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RESUMO

A evolugdo e a propagacdo da resisténcia a antimicrobianos nos ultimos anos
tornaram-se alarmantes, culminando em uma ameaca a salde global. E necessario
um esforco multidisciplinar para o entendimento da distribuicdo dos genes de
resisténcia a antimicrobianos (ARGSs), sobretudo em ambientes modificados pelas
atividades antrépicas. Nesse contexto, a atividade mineradora gera impactos
ambientais e socioeconémicos. A criacdo e a historia do estado de Minas Gerais
possuem relacéo estreita com a mineracao. Na atualidade, o estado foi surpreendido
por passivos ambientais relacionados a essa, com destaque, ao colapso da barragem
de Fundao, em Mariana, Minas Gerais em 2015, devido aos impactos relacionados
aos rejeitos minerais que atingiram a bacia hidrografica do Rio Doce (BHRD).
Sabendo-se da possibilidade de haver cosselecéo de genes associados a resisténcia
a multiplos antimicrobianos na presenca de metais, este estudo visa detectar o rDNA
16s, o gene codificador da integrase dos integrons da subclasse 1 (intll) e 2 (intl2) e
0s seguintes ARGs: vanA, ermC, qnrB, sull, sul2, tetM, blakrc, blanowm, blanowm-1, blashv,
blatem e blavim em duas amostragens, a primeira realizada em fevereiro e a segunda
julho, ambas em 2019 em duas sub-bacias da BHRD, sendo uma impactada (Rio
Piranga) pelo colapso da barragem de Fundao, e outra ndo (Rio Santo Antdnio). O
DNA das amostras foi extraido e submetido a reacdo de polimerizacdo em cadeia
quantitativa. Os resultados demonstraram que os valores médios da abundancia
relativa para intll gnrB, sull, sul2 e blarem. foram maiores em fevereiro de 2019 na
BHRD, assim como, a prevaléncia do intl1, ermC, gnrB, sull, sul2 e blatrem no mesmo
periodo. Ademais, os genessull, sul2 e qnrB apresentaram as maiores quantificacées
em numero de cépias do gene por grama de sedimento. Logo, estes AGRs juntamente
com o intll, podem ser dispersados mais facilmente em sedimentos que outros,
principalmente em periodos chuvosos, devido a alta pluviosidade desse periodo em
climas tropicais. Outro dado averiguado neste trabalho foi a maior prevaléncia,
variedade e quantidade de marcadores genéticos detectados na sub-bacia impactada

guando comparada a sub-bacia ndo impactada.

Palavras-chave: integrons, genes de resisténcia a antimicrobianos, sedimentos,
reacdo de polimerizacdo em cadeia quantitativa, bacia hidrografica do Rio Doce,

barragem de Fundao.



ABSTRACT

The evolution and spread of antimicrobial resistance in recent years has become
alarming, culminating in a threat to global health. In these circumstances, controlling
the spread of antimicrobial resistance requires a multidisciplinary effort to understand
the distribution of genetic markers associated with this property. In November 2015,
the collapse of the Fund&do dam, in Mariana, Minas Gerais, was declared the biggest
environmental disaster in the mining sector in the world, due to the impacts related to
the mineral tailings that reached the Rio Doce watershed (BHRD). This study aims to
detect 16s rDNA, the integrase gene encoding subclass 1 (intl1) and 2 (intl2) integrons
and the following antimicrobial resistance genes (ARGSs): vanA, ermC, gnrB, sull, sul2,
tetM, blakec, blanom, blanom-1, blaswv, blatem and blaviv in two samplings, the first
carried out in February and the second in July, both in 2019 in the Piranga and Santo
Antonio River sub-basins located in the BHRD. The DNA of the samples was extracted
and subjected to a quantitative chain polymerization reaction. The results showed that
the mean values of relative abundance for intl1, gnrB, sull, sul2 and blaTEM were
higher in February 2019 in BHRD, as well as the prevalence of intl1, ermC, gnrB, sull,
sul2 and blaTem in the same period. Furthermore, genes sull, sul2 and gnrB showed
the highest quantifications in number of gene copies per gram of sediment. Therefore,
these AGRs, together with the intll, can be dispersed more easily in sediments than
others, especially in rainy periods, due to the high rainfall of this period in tropical
climates. Another finding in this study was the higher prevalence, variety and quantity
of genetic markers detected in the Piranga River sub-basin when compared to the

Santo Antonio River sub-basin.

Keywords: integrons, antimicrobial resistance genes, sediments, quantitative chain

reaction, Rio Doce watershed, Fundao dam.
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1.INTRODUCAO

A descoberta da penicilina, em 1928, por Alexandre Fleming e,
posteriormente, a sua producdo em escala industrial para fins terapéuticos, na década
de 1940, seguida pela introducéo de outros compostos com atividade antimicrobiana,
inaugurou uma nova era para a Medicina, a era dos antibioticos. A antibioticoterapia
foi amplamente utilizada no século XX e teve importancia significativa na Segunda
Guerra Mundial, mitigando drasticamente o nimero de soldados mortos por infec¢cdes
bacterianas anteriormente fatais (TAVARES, 2014). Desde entdo, diversas
substancias de origem natural e derivados semissintéticos sédo utilizados para o
tratamento de seres humanos e outros animais com doengas infecciosas e na
agropecudria, com destaque para o incremento da producdo de bens agricolas e
espécies de animais.

Tradicionalmente, o termo “antibidtico” refere-se a produtos metabolicos
naturais produzidos por qualquer microrganismo capazes de aniquilar ou inibir a
multiplicagdo de outros, para assegurar sua sobrevivéncia no meio ambiente
(TAVARES, 2014). Com o desenvolvimento dos processos semissintéticos aliado ao
surgimento de tecnologias industriais farmacéuticas, foi possivel desenvolver
substancias com efeitos de antibiose. Dessa forma, os termos “agente antibacteriano”
e “antimicrobiano” sao usados preferencialmente a “antibidtico”.

Nos ultimos anos, a emergéncia e a propagacao de patdbgenos resistentes
a antimicrobianos, especialmente bactérias multirresistentes a estes farmacos, tornou-
se uma problematica global. A resisténcia a agentes antimicrobianos diminui
significativamente as chances de eficacia dos tratamentos de pacientes com doencas
infecciosas, resultando em um namero maior de complicacdes e casos fatais, além de
aumentar gastos publicos em sistemas de salude (ANDERSSON; HUGHES, 2011).
Uma revisao publicada por O’Neill (2014) estima que, até o ano de 2050, possa haver
10 milhdes de mortes ao ano no mundo associadas a resisténcia antimicrobiana.
Nesse ambito, podemos aplicar o conceito de One Health ou Satude Unica para a
vigilancia em saude.

Sabendo-se da existéncia da indissociabilidade entre satude humana,
zoonoses e meio ambiente, a Salde Unica pode ser conceituada como uma
abordagem interdisciplinar entre profissionais, instituicbes e multiplos setores da

sociedade com acfes, valores e conhecimentos que envolvam a salude humana e
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animal, com o intuito de mitigar os impactos ambientais (Figura 1). Este conceito
surgiu pela combinacgéo de esforcos entre a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a
Organizagédo das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) e a
Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE). Assim, a abordagem Satde Unica
abrange, entre outros assuntos, a disseminacdo, o controle e a prevencao de
bactérias resistentes a antimicrobianos (DIAS, 2018).

Figura 1. Integrac&o do conceito Satde Unica: abordagem holistica, transdisciplinar e multissetorial da
Salde.

= o8

Fonte: A autora.

Diante do exposto faz-se necessario o desenvolvimento de abordagens e
estudos holisticos e multidisciplinares que incorporem a expertise multifatorial para
lidar com a satude humana, animal e dos ecossistemas. Tais esfor¢cos sdo essenciais
para a compreensao de como as rapidas mudancas ambientais no periodo
antropoceno estao ligadas ao surgimento e reemergéncia de doencas infecciosas e
n&o infecciosas (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2018).

1.1.Resisténcia a antimicrobianos: aspectos clinicos e ambientais
1.1.1 Aspectos gerais do fendbmeno de resisténcia a antimicrobianos
Os antibioticos apresentam propriedades inibitorias parciais ou totais sobre

a multiplicagdo dos microrganismos. A existéncia dessas substancias na natureza

esta relacionada ao fato de que esses compostos podem ser metabdlitos utilizados
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contra outros microrganismos, tendo papel na competicdo por nutrientes e servindo
como mecanismo de defesa. Além disso, estas substancias podem atuar como
mensageiros quimicos na comunicagdo entre os individuos ou, ainda, apresentar
funcdes moduladoras de metabolismo entre comunidades microbianas, sendo assim,
essenciais no processo de comunicacdo entre as células e funcionando como
moléculas de sinalizacao nos ecossistemas (ALLEN et al., 2010).

A acdo antimicrobiana dos farmacos pode ser classificada segundo
diferentes critérios, como estrutura quimica, mecanismo de acéo e efeito sobre o0s
microrganismos (TAVARES, 2014). Por possuirem estrutura quimica diversificada, é
impraticavel classificar os agentes antimicrobianos somente com base nestes
critérios. Contudo, uma combinacdo de local-alvo, juntamente com a estrutura
guimica, oferece uma classificacdo operacionalmente atil. Os principais mecanismos
de acdo dos antimicrobianos estdo relacionados aos processos de biossintese das
células bacterianas. Os cincos principais locais-alvos séo: (i) sintese da parede
celular; (ii) sintese proteica; (iii) sintese de acidos nucleicos; (iv) vias metabdlicas e (v)
funcdo da membrana celular. A acdo de um antibacteriano pode provocar dois efeitos
na célula: a morte da bactéria - efeito bactericida ou a inibicdo da multiplicacdo da
bactéria - efeito bacteriostatico (GOERING et al., 2014).

Atualmente, os antimicrobianos disponiveis no mercado sdo divididos,
segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em varias classes:
aminoglicosideos, ansamicinas, antagonistas da sintese do folato, fosfomicinas,
glicopeptideos, lincosamidas, lipopeptideos, macrolideos, nitroheterociclicos,
oxazolidinonas, fenicéis, quinolonas, tetraciclinas, estreptograminas e p-lactamicos.
Todos os antimicrobianos [-lactamicos possuem um anel B-lactamico reativo,
podendo ser dividido em subgrupos que incluem: penicilinas, cefem oral e parenteral,
monobactamicos e penem.

No século XX, a utilizacdo dos antimicrobianos na prética clinica levou a
crencga de que as doengas infecciosas seriam um problema solucionado, pois a terapia
medicamentosa com tais substancias demonstrou ser extremamente eficiente no
controle de microrganismos patogénicos. Todavia, nas Ultimas décadas, varios
microrganismos tém expressado mecanismos de resisténcia a acdo dos
antimicrobianos, tanto no ambiente hospitalar como no meio ambiente (WENDLANDT
et al., 2013; RANOTKAR et al., 2014; BELLO; DINGLE, 2018).

E fato que a resisténcia aos farmacos antibacterianos é um fendmeno

by

natural anterior a pressao seletiva moderna do uso desses compostos. Nesse
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contexto, o incremento do fendmeno de resisténcia a antimicrobianos na atualidade
pode estar associado a diversos fatores, incluindo o uso extensivo e, muitas vezes,
inapropriado dos antimicrobianos na pratica clinica humana e veterinéria, agricultura
e pecuaria. Assim, ha um acréscimo desses compostos juntamente com outros
residuos antropogénicos no meio ambiente, que alteram a biodiversidade dos
ecossistemas microbianos (BUELOW; PLOY; DAGOT, 2021).

1.1.2 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos comecou a ser relatada apos a
introducéo desses medicamentos na pratica terapéutica. No final da década de 1930,
havia relatos de microrganismos resistentes as penicilinas, sulfonamida e
estreptomicina (DAVIES; DAVIES 2010). A resisténcia bacteriana pode ser
caracterizada como: (i) intrinseca ou natural, associada a auséncia de receptores ou
a existéncia de estruturas e mecanismos que impedem a a¢do do farmaco. Nesse
caso, a tendéncia € que a maioria das amostras daquele grupo sejam resistentes aos
antimicrobianos de uma determinada classe; (ii) extrinseca ou adquirida, mediada pela
aquisicdo de material genético novo ou mutacdes cromossémicas, que resultam em
modificacdes na estrutura e no funcionamento da célula bacteriana, proporcionando o
surgimento de resisténcia a um ou varios antimicrobianos numa populacdo
originalmente sensivel (GOERING et al., 2014; TAVARES, 2014). Nesse contexto, a
resisténcia antimicrobiana pode ser considerada um fendémeno natural de evolugao
dos microrganismos, mediada por mutacdes e recombinacdes.

A recombinacdo genética é caracterizada pela transferéncia horizontal de
genes, seja por: (i) transformacéo - algumas bactérias sdo capazes de captar, integrar
e expressar funcionalmente fragmentos de DNA exdgeno encontrado livre no
ambiente, originado de amostras doadoras previamente mortas; (ii) conjugacao -
transferéncia de DNA através do contato célula-célula, por meio do pili ou de adesinas
da superficie celular e (iii) transducéo - o transporte do DNA da célula doadora para a
célula receptora ocorre por meio de bacteriofagos. Assim, a disseminagdo da
resisténcia a antimicrobianos pode ocorrer pela transferéncia/captacdo de DNA, quer
seja de fragmentos do cromossomo (mais rara) ou dos chamados elementos
genéticos moveis (WOZNIAK; WALDOR, 2010; HOLMES et al., 2016;).

Nesse contexto, a resisténcia bacteriana a antimicrobianos é conferida por

cinco mecanismos principais (Figura 2): (i) modificacéo no local de acao do farmaco;
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(i) modificacdo enzimatica ou degradacdo do antimicrobiano; (iii) efluxo ativo do
antimicrobiano para fora da célula; (iv) permeabilidade reduzida ao agente
antimicrobiano, que restringe seu acesso ao sitio de acado; (v) aquisicdo de vias
metabdlicas alternativas (VRANAKIS et al., 2014).

Figura 2. Principais mecanismos de resisténcia a antimicrobianos.

Permeabilidade reduzida

Efluxo ativo

O Alteragao no
metabolismo

’—--
I e "L
Modificagao no sitio-alvo da droga ! [
I
¢ L

»,
O —-» O > | B

Modificagao enzimatica ou degradagao

Fonte: Adaptado de Vranakis et al. (2014).

A presenca de genes que codificam resisténcia a antimicrobianos
localizados em elementos genéticos movéis, tais como, plasmideos, transposons e
elementos conjugativos integrativos - ICEs (do inglés Integrative and Conjugative
Elements) permite a mobilizacdo destes marcadores de resisténcia e também de
integrons, de uma célula bacteriana para outra. Este evento é de grande importancia
epidemioldgica, devido a capacidade de ampliar a resisténcia antimicrobiana em
diferentes populacées e comunidades bacterianas (GOERING et al., 2014; BELLO;
DINGLE, 2018). A Tabela 1, a Tabela 2 e a Tabela 3 apresentam os principais genes
relacionados a resisténcia, suas localizacdes, mecanismos de resisténcias
associados e classes de antimicrobianos afetadas em bactérias Gram-negativas,

Staphylococcus spp. e Enterococcus spp., respectivamente.
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Tabela 1. Principais genes associados a resisténcia a antimicrobianos em bactérias Gram-negativas.

Gene

Localizacao

Mecanismo de

Classe de

resisténcia antimicrobiano
aac(3)-, aac(6')-, Cromossomo Inativacéo Aminoalicosideos
ant(2")-, aph(3’)- Plasmideo enzimatica 9
acrAB, tolC,
adeABC, mex,
sdeAB, sdeCDE,
smeABC, vcaM,
MacAB, emrAB, Cromossomo Efluxo ativo Varias classes
norM, ydhE, Plasmideo
emrE, qac, sugE,
mex, adeABC,
marA, yhiV, soxX,
mdfA, mtrCDE
blaTewm, blashv,
blacTx-m, blakec,
blaswme, blanmc,
blami, blaces,
blanowm, blavim,
blaime, blacim, Cromos:somo Inatlvafggo B-lactamicos
blasiv, blacmy, Plasmideo enzimatica
blamir, blamox,
blaLat, blarox,
blapha, blaacr,
blaacc, blacre,
blaoxa
gyrA, gyrB, gnr, Cromossomo qulflcagao no .
; sitio-alvo da Fluoroquinolonas
parC, parE Plasmideo d
roga
Madificacao no Sulfametoxazol
sull,sul2, drf Plasmideo sitio-alvo da : )
Trimetoprima
droga
Modificacdo no .
Mcr Plasmideo sitio-alvo da Pep:ud_eos
catibnicos
droga
rmtA, rmtB, rmtC, . qulflcagao no . . .
Plasmideo sitio-alvo da Aminoglicosideos
armA droga

Fonte: Adaptado de BELLO; DINGLE, 2018.
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Tabela 2. Principais genes associados a resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus spp.

A Mecanismo de Classe de
Gene Localizacéo A . .
resisténcia antimicrobiano
aacA-aphD, Cromossomo Inativacio
aadD, aadE, Plasmideo vag Aminoglicosideos
. enzimatica
aphA3, str Transpdsons
Cromos; omo Inativacdo B-lactamicos -
Blaz Plasmideo enzimatica penicilinas (exceto
Transposons isoxazolil penicilinas)
Catpc221, Calpcazs, Plasmideo Inativagao Quinolonas
catpcios enzimatica
dfrA (dfrS1),dfrD, ~ CrOMOSsomo Modificacio no . |
Plasmideo o Trimetropim
dfrG, dfrK . sitio-alvo da droga
Transposons
ermA, ermC, Cromossomo e Macrolideos
. Modificacdo no . )
ermF, ermT, Plasmideo sitio-alvo da droaa Lincosamidas
erm(33), erm(43) Transposons 9 Estreptogaminas
Cromossomo
FexA Plasmideo Efluxo ativo Cloranfenicol
Transpdsons
inu(A), inu(B) Plasmideo Inativacao Lincosamidas
Cromossomo enziméatica
mecA, mecC Modificacdo no A
Cromossomo [ B-lactamicos
(mecALcazs1) sitio-alvo da droga
sat4 Plasmldeo Inat_wqc;_ao Estreptomicina
Transpdsons enziméatica
_ Tetraciclinas
tet(K), tet(L) Plasmideo Efluxo ativo (exceto minociclina
e glicilciclinas)
- Tetraciclinas
tet(M) Cromossomo Modificacdo no (incluindo minociclina
Transposons sitio-alvo da droga e excluindo
glicilciclinas)
Cromossomo _ )
vga(A),vga(A) Plasmideo Efluxo ativo Lincosamidas
Transpésons Estreptogaminas

Fonte: Adaptado de Wendlandt et al. (2013).
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Tabela 3. Principais genes associados a resisténcia a antimicrobianos em Enterococcus spp.

Gene Localizagao Mecanismo de Classe de
resisténcia antimicrobiano
Plasmideo
vanA e vans Transposons
P Modifica¢do no sitio- : .
alvo da droga Glicopeptideos
vanC, vanD e
Cromossomo

vanE

Fonte: Adaptado de Ranotkar et al. (2014).

1.1.3 Resistoma

A diversidade do microbioma global representa um universo extenso e
ainda pouco explorado, pois é estimado que uma parcela infima dos microrganismos
seja capaz de se multiplicar empregando-se os métodos de cultivo e isolamento
utilizados até entdo. No entanto, com o advento das técnicas independentes de
cultivo, foi possivel transpor essa barreira e acessar a totalidade de células
procarioticas presentes em amostras ambientais. Assim, novas abordagens para o
conhecimento dos determinantes genéticos associados a resisténcia a
antimicrobianos tornaram-se possiveis por meio da utilizacdo das técnicas de genética
molecular, metagendmica e bioinformética (CROFTS; GASPARRINI; DANTAS, 2017).

O pangenoma microbiano abrange o conjunto de genes presentes em
todas as células procariontes da biosfera. A por¢cdo do pangenoma que contém 0s
genes associados a resisténcia antimicrobiana dos microrganismos pertencentes a
um dado local é chamada de resistoma (GILLINGS, 2013).

O resistoma envolve além de genes associados a resisténcia intrinseca e
adquirida, os genes denominados ocultos ou de proto-resisténcia. Os genes de proto-
resisténcia ndo conferem resisténcia fenotipica em sua forma original. Entretanto, os
mesmos podem tornar-se genes de resisténcia por meio de mutac¢des ou modificacdes
na sua expressao (GILLINGS, 2013; MARTINEZ; COQUE; BAQUERO, 2015).

A porcao mével do pangenoma, o mobiloma, é capaz de gerar enorme
diversidade nos genomas procariontes, seja por meio de plasmideos, transpésons ou
ICEs. Isso porque, nesses elementos genéticos moveis, o0 resistoma pode ser
amplamente difundido pela transferéncia horizontal de genes (GILLINGS, 2013).

Por se tratarem de metabdlitos secundarios naturais do metabolismo

bacteriano, era esperado que antibidticos fossem encontrados em baixas
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concentracfes em amostras ambientais. Assim, devido a ubiquidade de producéo dos
antibioticos no meio ambiente, os mecanismos de defesa contra 0s mesmos, também
sao antigos, em especial, o0s ARGs (CROFTS; GASPARRINI; DANTAS, 2017). Em
1973, Benveniste e Davies evidenciaram a presenca de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos tanto em Actinomyces como em bastonetes Gram-negativos
patogénicos. Ainda, um estudo realizado por Forsberg et al. (2014) demonstrou a
similaridade de ARGs encontrados em amostras de solos e amostras bacterianas de
relevancia clinica.

Portanto, o estudo do resistoma, com énfase no mobiloma, € essencial para
melhor compreendermos o papel dos distintos ecossistemas como reservatorios e
possiveis disseminadores de ARGs (BERENDONK et al., 2015).

1.1.4 Elementos genéticos moéveis e integrons

Pouco depois do inicio da antibioticoterapia, foi observada a existéncia de
bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos. Tal fato demonstrou que a
emergéncia de linhagens resistentes ndo estaria relacionada somente a ocorréncia de
mutacdes. Isso porque, as mutac¢des seriam consideradas além do potencial evolutivo
de uma determinada populacdo bacteriana (MAZEL, 2006). Nesse contexto, 0s
estudos relacionados a elementos genéticos transferiveis revelaram que esses sdo os
impulsionadores da disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos (FROST et al.,
2005; BOTELHO; SCHULENBURG, 2020).

Os plasmideos sdo fragmentos de DNA bacteriano extracromossémicos,
gue contém informagcBes ndo essenciais para a sobrevivéncia celular, podendo
replicar-se independentemente do cromossomo e migrar para outras células
bacterianas. Geralmente, os plasmideos carreiam genes que conferem vantagem
seletiva as bactérias em condicdes de estresse. Ja foram descritos genes plasmidiais
que conferem resisténcia as principais classes de antimicrobianos, incluindo (-
lactamicos, macrolideos, quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol e
sulfonamidas (MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015).

Os transpdsons sao elementos genéticos transponiveis, com capacidade
de autorreplicacdo. Carreiam, além das sequéncias de insercdo necessarias a sua
transposicdo, os ARGs, por exemplo (WOZNIAK; WALDOR, 2010; BOTELHO;
SCHULENBURG, 2020). Embora possam ser transpostos por meio da conjugacao
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(transpdsons conjugativos), 0s mesmos ndo possuem uma forma extracromossomal
replicativa autbnoma, assim, integram-se ao cromossomo de seus hospedeiros.

Os ICEs sao um grupo diversificado de elementos genéticos méveis, dentre
eles, os transpOsons conjugativos, caracterizados pela capacidade de integracéo ao
e excisdo do cromossomo bacteriano. Sao transmitidos tanto por replicacéo celular,
guando ligados ao cromossomo bacteriano, como por conjugacao. Isso porque 0s
ICEs podem separar-se do cromossomo do hospedeiro, ser mobilizados e, entao,
integrados ao cromossomo do microrganismo receptor (WOZNIAK; WALDOR, 2010).
Atualmente, varios estudos tém verificado a importancia dos ICEs para a evolugéo do
genoma microbiano. Esses elementos fornecem fungdes adaptativas ao seu
hospedeiro, aumentando, assim, a plasticidade e diversificacdo do genoma, por meio
de genes que conferem, por exemplo, resisténcia a antimicrobianos, metais e
bacteriéfagos (FROST et al., 2005; BURRUS, 2017; BOTELHO; SCHULENBURG,
2020).

Os integrons sao descritos como sistemas de clonagem e expressao génica
eficientes, com capacidade de integrar distintos ARGs e dissemina-los entre
populacdes bacterianas. Isso porque os integrons sdo plataformas de montagem
capazes de incorporar fases abertas de leitura (open reading frames, ORFs) por meio
de recombinacéo sitio especifica, convertendo as OFRs em genes funcionais (MAZEL,
2006).

A estrutura funcional de um integron consiste em: um gene codificador de
uma recombinase sitio-especifica, denominada integrase (intl), um sitio primario de
recombinacdo (attl), localizado proximamente, e um promotor (Pc), que controla a
expressao dos genes capturados. A integrase catalisa a recombinacéo entre o sitio
attl e um segundo sitio chamado attC. O sitio attC é normalmente associado a uma
ORF de fita simples circular, formando uma estrutura chamada cassete génico (Figura
3). Os cassetes génicos ndo possuem um promotor, logo, os integrons sao essenciais
para a transcricao desses genes (MAZEL, 2006; GHALY et al., 2020).

Abordagens de metagendmica evidenciaram uma diversidade de classes
de integrons localizados principalmente nos cromossomos bacterianos. Sua
classificagdo ocorre segundo as sequéncias de aminoacidos das integrases. Os
integrons cromossdmicos possuem uma variedade de cassetes génicos, que por sua
vez, codificam genes de fungdo desconhecida. Ademais, esses integrons possuem
sitios attC conservados em sequéncia e estrutura secundaria e ja foram relatados em

varios filos bacterianos, em especial, em Proteobacteria. Ja os integrons mobilizaveis
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das classes 1 (intl1), 2 (intl2) e 3 (intl3) sdo normalmente descritos em ambientes
naturais e clinicos (GHALY et al., 2021).

Figura 3. Estrutura e atividade do integron.

Cassete génico

attC

Pc l
intl1 i attl attC attC

Cassete génico

Fonte: Adaptado de Ghaly et al. (2020).

A maioria dos integrons descritos até o momento pertencem a classe 1. Os
intll geralmente apresentam na regido conservada 3'CS um gene que codifica
resisténcia a compostos de aménio quaternario (qacEA1) e um gene de confere
resisténcia a sulfonamida (sull) (AMOS et al., 2018). Variados cassetes ja foram
identificados em intl1. Entre eles, elementos que conferem resisténcia a B-lactamicos,
aminoglicosideos, cloranfenicol, trimetoprim, estreptotricina, rifampicina, eritromicina,
fosfomicina, lincomicina e compostos de aménio quaternario (STADER et al., 2012).

Atualmente, h& estudos que relatam a presenca de integrons,
principalmente intll, em amostras bacterianas isoladas de individuos doentes, solos,
aguas superficiais, sedimentos e efluentes (WRIGHT et al., 2008; STADER et al.,
2012; McGIVERN et al., 2021; QUINTELA-BALUJA et al., 2021). No meio ambiente,
além de ARGs, os integrons podem expressar genes relacionados a adaptacdo das
comunidades bacterianas em resposta a pressées ambientais. Um Unico integron
pode conter diversos genes relacionados a processos metabolicos e celulares, que
podem ser mobilizados, reorganizados e disseminados entre as bactérias. Como

consequéncia, os integrons desempenham um papel importante na evolugcdo do
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resistoma e na adaptacdo dos microrganismos (SANDOVAL-QUINTANA; LAUGA,
CAGNON, 2022).

Nesse contexto, a poluicdo causada pela acdo antropica, associada a
metais pesados, pesticidas, medicamentos, efluentes e outras substancias toxicas,
pode alterar o resistoma e promover o surgimento e incremento de ARGs no meio
ambiente (SIDRACH-CARDONA et al., 2014; CHAMOSA et al., 2017; STALDER et
al., 2019). Isso porque os dominios Bacteria e Archaea sé@o 0s principais responsaveis
pela biorremediacdo nos ecossistemas. Alguns grupos de microrganismos Sao
metabolicamente ativos em ambientes com pH, temperatura e sanilidade extremas.
Ademais, os procariontes desenvolveram mecanismos adaptativos para reduzir a
quantidade e disponibilidade de metais tdxicos, xenobioticos e poluentes no ambiente.
Os mecanismos elucidados estédo relacionados a bombas de efluxo, canais i6nicos de
ligacdo e transporte de metais na parede celular, mecanismos de biotransformacéo,
modificacdo quimica, presenca de genes de resisténcia a metais e ARGs
(MOHAPATRA et al., 2011; MENEZES; CLIPSON; DOYLE, 2012; YAN jinget al.,
2020).

Andlises de metagendmicas do Rio Yamuna, um dos rios mais poluidos da
india, evidenciaram modifica¢cbes no microbioma ribeirinho relacionadas a captacéo
de varios efluentes provenientes de atividades antropicas, como produtos quimicos,
metais pesados e esgoto. Dentre os genes encontrados, destacam-se agueles
relacionados ao metabolismo de nitrogénio e enxofre, resisténcia a metais, vias de
degradacdo de compostos aromaticos como tolueno, xileno, benzeno e fenol. Os
resultados demonstraram uma variedade de ARGs juntamente com antimicrobianos
de amplo espectro (MITTAL et al. 2019).

Finalmente, estabelecer uma relacdo entre as atividades antropicas e as
mudancas no meio ambiente é uma tarefa dificil. Isso porque, temos uma
multiplicidade de variaveis envolvidas no processo (COLLIER et al., 2019). Assim,
estudos integrativos no ambito da Saude Unica s8o essenciais para esclarecer as

possiveis consequéncias das atividades antrdpicas nos ecossistemas.
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1.1.5 Atividades antropicas e a emergéncia da disseminacdo de genes

associados aresisténcia a antimicrobianos

Apesar de se tratar de um fendbmeno natural, nos ultimos anos, a evolucéo
e a propagacao da resisténcia bacteriana a antimicrobianos tornaram-se alarmantes,
pois tais fendmenos tém ocorrido mais rapidamente que a conscientizagdo sobre o
controle do uso de antimicrobianos e o desenvolvimento de novos farmacos (DROPA,
2012).

O uso inadequado de antibacterianos no curso de infeccdes virais, fungicas
ou parasitarias e a administracdo de antimicrobianos em doses abaixo das
recomendadas na clinica médica séo fatores que podem levar a um aumento de
populacdes bacterianas resistentes. Subdoses de antimicrobianos também
selecionam mutacdes e recombinacdes genéticas nas bactérias expostas (DROPA,
2012; BEN et al., 2019).

Fatores preponderantes para a disseminacéo de resisténcia antimicrobiana
estdo relacionados a utilizacdo extensiva desses farmacos na agricultura, na criacao,
na profilaxia e no tratamento de animais (GARCIA-ALVAREZ et al., 2012; CYCON,;
MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2019). Isso porque as mesmas classes de
antimicrobianos utilizadas para esses fins sdo empregadas na medicina humana
(ANTONELLI et al., 2019).

O controle da disseminacéo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
requer um esfor¢co multidisciplinar sobre o entendimento da distribuicdo dos ARGs que
codificam esta propriedade em amostras de bactérias de fontes clinicas e nao clinicas,
como alimentos e matrizes ambientais. Ademais, € preciso avaliar como as atividades
antropicas afetam esta distribuicdo. Nesse contexto, na atualidade, varios estudos tém
buscado compreender melhor o papel do ambiente na origem, transmissao e
perpetuacdo dos ARGs (MARTI et al.,, 2018; SEMEDO-LEMSADDEK et al., 2018;
MILAKOVIC et al., 2019; SANDERSON et al., 2019; BALBIN et al., 2020).

A Figura 4 mostra as principais vias de transferéncia de ARGs entre seres

humanos, animais, alimentos e ambiente.
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Figura 4. Principais vias de transferéncia de genes associados a resisténcia a antimicrobianos.
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O ambiente é um importante reservatorio de ARGs. Bactérias resistentes
podem estar em sitios como pele e trato digestivo de seres humanos e outros animais
e, principalmente, em esgotos (WENDLANDT et al., 2013; AUGUET etal., 2017; JING;
YAN, 2020). Nesse ambito, o aumento exponencial das populacbes humanas e a
globalizacdo promovem destruicdo de habitats e perda de biodiversidade. Dessa
forma, surgem pressdes antropogénicas capazes de alterar os padroes de
transmissdo das doencas, promover o acumulo de poluentes toxicos e a invasao de
espécies exoticas, viabilizando, assim, a disseminacdo de novos patdégenos e
microrganismos resistentes a antimicrobianos entre animais silvestres, animais
domésticos e seres humanos (AGUIRRE, 2009).

Na contemporaneidade, 0 setor de mineragao exerce uma enorme pressao
seletiva no meio ambiente e sua permanéncia suscita discussfes sobre a utilizacdo
sustentavel dos recursos minerais, pensando-se na sua importancia econémica e na
mitigacdo dos impactos ambientais gerados pela atividade. A extracdo, elaboracéo e
beneficiamento de minerais, sejam eles carvao, petroleo, gas natural e minérios (ouro,
prata, ferro, bauxita, manganés, niébio), sdo essenciais para o fornecimento de

matéria-prima para outros setores da industria, como, por exemplo, a industria
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automobilistica, ferroviaria, naval, de eletrodomésticos e construcdo civil
(CARVALHO; MESQUITA; ARAUJO, 2016).

A degradagdo ambiental gerada pela atividade mineradora esta
relacionada a supressdo da cobertura vegetal, poluicdo do ar e alteracbes na
guantidade e qualidade dos recursos hidricos (MACDONALD et al., 2015; ZHANG et
al., 2019). Nessa circunstancia, um dos impactos ambientais mais graves associados
a mineracao é a geracdo de drenagem acida de minas (DAM). A DAM é caraterizada
por baixos valores de pH, altas concentracdes de sulfato e cations metalicos em
concentracdes superiores aguelas normalmente encontradas em ambientes naturais.
E gerada por reagdo de oxidacdo de minerais sulfetados em presenca de agua e
oxigénio atmosférico (MELLO; DUARTE; LADEIRA, 2014).

As solucbes acidas provenientes da DAM, ao penetrarem em solos e
rochas, podem solubilizar alguns elementos quimicos presentes, como 0s ions
metélicos arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), manganés
(Mn) e zinco (Zn), dentre outros. Os metais As, Cd, Cu, Pb e Zn s&o potencialmente
toxicos. Assim, a disperséo e contaminacdo dos solos, aguas superficiais e aguas
subterraneas pela DAM ocasiona a perda de habitats e biodiversidade (SMUCKER,;
DRERUP; VIS, 2014; HAN et al., 2017; DEAN et al., 2019), bioacumulacéo (JIA et al.,
2018) e riscos a saude publica (EDELSTEIN; BEN-HUR, 2018; SUN; HU; CHENG,
2020; YAN BO et al., 2020).

Outro agravante da contaminacdo e acumulacdo de metais no meio
ambiente é a possibilidade de cosselecdo de resisténcia bacteriana a multiplos
antimicrobianos. Uma vez que os metais ndo sdo biodegradaveis, a contaminacao
ambiental por estes elementos quimicos pode funcionar como uma pressao de
selecdo de longo prazo ocasionando mudancas e consequéncias ambientais
duradouras, inclusive sobre o resistoma. Assim, 0 aumento de respostas adaptativas
que alteram a fisiologia celular bacteriana pode provocar o incremento e a
disseminacgédo de ARGs (KNAPP et al., 2017).
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1.1.6 Mineracdo e metais: a possivel cosselecdo de genes associados a

resisténcia a multiplos antimicrobianos

Os ecossistemas impactados pela mineracdo atuam como potenciais
promotores de estresse. Em relacdo aos metais, a acumulacdo desses elementos no
meio ambiente possibilita a cossele¢ao de resisténcia bacteriana a antimicrobianos. A
cosselecdo em bactérias ocorre por dois mecanismos, a saber: corresisténcia e
resisténcia cruzada.

A corresisténcia em bactérias € caraterizada pela presenca de diferentes
genes de resisténcia em um mesmo elemento genético movel, como plasmideos e
transpdsons, e também, nos elementos mobilizaveis, ou seja, nos integrons. Assim,
0S procariontes apresentam resisténcia a diferentes compostos simultaneamente.
Vérios estudos em ambientes impactados pela mineracao evidenciaram a presenca
de ARGs e genes que codificam resisténcia a metais em bactérias (IMRAN; DAS;
NAIK, 2019, CHEN et al., 2020; LIU et al., 2021; ZOU et al., 2021).

Ja foi verificado que baixas concentracdes de metais sdo capazes de
promover a transferéncia horizontal de ARGs em procariontes por meio de alteracées
fisiologicas, bioquimicas e gendmicas. Essas alteragBes incluem: a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, aumento da permeabilidade da
membrana celular, inducdo de estresse oxidativo por meio da resposta SOS e
expressao alterada de genes envolvidos na transferéncia conjugativa (ZHANG YE et
al., 2018; ZHAO et al.,, 2019; LU et al.,, 2020). Nesse contexto, a relacdo entre
resisténcia a metais e antimicrobianos foi comprovada em testes de suscetibilidade
realizados em laboratoério. Assim, 0 aumento da concentracdo de metais foi associado
a elevacao da frequéncia de resisténcia a esses farmacos (FERNANDEZ-CALVINO;
BAATH, 2013; ZHANG MENGLU et al., 2020).

Estudos sobre a cosselecdo de resisténcia a biocidas, metais e
antimicrobianos foi evidenciada por Pal et al. (2015) numa abordagem de
bioinforméatica em grande escala, com base na analise de genomas bacterianos
disponiveis publicamente. Os dados evidenciaram que espécies bacterianas
clinicamente importantes estdo propensas a carrear simultaneamente ARGs e genes
que conferem resisténcia a metais. Outra analise bibliométrica realizada por Poole
(2017) demonstrou a simultaneidade entre a multirresisténcia a antimicrobianos em
alguns patdégenos de relevancia clinica e a presenca de genes relacionados a

resisténcia aos metais Cu e Zn.
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Ohore et al. (2019) evidenciaram uma correlacdo significativa entre a
existéncia de ARGs, especialmente aqueles que conferem resisténcia a sulfonamidas
e tetraciclinas, e a presenca de metais como Fe, Mn, Cr, Cu, Zn em amostras de
sedimentos provenientes do lago Taihu, localizado na China.

Por meio da resisténcia cruzada, as bactérias adquirem resisténcia
simultanea a diferentes compostos por meio de um Unico mecanismo. Pensando-se
em metais e antimicrobianos, a aquisi¢do de proteinas transmembranas, capazes de
atuar no efluxo de substancias contra um gradiente de concentracao, juntamente com
a reducdo da permeabilidade da membrana celular, aquisicdo de vias metabdlicas
alternativas ocasionadas pela presenca dos metais podem promover a resisténcia a
antimicrobianos (BAKER-AUSTIN et al., 2006; YAN CHANGCHUN et al., 2020a).

Por serem 0s responsaveis por numerosas transformacfes organicas e
inorganicas, ciclos geoquimicos de energia e de nutrientes na natureza, os estudos e
a identificacdo da diversidade filogenética e mecanismos ecofisiolégicos dos
procariontes € uma premissa nos dias de hoje. Compreender 0s mecanismos
envolvidos nesses processos sao essenciais para a promocao de politicas ambientais
sustentaveis no contexto da Sadde Unica (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018;
ANUSHA; NATARAJAN, 2020; ZHANG HANYAN et al., 2020; YAN CHANGCHUN et
al., 2020Db).

1.2.A bacia hidrografica do Rio Doce

1.2.1. Particularidades da bacia hidrografica do Rio Doce

A bacia hidrogréfica do Rio Doce (BHRD) esta localizada na regido Sudeste
do Brasil, entre os estados de Minas Gerais e Espirito Santo, abrangendo um total de
230 municipios e cerca de 3,5 milhdes de habitantes. Possui uma extensao total de
853 km e uma area de drenagem de aproximadamente 83.465 km?. Mais de 80% da
totalidade dessa bacia pertencem ao estado de Minas Gerais (Plano integrado de
recursos hidricos da bacia hidrogréfica do Rio Doce e planos de acdes para as
unidades de planejamento e gestdo de recursos hidricos no ambito da bacia do Rio
Doce - PIRH-DOCE, 2010). As nascentes do Rio Doce situam-se nas serras da
Mantiqueira e do Espinhaco e suas aguas percorrem cerca de 850 km, até atingirem

0 oceano Atlantico (Figura 5).
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A BHRD é reconhecida mundialmente como um hotspot de biodiversidade,
pois a sua area abrange os biomas Mata Atlantica e Cerrado. Além disso, a bacia esta
situada em uma area de alta relevancia econémica, principalmente no que se refere
as atividades agricolas, industriais e de mineracdo, como producédo de laticinios,
celulose e aco (DAVILA et al., 2020).

As atividades econOmicas efetuadas ao longo da BHRD séao diversas e
estdo relacionadas com agropecudria, agroindustria, minera¢do, comeércio e geragao
de energia elétrica. As sub-bacias do Rio Piranga e do Rio Piracicaba, abrigam o maior
complexo siderurgico da América Latina, conhecido como Quadrilatero de Ferro. Esse
complexo juntamente com as industrias de celulose sdo responsaveis por uma
expressiva parcela das exportacdes brasileiras de minério de ferro, aco e celulose.
Entretanto, ao longo de toda a extensdo da BHRD, verifica-se uma acentuada
desigualdade socioecondmica entre 0s municipios, pois o crescimento das atividades
econdmicas ocorreu de forma desigual. Os indicadores sociais e econdmicos de uma
parte significativa dos municipios da bacia mostram que quase uma centena deles

sao classificados como municipios pobres (PIRD-DOCE, 2010).

Figura 5. Localizagao da Bacia Hidrografica do Rio Doce.
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A urbanizacdo e o desmatamento indiscriminado somados aos despejos
inadequados de residuos, sejam eles esgotos domeésticos, de atividades agricolas ou
industriais, sdo responséaveis pelo assoreamento continuo dos leitos dos rios da bacia
(Agéncia Nacional de Aguas - ANA, 2016).

Com relacao ao esgotamento sanitario na BHRD, a situacéo é preocupante.
Isso porque a populagdo de aproximadamente 3,5 milhdes de habitantes,
concentradas predominantemente em areas urbanas, gera uma quantidade
siginificativa de rejeitos domésticos, sendo que, dos 211 municipios com sede na
bacia, apenas 21 dispdem de algum tipo de tratamento de esgotos, cobrindo uma
pequena parcela da populacéo total (PIRD-DOCE, 2010).

A mineragdo é uma atividade secular, tradicional e economicamente
relevante para o estado de Minas Gerais. Nos dias atuais, existe uma preocupacao
com a exaustdo das reservas minerais. Tal fato tem fomentado estudos e discussdes
a respeito dos impactos ambientais, sociais e de saude publica gerados pela
mineracao no estado apds décadas de exploracdo (REZENDE, 2016).

A mineracéo histérica de ouro no Quadrilaterro Ferrifero fomentou estudos
relacionados aos impactos ambientais da atividade na regido, com destaque aos
relacionados a contaminacdo do meio ambiente em longo prazo com As. A
disseminagéo de grandes quantidades de As no meio ambiente, estao relaciondas as
atividades antropogénicas. O tratamento e a fundicdo do minério de ouro possibilitam
a oxidacao, a separacdo e a exposicao do As. Assim, durante 300 anos, a regido do
Quadrilatero de Ferro recebeu nos sistemas de drenagens de &guas,
aproximadamente 390.000 toneladas de rejeitos de minérios contaminados com As
(BORBA et al., 2000). Tal fato acarretou uma anomalia de As na regido, pois as
concentracfes elevadas do metal podem ser encontradas em aguas superficiais,
subterraneas, solos, alimentos e em humanos (MATSCHULLAT et al., 2007).

Além de As, outros metais potencialmente toxicos como Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Ni, Pb e Zn também s&o encontrados em aguas e sedimentos de rios utilizados
para a agricultura e consumo humano na regidao do Quadrilaterro de Ferro (VAREJAO
etal., 2011; REZENDE et al., 2011). Assim, Teixeira et al. (2020) compilaram em sua
publicacdo estudos cientificos e dados disponiveis relacionados a contaminacéo de
As no Brasil nas ultimas décadas. A contaminagdo com As no meio ambiente e em
humanos foi evidenciada para o municipio de Santana, juntamente com a regiao do
Vale do Ribeira e o Quadrilatero Ferrifero. Segundo o levantamento, a regido do

7z

Quadrilatero de Ferro € a mais impactada, com altos niveis de contaminantes
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inorganicos potencialmente toxicos, como As, Cd, Co, Cu, Mn, Pb advindos
essencialmente da atividade mineradora.

Apesar de causar inumeras desordens relacionadas ao meio ambiente,
estudos realizados em regi6es mineradoras no estado de Minas Gerais, sejam minas
ativas ou desativadas, demostram a magnitude da biodiversidade ali presente e sua
capacidade adaptativa. Microrganismos, plantas e fungos podem se adaptar e
sobreviver nas mais variadas condigbes ambientais, incluindo a presencga de metais
toxicos (FERNANDES et al., 2018; VIEIRA et al., 2018b; COELHO et al., 2020).
Ademais, a recuperacdo dos solos e da vegetacdo nativa torna-se viavel com a
aplicacéo de técnicas corretas de restauracao (VIEIRA et al., 2018a; BALESTRIN et
al., 2019). Tais achados sao importantes para o gerenciamento das necessidades
socioeconbmicas relacionadas a exploracdo de recursos naturais e as praticas de
manejo, manutencao e preservacao da biodiversidade no territorio brasileiro.

Nesse contexto, o rompimento da barragem de Fundao, em novembro de
2015, aumentou abruptamente os impactos e riscos ambientais para vidas humanas

e de outros animais, bem como de ecossistemas a curto e longo prazo na BHRD.

1.2.2. O colapso da barragem de Fundado em Mariana, Minas Gerais

A acomodacdo da DAM e outros rejeitos provenientes das atividades de
mineracdo sao um desafio para o Brasil e o mundo. Geralmente, diques séo
construidos com o proprio material residual da mineragéo para o armazenamento de
longo prazo. No Brasil, a lei n® 12.334, de 20 de setembro de 2010, estabelece a
Politica Nacional de Seguranca de Barragens destinadas a acumulagcéo de 4gua para
quaisquer usos, a disposicao final ou temporéaria de rejeitos e a acumulacdo de
residuos industriais (Brasil, 2010). O declive das barragens €, frequentemente,
modificado pelo aumento da quantidade de rejeitos produzidos. Assim, o
monitoramento continuo da estabilidade e capacidade de armazenamento dessas
infraestruturas de custos elevadissimos durante a exploracdo mineral torna-se dificil
(AIRES et al., 2018).

Atualmente, a crescente demanda por commodities minerais do mercado
global associada ao avan¢co das tecnologias modernas possibilitou a exploragéao
extensiva de reservas minerais (CARMO et al., 2017). Nesse contexto, a gestdo das

barragens de rejeitos é essencial para o desenvolvimento sustentavel da industria
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mineradora. Ainda, é necessario mitigar os efeitos adversos relacionados a DAM e os
possiveis desastres relacionados a mineragdo (BURRITT; CHRIST, 2018).

Em um curto intervalo de tempo, dois municipios pertencentes a regido do
Quadrilatero de Ferro no estado de Minas Gerais foram acometidos por desastres
ambientais de repercussao global relacionados a mineracao. O primeiro deles ocorreu
em 5 de novembro de 2015, no municipio de Mariana, no qual houve o rompimento
da barragem de Fundao, pertencente ao complexo mineiro Germano, sendo esse 0
maior desastre ambiental mundial descrito até entdo, segundo critérios de impactos
ambientais e gerenciamento de riscos hidricos (CARMO et al., 2017). Posteriormente,
em 25 de janeiro de 2019, a barragem Cadrrego do Feijdo, na cidade de Brumadinho,
rompeu-se, ocasionando mais de 250 vitimas humanas fatais (THOMPSON et al.,
2020).

O complexo de Germano, localizado no municipio de Mariana, Minas
Gerais, produzia 23 milhdes de toneladas ao ano de concentrado de minério de ferro
destinados a exportacdo. A megaestrutura continha trés barragens de rejeitos:
Santarém, Germano e Fundao. A barragem de Fund&o comecou a operar em 2008 e
foi projetada para conter um total de 79,6 milhdes de m? de rejeitos finos ou aquosos
e 32 milhdes de m?3 de rejeitos arenosos durante seus 25 anos de operacdo (CARMO
et al., 2017).

Com o desabamento da barragem de Funddo, aproximadamente 60
milhdes de m® de residuos foram abruptamente descarregados na BHRD. A onda de
lama inundou o distrito de Bento Rodrigues, ocasionando a morte de 19 pessoas no
local, e continuou seu percurso ao longo do rio Doce e seu estuario, numa trajetoria
de 663,2 km, chegando, entdo, a costa atlantica (CARMO et al., 2017; ALMEIDA et
al., 2018).

Os relatérios técnicos sobre as possiveis causas do maior desastre
ambiental da industria mundial de mineragéo concluiram que o colapso da barragem
de Fundé&o foi ocasionado por falhas e danos estruturais que culminaram na liquefacéo
do material que compunha a mesma. Esse fendbmeno ocorre quando materiais solidos
(rejeitos arenosos) perdem sua resisténcia mecanica e apresentam caracteristicas de
fluidos (MORGENSTERN et al., 2016).
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1.2.3. Impactos ambientais na bacia hidrografica do Rio Doce ap6s o desastre

da barragem de Fundao

Imediatamente apds o colapso da barragem de Fundéao, em novembro de
2015, e logo no inicio do ano de 2016, varios impactos nos recursos hidricos foram
evidenciados na BHRD. Dentre eles, podemos citar: interrupcéo do abastecimento de
agua em funcdo da degradacdo dos parametros de qualidade dos rios afetados;
assoreamento e alteracdes morfologicas dos corpos hidricos; comprometimento e
reducao das atividades pesqueiras, agricolas, de geracdo de energia hidrelétrica e de
matérias-primas ao longo de toda a extensdo da bacia e na transicdo com o ambiente
marinho. Ademais, houve uma perturbacéo do equilibrio dos ecossistemas aquaticos,
ocasionando a mortandade de peixes e outros organismos (ANA, 2016; FERNANDES
et al., 2016). Nesse ambito, Segura et al. (2016) demonstraram que amostras de lama
e solo coletadas seis dias ap0s o colapso da barragem de Funddo, na regido
primeiramente impactada, localizada no distrito de Bento Rodrigues, no municipio de
Mariana, apresentavam riscos potenciais de citotoxicidade e danos ao DNA. Ainda,
testes de lixiviacdo e extracdo sugeriram que os metais Al, As, Ba, Fe, Mn, Pb e
estrdncio (Sr) apresentavam alto potencial de mobilizacdo da lama para a agua.

Estudos realizados por Gomes et al. (2017) com sedimentos coletados ao
longo do estuario do Rio Doce demostraram que a chegada da pluma de rejeitos
ocasionou o predominio de particulas de argila e o aumento das concentracdes de
metais-traco, como Al, Ba, Cr, Fe e Zn, em até cinco vezes em algumas areas. A
rapida sedimentacdo da lama de rejeitos impactou imediatamente as assembleias da
macrofauna estuarina devido a perda de superficie.

Hajte et al. (2017) demostraram que no inicio do ano de 2016, 75 dias apés
o derramamento da barragem de Fundé&o, houve um aumento substancial nas cargas
suspensas de sedimentos, além de grandes deposi¢cdes de residuos ao longo da
BHRD. Nas aguas, houve uma maior dissolucao e transporte dos metais Al, Ba e Fe.
Nos sedimentos, Co, Fe, Hg e niquel (Ni) foram os metais com maiores taxas de
enriquecimento, enquanto As, Ba, Cr, Cu, Mn, Pb e Zn foram abundantes em
particulas suspensas. Fe, As, Hg e Mn excederam as diretrizes de qualidade para os
sedimentos. Posteriormente, trabalhos desenvolvidos por Queiroz et al. (2018)
evidenciaram resultados similares. Com relagdo a sua composi¢cdo, 0s rejeitos
escoados da barragem de Funddo sdo compostos principalmente por hidroxido de

ferro associado a metais potencialmente toxicos.
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Estudos realizados com peixes larvais coletados ao longo da costa marinha
brasileira, em janeiro, fevereiro e abril de 2016, sugerem que mudancgas na morfologia
larval, evidenciadas pela degeneracéo do trato digestivo, e altas concentracdes de
metais, como Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn e Pb nesses peixes, podem estar associadas
diretamente ao escoamento de rejeitos do colapso da barragem de Fundéao
(BONECKER et al.,, 2019). Nesse contexto, um estudo realizado por Lopes et al.
(2019), relativo a espécie Narcine brasiliensis, obteve resultados semelhantes. Weber
et al. (2020) demonstraram também que os residuos minerais provenientes da
barragem de Funddo causam danos hepaticos nas espécies Hoplias intermedius e
Hypostomus affinis nativas da BHRD, além de induzir a expressdo de proteinas e
enzimas relacionadas a contaminagao por metais. Outros estudos realizados ao longo
da BHRD evidenciaram interferéncias no crescimento e desenvolvimento de plantas
nativas da regido, impactadas direta ou indiretamente pela onda de rejeitos (BOTTINO
et al.,, 2017; PRADO et al., 2019; CRUZ et al., 2020).

Impactos de curto prazo em comunidades microbianas ao longo da BHRD
relacionados ao derramamento de rejeitos da barragem de Funddo foram
demonstrados por um estudo de Cordeiro et al. (2019), que empregaram ferramentas
de andlises metagendmicas. Os resultados demonstraram um aumento das
sequéncias genéticas relacionadas a patogenicidade microbiana, como motilidade,
respiracdo, transporte de membrana e metabolismo de ferro e nitrogénio no
microbioma de agua doce. Ademais, em todos 0s genomas parciais recuperados foi
evidenciada a presenca de genes associados ao ciclo de Fe e resisténcia a metais.
Outro estudo, conduzido por Reis et al. (2020), obteve resultados semelhantes,
demonstrando-se a presenca de altas concentracdes dos metais Al, Fe, Mn e Mg em
amostras de agua e, especialmente, em sedimentos coletados ao longo da BHRD.
Também, foi possivel averiguar alteracbes no microbioma ribeirinho com a
predominancia de taxons relacionados com reducéo e oxidacao de Fe.

Suhadolnik et al. (2022), por meio de um estudo espago-temporal,
investigaram o resistoma dos rios Carmo e Casca, pertencentes a BHRD, apés 7, 30,
150 e 390 dias ap6s o colapso da barragem de Fundao. Os resultados evidenciaram
a presenca de ARGs, genes que conferem resisténcia a metais e fatores de
patogenicidade em todos os periodos de estudo, enfatizando a maior prevaléncia
desses fatores no 7° dia apds o desastre. Com o decorrer do tempo, averiguou-se que
o resistoma tornou-se semelhante ao do rio Agua Fria, ndo impactado. Além dos ARGs

clinicamente relevantes, que conferem resisténcia a B-lactamicos, aminoglicosideos,
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sulfonamidas, tetraciclinas e colistina e intl, foi detectada a presenca ARGs unicos,
que podem ser indicadores da contaminacdo com minério de ferro. Portanto, esses
resultados apontam para a existéncia de ARGs no meio ambiente e uma correlagao
positiva entre bactérias resistentes a metais e cosselecéo de ARGs.

Desde o colapso da barragem de Fundéo, o Instituto Mineiro de Gestao das
Aguas (IGAM), no uso de suas competéncias, intensificou o monitoramento da
qualidade das &guas e dos sedimentos dos corpos de agua diretamente afetados pelo
rompimento.

Em 2020, o IGAM publicou um compilado de dados sobre a qualidade das
aguas do rio Doce apoés quatro anos do rompimento da barragem de Fundao, entre os
anos de 2015 e 2019. Com relacao as aguas superficiais, parametros como turbidez,
sélidos totais em suspensdo, Mn total, Ni total, Cr total e Zn total apresentaram
aumento expressivo no ano de 2016, primeiro ano apés o rompimento, devido aos
efeitos imediatos da passagem da pluma de rejeitos, seguido de uma reducao nos
anos seguintes. Entretanto, mesmo com a reducdo gradativa dos niveis dos
parametros avaliados, a situacdo da qualidade das 4guas ainda € preocupante, sendo
que a recuperacdo da BHRD n&o acontecerd num curto intervalo de tempo,
necessitando de intervencbes e monitoramento duradouros dos varios aspectos
envolvidos nos préximos anos (IGAM, 2019).

A elevacdo dos niveis dos parametros relacionados ao Fe nas aguas
superficiais e nos sedimentos ao longo dos quatro anos de monitoramento foram
apontados como consequéncias diretas do colapso da barragem de Fundé&o, uma vez
que a lama de rejeitos continha uma quantidade gigantesca de residuos de minério
de Fe a serem tratados (IGAM, 2019).

Por fim, o desastre da barragem de Funddo estd inserido no contexto
historico da atividade mineradora no estado de Minas Gerais. Assim, o isolamento de
uma nova linhagem do genéro Micrococcus na regido do Quadrilatero Ferriferro, por
Costa et al. (2015), que apresentou um repertério genémico altamente especializado,
associados a presenca de proteinas especificas relacionadas a resisténcia aos metais
As, Cd, Co, Cu, Hg e Zn reforgca a hipotese de que o acumulo de metais no meio

ambiente potencie a cosselecéo e disseminacédo de ARGs ao longo da BHRD.
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2. JUSTIFICATIVA

Na atualidade, a emergéncia de resisténcia a antimicrobianos € uma
problematica global, visto que coloca em risco a satde humana e animal. E fato que
0 uso indiscriminado de agentes antibacterianos na medicina humana e na
agropecuaria e os impactos ambientais relacionados as atividades antropogénicas
estdo acelerando a disseminacdo de integrons e ARGSs, pois estes fendmenos
exercem pressdes seletivas nos microrganismos em diversos habitats. Nessa
circunstancia, a atividade mineradora, por sua propria natureza, torna a
sustentabilidade ambiental vulneravel, devido aos riscos relacionados, em especial, a
geracdo e ao armazenamento de grandes quantidades de rejeitos dispostos em
barragens. O colapso da barragem de Funddo em 2015, no municipio de Mariana,
Minas Gerais, teve repercussao mundial devido a magnitude dos impactos ambientais
relacionados aos rejeitos minerais que atingiram a BHRD. Ademais, na regido em
questdo, a atividade mineradora data do século XVIII, tornando-se relevante a
deteccado de integrons e ARGs em amostras de sedimentos coletadas na regido. Os
dados gerados por esta pesquisa contribuirdo para o entendimento da disseminacao
de resisténcia a antimicrobianos em ambientes profundamente impactos pela
mineracdo pensando-se na possibilidade de haver cossele¢céo de genes associados

a resisténcia a multiplos antimicrobianos na presenca de metais.
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3.OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Pesquisar, empregando-se rea¢ao de polimerizacdo em cadeia quantitativa
(g-PCR), integrons e ARGs em sedimentos coletados na BHRD apds o colapso da

barragem de Fund&o, nas estagbes chuvosa (fevereiro) e seca (julho) de 2019.

3.2.0bjetivos Especificos

o Avaliar a eficiéncia e especificidade dos protocolos de g-PCR para a deteccao
de integrons e ARGs.

o Quantificar a abundancia absoluta e calcular a abundancia relativa nas estacdes
chuvosa e seca de 2019.

o Verificar possiveis diferencas entre as abundancias relativas dos marcadores
nas estacfes chuvosa e seca de 2019.

o Verificar correlacdes entre os marcadores genéticos detectados nas estacdes
chuvosa e seca de 2019.

o Calcular a prevaléncia dos integrons e ARGs nas distintas amostragens

realizadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem

As amostras de sedimento foram coletadas ao longo da drenagem da
BHRD em 2019, quatros anos apos o desastre da barragem de Fund&o. A onda de
rejeitos desse acontecimento afetou a sub-bacia do Rio Piranga (impactada), ao
contréario, da sub-bacia do Rio Santo Antdnio (ndo impactada). A Tabela 4 e a Tabela
5 mostram a localizacdo dos pontos de amostragem nas bacias impactada e néo
impactada , respectivamente. Os locais foram escolhidos com base na localizacdo dos

maiores afluentes nas sub-bacias (Figura 6).

Figura 6. Mapa panoramico da localizacao dos pontos de coleta de sedimentos nas sub-bacias
impactada e ndo impactada.
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Tabela 4. Localizacdo dos pontos de amostragem na sub-bacia impactada.

39

Ponto Rio Municipio Latitude Longitude
PI01  Carmo Mariana -20.35 -43.32
PI02  Gualaxo do Norte Mariana -20.2765  -43.4317
PIO3  Gualaxo do Norte Mariana -20.2927  -43.2792
P104  Gualaxo do Norte Barra Longa -20.28605 -43.06584
PI0O5  Carmo Barra Longa -20.28 -43.03
PI06  Piranga Ponte Nova -20.30695 -42.89248
PI07  Doce Santa Cruz do Escalvado -20.25216 -42.88424
PI08  Doce Santana do Deserto -20.19472 -42.85444
PI109 Doce Sdo Domingos do Prata  -20.01439 -42.74464
PI10  Doce Pingo-d'Agua -19.74888 -42.47838
PI111  Doce Caratinga -19.48999 -42.49
P112  Doce Naque -19.23638 -42.30824
Tabela 5. Localizacdo dos pontos de amostragem na sub-bacia ndo impactada.
Ponto Rio Municipio Latitude Longitude
STO01 Santo Antbnio Conceicdo do Mato Dentro -19.18018 -43.31797
ST02 Santo Antbnio Conceicédo do Mato Dentro -19.25173 -43.09831
ST03 Santo Antbnio Ferros -19.23356 -43.07444
ST04 Santo Antbnio Ferros -19.21662 -43.05276
STO5 Santo Anténio Ferros -19.23014 -42.97588
ST06 Santo Antbnio Joanésia -19.15373 -42.74569
STO07 Santo Antdnio Joanésia e Agucena -19.11944 -42.66005
ST08 Santo Antbnio Acucena e Belo Oriente -19.15775 -42.49826
ST09 Santo Antbnio Naque -19.23214 -42.32816
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Duas amostragens distintas em ambas as sub-bacias da BHRD foram
realizadas em 2019: a primeira em fevereiro e a segunda em julho. Para ambas as
amostragens na sub-bacia imapactada, foram coletadas amostras de sedimentos de
todos os pontos relacionados na Tabela 4. Na sub-bacia ndo impactada, a
amostragem de fevereiro ndo contemplou o ponto STO1. Ja em julho, todos os pontos
descritos na Tabela 5 foram coletados. Dessa forma, para esta pesquisa, obtivemos
um total de 41 amostras de sedimentos, sendo que: 20 amostras foram coletadas na
estacdo chuvosa e 21 na estacéo seca.

Todos os sedimentos coletados foram acondicionados em tubos de rosca
(50 mL) estéreis e transportados, sob refrigeracéo, para o Laboratorio de Microbiologia
Oral e Anaerbbios, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As amostras foram mantidas

em freezer, a temperatura de -20 °C.

4.2.Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de uma fracdo de 10 g de sedimento, utilizando-se o
E.Z.N.A® Soil DNA Kit (OMEGA Bio-Tak, Norcross, GA, EUA), conforme instrucdes do
fabricante. Os sedimentos foram retirados do freezer e acondicionados em geladeira
um dia antes de serem submetidos a extracdo de DNA. Resumidamente, o protocolo
de extracdo de DNA inclui etapas de adicdo de reagentes, homogeneizacao,
centrifugacéo e filtragdo da amostra. Assim, temos a lise da amostra ambiental,
precipitacdo de polissacarideos, remoc¢éo de inibidores e obtencdo do DNA, que é,
posteriormente, submetido a lavagens e filtracdes.

Apoés a extracdo, a concentracdo do DNA foi medida no fluorimetro Qubit
2.0, utilizando o reagente Qubit dsDNA HS Assay Kit (Waltham, MA, EUA). A
fluorescéncia medida pelo equipamento é consequéncia da ligacdo especifica ao
DNA, indicando a concentragcdo da macromolécula, minimizando assim, os efeitos de

possiveis contaminantes e de DNA degradado.
4.3.Ensaios de q-PCR
O estudo da presenca do rDNA 16s, do gene codificador da integrase dos

integrons da subclasse 1 e 2 e ARGs foi feito por meio de g-PCR. Um total de 15

marcadores genéticos foram pesquisados (Tabela 6). Os ARGs selecionados
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conferem resisténcia as seguintes classes de antimicrobianos: glicopeptideos (vanA),
macrolideos (ermC), quinolonas (qnrB), sulfonamidas (sull e sul2), tetraciclinas (tetM)
e B-lactamicos (blakpc, blanowm, blanowm-1, blasny, blatem e blavim).

As reacoes foram conduzidas em termociclador QuantStudio 1 Real-Time
PCR Systems (Thermo Fisher - Scientific, Waltham, MA, EUA) e analisadas com o
auxilio do software QuantStudio 3 and 5 Real-Time PCR System Software (Thermo
Fisher — Scientific) utilizando-se 1 yL de DNA alvo, 10 yL de SYBR Green PCR Master
Mix (Thermo Fisher — Scientific) e iniciadores (Tabela 6) e agua Milli-Q® estéril com o
volume final da reagdo de 20 pL. A concentracao dos iniciadores em uM foi de 0,2,
exceto para o gene intll, no qual a concentragdo utilizada foi 0,3. O programa de
amplificagéo consistiu em um ciclo de 2 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C. A seguir, foi determinada a curva de melting
com rampa entre 60 e 95°C. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Foi comprovada a especificidade da amplificacdo das reacdes por meio de
andlise das curvas de melting dos genes alvos em cada amostra de sedimento. Ja a
eficiéncia dos primers foi avaliada por meio de uma curva padréo na base 10 feita com
amostras padrbes obtidas de isolados bacterianos, sabidamente, portadores dos
marcadores genéticos (Tabela 6) (BUSTIN et al., 2009).

A extracdo do DNA dos controles bacterianos portadores dos marcadores
genéticos foi feita pelo método de fervura, conforme descrito por OLSVIK e
STROCKBINE, 1993, com algumas modificacées. A concentracdo do DNA obtido foi
medida no fluorimetro Qubit 2.0, utilizando o reagente Qubit dsSDNA HS Assay Kit.
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Tabela 6. Lista de iniciadores e amostras padrdes utilizados nas g-PCR.

Marcador  Iniciadores (5°-3’) Tamanho do  Referéncia Amostra padrao
genético amplicon (pb)
rDNA 16s  F: TAC GGG AGG CAG CAG 180 Muyzer et al. (1993) *Klebisiella
R: ATT ACC GCG GCT GCT GG pneumoniae
intl1 F: TGA AAG GTC TGG TCA TAC ATG TGA 101 Skurnik et al. (2005) *Klebisiella
R: CATTCCTGG CCGTGG TTCT pneumoniae
intl2 F: GTTATT TTATTG CTG GGA TTA GGC 164 Luo et al. (2010) *Pseudomonas
R: TTT TAC GCT GCT GTATGG TGC aeruginosa
vanA F: CTG TGA GGT CGG TTG TGC G 65 Rocha et al. (2020) *Enterococcus
R: TTT GGT CCA CCT CGC CA faecalis
ermC F: GGG GAT TTT ACC CTT GAATTA GT 279 Jia et al. (2018) **Staphylococcus
R: TCT TTT AGC AAACCC GTATTCC epidermidis
qnrB F: GGT ACA AAT ATGGCTCTG GCA C 196 Jia et al. (2018) **Enterobacter
R: CTT TCA GCA TCG CAC GAC TAA cloacae
sull F: CGC ACC GGA AAC ATC GCT GCAC 162 Pei et al. (2006) **Enterobacter
R: TGA AGT TCC GCC GCA AGG CTC G cloacae
sul2 F: TCC GGT GGA GGC CGG TAT CTG G 190 Pei et al. (2006) **Escherichia coli
R: CGG GAA TGC CATCTG CCTTGA G
tetM F: TTT ATC TGT ATC ACC GCT TCC G 154 Jia et al. (2018) **Enterococcus
R: ACA ATC CGT CAC ATT CCA ACC faecalis
blakpc F: CAG CTC ATT CAAGGG CTTTC 196 Subirats et al. (2017) *Klebisiella
R: GGC GGC GTT ATC ACT GTATT pneumoniae
blanom F: GATTGCGACTTATGCCAATG 189 Subirats et al. (2017) *Enterobacter
R: TCGATCCCAACGGTGATATT cloacae
blanpm-1 F: GGG GAT TGC GACTTATGC C 219 Jia et al. (2018) **Acinetobacter
R: CAG CCA CCA AAA GCG ATG baumannii
blashy F: CGCTTT CCC ATG ATGAGCACCTTT 110 Xi et al. (2009) *Klebisiella
R: TCC TGC TGG CGA TAG TGG ATC TTT pneumoniae
blarem F: TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG 113 Rocha et al. (2020) *Klebisiella
R: CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG pneumoniae
blayim F: GCACTT CTC GCG GAG ATT G 135 Szekeres et al. (2017) *Pseudomonas
R: CGACGG TGATGC GTACGTT aeruginosa

Origem: *Laboratério Especial de Microbiologia Clinica e Laboratério Alerta e Escola Paulista de
Medicina, Universidade federal de S&o Paulo (UNIFESP); **Laboratério de Microbiologia Oral e
Anaerdbios, ICB, UFMG.
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4.4. Analise dos dados

A abundancia absoluta, abundancia relativa e prevaléncia dos marcadores
genéticos nas estacdes chuvosa e seca de 2019 na BHRD foram avaliadas.

A curva padrao utilizada para avaliar a da eficiéncia dos primers também
foi usada para a quantificagdo da abundancia absoluta do nimero de cépias dos
marcadores genéticos detectados por grama de sedimento. O célculo do nimero de
copias foi realizado conforme a Equacao 1, na qual X(g) € a quantidade de DNA em
gramas (g), 6,022x102%3 moléculas/mol corresponde ao nimero de Avogadro, N(pb) é
o tamanho do DNA controle em pares de base (pb) e 660 g/mol corresponde ao peso

molecular de 1 par de base de DNA dupla fita em Daltons.

X(g) x 6,022x102%3 moléculas/mol
N(pb) x 660 g/mol

Nuamero de copias =

(1)

A abundancia relativa foi feita pela normalizacdo da abundancia absoluta
de integrons e ARGs encontrados em relagdo ao nimero de cépias do rDNA 16S,
conforme descrito por Yan Zhang et al. (2018). Assim, a abundéncia relativa, em n°
de copias de integrons e ARG detectados por grama de sedimento foi calculada
conforme a Equacédo 2. Para cada duplicata, foi calculad a média de abundéancia
relativa. Posteriormente, esses valores foram avaliados estatisticamente segundo o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparac¢des multiplas
de Mann-Whitney com correg¢ao de Bonferroni.

A s . Numero de cépias de integrons e/ou ARGs
Abundancia relativa = B g / (2)

Numero de copias do rDNA 16S

J& a prevaléncia foi calculada conforme a Equacao 3.

Prevaléncia (%) _ Ocorréncia dos integrons e/ou ARGs (3)
Numero total de amostras
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5.RESULTADOS

5.1.Avaliacéo da especificidade e eficicéncia das reacdes de amplificacao

A avaliacdo da especificidade e eficiéncia dos iniciadores € crucial para a
qualidade das reacbes de amplificacdo. Dessa forma, as curvas de melting dos
controles e das amostras de sedimentos mostraram a especificidade do primer, com
apenas uma temperatura de melting (Tm) para cada um dos amplicons dos
marcadores genéticos estudados (Apéndices A e B). Pela analise da curva padrao
utilizando os controles, as reacfes atingiram eficiéncia entre 75,7-140% (Apéndices A
e B).

Com relacdo a curva padrdo do ermC, nao foi possivel estabelecer mais
gue 3 pontos dentro da faixa de linearidade. A quantidade de pontos recomendavel
deve compreender 5 a 6 concentracdes logio (BUSTIN et al., 2009). Assim, foi possivel

detectar o gene, porém ndo houve a quantificacdo do mesmo (Apéndices A e B).

5.2. Abundancia absoluta e abundéancia relativa dos marcadores genéticos na

bacia hidrogréafica do Rio Doce

5.2.1. Abundéancia absoluta e abundéancia relativa

Os Apéndices C e D evidenciam as abundancias absolutas dos marcadores
genéticos detectados na BHRD em fevereiro e julho de 2019, respectivamente. O
integron intl2 e os ARGs vanA, blakec, blanom, blanowm-1, blasky € blaviv ndo foram
identificados.

Os Apéndices E e F mostram as abundancias relativas de intl1, gnrB, sull,
sul2, tetM e blatem em fevereiro e julho de 2019, nessa ordem . A Tabela 7 e

Tabela 8 demonstram a média e o desvio padrdo das abundéancias relativas
destes marcadores nas estacdes chuvosa e seca de 2019. Dessa forma, foi verificado
gque a meédia da abundancia relativa dos marcadores genéticos encontrados na
estacdo chuvosa foi maior que na estacao seca, exceto para o tetM, que foi detectado

somente na estagéo Seca.
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Tabela 7. Média e desvio padréo das adundéncias relativas dos marcadores genéticos em fevereiro de
20109.

Estacdo chuvosa intl1 gnrB sull sul2 tetM blatem
Média -3,561 -2,27 -0,91 -2,21 - -5,64
Desvio padrao 1,93 2,42 1,48 1,28 - 2,42

Tabela 8. Média e desvio padrao das adundancias relativas dos marcadores genéticos em julho de
20109.

Estacado seca intl1 gnrB sull sul2 tetM blatem
Média -4,89 -3,77 -2,63 -4,32 -6,50 -6,00
Desvio padrao 2,26 2,30 2,85 2,29 1,56 1,85

A Tabela 9 demonstra os valores p das compara¢des multiplas par a par.
Os valores destacados sao significativos, ou seja, a dupla de genes e estacao
(identificada pelo cruzamento da coluna com a linha) € significativamente diferente

entre si.

Tabela 9. Valores de p das compara¢des multiplas par a par.

intll blarem tetM qnrB sull sul2 intll blarem tetM qnrB sull
Chuvosa Chuvosa Chuvosa Chuvosa Chuvosa Chuvosa Seca Seca Seca Seca Seca

blarem
Chuvosa 0,426
tetM
Chuvosa 0,000 1,000
qnrB
Chuvosa 1,000 0,044 0,000
11
chavesa | 0,014 | 0,001 | 0,000 | 0,263
12
chavesa | 1,000 | 0,063 | 0,000 | 1,000 | 0,230
intll
seca | 1,000 | 1,000 | 0007 | 0025 | 0001 | 0,047
bl
seca | 0,045 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0000 | 0,000 | 1,000
tetM
seea | 0,001 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0000 | 0252 | 1,000
B
s | 1,000 | 0967 | 0000 | 1,000 | 0025 | 1,000 | 1,000 | 0120 | 0,007
11
Soca | 1,000 | 0,03 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0612 | 0015 | 0002 | 1,000
sul2

Seca 1,000 1,000 0,001 0,277 0,002 0,326 1,000 0,750 0,042 1,000 1,000

De forma geral, o somatdrio dos valores da abundancia relativa nas
estacdes chuvosa e seca de 2019 foram: 8,55x10 (intl1), 2,45x10° (qnrB), 2,20x10?
(sull), 5,04x10° (sul2), 3,92x102 (tetM) e 1,91x1072 (blaTem). Assim, o gene detectado
em maior quantidade no ano de 2019 na BHRD foi o sull. A Figura 7 demonstra a

abundancia relativa total dos integrons e AGRs detectados na BHRD em 2019.
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Figura 7. Abundéncia relativa total dos integrons e ARGs detectados na BHRD em 2019.
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5.2.2. Abundancia relativa nas sub-bacias impactada e ndo impactada

Para a sub-bacia impactada os valores totais da abundancia relativa no ano
de 2019 foram: 6,27x101 (intl1), 9,29x10? (gnrB), 1,81x10? (sull), 3,76x10° (sul2) e
2,05x102 (blatem). J& para a sub-bacia ndo impactada verificamos que abundancia
relativa total no ano de 2019 foi de 2,28x10 (intl1), 1,52x10° (qnrB), 2,09x10* (sull),
1,28x10° (sul2), 3,92x1072 (tetM) e 1,71x10? (blatem). Portanto, os marcadores
genéticos intll, sull e sul2 foram detectados em maior quantidade em numero de
cépias por grama de sedimento na sub-bacia impactada (Figura 8). Na sub-bacia ndo
impactada verificamos uma maior quantidade dos marcadores genéticos gnrB e
blatem. Ademais, o gene tetM foi encontrado exclusivamente na sub-bacia néo

impactada (Figura 8).
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Figura 8. Abundéancia relativa total dos integrons e ARGs detectados na sub-bacias impactada e néo
impactada .
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5.3.Prevaléncia dos integrons e genes de resisténcia a antimicrobianos

5.3.1. Prevaléncia dos integrons e genes de resisténcia a antimicrobianos nas

estacdes chuvosa e seca

A Figura 9 ilustra a prevaléncia dos integrons e ARGs nas estagbes
chuvosa e seca de 2019. Em fevereiro de 2019, a prevaléncia de intll, ermC, gnrB,
sull, sul2 e blaremfoi 85%, 30%, 100%, 85%, 90% e 25%, respectivamente. Em julho
de 2019, a prevaléncia de intl1, ermC, gnrB, sull, sul2, tetM e blarem consistiram em
57%, 48%, 76%, 76%, 67%, 10% e 24%, nesta ordem. Assim, 0s genes que conferem
resisténcia a quinolonas e sulfonamidas foram os mais prevalentes em ambas as

amostragens.
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Figura 9. Prevaléncia dos integrons e ARGs detectados na BHRD nas estacfes chuvosa e seca de
20109.
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5.3.2. Prevaléncia dos integrons e genes de resisténcia a antimicrobianos nas

sub-bacias impactada e ndo impactada

A Figura 10 demonstra a prevaléncia de deteccao dos integrons e ARGs
nas sub-bacias da BHRD. Para sub-bacia impactada, a prevaléncia de intll, ermC,
gnrB, sull, sul2 e blatem foi de 86%, 50%, 95%, 95%, 95% e 14%, nesta ordem. Ja na
sub-bacia ndo impactada, a prevaléncia de intl1, ermC, gnrB, sull, sul2, tetM e blatem
foi de 53%, 26%, 79%, 63%, 58%, 11% e 37%, respectivamente. Portanto, a
prevalancia dos marcadores genéticos intll, ermC gnrB, sull, sul2 foi maior na sub-
bacia impactada. Ja os genes tetM e blarem foram detectados em uma maior
guantidade de pontos localizados na sub-bacia ndo impactada, sendo que o tetM foi

encontrado somente na sub-bacia ndo impactada.
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Figura 10. Prevaléncia dos integrons e ARGs detectados nas sub-bacias impactada e ndo impactada
em 2019.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho verificou valores mais elevados para a média da abundancia
relativa e prevaléncia dos marcadores genéticos na estacdo chuvosa em relacdo a
estacdo seca. Tal resultado esta em consonancia com o trabalho de Knapp et al.
(2019), no qual os ARGs foram significativamente mais abundantes na estacao
chuvosa em relagéo a estacao seca no Rio Almendares, localizado em Havana, Cuba.
Os valores aumentados de ARGs na esta¢do chuvosa podem estar associados com
pluviosidade mais elevada nesse periodo, que permite um transporte mais eficaz de
elementos a jusante em climas tropicais, com € o caso de Cuba e do Brasil.

Com relacéao ao gnrB, nosso estudo revelou uma alta prevaléncia do gene
e quantificacdo do mesmo, com valores médios de abundancia relativa de -2,27 e
-3,77, nas estacbes chuvosa e seca, respectivamente. Este marcador genético
confere resisténcia a farmacos pertencentes a classe das quinolonas e sua utilizacéao
é feita principalmente no tratamento de infec¢Bes do trato urinrio ocasionadas por
bastonetes Gram-negativos. J& foi averiguado que a maior parte dos antimicrobianos
pertencentes a esta classe nédo é prontamente biodegradavel no meio ambiente e sédo
retidos em solos e sedimentos (MARTINEZ, 2009). Assim, as excretas nhao
metabolizadas podem ocasionar a contaminacdo do ambiente aquatico (MARENGO
et al., 1997; GIRIJAN et al., 2020). Um estudo realizado por Marti et al. (2014) revelou
gue amostras bacterianas provenientes de sedimentos a jusante de uma estacédo de
tratamento de efluentes apresentavam resisténcia a antimicrobianos pertencentes a
classe das quinolonas e marcadores genéticos como o gene gnrB, sugerindo a
persisténcia desses farmacos em aguas residuais e superficiais.

Neste estudo os genes sull e sul2 foram prevalentes em ambas as
amostragens. Em fevereiro de 2019, a média da abundancia relativa foi de -0,91 (sull)
e -2,63 (sul2). Ja em julho, a média da abundancia relativa foi de -2,21 (sull) e -4,32
(sul2). Tais resultados séo pertinentes, visto que os farmacos dessa classe sao
altamente solaveis e amplamente utilizados no tratamento de pacientes na clinica
médica e veterinaria e também na producéo animal (BEAN et al., 2005; LAMSHOFT
et al., 2007). Logo, as sulfonamidas sdo persistentes no meio ambiente e 0s genes
sul séo propensos a serem 0s ARGs mais comumente encontrados.

Ainda, com relacdo a abundancia dos genes sul em sedimentos, 0s

resultados deste estudo para tal marcador genético foram averiguados também por
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Su et al. (2014), que detectaram ARGs que conferem resisténcia a classe dos
macrolideos, sulfonamidas e tetraciclinas, com énfase para a abundéncia do gene
sul2 em sedimentos da bacia do Rio Dongjiang na China, nas estacfes seca e
chuvosa, nos anos de 2008 e 2009, respectivamente. Ademais, uma pesquisa com
sedimentos de baias pertencentes a area costeira do Mar da China Oriental realizado
por Chen Jiayu et al. (2019) também evidenciou a presenca do gene sull, com valores
de abundéancia absoluta e abundancia relativa superiores aos demais ARGs
detectados.

A presenca do intl na BHRD pode estar relacionada a atividade mineradora
histérica na regido, devido a sua importancia na adaptacdo das bactérias a diferentes
pressdes ao longo do tempo (GILLINGS et al. 2015). Tal elemento abriga e expressa
uma variedade de cassetes génicos que codificam proteinas envolvidas em funcdes
adaptativas diversas, proporcionando vantagens seletivas relevantes frente a diversas
pressfes ambientais, além de conferir fenétipo de resisténcia a antimicrobianos e
propagar ARGs, em especial, os genes sul (CHEN HAIYANG et al., 2019; HUA et al.,
2021). Ademais, a deteccdo simultanea de intll e metais em sedimentos ja foi
evidenciada por Pinto (2013) ao longo do Cdrrego da Mina, localizado no Quadrilatero
Ferrifero, Bacia do Rio das Velhas.

No tocante a detecgédo de genes que conferem resisténcia a farmacos f3-
lactamicos, este estudo detectou a presenca do gene blatem, com abundancia média
relativa de -5,64 e -6,00 em fevereiro e julho de 2019, respectivamente. Os genes bla
conferem resisténcia a antimicrobianos dessa classe por meio da presenca de
enzimas que hidrolisam o anel B-lactamico. Geralmente, tais genes sao encontrados
em microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. O gene blatem ja foi
identificado em diversas matrizes ambientais, em especial, em sedimentos oriundos
da China e da india (REDDY; DUBEY, 2019; OHORE et al., 2020).

A presenca de tetM apenas na esta¢cao seca de 2019 nos pontos STO1 e
ST02, que se localizam no municipio de Concei¢cdo do Mato Dentro, pode estar
relacionada a alguma particularidade ocorrida nesse periodo.

Em relacdo ao gene ermC, néo foi possivel estabelecer valores dentro da
faixa de linearidade, porque é recomendavel pelo menos 5 pontos de diluicdes da
amostra padréo para as analises de regressao linear (BUSTIN et al., 2009; BURD,
2010). Assim, foi possivel detectar o gene mas nao quantifica-lo.

Os dados averiguados neste trabalho constataram uma maior prevaléncia,

variedade e quantidade de marcadores genéticos detectados na sub-bacia impactada,
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guando comparada a sub-bacia ndo imapctada. Por serem sub-bacias da BHRD e
devido a inexisténcia de estudos anteriores ao colapso da barragem de Fundéo, néo
podemos afirmar que o impacto da onda de rejeitos relacionados a este desastre
possa estar relacionado ao incremento de integrons e ARGs na regido, em especial,
na sub-bacia do Rio Piranga, que foi imediatamente atingida. Dessa forma, o que
pressumimos é que tal acontecimento possa ter promovido o aumento do status de
resisténcia a antimicrobianos na BHRD, pois a contaminagdo ambiental gerada pelos
residuos de mineracdo funcionou como uma pressédo de selecdo, aumentando as
respostas adaptativas que alteram a fisiologia celular bacteriana (SUADOLNIK et al.
2022).

Os dados averiguados neste estudo para os marcadores genéticos ja foram
relatados em outras pesquisas recentes com matrizes ambientais brasileiras
(FURLAN; STEHLING, 2017; NASCIMENTO et al., 2017). Assim, Gomes et al. (2022)
demonstraram que amostras bacterianas provenientes de agua e sedimentos do Rio
Jodo Leite em Goias abrigavam o genes intl1, ermC, sul2 e tetM. Ademais, um estudo
realizado por Furlan et al. (2020), com amostras de agua, sedimento e solos coletados
apos 30 dias do rompimento da barragem de Brumadinho, evidenciaram a presenca
dos ARGs gnrB, sull e blatem em todas as amostras ambientais, sendo que sull
apresentou a maior concentragao total com relacdo ao niumero de copias.

Pensando-se no contexto ambiental global, resultados semelhantes ao
deste trabalho ja foram obtidos por Kumar et al. (2020) para aguas residuais do Sri
Lanka e de uma cidade da India Ocidental, que constatou a prevaléncia dos genes
gnrB e sull em amostras de efluentes. Outro estudo, conduzido por Chen et al. (2020)
com sedimentos coletados em localidades receptoras de efluentes de estacfes de
tratamentos pertencentes a baia de Hangzho na China, verificou a presenca do gene
intll e sua correlagéo significativa com genes sul e dfr. Ademais, Dong et al. (2019),
em seu trabalho com sedimentos e aguas de areas urbanas da cidade de Pequim,
verificaram uma correlagao positiva entre intll e os ARGs sull, blarem e tetX.

Por fim, explicar a ndo detecc¢ao do intl2 e dos ARGs vanA, blaxpc, blanpwm,
blanowm-1, blaskv € blavim nos sedimentos da BHRD é uma tarefa complicada. Isso
porque a ocorréncia dos ARGs pode variar conforme as condi¢cdes ambientais e,
ainda, diferentes ecossistemas possuem caracteristicas Unicas com relacdo a

presenca e disseminacéo de ARGs.
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7. CONCLUSOES

Nosso estudo teve por objetivo a deteccdo de integrons e genes de
resisténcia a antimicrobianos (AGRs) em sedimentos da Bacia Hidrografica do Rio
Doce (BHRD). O gene codificador da integrase subclasse 1 (intl1) juntamente com os
AGRs gnrB, sull, sul2 e blarem foram detectados em maior quantidade na BHRD em
fevereiro 2019. O mesmo periodo também apresentou uma maior prevaléncia de
deteccéo do intl1, ermC, qnrB, sull, sul2 e blarem quando comparado a julho de 2019.
Com relacao as sub-bacias da BHRD, a sub-bacia impactada apresentou uma maior
prevaléncia, variedade e quantidade de marcadores genéticos detectados quando
comparada a sub-bacia ndo impactada.

A abundancia relativa dos AGRs sull, sul2 e gnrB foram as maiores em
namero de copias do gene por grama de sedimento. Assim, estes ARGs juntamente
com o intll podem ser dispersados mais facilmente em sedimentos que outros,
principalmente em periodos chuvosos, devido a alta pluviosidade desse periodo em
climas tropicais.

Estudos como este contribuem para o reconhecimento do ambiente
aguatico enquanto reservatério natural de integrons e AGRs. Independentemente do
desastre da barragem de Fundao, estudos sisteméaticos e perioddicos de determinacao
de integrons e AGRs em ambientes naturais tornam-se uma importante ferramenta

para a integracdo entre salde humana, zoonoses e meio ambiente.
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9. APENDICES

Apéndice A - Curva de melting e curva padréo para rDNA 16s(A), intl1(B), intl2(C),
vanA(D), ermC(E), gnrB(F), sull(G), sul2(H), tetM(l), blakpc(J), blanom(K), blanom-1(L),
blasnv(M), blatem(N) e blavim(O).
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Apéndice B — Curva de melting e perfil de amplificacdo dos sedimentos para rDNA
16s(A), intl1(B), ermC(C), qnrB(D), sull(E), sul2(F), tetM(G) e blatem(H).
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Apéndice C - Deteccédo e abundancia absoluta dos marcadores genéticos na BHRD em fevereiro de 2019 (n° de copias/qg).

FEV  rDNA16s Intl1 Intl2  vanA ermC gnrB sull sul2 tetM  blakec  blanom  blanom1  blaskv blarem blavim
PI0O1  3,92x10%® 5,38x10? - - - 5,57x10' 1,37x10° 5,06x10° - - - - - - -
PI02  7,22x10*  1,54x10! - - - 5,41x10' 2,71x10°  2,92x10! - - - - - - -
PIO3  4,40x10* 4,98x10' - - - 2,63x10' 9,09x10°  4,96x10? - - - - - - -
PI04 8,03x10° 6,10%x10" - - - 2,39x10' 1,05x10%  1,34x10! - - - - - - -
PIO5  1,22x10°  4,98x10' - - - 1,07x10* 8,72x10%>  4,48x10* - - - - - - -
PIO6  8,36x10° 2,72x10° - - - 3,09x10'  1,42x102 2,12x10! - - - - - - -
PIO7  1,04x10* 1,07x10° - - - 8,28x10' 9,27x10'  4,95x10! - - - - - 1,38x10? -
PIO8  1,76x10%> 2,98x10Q° - - - 5,06x10' 2,13x10*  3,03x10? - - - - - - -
PI09 1,77x10* 5,96x10" - - - 2,40x10* 3,77x10°  1,74x102 - - - - - - -
PI10  8,42x10%> 6,15x10" - - - 1,63x10* 2,71x10°  4,53x10* - - - - - - -
PI11  2,22x10* 8,89%x1072 - - 6,34x105 8,13x10' 2,28x102  7,76x10! - - - - - - -
STO1 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
ST02 3,76x10°  8,35x10° - - 8,43x10° 3,74x10' 1,49x10° 15,35x10* - - - - - 1,61x10? -
ST03 3,43x10°  1,72x10? - - 6,47x10° 4,69x10' 5,14x10* 9,61x10% - - - - - 1,28x10? -
ST04 4,26x10°  9,84x10! - - 4,68x10° 4,07x10* - 7,63x10° - - - - - 1,80x10? -
STO5 2,90x10° 8,21x10% - - 4,31x10° 2,78x10* - - - - - - - - -
ST06 2,86x10° - - - 6,53x10° 1,93x10! - - - - - - - - -
STO7 3,65x10°  1,87x10? - - - 6,00x10' 4,08x102 1,61x10! - - - - - 3,57x102 -
ST08 4,65x10° 2,25x10% - - - 2,23x10'  1,51x102 8,21x10! - - - - - - -
ST09  1,40x10° - - - - 2,12x10* 4,48x10%  3,16x10* - - - - - - -
ST10 4,34x10° - - - - 8,35x10' 1,86x10° 3,88x10% - - - - - - -

NC: nao coletado.



Apéndice D - Deteccédo e abundancia absoluta dos marcadores genéticos na BHRD em julho de 2019 (n° de cépias/q).

JULHO rDNA16s Intll Intl2  vanA ermC qnrB sull sul2 tetM blakpc  blanom  blanom1  blasky blarem blavim
PI01 1,11x10%  4,21x10° - - 6,85x10° 4,78x10' 3,04x10° 2,51x10° - - - - - - -
P102 7,91x10°  8,15x10° - - 7,20x10° 3,10x10* 5,66x10° 2,59x10? - - - - - - -
P103 3,34x10° - - - 6,89x10° 3,02x10' 5,13x10%? 5,78x10° - - - - - - -
P104 1,38x10%  5,51x10! - - 5,15x10° 3,03x10* 3,59x10%2 4,28x10° - - - - - - -
P105 1,00x10°  6,09%10" - - 9,99x10° 2,38x10' 1,82x10° 1,26x10! - - - - - 1,81x10? -
P106 5,40x10! - - - 8,41x10° 1,80x10' 9,09x10%? 3,09x10! - - - - - - -
P107 2,21x10*  1,02x10' - - 1,98x10° 5,61x10' 1,35x10? 4,75x10° - - - - - - -
P108 1,62x10%  1,03x10? - - 3,04x105 2,88x10' 3,95x10%? 3,38x10° - - - - - - -
P109 3,41x10°  1,52x10! - - 4,22x105 1,36x10' 9,58x102 3,06x10* - - - - - - -
PI10 - - - - - - - - - - - - - - -
PI11 1,06x10*  9,85x10" - - 5,12x10° 4,46x10' 6,74x10% 1,76x10? - - - - - 5,75x10! -
STO01 1,57x10%  3,04x10° - - - 2,05x10' 8,99x10%2 3,42x10' 3,24x10* - - - - 1,73x10° -
ST02 8,92x10°  4,40x10! - - - 3,72x10'  4,39x10? - 1,10x10* - - - - 2,37x10? -
STO03 3,40%10° - - - - 2,66x10' 2,46x10%2 2,04x10! - - - - - 1,24x10% -
ST04 6,43x10° 5,57x10! - - - 3,08x102 3,63x10%® 7,44x10° - - - - - - -
ST05 - - - - - - - - - - - - - - -
STO06 4,92x10*  1,25x10? - - - 1,47x10* 2,45x10% 3,28x10° - - - - - - -
STO7 - - - - - - - - - - - - - - -
ST08 - - - - - - - - - - - - - - -
ST19 4,28x10! - - - - 2,23x10*  8,60x10* - - - - - - - -

ST10
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Apéndice E - Abundancia relativa dos marcadores genéticos na BHRD em fevereiro de 2019 (n° de copias/qg).

FEV Intll Intl2  vanA ermC gnrB sull sul2 tetM  blakec  blanom  blanom1  blasky blarem blavim
PI01 1,37x10" - - - 1,42x102  3,48x10'  1,29x10° - - - - - - -
P102 2,14x104 - - - 7,49x10* 3,76x102 4,04x10* - - - - - - -
P103 1,13x103 - - - 5,99x10* 2,07x10" 1,13x102 - - - - - - -
P104 7,60%x10° - - - 2,97x10% 1,31x102 1,67x103 - - - - - - -
P105 4,08x10* - - - 8,78x10% 7,14x10° 3,67x10* - - - - - - -
P106 3,25x10* - - - 3,69x10° 1,70x102 2,54x103 - - - - - - -
P107 1,03x10* - - - 7,97x10° 8,91x10° 4,76x103 - - - - - 1,33x10%2 -
P108 1,69x1072 - - - 2,88x10"  1,21x102 1,72x10° - - - - - - -
P109 3,37x10° - - - 1,36x10% 2,13x10" 9,85x10 - - - - - - -
PI10 7,31x10* - - - 1,93x102 3,23x10° 5,39x102 - - - - - - -
PI11 4,00x10® - - - 3,66x10° 1,03x102 3,50x103 - - - - - - -
STO1 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
ST02 1,44x10°3 - - - 6,46x10° 2,58x10" 9,25x103 - - - - - 2,78%10%2 -
STO3 6,36x102 - - - 1,73x102  1,90x102 3,55x10* - - - - - 4,72x1072 -
STO4 5,46x107 - - - 2,26x10° - 4,24x10 - - - - - 1,00x10%2 -
STO5  1,03xx10" - - - 3,51x102 - - - - - - - - -
ST06 - - - - 2,66x102 - - - - - - - - -
STO07  4,21x10?2 - - - 1,35x102  9,18x102 3,62x10° - - - - - 8,05%1072 -
STO8 5,02x10* - - - 4,99x10“  3,38x102 1,84x1073 - - - - - - -
ST09 - - - - 8,46x10"  1,79x10*  1,26x10° - - - - - - -
ST10 - - - - 1,92x10*  4,28x10*  8,94x10° - - - - - - -

Média  2,20x107? - - - 6,45x102  1,05x10"  2,43x10" - - - - - 3,58x1072 -




Apéndice F — Abundancia relativa dos marcadores genéticos na BHRD em julho de 2019 (n° de cépias/q).

JULHO Intl1 Intl2  vanA ermC gnrB sull sul2 tetM blakrc  blanom  blanom1  blasky blatem blavim
PIOl  3,80x10® - - - 439x10%  2,75x10"  2,27x10°3 - - - - - - -
PI02  1,03x10° - - - 3,29x10%  7,15x10"  3,27x102 - - - - - - -
PI03 - - - - 9,03x10¢  1,53x10*  1,73x10° - - - - - - -
P104 4,00x10! - - - 2,20x10" 2,61x10°  3,11x102 - - - - - - -
P105 6,07x10¢ - - - 2,37x10*  1,81x102  1,26x10* - - - - - 1,81x103 -
P106 - - - - 3,33x10"  1,68x10'  5,72x10" - - - - - - -
P107 4,60x10* - - - 2,54x10%  6,12x10°  2,15x10* - - - - - - -
P108 6,35x107 - - - 1,77x102  2,43x10"  2,09x1073 - - - - - - -
P109 4,44x10° - - - 3,98x10°  2,81x10"  8,98x10°3 - - - - - - -
PI10 - - - - - - - - - - - - - -
PI11  9,30x10% - - - 4,21x10°  6,36x10"  1,66x102 - - - - - 5,43x10%3 -
ST01 1,93x10¢ - - - 1,30x10°  5,72x10%  2,17x105 2,06x102 - - - - 1,10x103 -
ST02 4,93x10° - - - 4,17x10°  4,92x10% - 1,23x10%2 - - - - 2,67x10* -
STO03 - - - - 7,82x10%  7,23x10*  6,00x10® - - - - - 3,65%x1073 -
ST04  8,66x10° - - - 4,79x102  5,65x10"  1,16x10° - - - - - - -
ST05 - - - - - - - - - - - - - -
ST06  2,53x107 - - - 2,98x10*  4,98xx10° 6,67x10 - - - - - - -
STO7 - - - - - - - - - - - - - -
ST08 - - - - - - - - - - - - - -
ST09 - - - - 5,22x10"  2,01x10° - - - - - - - -
ST10 - - - - - - - - - - - - - -
Média  4,01x107? - - - 7,32x102  151x10°  4,77x102  1,64x107? - - - - 2,45%x10°3 -
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