 2003).

Nota-se que o gene RNAr 16S ndo obteve remocdo significativa apés FBP (Figura 5.3a), do
mesmo modo que ocorreu nas lagoas de alta taxa do sistema B, ap0os outro reator UASB. No
entanto, sabe-se que o sistema UASB seguido por biofiltro com espuma de poliuretano tem boa
remocdo de bactérias. Tandukar e Harada (2007) reportaram remoc¢do de E. coli de 4 logs
considerando todo o sistema, e 3 logs considerando apenas o biofiltro. Portanto, esse é um
resultado ndo esperado, que pode ter ocorrido devido a mudanca de uma comunidade anaerobia

para aerébia mascarando a remocdo dos RNAr 16S a medida que outros microrganismos
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proliferam dentro do sistema. Salienta-se que mesmo sem remogcéo aparente do gene RNAr 168,

alguns genes foram removidos do sistema de forma significativa.

De forma geral, observou-se que o reator UASB contribuiu na remocéo de todos os genes, ja o
FBP apenas removeu de forma significativa os genes blaTEM, intl1 e tetA. Contribuindo para
o fato de que mudancas do sistema anaerdbio para o aerdbio modificam a comunidade
microbiana e a dindmica das GRAS, e podem aumentar a remocao de alguns genes nos sistemas
de tratamento. Além disso, foi observado que cada gene se comporta de maneira diferente ao

longo do processo de tratamento.

Analisando as concentracdes relativas ao RNAr 16S (Figura 5.3b) € possivel observar aumento
significativo dos genes intll e sull apds reator UASB (p<0,05). No entanto, ja foi ressaltado
que todos os genes, incluindo o RNAr 16S foram removidos de forma significativa por esse
componente do sistema. Desse modo, pode ter ocorrido aumento dos genes intll e sull
associados a comunidade bacteriana total, apds o reator UASB, apontando para um efeito
seletivo do reator para os genes sull e intll. A reducdo do RNAr 16S pode se dever ao bom
funcionamento do reator UASB que promoveu a formacao de granulos para sedimentacdo. Os
genes de resisténcia a tetraciclina e beta-lactamicos ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao RNAr 16S antes e ap6s reator UASB (p>0,05). No entanto, houve diferenca
significativa na concentracdo absoluta desses GRASs, o que pode indicar persisténcia na

resisténcia a esses antibioticos.

Ja no filtro bioldgico percolador foi possivel observar reducéo significativa nas concentracdes
dos genes blaTEM e tetA relativas ao RNAr 16S (p<0,05, Figura 5.4). No entanto, como néo
houve reducéo significativa de RNAr 16S isso apenas aponta para as maiores remocoes desses

genes mesmo sem reducdo da comunidade bacteriana total.

5.2.2 Influéncia dos Parametros fisico-quimicos na remoc¢éo de GRAS no sistema
UASB/FBP.

As Andlises de correlagcdo de Spearman e dos componentes principais (PCA) foram feitas
utilizando apenas dados de DQO, pH e temperatura. Os dados de sélidos suspensos totais e
volateis ndo foram suficientes para as analises. Do mesmo modo que nos outros sistemas, aqui

cada ponto de coleta foi analisado de forma separada.
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No esgoto bruto foi possivel encontrar correlacdo significativa entre o pH e os genes RNAr 16S
(r=-0,68), intl1 (r=-0,66) e blaTEM (r=-0,71). O pH mais uma vez se mostrou um fator
importante na concentracdo dos genes. A literatura apresenta uma faixa de pH que favorece o
crescimento dos microrganismos no esgoto (4-9,5) (METCALF e EDDY, 1991), sendo assim,
valores abaixo de 4 e acima de 9,5 ndo favorece a atividade da comunidade microbiana em
geral. No entanto, destaca-se que o blaTEM se correlacionou positivamente com o pH no
periodo dos sistemas B e C (agosto/2019 a janeiro/2020). Talvez exista uma faixa intermediéria
de pH onde bactérias que carregam o gene blaTEM estejam em menor nimero, No entanto essa
hipdtese precisaria ser testada. Lopes et al. (2018) reportaram que o blaTEM foi persistente em

tratamentos alcalinos com pH acima de 12.

Salienta-se que no periodo de amostragem dos sistemas B e C as correlacdes encontradas foram
muito diferentes, pois o pH n&o obteve correlagéo significativa com o RNAr 16S e com o intl1.
Além disso, a DQO foi correlacionada com o blaTEM naquele periodo. Esse fato sinaliza a
complexidade de estudar a influéncia desses parametros numa matriz tdo complexa como
esgoto bruto “real”. A analise acaba por ser dificultada pelas diferentes caracteristicas e
interagcBes que podem estar presente no efluente. Varios trabalhos que avaliam a influéncia de
parametros ambientais na concentracdo ou remocdo de genes no esgoto tém encontrado

resultados diferentes, e chegar a uma conclusao sobre isso tem sido um verdadeiro desafio.

A analise dos componentes principais mostrou que os genes blaTEM, RNAr 16S e intll séo
correlacionados negativamente com o pH como as anélises de Spearman mostraram (Figura
5.5a). Além disso, a DQO se mostrou influente sobre a concentracdo do sull e do tetA. No
entanto, ndo mostrou relacdo com a comunidade bacteriana total (RNAr 16S), indicando que as
bactérias que os carregam estiveram em baixa propor¢&o na comunidade bacteriana. E possivel
também que o DNA esteja adsorvido em particulas organicas e até mesmo sedimentos no
esgoto. (PIETRAMELLARA et al., 2008).
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Figura 5.5 - Analise dos componentes principais no (a) esgoto bruto (b) efluente do
reator UASB e (c) efluente do FBP do sistema A.

A anélise de correlacdo de Spearman ap06s o reator UASB mostrou correlacdo positiva e
significativa (p<0,05) entre o gene intll e os genes RNAr 16S (r =0,85), blaTEM (r = 0,87) e
tetA (r = 0,82), e entre o blaTEM e o RNAr 16S (r =0,82), indicando que esses GRAS (tetA e
blaTEM) podem ter sido carregados nos cassetes de intl1, nos plasmideos ou cromossomos
bacterianos. O gene tetA é facilmente transmitido entre as bactérias por transposons e pequenos
plasmideos (JIANG et al., 2013). Isso também pode ser observado na analise dos componentes
principais (Figura 5.5b). Com relacdo aos parametros fisico-quimicos, o pH também mostrou
influéncia nas concentragdes dos genes no efluente do reator UASB, com correlacao positiva e
significativa com RNAr 16S (0,67) e sull (0,67).

Salienta-se que apesar das diferengas encontradas nas correlagdes efluentes dos dois reatores
UASB, os genes, blaTEM e intl1 foram correlacionados significativamente nos dois sistemas.
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As correlagdes de Spearman efluentes ao FBP mostraram correlacdo significativa (p<0,05)
entre o tetA e blaTEM (r = 0,68) e entre os genes intl1 e RNAr 16S (r = 0,65). Destaca-se que
nos trés sistemas houve correlacao significativa entre tetA e blaTEM ap0s tratamento aerébio.
Tal correlacéo pode ser justificada através de bactérias que podem carregar ambos 0s genes ao
mesmo tempo (ADEFISOYE e OKOH, 2016). A analise dos componentes principais (Figura
5.5¢) ndo mostrou outros padrdes de associacdo entre as varidveis, além dos revelados pelas
correlagoes.

5.3 Sistema B (UASB-LAT).

5.3.1 Remocéao dos genes

As concentragOes absolutas afluente e efluente a cada componente do sistema UASB/LAT estéo
apresentadas na Figura 5.6a. Observa-se um aparente aumento na concentracao dos genes sull
e tetA apos o reator UASB, no entanto, ndo foi considerado significativo (p>0,05). YUAN et
al. (2016) encontraram aumento de 0,4 e 3 log nas concentracGes dos genes tetA e sull,
respectivamente, apos reator UASB, valores ainda maiores do que os encontrados no presente
estudo (0,25 log para sull e 0,04 para tetA, Figura 5.7). Du et al. (2014), no entanto,

encontraram reducéo de cerca de 0,83 log para o gene sull apés reator UASB.
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Figura 5.7 — Remocao de GRAs no Sistema UASB-LAT.

Houve diminuicdo significativa nas concentracbes dos genes RNAr 16S, intll e blaTEM
(p<0,05) de respectivamente, 0,8, 0,84 e 1,12 log (Figura 5.7). A literatura reporta valores
semelhantes de remog&o desses genes apos reator UASB, sendo 0,9 log para 0 RNAr 16S, cerca
de 1,01 log para o intl1 e aproximadamente 0,5 log para o blaTEM (DU et al., 2014; YANG et
al., 2019). Ademais, os genes sull e tetA ndo foram removidos de forma significativa. Tao et
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al. (2014) mostraram aumento do gene tetA (aproximadamente 0,3 a 1 log) apos tratamento
anaerobio em quatro de seis sistemas de tratamento de esgotos provenientes de criacdo de

suinos.

O gene RNAr 16S obteve remocéo significativa no reator UASB provavelmente porqué as
bactérias se unem formando aglomerados e sedimentam dentro do reator, e dessa maneira
deixam o sistema na forma de lodo (CHERNICHARO, 2007). Com relacéo ao gene blaTEM,
observou-se que este apresentou maior remocao no reator UASB em comparagdo com 0s
demais, indicando que ele pode ter se associado aos aglomerados bacterianos para ser removido
do sistema.

Para avaliar a relagdo dos genes com as bactérias, foram analisadas as concentracdes relativas
ao RNAr 16S (Figura 5.6b). Apenas o sull obteve diferenca significativa nas concentragdes
relativas afluentes e efluentes, com aumento apés reator UASB. Esse fato pode indicar o
aumento do gene sull entre as bactérias presentes no esgoto apds passagem pelo sistema. O
sull também pode ser carregado por elementos tais como integron e transposon
(CHOWDHURY et al., 2019). As concentracdes relativas dos demais genes ndo apresentaram
diferencas significativas, indicando prevaléncia de resisténcia aos antibioticos tetraciclinas e
beta-lactdmicos ap6s passagem pelo UASB, mesmo com decréscimo na concentracao absoluta
do gene RNAr 16S e desses GRAS, 0 que aponta para a permanéncia de bactérias resistentes a

esses antibioticos no esgoto.

Apbs o reator UASB, 0 esgoto passava por duas lagoas de alta taxa operando em paralelo e um
tanque de sedimentacédo. Esse sistema continuou a remover de forma significativa (p<0,05) os
genes blaTEM e intl1 (Figura 5.6 a). E necessario notar que a jungio dos componentes UASB
e lagoas de alta taxa conseguiu remover cerca de 3,5 logs do gene blaTEM (Figura 5.7). Além
disso, as LAT também conseguiram aumentar a eficiéncia de remocao do gene tetA (remocao
de 0,93 log, Figura 5.7), que até o reator UASB ndo era significativa. Estudos tém apontado
que a combinag&o dos tratamentos aerobios e anaerobios pode aumentar a eficiéncia de remogéo
de alguns GRAs (CHRISTGEN et al., 2015; TAO et al., 2014, CHEN e ZHANG, 2013).
Pontua-se, no entanto, que apesar de remover alguns genes, a concentragao efluente ao sistema

ainda é significativa.
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Apos passar pelo reator UASB, a comunidade microbiana pode ter se modificado dentro das
lagoas, ja que € um sistema aerdbio que sofre maiores influéncias ambientais tais como a
radiacdo solar, o pH, o oxigénio, a precipitacdo e a temperatura do ar. Esse fato pode ter
contribuido para alteracdes na remocao dos genes de resisténcia. Além disso, a degradacao de
antibioticos pode ter ocorrido por outras vias, por exemplo, a foto-oxidacdo, que pode ter
intensificado a remoc&o de antibidticos das classes da tetraciclina (GOMEZ-PACHECO et al.,
2012). Engemann et al. (2006) também mostraram que a luz pode favorecer a diminuicdo de
genes resistentes a tetraciclina. Além disso, as algas presentes nas lagoas também contribuem
para remocdo de contaminantes farmacéuticos através da bioadsorcdo, bioacumulacéo e
biodegradacdo (XIONG et al., 2018).

As concentracdes dos genes sull e RNAr 16S ndo foram alteradas significativamente pelas
lagoas de alta taxa, de acordo com o teste U de Wilcoxon. As lagoas de alta taxa, no entanto,
tendem a remover bactérias de forma eficaz, em cerca de 2,13 log NMP/100ml de E. coli
(YOUNG et al., 2016) e por isso esse resultado ndo era esperado. No entanto, a mudanca de
uma comunidade anaerdbia para aerobia pode aumentar a abundancia de outras espécies
bacterianas, como a bactérias oxidadoras de amdnia, que sdo mais dificeis de carregar GRAs
(Yi et al., 2017). Salienta-se que a concentragdo do RNAr 16S também ndo foi
significativamente alterada no FBP do sistema A (UASB-FBP).

Até aqui percebeu-se que o reator UASB removeu de forma significativa os genes blaTEM,
intl1 e RNAr 16S. E em relacdo ao RNAr 16S, apenas sull obteve concentragdes
significativamente diferentes do afluente para o efluente. J& as LAT removeram de forma
significativa apenas o blaTEM, intl1 e tetA, indicando mudanc¢a na comunidade microbiana de
um sistema anaerobio para um sistema aerdbio, e por consequéncia, mudanca na dinamica dos
GRAs.

Ainda avaliando a remocé&o de genes pelas lagoas de alta taxa, as abundancias relativas ao RNAr
16S mostraram que apenas 0 blaTEM e o tetA foram removidos significativamente (p<0,05)
pelas lagoas de alta taxa (Figura 5.6b). No entanto, como observado anteriormente, ndo houve
remocdo significativa do gene RNAr 16S, indicando apenas que esses dois genes obtiveram

remocao muito maior que o marcador genético das bactérias totais.
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5.3.2 Influéncia dos parametros fisico-quimicos na remocéo de GRAS no sistema
UASB/LAT.

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos parametros fisico-quimicos obtidos no
monitoramento de Vassalle et al. (2019) nas concentra¢des de GRAs, foram feitas analises de
correlacdo de Spearman e andlises dos componentes principais nos pontos efluentes a cada

componente do sistema.

No efluente do reator UASB houve correlagdo positiva e significativa entre o blaTEM e o intl1
(r = 0,94, p<0,05), apontando para a possibilidade de que esses elementos podem ter passado a
carregar genes que codificam beta-lactamases apds passar pelo reator UASB. Integrons de
classe 1 que carregam blaTEM j& foram reportados na literatura (RIBEIRO et al., 2011). O tetA,
que no afluente obteve correlacdo positiva com o intll (ver se¢do anterior 5.2.2), apds o reator
UASB passou a ter correlacdo negativa e significativa com o RNAr 16S (r = -0,89). Essa
correlacdo pode indicar a pequena proporcdo de bactérias que carregam tetA em comparagédo

com a comunidade bacteriana total.

A analise dos componentes principais do efluente ao reator UASB (Figura 5.8a) confirmou que
o intll se correlacionou com o blaTEM, como mostrado na analise de Spearman. O gene sull
teve maior relagcdo com as concentragdes de DQO, e RNAr 16S. Guo et al. (2017) encontraram,
em um reator sequencial em batelada, correlacdo positiva entre a DQO e abundancia de genes
sull, isso porqué ela afeta o crescimento das bactérias e limita a transferéncia desse gene.
Percebe-se entdo, que a relacdo dos genes com os elementos genéticos RNAr 16S e intll, bem
como com os parametros fisico-quimicos sdo modificados a cada vez que se passa por um
componente do sistema. Dessa forma, os sistemas de tratamento de esgoto fornecem ambientes
que favorecem a troca de material genético, e a medida em que as caracteristicas fisico-quimicas

do efluente vao se modificando, a dindmica dos genes também se modifica.
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Ao avaliar o efluente das lagoas, a analise de Spearman mostrou correlacao significativa entre
0 tetA e o blaTEM (r=0,54, p<0,05), e entre o sull e o pH (r=0,6, p<0,5). No efluente das
wetlands também foi observada correlacdo entre tetA e blaTEM, e ja foi mencionado
anteriormente que bactérias podem carregar os dois genes concomitantemente (ADEFISOYE e
OKOH, 2016). Através da analise dos componentes principais (Figura 5.8b) percebe-se que as
concentracdes dos GRAs avaliados (tetA, blaTEM e sull) se relacionaram positivamente com
o intl1. Além disso, os parametros fisico-quimicos parecem ndo obter efeito significativo na

concentracdo dos GRAs (com excecdo do pH), bem como o RNAr 16S.
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Figura 5.8 - Analise dos componentes principais (a) Efluente ao reator UASB e (b)
Efluente as LAT.
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5.4 Sistema C (Wetlands Construidas).

5.4.1 Remocé&o dos genes.

A Figura 5.9a apresenta as concentracfes absolutas dos genes nos pontos afluente e efluente as
wetlands. Observa-se que o blaTEM foi 0 gene que obteve maior remocao nesse sistema,
seguido por intl, RNAr 16S e tetA. No entanto, apenas os genes blaTEM, RNAr 16S e intl foram
removidos de forma significativa (p<0,05) em respectivamente, 0,94; 0,45 e 0,66 log (Figura
5.9; Tabela B4, APENDICE B). Avila et al. (2021) encontraram remocdes de cerca de 0,54 e
0,3 log para o blaTEM e RNAr 16S, respectivamente em um sistema com duas wetlands de
fluxo vertical operando em paralelo (Tabela 5.2). Além disso, remogdes entre 0,1 e 1,7 log tém
sido reportadas para o gene intl1 nesse tipo de sistema. A partir da Tabela 5.2 e da Figura 5.10
observa-se que os valores de remogdo encontrados nesse estudo ndo se distanciam daqueles

reportados na literatura.
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Tabela 5.2 — ConcentracGes afluentes e efluentes dos genes investigados reportadas

na literatura, em sistemas de wetlands.

x ~. | Remoca
Concentragdo | Concentracgao o Tioo de
Sistema Gene afluente efluente bsol ﬂp Referéncia
(copias/ml) (copias/ml) absolut efluente
a (log)
Tanque RNAr 6 . 0 4%
séptico, 16S 10 10 0.4
seguido por 6
?Neﬂan%s tetA 104 104 0,03* Efluente de
verticais E}faégg' NOLVAK et
paralelas e 21 di?as de al., 2013
wetlands ~
delas foram
avaliadas)
wetland RNAr
p 1,2x10°%* 6x108* 0,3*
consftlruu)lga de 165 Efluente CHEN et al.,
horizontal sull 5,5x108% 2 5x10%* 034% | domestico 2016
(wl)
wetlaqd sull 105 10* 1,25
construida Efluente CHEN E
precedida por ) domésti ZHANG,,
valo de intl1 108 105 1,7 omestico 2013
oxidacao.
Tanque RNAr 8 .
séptico 165 10 8,5x10 0,3
'm,ZOff intl1 3,12x10° 2,46x10° 01
seguido por .
wetlands sull 4,25x10° 1,7x10° 0.4 Efluente AVILA et
verticais domeéstico al., 2021
lantadas com
pphragmites blaTEM 2,82 X106 8,2x108 0,54
australis
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~ ~ | Remocd
Concentracdo | Concentracgao .
. 0 Tipo de A
Sistema Gene afluente efluente bsol fl Referéncia
(copias/ml) | (copias/mp) | 2oSolut | efluente
a (log)
Wetland RNAr 1,09E+09 4,31E+08
Construidas d 16S 0,40
f?un;or\ljler'?iscale blaTEM 5,13E+07 5,07E+06 1,01 | Efluente Presente
(Sistema Intll 3,03E+08 7,94E+07 0,58 domeéstico Estudo
Francés) Sull 2,72E+07 2,70E+07 0,00
tetA 1,06E+06 7,19E+05 0,17

*Valores aproximados com base nas informac6es fornecidas pelos autores

A maior remocéo do blaTEM pode ser devida a remocao das bactérias que carregavam esse
gene atraves de retencdo no biofilme. Santos et al. (2020) avaliaram a remog&o de P. aeruginosa
em uma wetland construida de fluxo vertical e reportaram uma remocao de cerca de 3,7 logs,
indicando que esses organismos ficam bastante retidos no biofilme do sistema. A adsorcdo e a
biodegradacao no substrato foram relatadas como dois mecanismos importantes para a remog¢ao
de GRAs (Liu et al., 2013).

Os genes RNAr 16S e intl foram removidos também pela provavel retencdo da carga de
microrganismos, caracteristica de wetlands pelos mecanismos de sedimentacédo, predacéo e
extincdo (GREEN et al., 1997). O intl1 esté presente no DNA plasmidial ou cromossémico das
bactérias (GILLINGS et al., 2015). Huang et al. (2017) observaram reducdo na concentracdo
de GRAs em uma wetland construida devido a retencdo das bactérias que os continham na

superficie do sedimento.

Pontua-se que em geral, nos trés sistemas as remoc¢des de GRAs foram muito pequenas,

considerando que ainda é bastante expressiva a concentracdo efluente desses elementos.

No sistema wetland foi possivel perceber um ligeiro aumento na concentracdo do gene sull do
afluente para o efluente, no entanto, nio foi significativo (p>0,05, Tabela C1, APENDICE C).
Nolvak et al. (2013), também reportaram aumento desse gene em uma wetland de fluxo
horizontal em escala de mesocosmo, apds 150 dias de operacdo, em cerca de 0,3 logs. O gene
sull ja foi correlacionado positivamente com a concentracdo de antibidticos sulfonamidas
(GAO et al., 2012; GUO et al., 2017). Algumas propriedades fisicas desse tipo de antibidtico,
como o baixo coeficiente de distribuicdo, podem promover melhor afinidade com a solucgéo
aquosa do esgoto, diminuindo o efeito da adsorcdo pelo sedimento (GUAN et al., 2017). Esse

coeficiente indica a afinidade do composto com meio aquoso. Avila et al. (2021) também n&o
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encontraram mudanca significativa na concentracéo de sull no esgoto, ap0s passagem por uma
wetland construida de fluxo vertical. Ressalta-se que em caso de utilizacdo do gene intl1 como
marcador representativo dos GRAs, o comportamento do sull n&o seria representado.

NOlvak et al. (2013) encontraram remocao de cerca de 0,03 log do tetA, semelhante ao presente
trabalho, apesar das wetlands de fluxo horizontal avaliadas no trabalho de Nolvak et al. (2013)

passarem por um pré-tratamento com wetlands de fluxo vertical.

Como observado anteriormente no sistema B, Os genes sull e tetA ndo foram removidos de
forma significativa, o que indica maior dificuldade de remocao desses GRAS tanto em sistemas
aerobios quanto anaerdbios. Tal fato aponta para persisténcia de genes de resisténcia a
tetracilina e sulfonamida em sistemas biol6gicos de tratamento de esgoto, que possui intenso
contato entre as bactérias e elementos genéticos mdveis. Como esses genes estdo presentes em
DNA plasmidial e cromossémico dentro de células bacterianas, isso indica a permanéncia de
bactérias resistentes a tetraciclina e sulfonamidas no esgoto (ASHBOLT et al,
SZCZEPANOWSKI et al., 2009).

As concentracdes relativas ao gene RNAr 16S sdo utilizadas em alguns trabalhos para avaliar a
concentracdo dos genes em relagcdo a comunidade bacteriana total. Assim, a Figura 5.9b mostra
as concentracdes dos genes normalizadas em relacdo ao marcador genético das bactérias.
Percebe-se que o blaTEM possui remocdo significativa pelo sistema wetland (p < 0,05),
indicando que esse gene foi removido em consonancia com o gene RNAr 16S, contribuindo
para o fato de que a remocdo foi devido a reducdo da concentracdo de bactérias que o
carregavam. Para 0s GRAs restantes e para o intll, ndo houve diminuicdo ou aumento
significativo na abundancia relativa (p>0,05). Esse resultado evidencia a prevaléncia desses
genes ap0s passagem pelas wetlands, mesmo com decréscimo na concentracao absoluta do gene
RNAr 16S, que representa a comunidade microbiana total. Isso indica que as bactérias que
possuiam esses genes tenham permanecido na mesma proporcdo em relagdo a comunidade

bacteriana total, apos a passagem pelas wetlands.

De forma geral, percebe-se com os resultados supracitados que as wetlands tiveram um
desempenho semelhante ao reportado pela literatura. Além disso, nem todos os genes avaliados
foram removidos de forma significativa. Os genes tetA e sull, que codificam transportadores

com funcgéo de bomba de efluxo, foram mais prevalentes no tratamento das wetlands. Observou-
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se também maiores remocdes do gene blaTEM, seguidos do intl1 e RNAr 16S. Além disso, as
concentragOes relativas mostraram que a remogdo das bactérias teve influéncia na remoc¢éo do
blaTEM, mas ndo afetou de forma significativa a reducéo do intl1. Além disso, a redugdo da
concentracdo relativa de GRAs, incluindo o blaTEM, apds tratamento convencional de efluente
ja foi observada em trabalhos anteriores (TAO et al., 2014; LIU et al., 2013).

As concentracfes dos antibioticos no sistema também podem ter apresentado um papel
importante na dindmica dos GRAs nesse sistema. Ja foram encontradas correlagdes positivas e
significativas entre a concentragdo de tetraciclinas e genes tet no solo de wetlands (HUANG et
al., 2015). Além disso, mecanismos como sorc¢do e biodegradacdo ja foram apontados como
importantes para a remocao de antibidticos em wetlands (LIU et al., 2013; CHEN et al., 2016).

5.4.2 Influéncia dos parametros fisico-quimicos na dindmica dos GRAs nas wetlands.

Para investigar a influéncia dos pardmetros fisico-quimicos analisados na remocao dos genes,
foram feitas andlises de correlacdo de Spearman entre sua concentracao e os valores de DQO,

OD, temperatura, pH, SST e SSV nos pontos afluentes e efluentes ao sistema wetlands.

No afluente foram encontradas correlacGes positivas e significativas (p<0,05) entre o gene
blaTEM e o pH (r = 0,89), e também entre esse gene e a DQO (r=0,71). A matéria organica,
medida indiretamente pela DQO, e o pH sdo parametros que afetam o crescimento e a
sobrevivéncia das bactérias (MANAIA et al., 2018). O primeiro se trata do substrato dos
microrganismos, e o segundo é um parametro que influencia diretamente na composicao
microbiana do meio. Dessa maneira, tais correlacdes sugerem associacdo entre a remocao de
DQO e o pH do sistema e a remocao das bactérias resistentes a antibiéticos da classe dos beta-
lactdmicos. Novo et al. (2013) mostraram que a concentracdo de DQO no esgoto bruto e tratado
afetou a composicdo microbiana do meio. Através da analise de componentes principais, esses
autores observaram que a DQO afetava a presenca de Epsilonproteobacteria (com correlagdes
negativas) e Gammaproteobacteria (com correlacbes positivas). Breazeal et al. (2013)
encontraram correlacao significativa (r = 0,68 e p<0,01) entre o gene blaTEM e 0os componentes
coloidais de carbono organico total presentes em esgoto tratado (tratamentos convencionais
seguido por vérias filtragbes em membranas consecutivas). Tais fatos indicam que a

concentracdo do gene blaTEM pode ter relagdo com a materia organica presente no meio.
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Além das correlagcdes supracitadas, também p6de ser observada correlagdo positiva entre tetA
e intl1 no esgoto bruto (r = 0,94, p<0,05), indicando que o tetA pode ter sido carregado por esse
elemento. Esse resultado € compativel com o observado por Zhang et al. (2019), que avaliou
alguns GRAs e intll em isolados de Salmonella spp. em diferentes estagios do tratamento de
esgoto (Anaerobio/Andxico/oxico). Eles encontraram correlagdo significativa (p<0,01,
coeficiente de Pearson r = 0,95) entre a presenca de intl1 e tetA. Huang et al. (2015) sugeriram
que o gene intll pode ser importante para a transferéncia de genes de bombas de efluxo
resistentes a tetraciclinas. Salienta-se, no entanto, que mesmo o intl1 sendo removido de forma
estatisticamente significativa pelas wetlands do presente estudo, 0 mesmo ndo ocorreu com o
tetA.

A anélise das componentes principais do afluente (Figura 5.5a) mostrou que parametros como
OD, DQO e pH obtiveram mais relagdo com as concentracfes dos genes que os sélidos
suspensos totais e volateis. Os solidos suspensos volateis sdo uma medida da fracdo organica
da biomassa, e por isso esperava-se obter relacdo positiva entre a concentracdo de RNAr 16S e

esse parametro. No entanto, isso ndo foi observado.

Destaca-se que o gene RNAr 16S ndo obteve expressdo significante na analise PCA das
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Figura 5.11 - Andlise dos componentes principais nos pontos (a) Afluente e (b)
Efluente as wetlands. Os parametros utilizados foram sélidos suspensos votéateis
(SSV) e totais (SST), temperatura (T), Demanda quimica de oxigénio (DQO), oxigénio
dissolvido (OD) e pH
concentracdes afluentes (Figura 5.11a) com pesos de 0,08 e 0,011 nas dimensdes 1 e 2,
indicando menor participagdo na variabilidade dos dados no afluente. No entanto, esse & um

resultado inesperado, uma vez que esse gene é carregado pelas bactérias, representadas por esse



72

marcador genético. Destaca-se tambeém a proximidade dos genes intll e gene tetA, conforme
visto na anélise de correlagdo, indicando que esse GRA pode ter sido carregado nos cassetes de
genes do intl1, como observado anteriormente por Zhang et al. (2019).

Avaliando o efluente das wetlands foi possivel observar correlagdo significativa e positiva (r =
1, p<0,05) entre as concentracdes dos genes blaTEM e tetA, provavelmente porqué bactérias
poderiam estar carregando ambos 0s genes ao mesmo tempo. Isolados de E.coli presentes em
efluentes de estagdes de tratamento de esgoto ja mostraram a capacidade de multipla resisténcia
a antibidticos beta-lactamicos e tetraciclinas (ADEFISOYE e OKOH, 2016).

A partir da analise dos componentes principais no efluente do sistema (Figura 5.11b) percebe-
se que pH, DQO e OD foram os parametros que mais se relacionaram com as concentragoes
dos genes no efluente. Nota-se que a DQO e o pH parecem estar relacionados com a
concentracdo do marcador RNAr 16S. Observa-se também que o intl1 se distancia do tetA, e se
aproxima do sull. O gene sull é comumente associado ao intll (WEI et al., 2018) por estar
localizado no segmento 3’ dos integrons de classe 1. Por fim, percebe-se que a temperatura
parece afetar negativamente a concentracdo dos genes, uma vez que a temperatura afeta

diretamente a composicdo microbiana (MANAIA et al., 2018).

Em geral, parametros como DQO, pH e OD obtiveram maior correlacdo com a concentracéo
dos genes no esgoto, influenciando a dindmica microbiana e consequentemente 0sS genes
presentes no meio. As relacbes observadas no afluente e efluente apontam para a importancia
da andlise do intl1, a fim de entender seu papel na disseminacdo dos GRAs. Pontua-se ainda
que a amplitude de temperatura no esgoto bruto e tratado ndo € significativa (maxima de 7,79°C
e minima de 7,04°C), o que pode justificar a pequena influéncia desse parametro.

5.4.3 Andlise comparativa entre sistemas em escala plena e em escala piloto.

Freitas (2020) realizou em seu trabalho a avaliagcdo da remocdo de alguns genes em uma ETE
em escala plena da regido metropolitana de Belo Horizonte. O sistema é formado por tratamento
preliminar com gradeamento, caixa de areia e medidor de vazdo, seguido por reator UASB,
filtro biolégico percolador com meio suporte de brita e decantador. Com exce¢do do
decantador, o sistema é composto pelos mesmos componentes do sistema A (UASB/FBP),

avaliado no presente trabalho. Além disso, ambos os sistemas estdo localizados na regido
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metropolitana de Belo Horizonte. Desse modo, propde-se nessa se¢do comparar o desempenho

desses dois sistemas na remogao de genes.

Freitas (2020) quantificou os genes em dois pontos de amostragem do sistema: o esgoto bruto
apos tratamento preliminar (AF) e o efluente do decantador secundario (EF). Seus resultados
estdo sumarizados na Tabela 5.3, junto com os resultados encontrados no presente trabalho.
Destaca-se que o efluente final (EF) do sistema em escala piloto apresentado na Tabela 5.3 é

referente ao efluente do filtro bioldgico percolador.

Tabela 5.3 - Comparacao entre os resultados obtidos por Freitas, 2020 e o presente

trabalho.
Ponto UASB/FBP (escala plena) UASB/FBP (escala piloto)
Gene de Concentracao x Concentracao x
coleta | D absoluta (N° re?|100g)ao n absoluta (N° regwoog)ao
cépias/ml) g clpias/ml) g
RNAr AF 6 8,73E+08 0.45 9 1,44E+09
16S EF 6 3,11E+08* ’ 9 1,21E+08** 0,99
. AF 6 1,09E+08 9 3E+08
intl1 0,49
EF 6 3,53E+07* 9 2,8E+07** 111
AF 6 3,85E+08 9 1,59E+08
sull 0,40
EF 6 1,52E+08* 9 3,18E+07** 0,74
AF 6 4,89E+06 9 2,6E+06
tetA 0,73
EF 6 9,09E+05* 9 3,93E+05** 0,78
AF 6 2,91E+07 9 4,93E+07
blaTEM 1,15
EF 6 2,06E+06* 9 2,53E+05** 2,20

*Efluente do decantador secundario

**Efluente do filtro bioldgico percolador

Nota-se que apesar do sistema em escala plena possuir um decantador apés o filtro bioldgico
percolador, a remocao de todos os genes foi maior no sistema em escala piloto. Houve diferenca
maior que 0,5 log para os genes RNAr 16S e intl1. J& para o sull e o tetA as diferencas foram
menores (Tabela 5.3). Para o blaTEM, houve diferenca de cerca de 1 log de remogédo em
comparacdo com o estudo de Freitas (2020). Salienta-se que o blaTEM tambem foi o mais

removido no sistema em escala plena, e o sull obteve menor remogéo em ambos 0s sistemas.

Em geral, sabe-se que sistemas em escala piloto ou de bancada para fins de pesquisa sdo mais
faceis de monitorar. No sistema avaliado por Freitas (2020), por exemplo, o descarte de lodo
ndo era realizado com a frequéncia necessaria, uma vez que ndo era feito 0 acompanhamento
dos solidos do lodo. Desse modo, a qualidade do efluente por vezes poderia ser comprometida,
amedida que os sélidos poderiam passar para 0 compartimento de decantagédo do reator UASB.
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Além disso, as condi¢cdes operacionais e 0 meio suporte dos dois sistemas eram diferentes.
Pardmetros operacionais como tempo de detencdo hidraulica, idade do lodo e vazédo de entrada
podem interferir no contato entre os microrganismos dentro do sistema de tratamento. No
entanto, atenta-se para o fato de que, com excecdo do blaTEM, a diferenca de remocdo dos

genes foi muito pequena.

5.5 Remocéo de GRAs no Fotorreator

O fotorreator com lampadas UV foi instalado apds o filtro biologico percolador do sistema A
para avaliar a desinfecdo deste efluente. Os genes blaTEM, intl1, tetA, sull e RNAr 16S foram

quantificados antes e apds a passagem do efluente pelo fotorreator.

Para avaliar os resultados da quantificacdo dos genes, as doses de UV foram agrupadas em trés
faixas: A (3- 15 mJ/cm?), B (20-80 mJ/cm?) e C (100-160 mJ/cm?). A Figura 5.12 mostra as

concentracdes afluentes e efluentes ao fotorreator nas diferentes faixas adotadas. Esses valores
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Figura 5.12 - Concentracdes absolutas afluentes e efluentes ao fotorreator em trés faixas
de dose UV: A (3- 15 mJ/cm2), B (20-80 mJ/cm2) e C (100-160 mJ/cm2).

também podem ser observados na Tabela B3, do APENDICE B. De modo geral, é perceptivel

que houve reducdo na concentracdo dos genes, mesmo que pequena, apds a passagem do

efluente pelo fotorreator.
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Observando a Faixa A, percebe-se que 0s genes intll e sull apresentaram maior remocao
(p<0,05), com sua concentracdo reduzida de 3,02E+07 para 8E+06 no caso do intll e 2,49E+07
e 1,2E0+0Q7, no caso do sull.

Na Faixa B, o intl1 também foi o mais removido (4,9E+07 cépias/ml afluente e 7,23E+06
copias/ml no efluente), seguido pelo RNAr 16S com concentracdo afluente de 2,28E+08
copias/ml e efluente de 6E+07 copias/ml, e pelo sull, com respectivamente 4,3E+07 e 1,05E+7
copias/ml, todos com remocdes significativas (P<0,05).

Na faixa C ocorreu maior remocdo dos genes tetA (1,52E+05 cdpias/ml afluente e
1,91E+04copias/ml efluente) e blaTEM (3,01E+04 cdpias/ml afluente e 2,96E+03 cdpias/ml no
efluente), mas com variacdo consideravel dos dados. Para essa faixa, os resultados dos testes
estatisticos ndo foram conclusivos, devido a quantidade de dados obtidos nas maiores doses de
uVv.

Desse modo, os genes intll e sull foram os mais suscetiveis a radiacdo UV nas faixas mais
baixas. J& nas faixas mais altas, houve maior remocao dos genes tetA e blaTEM. Como visto na
secdo anterior, esses dois genes foram os mais removidos pelo filtro biol6gico percolador que
antecede o fotorreator e também possuem as menores concentracdes relativas ao RNAr 16S
(Figura 5.12b). Sabe-se que a suscetibilidade dos genes de resisténcia a esse tipo de desinfeccao
pode estar diretamente relacionada com a maneira que 0 mesmo se encontra no efluente, livre
ou em bactérias e até mesmo com o tipo de bactéria (gram-negativas ou gram-positivas) em que
0 gene se encontra (MCKINNEY e PRUDEN, 2012).

A remogdo do gene RNAr 16S decresceu com o aumento das doses de UV da faixa B para a
faixa C. Zheng et al. (2017) mostraram que houve decréscimo na concentracdo de bactérias
resistentes com o aumento da dose aplicada de 10mj/cm? a 160 mj/cm2. No entanto, essa
tendéncia ndo foi observada no presente estudo. Percebe-se que o gene RNAr 16S ndo foi
removido nas maiores doses aplicadas, isso pode indicar retativacao das bactérias apos a coleta
das amostras, e por isso 0s genes intll e sull também n&o obtiveram maiores remog6es nas
ultimas fluéncias. Enquanto que os genes com menores concentragdes relativas (blaTEM e tetA)
foram os mais inativados nessas doses. Huang et al. (2016) reportaram reativacdo de bactérias
22 horas apo6s desinfeccdo do efluente com UV, numa dose de 20mj/cm?2. Ressalta-se, que a
reativacdo das bactérias depende das capacidade da célula de recuperar os danos provocados
pelo UV (NARCISO-DA-ROCHA et al., 2018).
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A Tabela 5.4 apresenta alguns resultados reportados na literatura de remocéo de genes atraves
de fotorreator UV. Para uma dosagem de 160mj/cmz2, Zheng et al. (2017) encontraram remoc&o
dos genes tetA, RNAr 16S e intll de respectivamente 0,7; 0,65 e 0,9 log. Em comparagdo com
os valores encontrados nesse estudo na faixa C (0,9; 0,27 e 0,45 log), percebe-se proximidade
entre os resultados dos dois trabalhos. Para o gene sull, Zheng et al. (2017) reportaram remogéo
de 0,63 utilizando a mesma dose de radiacdo, valores proximos do encontrado no presente
estudo (0,61 log, faixa C).

Tabela 5.4 - Remocédo em log de genes por fotorreator com lampadas emersas UV
encontrados na literatura e no presente trabalho.

Faixa Remocéo (log) Referencia
. dosagem
Sistema (mjlcm?)
RNAr
Sull Intll 165 TetA blaTEM
ZHANG et
s N 62,4 0,1 0,15 0,4 ND ND al., 2015.
odos ativados 124,8 02 | 025 | 045 | ND ND
desinfec¢do com UV
249,5 04 04 0,6 ND ND
Clarificador primério
+ tanque 40 0,031 0,18 0,19 01 ND
Anaerébio/Anoxico/6 ZHENG et
xico, clarificador al., 2017.
secundario + 160 0,63 0,9 0,65 0,7 ND
desinfeccdo com UV.

Efluente sintético + ND ND ND ND 0.3 0,5 DESTIANI e
desinfecgdo UV com ND ND ND | ND 03 06 TEMPTON,
fotorreator em escala 2019

de bancada ND ND ND ND 05 1 '
UASB + filtro 3a15(A) 13 0,57 | 0,39 0,28 0,48
biologico percolador |5, g5 3y | 061 | 083 | 056 | 063 0,016 Presente
+ desinfeccéo com estudo.
uv 100a160 (C) | 0,61 045 | 0,27 0,9 1

ND — Dado ndo disponivel

RemocGes de 0,25 e 0,5 log para o sull e blaTEM ja foram reportadas pela literatura em
60mj/cm2 (DESTIANI e TEMPETON, 2019).

As remocdes encontradas na faixa A do presente trabalho foram parecidas com as reportadas
por Destiani e Tempeton (2019): cerca de 0,48 log para o blaTEM e 1,3 para o sull (Tabela
5.4). No geral, a maioria das remoc0es resultantes do presente estudo ficaram abaixo de 1 log,

assim como os valores reportados pela literatura.
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Apesar dos resultados de remogéo dos genes ap0os passagem do efluente pelo fotorreator ndo se
distanciar dos valores reportados pela literatura, 0 comportamento do fotorreator avaliado no
presente estudo ndo foi o esperado. Esse sistema ndo mostrou uma tendéncia de aumento da
remocao nas maiores doses, com exce¢do do tetA. Muitos autores indicam relacdo direta entre
os tempos de contato ou fluéncia e a remocdo de GRAs (McKINNEY e PRUDEN, 2012;
ZHENG et al., 2017).

5.6 Anédlise comparativa da remocdo dos genes avaliados nos sistemas
A, BeC.

A Figura 5.13 apresenta as remocoes de cada gene quantificado nos trés sistemas. O teste de

hipdteses de Kruskal Wallis mostrou que houve diferenca significativa entre a remocao de todos

0s genes (p<0,05, Tabela C2, APENDICE C) nos diferentes sistemas de tratamento de esgoto.
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Figura 5.13 - Comparacéo das remoc¢des dos genes nos trés sistemas avaliados

Com o teste de Kruskal Wallis sinalizando diferencas significativas, seguiu-se com o teste de
multiplas comparacfes de Dunn para avaliar qual dos trés tratamentos foi o mais eficaz para
cada gene. Os resultados esto sintetizados na Tabela C2 do APENDICE C. A méaxima remog&o
dos genes sull e RNAr 16S foi obtida pelo sistema A (UASB+FBP), com cerca de 0,7 e 1 log,
respectivamente. Para os genes intl1, blaTEM e tetA, o sistema B (UASB/LAT) foi responsavel

pelas maiores remogdes, com1,7; 3,5 e 0,5 logs, respectivamente.

Percebe-se entdo que a combinacdo dos sistemas anaerobios e aerobios obteve melhor

desempenho que o processo de tratamento aeordbio constituido de wetlands construidas. Como
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observado por outros autores, o fato de adicionar um tratamento aerébio a um sistema anaerébio
pode aumentar a eficiéncia de remocdo de GRAs (TAO et al., 2014). Além disso, o fato do
reator UASB transferir boa quantidade de suas bactérias para o lodo, pode ter contribuido para
o melhor desempenho desses sistemas. Frequentemente sao encontradas maiores concentracdes
de GRAS nos biosolidos em comparacdo com o efluente (MUNIR et al., 2011), o que também
ocorre com BRAs (MACHADO et al., 2020).

Foi possivel notar que houve diferenca na remocdo dos genes entre os reatores UASB dos
sistemas A e B. Varios fatores podem interferir no desempenho do reator UASB, tais como
idade do lodo, velocidade ascensional, e tempo de detencédo hidraulica (PAULA, 2007). Esses
fatores interferem no contato entre os microrganismos e podem influenciar a transferéncia de

genes de resisténcia.

Sabe-se que o lodo excedente do reator UASB deve ser descartado com regularidade para evitar
degradacdo da qualidade do efluente final (CHERNICHARO, 2007). Ambos os reatores
avaliados no presente trabalho tinham descarte de lodo regular, monitorado através da
concentracdo de solidos do lodo.

No sistema A (UASB/FBP), o fotorreator incrementou a remoc¢do de todos oS genes nas
fluéncias das faixas A, B e C (Tabela 5.5). Como visto na secdo anterior, o fotorreator removeu
entre 0,27 e 0,56 log de RNAr 16S, que comparado com a remog¢do dos componentes que 0
antecedem (UASB 0,8 log e FBP 0,2 log) promoveu um acréscimo de 27 a 56%. Ja 0s genes
blaTEM, intl1, tetA e sull obtiveram remocdes acrescidas entre 0,7-45% (0,016-1 log); 40,5-
74,8% (0,45 - 0,83 log); 35-112,5% (0,28-0,9 log) e 82,4-175,7% (0,61- 1,3 logs),

respectivamente.



Tabela 5.5 - Remocéo de genes no sistema UASB/FBP/UV.

Remocédo | Remocéo Maior Faixada | Menor | Faixada
Gene UASB* FBP* remocao dose | remocdo | dose
(log) (log) (log) aplicada | (log) | aplicada
RNAr
16S 0,8 0,2 0,56 B 0,27 C
blaTEM 0,9 1.3 1 C 0,016 B
intll 0,64 0,47 0,83 B 0,45 C
sull 0,52 0,22 1,3 A 0,61 BeC
tetA 0,3 0,5 0,9 C 0,28 A
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*Remocédo mediana, considerando as 9 amostras coletadas em cada ponto do sistema A.

Considerando a soma de todos os 5 genes quantificados nesse estudo, o teste de Kruskal Wallis,
seguido pelo teste de mdultiplas comparaces de Dunn mostraram que 0s sistemas A
(UASB/FBP) e B (UASB/LAT) removeram significativamente mais genes que o sistema C
(wetlands construidas) (p<005, Figura 5.14). Ademais, ndo houve diferenca significativa entre
os sistemas A e B, diferente dos resultados observados quando cada gene em particular é

analisado.
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Figura 5.14 - Comparacao da remocao dos genes nos trés sistemas, considerando os cinco genes
guantificados.

Ao avaliar os genes de forma individual, fica mais perceptivel as diferencas no desempenho
dos sistemas na sua remocéo. O tipo de ambiente criado nos sistemas de tratamento, bem como
as caracteristicas do efluente sdo importantes parametros para entender a dinamica dos genes
nesses ambientes. Apesar destes sistemas ndo objetivarem em principio a remocdo de

microrganismos e de GRAS, foi constatado que a remocao ocorre.
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Foi observado que, apesar das caracteristicas que tornam as ETES hotspots, como o intenso
contato entre bactérias e presenga de substancias causadoras de pressdo seletiva, ndo houve
aumento significativo na concentracdo absoluta de GRAs em nenhum sistema avaliado. No
entanto, as concentracdes relativas ao RNAr 16S mostraram que houve a prevaléncia de alguns
genes apo6s passagem pelo sistema de tratamento. E necessario notar que as ETES s30 sistemas
que contribuem muito para a protegdo do meio ambiente e da saude publica, uma vez que tratam

esgotos que seriam lancgados in natura.

O presente estudo também mostrou que apesar de alguns genes serem reduzidos ap0s passagem
pelo sistema de tratamento, as remocOes ainda sdo pequenas. Mais pesquisas devem ser
desenvolvidas para avaliar outros sistemas de tratamento de esgoto (principalmente tratamentos
terciarios) e para apoiar o desenvolvimento de uma legislacdo que busque limitar a liberacédo
desses poluentes emergentes no ambiente. No Brasil, ainda ndo ha um esforgo direcionado para
que esse limite seja estabelecido, e também ndo se tem conhecimento sobre legislagdes em

outros paises que busquem limitar o lancamento de GRAS ou BRAs.

Outras solucdes tecnoldgicas devem ser investigadas para minimizar o lancamento dos GRAS
nos corpos hidricos. Como visto nesse estudo, o fotorreator € uma solucéo limitada, pelo menos
nas doses testadas. Talvez, ao aumentar as doses de UV, ou testa-las em combinacdo com
processos oxidativos avancados, o resultado possa ser mais expressivo. Desse modo, as ETES

poderiam ser aliadas na reducéo da disseminacdo de GRAs no ambiente.
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6 CONCLUSOES FINAIS

. Em geral, os sistemas de tratamento de esgoto avaliados no presente estudo nédo
promoveram aumento significativo na concentracdo dos GRAs quantificados.
Apesar das ETES ndo serem construidas para a remocgdo desses poluentes
emergente, alguns genes de resisténcia foram removidos. Dentre 0s sistemas
avaliados, a maior remocéo foi obtida pelo sistema UASB seguido por lagoas de alta
taxa, que conseguiu remover cerca de 3,5 logs do gene blaTEM, no entanto, em geral
as remocgOes de cada componente dos sistemas resultaram no maximo em 1 log.
Pontua-se ainda que os trés sistemas avaliados apresentaram diferentes padroes de
remocao dos GRAS.

. Apds a passagem do efluente pela ETE ainda ha lancamento de grande quantidade
de GRAs nos corpos hidricos receptores, mas isso ndo indica que os sistemas de
tratamento contribuem para a disseminagéo dos GRAs (e da RA) no ambiente, uma
vez que ndo houve aumento na concentracdo desses elementos apds a passagem
pelos sistemas.

. Quanto a quantificacdo dos genes no afluente, verificou-se que o0 mais abundante foi
0 RNAr 16S (como esperado), seguido por intl1 e 0s GRAS (sull, blaTEM e tetA).
Além disso, os genes de resisténcia a tetraciclina foram os menos abundantes no
esgoto bruto nos dois periodos de coleta.

. As concentracgdes relativas mostraram que os genes de resisténcia a sulfonamida e o
intl1 foram os mais prevalentes nos sistemas de tratamento.

. O aumento da dose de radiagéo aplicada no fotorreator ndo aumentou a remocéo de
GRASs, 0 que pode ser devido a reativacdo das bactérias. Alem disso, os genes sull
e intl1 foram mais removidos nas menores doses de radiacdo, enquanto que o tetA e
o0 blaTEM foram mais suscetiveis nas maiores doses.

. Os parametros pH e DQO mostraram ter maior influéncia na concentragéo dos genes
que os demais parametros avaliados. Além disso, as relagdes ente 0s genes e

parametros fisico-quimicos naturalmente se modificam ao longo do tratamento.
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7 RECOMENDACOES

A partir das analises e conclusbes desse estudo, recomenda-se correlacionar em
trabalhos futuros dados dos GRASs obtidos nesse estudo, com as respectivas bactérias
resistentes obtidas com métodos de cultivo.

A quantificacdo dos antibidticos também poderia auxiliar as analises de GRAs.
Principalmente em sistemas que possuem meios porosos com formacdo de biofilme,
pois os antibidticos podem ser adsorvidos no substrato.

A quantificagdo dos GRAs e BRAs tanto no lodo dos reatores UASB quanto no
sedimento das wetlands (em diferentes profundidades) também poderiam auxiliar nas
analises e discussdes dos resultados encontrados, bem como explicar os fatores que mais
contribuem na remog&o dos genes.

A complexidade da matriz de esgoto real traz muitas dificuldades ao se analisar a
influéncia dos parametros fisico-quimicos na concentracdo dos GRAs. Recomenda-se
iniciar com experimentos em menor escala com variacées de um ou dois parametros e
com a utilizacdo de um sistema controle para melhor avaliacdo da influéncia de
parametros individuais.

Outras solucdes tecnoldgicas devem ser investigadas para minimizar o lancamento dos
GRAs nos corpos hidricos. Como base nos dados desse estudo, o fotorreator possui

limitacGes, pelo menos nas doses testadas.
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APENDICE A — RESULTADOS DOS ENSAIOS DE gPCR.

Tabela Al - Informacdes das curvas padrado utilizadas para cada elemento genético.
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Parametro blaTEM RNAr 16S tetA sull intll
Eficiéncia (%) 96,9 92,6 96,1 94,6 98,9
Threshold 0,033 0,012 0,032 0,038 0,043
Equacéo da y=-3,39x + y=-351x + y=-3,42x + | y=-3,45x + y =-3,35x +
reta 43,05 44,08 43,29 44,01 45,12
R2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
Tabela A2 - Resultados das quantificagfes dos genes.
SISTEMA C (Wetlands construidas)
blaTEM RNAr 16S tetA sull intll
Amostra 40i P = — —
copias/ DP copias/ DP copias/ DP copias/ DP copias/ DP
mi ml ml mi ml
AF 56E+0 | 2,4E+0 | 7,0E+0 | 4,4E+0 | 1,1E+0 | 3,2E+0 | 55E+0 | 6,6E+0 | 3,3E+0 | 2,2E+0
Ago/2019 7 6 8 7 6 4 7 5 8 7
EF Ago 75E+0 | 4,0E+0 | 2,5E+0 | 3,6E+0 | 1,2E+0 | 59E+0 | 3,8E+0 | 85E+0 | 1,8E+0 | 2,5E+0
2019 6 5 8 7 6 4 7 5 8 6
1,0E+0 | 53E+0 | 1,4E+0 | 3,3E+0 | 1,3E+0 | 1,7E+0 | 8,7E+0 | 2,6E+0 | 3,7E+0 | 2,9E+0
AF set/2019 8 6 9 8 6 5 7 6 8 7
EF set/2019 6,7E+0 | 2,9e+0 | 1,1E+0 | 2,2E+0 | 9,3E+0 | 5,9E+0 | 1,5E+0 | 3,0E+0 | 59E+0 | 2,5E+0
6 5 9 8 5 4 7 5 7 6
AF out/2019 49E+0 | 2,5E+0 | 7,3E+0 | 4,1E+0 | 6,8E+0 | 2,1E+0 | 5,2E+0 | 3,7E+0 | 1,9E+0 | 5,0E+0
7 6 8 8 5 4 7 6 8 6
EF out/2019 19E+0 | 7,E+0 | 19E+0 | 1,2E+0 | 1,4E+0 | 3,0E+0 | 4,3E+0 | 8,3E+0 | 1,5E+0 | 1,7E+0
6 4 8 7 5 3 6 4 7 6
AF 6,9e+0 | 19e+0 | 1,2E+0 | 3,9e+0 | 14E+0 | 9,4E+0 | 9,1E+0 | 2,8E+0 | 4,6E+0 | 1,5E+0
Nov/2019 7 7 9 8 6 3 7 6 8 7
EF 75E+0 | 2,3E+0 | 4,2E+0 | 7,2E+0 | 9,4E+0 | 3,7E+0 | 1,3E+0 | 2,4E+0 | 6,2E+0 | 6,2E+0
Nov/2019 6 5 8 6 5 4 7 5 7 6
AF 16E+0 | 5,3E+0 | 1,8E+0 | 2,4E+0 | 53E+0 | 2,4E+0 | 2,3E+0 | 2,4E+0 | 1,1E+0 | 1,2E+0
Dez/2019 7 5 9 8 5 4 7 6 8 7
EF Dez2019 2,0E+0 | 3,3E+0 | 3,3E+0 | 8,7E+0 | 3,0E+0 | 1,8E+0 | 7,2E+0 | 1,8E+0 | 3,5E+0 | 2,5E+0
6 3 8 7 5 4 6 5 7 6
AF ian/2020 1,7E+0 | 2,2E+0 | 7,4E+0 | 2,0E+0 | 1,4E+0 | 2,7E+0 | 58E+0 | 9,8E+0 | 3,5E+0 | 9,2E+0
) 7 6 8 8 6 4 7 5 8 6
EF ian/2020 47E+0 | 3,4E+0 | 3,2E+0 | 7,4E+0 | 8,5E+0 | 51E+0 | 3,2E+0 | 3,4E+0 | 1,2E+0 | 9,5E+0
) 6 5 8 7 5 4 7 6 8 6
SISTEMA B (UASB/LAT)
blaTEM RNAr 16S tetA sull intll
Amostra 4Ani ADi Ani 40i Ani
copias/ DP copias/ DP copias/ DP copias/ DP copias/ DP
mi ml ml mi ml
AF 5,6E+0 | 2,4E+0 | 7,0E+0 | 4,4E+0 | 1,1E+0 | 3,2E+0 | 55E+0 | 6,6E+0 | 3,3E+0 | 2,2E+0
Ago/2019 7 6 8 7 6 4 7 5 8 7
EF UASB 2,9e+0 | 8,0E+0 | 1,8E+0 | 7,4E+0 | 9,2E+0 | 1,0E+0 | 2,3E+0 | 1,2E+0 | 3,8E+0 | 5,5E+0
Ago 2019 6 4 8 7 5 5 7 6 7 6
EF LAT 1,2E+0 | 3,5E+0 | 4,4E+0 | 4,8E+0 | 9,5E+0 | 4,4E+0 | 2,5E+0 | 1,7E+0 | 1,4E+0 | 2,7E+0
Ago 2019 4 3 8 I 4 3 7 6 7 6
AF set/2019 1,0E+0 | 5,3E+0 | 1,4E+0 | 3,3E+0 | 1,3E+0 | 1,7E+0 | 8,7E+0 | 2,6E+0 | 3,7E+0 | 2,9E+0
8 6 9 8 6 5 7 6 8 7




94

EF UASB 6,9e+0 | 1,8E+0 | 2,1E+0 | 7,9E+0 | 1,2E+0 | 2,7E+0 | 3,7E+0 | 5,4E+0 | 4,9E+0 | 1,3E+0
set/2019 6 5 8 7 6 4 7 5 7 7
EF LAT 16eE+0 | 1,8E+0 | 1,2E+0 | 3,1E+0 | 1,6E+0 | 1,7E+0 | 8,3E+0 | 4,4E+0 | 4,4E+0 | 9,1E+0
set/2019 4 3 8 7 5 3 6 5 6 5

AF out/2019 49E+0 | 2,5E+0 | 7,3E+0 | 4,1E+0 | 6,8E+0 | 2,1E+0 | 5,2E+0 | 3,7E+0 | 1,9E+0 | 5,0E+0
7 6 8 8 5 4 7 6 8 6

EF UASB 1,1E+0 | 1,8E+0 | 3,0E+0 | 1,0E+0 | 2,5E+0 | 2,2E+0 | 1,0E+0 | 4,5E+0 | 1,6E+0 | 4,5E+0
out/2019 6 4 8 8 5 4 7 4 7 6
EF LAT 2,2E+0 | 2,4E+0 | 2,5E+0 | 3,9e+0 | 7,5E+0 | 1,4E+0 | 9,5E+0 | 1,5E+0 | 1,6E+0 | 4,2E+0
out/2019 4 3 8 7 4 3 6 5 6 5

AF 6,9e+0 | 1,9e+0 | 1,2E+0 | 3,9e+0 | 14E+0 | 9,4E+0 | 9,1E+0 | 2,8E+0 | 4,6E+0 | 1,5E+0

Nov/2019 7 7 9 8 6 3 7 6 8 7

EF UASB 6,7E+0 | 2,1E+0 | 1,7E+0 | 4,8E+0 | 1,7E+0 | 6,4E+0 | 4,2E+0 | 1,1E+0 | 7,1E+0 | 9,1E+0
Nov/2019 6 5 8 7 6 4 7 6 7 6
EF LAT 2,0E+0 | 52E+0 | 1,6E+0 | 4,2E+0 | 3,8E+0 | 6,3E+0 | 3,3E+0 | 1,9E+0 | 59E+0 | 1,2E+0
Nov/2019 4 3 8 7 4 3 7 6 6 6

AF 1,6e+0 | 5,3e+0 | 1,8E+0 | 2,4E+0 | 5,3E+0 | 2,4E+0 | 2,3E+0 | 2,4E+0 | 1,1E+0 | 1,2E+0O

Dez/2019 7 5 9 8 5 4 7 6 8 7

EF UASB 14E+0 | 1,4E+0 | 5,8€E+0 | 8,9E+0 | 1,7E+0 | 6,1E+0 | 1,3E+0 | 5,1E+0 | 1,4E+0 | 3,2E+0
Dez2019 6 5 7 6 6 4 7 5 7 6
EF LAT 43E+0 | 7,5E+0 | 8,4E+0 | 1,1E+0 | 1,3E+0 | 3,8E+0 | 6,8E+0 | 4,6E+0 | 2,6E+0 | 2,6E+0
Dez2019 3 2 6 6 4 3 6 5 6 5

. 1,7E+0 | 2,2E+0 | 7,4E+0 | 2,0E+0 | 1,4E+0 | 2,7E+0 | 5,8E+0 | 9,8E+0 | 3,5E+0 | 9,2E+0
AF jan/2020 | 5 6 8 8 6 4 7 5 8 6

EF UASB 7,2E+0 | 2,1E+0 | 1,2E+0 | 2,7E+0 | 1,8E+0 | 3,3E+0 | 55E+0 | 4,2E+0 | 8,3E+0 | 2,3E+0
jan/2020 6 5 8 7 6 4 7 5 7 7
EF LAT 1,2E+0 | 1,1E+0 | 1,56+0 | 7,4E+0 | 2,8E+0 | 2,7E+0 | 5,3E+0 | 3,6E+0 | 2,8E+0 | 1,2E+0
jan/2020 5 4 8 6 5 4 7 6 7 6

SISTEMA B (UASB/LAT)
blaTEM RNAr 16S tetA sull intll
Amostra ) P - 7 - P
copias/ DP copias/ DP copias/ DP copias/ DP copias/ DP
mi ml ml ml ml
AF 3,5e+0 | 2,7E+0 | 1,1E+0 | 3,8E+0 | 1,4E+0 | 5,3E+0 | 1,1E+0 | 1,1E+0 | 2,3E+0 | 1,3E+0
Ago/2020
7 5 9 7 6 4 8 7 8 7
(C1)
EF UASB 53E+0 | 2,5E+0 | 1,7E+0 | 1,3E+0 | 8,8E+0 | 5,1E+0 | 3,7E+0 | 3,6E+0 | 6,2E+0 | 8,9E+0
Ago/2020
6 5 8 7 5 4 7 6 7 6
(C1)
EF FBP
1,9E+0 | 1,5E+0 | 4,7E+0 | 1,8E+0 | 9,7E+0 | 1,0E+0 | 6,5E+0 | 2,9E+0 | 4,8E+0 | 6,1E+0
Ago/2020
6 5 8 8 5 5 7 6 7 6
(C1)
AP 6,3E+0 | 1,3E+0 | 2,1E+0 | 51E+0 | 2,4E+0 | 1,3E+0 | 16E+0 | 1,6E+0 | 2,9E+0 | 1,5E+0
Ago/2020
7 7 9 8 6 5 8 6 8 6
(C2)
EFUASB 1 o 6Ei0 | 1,040 | 2,0E+0 | 4.1E+0 | 8,9E+0 | 9,7E+0 | 4,3E+0 | 1.2E40 | 6,0E+0 | 1,2E40
Ago/2020
6 5 8 7 5 3 7 6 7 7
(C2)
EF FBP
42E+0 | 8,3E+0 | 1,3E+0 | 1,1E+0 | 2,8E+0 | 2,3E+0 | 1,1E+0 | 3,7E+0 | 1,0E+0 | 1,0E+0
Ago/2020
5 3 8 7 5 4 7 5 7 6
(C2)
AF 46E+0 | 1,8E+0 | 14E+0 | 2,3E+0 | 1,7E+0 | 6,1E+0 | 1,2E+0 | 54E+0 | 2,1E+0 | 3,9E+0
Ago/2020
7 6 9 8 6 4 8 6 8 7
(C3)
EF UASB 50E+0 | 1,2E+0 | 1,1E+0 | 2,6E+0 | 8,8E+0 | 59E+0 | 3,3E+0 | 3,3E+0 | 4,3E+0 | 7,3E+0
Ago/2020
6 5 8 7 5 4 7 6 7 6
(C3)
EF FBP
1,0e+0 | 7,1E+0 | 1,2E+0 | 2,1E+0 | 6,3E+0 | 1,0E+0 | 2,0E+0 | 1,1E+0 | 2,2E+0 | 4,2E+0
Ago/2020
6 4 8 7 5 4 7 6 7 6
(C3)
AF 6,7E+0 | 2,5E+0 | 2,4E+0 | 1,4E+0 | 2,6E+0 | 4,2E+0 | 1,6E+0 | 1,8E+0 | 3,8E+0 | 6,7E+0
Ago/2020

(C4)

7 6

9 8

6 5

8 7

8 7
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AFE;;%;EE 10E+0 | 1,5E+0 | 5.2E+0 | 4,0E+0 | 2,0E+0 | 3.1E+0 | 7.5E+0 | 2,4E+0 | 1.2E+0 | 1,4E+0
9 » 7 6 8 7 6 5 7 6 8 7
EF FBP

2.5E+0 | 33E+0 | 5AE+0 | 2,5E40 | 4,5E+0 | 2,8E+0 | 3.2E+0 | 1,8E+0 | 1.7E+0 | 5.7E+0
Ago/2020
5 4 7 6 5 4 7 6 7 6
(C4
AF sel/2020 | 53E+0 | 39E+0 | 11E+0 | 1.0E+0 | 3.0E+0 | 14E+0 | 1.6E+0 | 1.3E+0 | 3.0E+0 | 1.7E+0
(C5) 6 5 9 8 6 5 8 7 8 7
EF UASB
30E+0 | 5.2E+0 | 1,3E+0 | 2,0E+0 | 1,2E+0 | 1,1E+0 | 4,8E+0 | 4,1E+0 | 6,8E+0 | 1,2E40
set/2020
5 4 8 7 6 5 7 6 7 7
(C5)
EF FBP
A9E+0 | 83E+0 | 1,0E40 | 5,6E+0 | 39E+0 | 23E+0 | 45E40 | 1,0E+0 | 3,5E40 | 4,7E+40
set/2020
7 6 8 6 5 4 7 6 7 6
(CH)
AF set/2020 | B.0E+0 | B1E+0 | BAE+0 | 74E+0 | 35E+0 | BOE+0 | 15E+0 | 7.5E+0 | 32E+0 | 31E+0
(C6) 6 5 8 7 6 4 8 6 8 7
EF UASB
22E+0 | 2,5E+0 | 1,8E+0 | 4.7E+0 | 1,8E+0 | 8.2E+0 | 6,1E+0 | 4,6E+0 | 84E+0 | 1,1E+0
set/2020
5 4 8 7 6 4 7 6 7 7
(Ce)
EF FBP
19E+0 | 1,7E+0 | 4,4E+0 | 35E+0 | 2,8E+0 | 7,0E+0 | 1,3E+0 | 1,1E+0 | 1.1E+0 | 2,6E+0
set/2020
7 6 7 6 5 3 7 6 7 6
(Ce)
AF 19640 | 1,7E+0 | 15640 | 1.4E+0 | 1,8E40 | 3.1E+0 | 1,1E+0 | 2.4E+0 | 1,9E40 | 1,9E+0
nov/2020
7 6 9 7 6 4 8 6 8 7
(en
EFUASB | ) 0E40 | 12640 | 1,1E+0 | 1,6E+0 | 1,6E+0 | 4.9E+0 | 7.3E+0 | 3.8E+0 | 13E+0 | 4,0E+0
nov/2020
7 6 9 8 6 4 7 6 8 6
(%))
EF FBP
20E+0 | 21E+0 | 2.8E+0 | 55640 | 2,3E+0 | 8.8E+0 | 32E+0 | 3.4E+0 | 42E+0 | 1.1E+0
nov/2020
5 4 8 6 5 3 7 6 7 7
(C7)
AF 61E+0 | 2,4E+0 | 57E+0 | 17640 | 2,8E+0 | 2,9E40 | 1,7E+0 | 1,3E+0 | 5,8E+0 | 4,8E+0
nov/2020
7 6 9 9 6 5 8 7 8 7
(Cy)
EFUASB | 7 6ei0 | 58840 | 12E+0 | 3,0E40 | 1,7E+0 | 9,7E40 | 5.1E+0 | 1,9E+0 | 1,3E+0 | 7.8E+0
nov/2020
6 5 9 8 6 4 7 6 8 6
(C8)
EF FBP
34E+0 | 47E40 | 14E+0 | 1,0E40 | 62E40 | 6,8E+0 | 62E+0 | 8,2E+0 | 4,5E40 | 3,0E+0
nov/2020
o) 4 3 8 7 4 3 7 6 7 6
AF fevi2020 | 6.9E+0 | 7.8E+0 | 9.6E+0 | 17E+0 | 3.0E+0 | 2,0E+0 | 1L,9E+0 | 2,3E+0 | 3.4E+0 | 5,0E+0
(C9) 7 6 8 8 6 5 8 7 8 7
EF UASB
3,7E40 | 34E+40 | 1,1E+0 | 24E+0 | 1,0E40 | 6,6E+0 | 3,8E+0 | 9,0E+0 | 32E40 | 5,1E+40
fev/2020
6 5 8 7 6 4 7 5 7 5
(€9
EF FBP
18E+0 | 4,1E+0 | 8,8E+0 | 2,1E+0 | 5,5E+0 | 2.2E+0 | 2,3E+0 | 1,6E+0 | 2,8E+0 | 4,3E+0
fev/2020
(co) 5 3 7 7 5 4 7 6 7 6

AF: Afluente; EF: Efluente; C1-C9: coletas 1 a 9; DP: Desvio padréo.
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APENDICE B — ESTATISTICA DESCRITIVA DAS QUANTIFICACOES
DOS GENES RELATIVAS A TODO PERIODO DE AMOSTRAGEM.

Tabela B1 - Estatistica descritiva das quantificacdes absolutas dos genes, considerando
todas as amostras gquantificadas.

Wetland (n=6)
Ponto de
Coleta Gene Média Mediana Desvio padréo
RNAr 16S 9,83E+08 1,09E+09 4,40E+08
blaTEM 5,22E+07 5,13E+07 3,19E+07
Afluente Intll 3,40E+08 3,03E+08 1,26E+08
Sull 1,82E+07 2,72E+07 2,09E+07
tetA 1,18E+06 1,06E+06 3,71E+05
RNAr 16S 3,28E+08 4,31E+08 3,23E+08
blaTEM 5,72E+06 5,07E+06 2,61E+06
Efluente
final Intll 6,10E+07 7,94E+07 6,18E+07
Sull 2,84E+07 2,70E+07 1,94E+07
tetA 8,90E+05 7,19E+05 4,01E+05
UASB-LAT (n=6)
RNAr 16S 9,83E+08 1,09E+09 4,40E+08
blaTEM 5,22E+07 5,13E+07 3,19E+07
Afluente Intll 3,40E+08 3,03E+08 1,26E+08
Sull 1,82E+07 2,72E+07 2,09E+07
tetA 1,18E+06 1,06E+06 3,71E+05
RNAr 16S 1,75E+08 1,74E+08 8,31E+07
blaTEM 4,79E+06 4,37E+06 2,89E+06
Efluente
UASB Intll 4,39E+07 4,88E+07 2,46E+07
Sull 4,72E+07 5,05E+07 3,38E+07
tetA 1,46E+06 1,27E+06 6,08E+05
RNAr 16S 1,53E+08 1,87E+08 1,44E+08
blaTEM 1,78E+04 3,27E+04 4,42E+04
Efluente
final Intll 1,00E+07 1,13E+07 9,58E+06
Sull 2,34E+07 2,73E+07 1,79E+07
tetA 8,50E+04 1,10E+05 9,61E+04
UASB-FBP (n=9)
RNAr 16S 1,91E+09 1,44E+09 1,51E+09
blaTEM 5,07E+07 4,93E+07 1,64E+07
Afluente Intll 3,14E+08 3,00E+08 1,15E+08
Sull 1,49E+08 1,59E+08 2,80E+07
tetA 2,46E+06 2,60E+06 6,93E+05
RNAr 16S 4,16E+08 1,78E+08 4,40E+08
Efluente blaTEM 6,72E+06 5,56E+06 2,29E+06
UASB Intl1 8,15E+07 6,75E+07 3,80E+07
Sull 5,13E+07 4,83E+07 1,55E+07




tetA 1,43E+06 1,21E+06 6,70E+05
RNAr 16S 1,62E+08 1,21E+08 1,32E+08
blaTEM 5,07E+05 2,563E+05 5,78E+05

Efluente
final Intl1 2,88E+07 2,80E+07 1,45E+07
Sull 3,36E+07 3,18E+07 1,99E+07
tetA 4,26E+05 3,93E+05 6,70E+05
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Tabela B2 - Estatistica descritiva das quantificacdes relativas ao RNAr 16S, considerando
todas as amostras quantificadas.

Ponto de Wetlands Construidas
Gene N -
coleta Mediana média DP
blaTEM 0,06 0,05 0,03
intl1 0,32 0,32 0,16
Afluente
sull 0,02 0,03 0,027
tetA 0,001 0,001 0,0006
blaTEM 0,012 0,014 0,0089
Efluente intll 0,13 0,25 0,26
final sull 0,08 0,09 0,065
tetA 0,0016 0,002 0,0015
UASB/LAT
blaTEM 0,06 0,05 0,03
intl1 0,32 0,32 0,16
Afluente
sull 0,02 0,03 0,027
tetA 0,001 0,001 0,0006
blaTEM 0,028 0,029 0,019
Efluente Intl1 0,33 0,37 0,25
UASB Sull 0,32 0,3 0,17
tetA 0,008 0,011 0,01
blaTEM 0,00012 0,00028 0,0003
Efluente Intl1 0,036 0,33 0,68
LAT Sull 0,19 0,31 0,35
tetA 0,0008 0,0009 0,0007
UASB/FBP
blaTEM 0,032 0,04 0,027
Intl1 0,15 0,21 0,1
Afluente
sull 0,076 0,1 0,06
tetA 0,001 0,004 0,007
blaTEM 0,03 0,028 0,014
Efluente Intll 0,3 0,31 0,14
UASB Sull 0,33 0,24 0,14
tetA 0,005 0,006 0,003
blaTEM 0,0033 0,0033 0,0024
Efluente Intil 0,19 0,22 0,095
Sull 0,26 0,28 0,16




98

tetA

0,0038

0,0036

0,0023

Tabela B3 - Resultado das quantificagdes afluentes e efluentes ao fotorreator nas trés faixas

de dose de radiacdo adotadas.

FZZ‘Saefa Ponto | RNAr16S | blaTEM Intl1 tetA sull
Afluente | 1,51E+08 | 154E+05 | 3,03E+07 | 529E+05 | 2,49E+07
A Efluente | 6,05E+07 | 502E+04 | 8,04E+06 | 2,79E+05 | 1,20E+06
Afluente | 2,20E+08 | 7,06E+04 | 4,87E+07 | 3,34E+05 | 4,30E+07
® Efluente | 6,05E+07 | 6,81E+04 | 7,24E+06 | 7,89E+04 | 1,05E+07
Afluente 2,91E+08 | 3,01E+04 | 4,83E+07 1,52E+05 | 5,61E+07
¢ Efluente | 157E+08 | 2,96E+03 | 1,71E+07 | 1,91E+04 | 1,36E+07

* :°00 Resultados em mediana.

Tabela B4 - Remocgdes em log de cada componente dos sistemas A (UASB/FBP),
B(UASB/LAT) e C(Wetlands construidas).

Gene* c\éﬂfm?ig;s (Sigtﬁriz B) LAT (Sigcﬁris ) FBP

blaTEM 0,45 1,12 2,43 0,9 1,3

RNAr 16S 0,94 0,8 0,055 0,8 0,2

intl1 0,66 0,84 0,75 0,64 0,47

sull -0,095 -0,25 0,37 0,52 0,22

tetA 0,19 -0,04 0,93 0,29 0,29
*Resultados em mediana
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APENDICE C — RESULTADOS DOS TESTES DE HIPOTESES.

Tabela C1 - Valores de p resultantes dos testes de wilcoxon para comparagao entre o
esgoto afluente e efluente a cada componente dos sistemas A, B e C.

Valores de p para comparacao entre concentragdes absolutas.
Gene Wetlands (Sigt'eA\riz? gy | LAT (SigteAr‘:’aB o | FeP
RNAr 16S 0.03125* 0.03125* 0.6875 0,0039* 0,074
blaTEM 0.03125* 0.03125* 0.03125* 0,0039* 0,0039*
tetA 0.0625 0.6875 0.03125* 0,012* 0,0078*
intll 0.03125* 0.03125* 0.03125* 0,039* 0,0039*
sull 1 0.0625 0.3125 0,0039* 0,074
Valores de p para comparagéo entre concentragdes relativas ao RNAr 16 S
blaTEM 0.03125 0,219 0.03125 0,0547 0,0039
tetA 0.1563 0,0625 0.03125 0,129 0,0039
intll 0.5625 0,843 0.4375 0,027 0,203
sull 0.09375 0,0312 1 0,008 0,82

*Valores abaixo do nivel de significancia de 0,05.

Tabela C2 - Valores de p resultantes dos testes de hipétese de kruskal wallis e Dunn para
comparacao entre os trés sistemas.

Teste Sistemas RNAr 16S blaTEM intll sull tetA
UASB/FBP,
Kruskal Wallis UASB/LAT e 0,025* 0,0005* 0,0086* 0,0315* 0,0035*
Wetlans
UASB/FBP e -
UASB/LAT 0,28 0,057 0,15 0,078 0,28
Comparacdes
multiplas de UASB/FBP e 0,02* 0,035* 0,11 0,078* 0,025*
Wetlands
Dunn
UASB/LAT e 0,27 0,00028* 0,0064* 0,96 0,0034*
Wetlands

*Valores abaixo do nivel de significancia de 0,05.



