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RESUMO

Tucurui ¢ a segunda maior Usina Hidrelétrica (UHE) inteiramente brasileira, o lago
artificial modificou o ecossistema da regido. Muitos microrganismos patogénicos e de vida
livre que abrigam Genes de Resisténcia a antimicrobianos (ARGs) estdo adaptados para
viver em habitats aquaticos, o que torna os rios possiveis fontes de ARGs. Este trabalho
tem como objetivo descrever a ocorréncia e a abundancia de ARGs de acordo com a
variabilidade espacial e sazonal no lago da UHE Tucurui. As amostras foram coletadas das
camadas Fotica, Afotica ¢ Sedimentar das estagdes Montante 1 ¢ Montante Novo
Repartimento, durante o verdo e o inverno da Amazodnia. As amostras de DNA foram
extraidas e sequenciadas na plataforma Ion Proton para andlise metagendmica. Megahit foi
uilizado para montagem de novo das reads, as Open Reading Frames (ORFs) foram
previstas pelo Prodigal, ¢ os ARGs foram obtidos a partir das bases de dados CARD e
MEGARES. Os contigs que continham ARGs foram gerados para as andlises posteriores.
A analise estatistica foi avaliada no R, utilizando o pacote ggplot2. A maior diversidade de
subtipos de ARG foi observada em amostras da estagio MR coletadas durante o inverno
amazonico. Os tipos de ARGs mais abundantes foram Beta-lactimicos, Macrolideo-
Lincosamida-Estreptogramina (MLS), Tetraciclinas, Aminoglicosideos e multidroga
resistente. Foi verificada maior incidéncia de Beta-lactimicos na camada fotica das
estagdes M1 e MR durante o inverno amazdnico, ORFs associadas ao gene de multidroga
resisténcia foram prevalentes nas mesmas categorias, além da camada afética apenas em
relagdo para a estagdo MR. blaTEM-209, blaTEM-95 e tetC foram encontrados juntamente
com o plasmideo ColRNAI. O inverno amazodnico e a superficie da dgua apresentaram
abundancias e diversidades significativas de ARGs no lago da UHE Tucurui, enquanto
que, as abundancias de ARGs na camada sedimentar ndo diferiram entre si. Além disso, a
associagdo desses genes a um plasmideo mostra fortes indicios de sua transposigdo,
indicando que a influéncia humana neste lago representa um dos motivos de preocupacao

com a dissemina¢do de ARGs, principalmente durante o periodo chuvoso.

Palavras-chave: genes de resisténcia a antimicrobianos; metagenomica; usina hidrelétrica;

Tucurui; Amazonia.



ABSTRACT

Tucurui is the second largest entirely Brazilian Hydroelectric Power Plant (HPP), the
artificial lake modified the ecosystem of the region. Many pathogenic and free-living
microorganisms harboring Antibiotic Resistance Genes (ARGs) are adapted to live in
aquatic habitats, which makes rivers possible sources of ARGs. This work aims to describe
the occurrence and abundance of ARGs according to spatial and seasonal variability in the
lake of Tucurui HPP. The samples were collected from the Photic, Aphotic and Sediment
layers of the Montante 1 and Montante Novo Repartimento stations, during the Amazon's
summer and Amazon's winter. The DNA samples were extracted and sequenced in the Ion
Proton platform for the whole metagenomic analysis. Megahit performed de novo
assembled in the reads, the Open Reading Frames (ORFs) were predicted by Prodigal, and
the ARGs were obtained from CARD and MEGARES data bases. The ARG-carrying
contigs were generated for downstream analysis. The statistical analysis was evaluated on
the R and the package ggplot2 was used. The greatest diversity of ARG subtypes was
observed in samples from the MR station collected during the Amazon’s winter. The most
abundant ARG types were Beta-lactam, Macrolide-Lincosamide-Streptogramin (MLS),
Tetracycline, Aminoglycoside and Multidrug resistance genes. Was verified a higher
incidence of Beta-lactam in the photic layer of M1 and MR stations during the the
Amazon’s winter, ORFs affiliated to the Multidrug resistance gene ARG type were more
prevalent in the same categories, in addition of the aphotic layer only in relation to MR
station. blaTEM-209, blaTEM-95, and tetC were found together with the ColRNAI
plasmid. The Amazonian winter and the water surface presented significant abundances
and diversity of ARGs in the lake of the Tucurui HPP, whereas ARGs abundance in the
sediment layer did not differ from each other. In addition, the association of these genes to
a plasmid show strong evidence of transposition, indicating that the human influence on
this lake represents one of the reasons for concern about the spread of these genes, mainly

in the rainy season.

Keywords: antibiotic resistance genes; metagenomics; hydroelectric power plant; Tucurui;

Amazonia.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANTIMICROBIANOS

1.1.1 Historico

O conhecimento da inibi¢do do crescimento bacteriano ¢ datado do século 19, quando
John Scott Burden-Sanderson reportou a auséncia de bactérias a partir de um cultivo liquido
coberto por mofo, seguido por Joseph Lister, que em 1871 curou a si proprio com extrato do
fungo Penicillium glaucum. Em 1877, Louis Pasteur e Jules Francois Joubert estudaram a
inibicdo do Bacillus anthracis cultivado mutuamente com bactérias aerdbicas, ja em 1889,
Jean Paul Vuillemin designou a palavra “antibiosis” para a relagdo de antagonismo entre
microrganismos (Durand, Raoult & Dubourg, 2019).

O século 20 foi marcado por intensas pesquisas e descobertas, iniciadas por Paul
Ehrlich em 1909, que purificou o primeiro composto quimico antimicrobiano, a arsfenamina,
contra o agente causador da sifilis, Treponema pallidum, mais tarde, em 1928, Alexander
Fleming descobriu acidentalmente, quando esqueceu o cultivo de colonias de Staphylococcus
aureus, que o crescimento do fungo Penicillium inibiu a bactéria, anos depois a molécula
purificada foi chamada de penicilina. As pequisas se intensificaram no periodo de 1940 a
1970, conhecida com “periodo ouro”, onde muitos antimicrobianos foram descobertos
advindos principalmente de bactérias e fungos (Durand, Raoult & Dubourg, 2019), e foi neste
periodo, em 1941 que Selman Waksman definiu pela primeira vez a palavra
“antimicrobiano”, como uma pequena molecula produzida por um microrganismo capaz de
antagonizar o crescimento de outros microrganismos (Clardy, Fischbach & Currie, 2009).

O uso dos antimicrobianos na pratica clinica modificou significativamente o controle
de infec¢des microbianas, reduzindo as taxas de morbidade e mortalidade (Travis et al.,
2018), além disso, a partir da década de 1940, os antimicrobianos sdo usados com diferentes
finalidades na agricultura, aplicados no cultivo de frutos, mas principalmente, na produgdo
animal, para o controle, prevencdo e tratamento de doencas, € como promotor de crescimento
(Cramer, Paudel & Schmitz 2019).

Apesar do sucesso geral dos antimicrobianos, sua eficacia e confiabilidade tém sido
gravemente comprometidas nos ultimos anos, devido ao surgimento e disseminagdo da
resisténcia antimicrobiana (RAM) entre os patogenos (Travis et al., 2018).

A resisténcia a antimicrobianos ¢ considerada um desafio para a saide mundial, visto

que, causa a rapida disseminagcdo de microrganismo resistentes entre humanos, animais e
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meio ambiente (Rousham, Unicomb & Islam 2018), ocasionando uma evolugao continua de
bactérias multidroga resistentes (MDR), e contraditoriamente, aumentando a morbidade e
mortalidade, bem como, os custos nos cuidados com a saude. Como forma de tentar
contornar esta situacdo emergente, a solucao ¢ encontrar novos alvos bacterianos e/ou novos

antimicrobianos de propriedades mais eficazes (Banin, Hughes & Kuipers 2017).

1.1.2 Classificacao

Alguns antimicrobianos sdo usados no combate ao cancer, como actinomicina D
(inibe a sintese do acido desoxirribonucleico (DNA)), antraciclinas (inibe a sintese de DNA ¢
do 4cido ribonucleico (RNA)) e epotilona (inibe a divisao celular), ou como pesticidas, como
a oxitetraciclina e a estreptomicina. Os antimicrobianos podem ser naturais, quando
derivados de microrganismo, semi-sintéticos, onde substancias naturais sdo alteradas a fim de
que se tornem mais estaveis, e sintéticos (Grenni, Ancona & Barra Caracciolo 2018).

Existem varias formas de classificar os antimicrobianos, as mais comuns sao por suas
estruturas moleculares, mecanismo e espectro de acdo, estes compostos podem ser
bactericidas, quando sdo capazes de matar a bactéria, ou bacteriostaticos, quando somente

inibem o crescimento destes organismos (Etebu, E. & Arikekpar 2016) (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificagdo dos antimicrobianos quanto a0 mecanismo de acao.

Inibidores da sintese da parede celular

p-Lactamicos

Penicilinas (Bactericida: bloqueia a ligacdo cruzada via inibicdo competitiva da enzima transpeptidase)

Classes Drogas Indicacdes
Penicilina G
Penicilina G aquosa Streptococcus pyogenes,
Penicilina Penicilina G procaina Steptococcus agalactiae;
Penicilina G Benzatina Clostridium perfringens.
Penicilina V
Ampicilina® Streptococcus pyogenes;

Steptococcus agalactiae;

Aminopenicilina Clostridium perfringens;

Amoxicilina .. .
Escherichia faecalis;
Escherichia coll.
Meticilina Strent )
. . Nafcilina reprococcus py ogen'es,
Penicilinas resistentes —— Steptococcus agalactiae;
Oxacilina

a Penicilinases e Clostridium perfringens,
Cloxacilina -
Staphylococcus aureus produtor de Penicilinase.

Dicloxacilina

Carbenicilina Streptococcus pyogenes;
Penicilinas Anti- Ticarcilina Steptococcus agalactiae;
Pseudomonas Piperacilina Clostridium perfringens,

Pseudomonas aeruginosa.

Cefalosporinas (Bactericida: inibe a sintese de parede celular bacteriana via inibi¢do competitiva da




enzima transpeptidase)

Cefazolina® Staphylococcus aureus,
1* geragdo Staphylococcus epidermidis;
Cefalexina Escherichia coli;
Klebsiella.
Cefoxitina’ Staphylococcus aureus,
a ~ Cefaclor Staphylococcus epidermidis;
2" geragdo Cefuroxima Escherichia coli;
Klebsiella.
Ceftriaxona’ Staphylococcus aureus;
Staphylococcus epidermidis;
Cefotaxima Escherichia coli;
3* geracdo — Klebsiella,
Ceftazidima Pseudomonas.
Uso Veterinario: Pasteurella multocida;
Ceftiofur Escherichia coli.
Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis,
Cefepima’ Escherichia coli;
Klebsiella,
4 geraciio Pseudomonas.
Infecgoes do ubere (mastite) causadas por:
Uso Veterindrio: Streptococcus uberis; '
. Streptococcus dysgalactiae;
Cefquinoma
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e outras Enterobacteriaceae.
Microrganismos gram-positivos e gram-negativos;
Ceftobiprole Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA);
5* geracdo Staphylococcus aureus resistente a oxacilina
(ORSA);
Ceftaroline’® Streptococcus pneumoniae;
Enterococcus faecalis.

Carbapenem (Bactericida: inibe a formacdo do peptidoglicano)

Imipenem (+ cilastina)

Meropenem’ Atividade Ampla
Doripenem (Exceto para (MRSA) e Mycoplasma)
Ertapenem

Monobactam (Bactericida: inibe a formagdo do peptidoglicano)

| Aztreonam’

| Bactérias gram-negativas

Amidinopenicilinas (Bactericida)

| Mecilinam®

Bactérias gram-negativas

Glicopeptideos (Bactericida: altera a permeabilidade da membrana citoplasmatica)

Vancomicina®

MRSA;

Teicoplanina

Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis.

Inibidores de B-lactamases (Bactericida: inativa grande variedade de enzimas betalactamases)

Acido Clavulanico

Staphylococcus aureus;

Sulbactam

Staphylococcus epidermis;

Tazobactam

Escherichia Coli;
Klebsiella.

Polipeptideos (Bactericida: interfere a propriedade de permeabilidade seletiva da membrana)

Polimixinas

Polimixina B

Polimixina E (colistina)®

Bactérias gram-negativas

Polipeptideo ciclico

Bacitracina!

Lipopeptideo (Bactericida: des

polariza o potencial de membrana)

| Daptomicina®

Staphylococcus e Enterococcus resistentes a
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oxacilina;
Bactérias resistentes a vancomicina e linezolida.

Aci

dos Fosfonicos (Bactericida:

inibe a sintese de peptideoglicano)

Fosfomicina®

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ainda
que resistentes a outros antibacterianos;
Cepas produtoras de penicinilase.

Acidos pseudomdonicos (Bacteriostatico e Bactericida: impede a jungdo de isoleucina nas cadeias

protéicas da parede celular bacteriana)

Mupirocina®

Bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas;
Staphylococccus aureus (inclusive cepas MRSA);
Streptococcus pneumoniae;

Haemophilus influenzae;

Escherichia coli;

Proteus mirabilis. Z;

Riminofenazinas (Bactericida: interfere na cadeia respiratoria bacteriana e no transportadores de ions)

| Clofazimina®

| Mycobacterium leprae

Inibidores da

Sintese Protéica

Antagonista da subu

nidade ribossomal 30 S

Aminoglicosideos (Bactericida: impedem a leitura do RNA mensageiro (mRNA))

Gentamicina®
Neomicina
Amikacina Bactérias aerdbicas gram-negativas;
Tobramicina Enterobacteriaceae;
Estreptomicina Pseudomonas.
Uso veterinario:
Apramicina
Tetraciclinas (Bacteriostatico: bloqueia 0 RNA transportador (tRNA))
Tetrf';lc'icl.ina Rickettsia;
Doxiciclina
— Mycoplasma,
Minociclina )
Demeclociclina Spirochetes (doenga de Lyme).
Clortetraciclina’

Glicilciclinas (Bacteriostatico: bloqueia a entrada de moléculas aminoacil tRNA no sitio do ribossomo)

Tigeciclina®

Staphylococcus resistentes a oxacilina;
Enterococcus resistentes a vancomicina;
Streptococcus resistentes as penicilinas ou
cefalosporinas;

Klebsiella pneumoniae produtora de betalactamase
de espectro estendido;

Bacteroides fragilis;

Clostridium difficile.

Acidos Esteroides (Bactericida e Bacteriostatico: impede o elongagio da cadeia polipeptidica)

Acido Fusidico?

Staphylococcus (incluindo MRSA);
Neisseia spp.;

Bordetella pertussis,
Corynebacterium minutissimum.;
Streptococcus;

Enterococcus;

Bactérias anaerdbias gram-negativas

Aminociclitois (Bacteriostatico)

| Espectinomicina’

| Neisseria gonorrhoeae

Antagonista da subunidade ribossomal 50 S

Macrolideos (Bacteriostatico: liga-se reversivelmente a 50S)

Eritromicina®

Streptococcus;

Azitromicina

Haemophilus influenzae;

Claritromicina

Mycoplasma pneumoniae.

Anfenicéis (Bateriostatico/Bactericida: inibe a transpeptidagio)

| Cloranfenicol®

| Haemophilus influenzae (meningite bacteriana)

Licosamidas (Bacteriostatico: inibe a peptidil transferase com o complexo aminoacil-tRNA)
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Bacteroides fragilis;
Staphylococcus aureus;
Staphylococcus e Streptococcus
(Coagulase-negativa).

Clindamicina?

Oxazolidonas (Bacteriostatico/Bactericida: impede a formacgdo do complexo de iniciagdo 70S)

| Linezolida® | Bactérias gram-positivas
Estreptograminas (Bacteriostatico: inibe a formagdo de pontes peptidicas)
Quinupristina’ Staphylococcus resistentes a oxacilina e com
sensibilidade diminuida ou resistentes a
Dalfopristina’ vancomicina;

Staphylococcus aureus.

Cetolideos (Bacteriostatico/Bactericida: mutacdes estruturais no local de unido do cetolideo ao ribossomo)

Staphylococcus e Streptococcus;

Telitromicina® . . .
Streptococcus pneumoniae multidroga resistente.

Pleuromutilinas (Bacteriostatico/Bactericida: inibem a transferéncia de peptidil, bloqueiam parcialmente
as interagdes no sitio P e impedem a formag@o normal das subunidades ativas do ribossomo 50S)

Staphylococcus aureus;

Retapamulina'
Streptococcus pyogenes.

Inibidores da Sintese de DNA

Fluoroquinolonas (Bactericida: inibe a enzima DNA-girase)

Steptococcus;
1? geracdo Acido Nalidixico Mycoplasma;
Bactérias gram-positivas aerobicas.
Ciprofloxacino® Stont
- eptococcus;
Norfloxacino P ’
2 ~ E - Mycoplasma,
geragio Nnoxacino o . s
Ofloxacing Bactérias gram-positivas aerobicas;
- Pseudomonas.
Levofloxacino
Steptococcus,
3* geracao Gatifloxacino Mycoplasma;
Bactérias gram-positivas aerdbicas.
Moxifloxacino Steptococcus;
4? geracao . . Mycoplasma,
gerag Gemifloxacino yeop

Bactérias gram-positivas aerdbicas e anaerdbicas.

Nitrofurantoina (Bacteriostatico ¢ Bactericida)

Bactérias gram-positivas e gram-negativas;

E ativa nas infecgdes do trato urindrio causada por
Nitrofurantoina' Klebsiella spp., Escherichia coli, Enterococos,
Staphylococcus aureus, Enterobacter spp. e Proteus

Spp-

Fluoroquinolona sintética do grupo 7-pirrolidino-fluoroquinolonas (Bactericida: inibi¢do simultanea
da DNA-girase e da topoisomerase V)

Bactérias gram-positivas;

Haemophilus influenzae;

C. pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e
Legionella pneumophila (pneumonia atipica).

Gemifloxacina

Nitroimidazolicos (Bactericida: subprodutos metabolicos interrompem o DNA)

| Metronidazol' | Bactérias gram-negativas anaerdbicas

Inibidores da Sintese de RNA

Ansamicina (Bactericida: se une a RNA polimerase, bloqueando assim, a sintese de mRNA)

Staphylococcus;

Rifampicina’ )
P Mycobacterium.

Inibidores da Sintese de Acido Micélico

Isoniazida (Bactericida: inibe enzimas que sintetizam o acido mic6lico)

| Isoniazida® | Mycobacterium tuberculosis

Inibidores da Sintese de Acido Félico

Sulfonamidas (Bacteriostatico: inibi¢do com o &cido p-aminobenzodico - PABA)

Trimetoprim/ Proteus;
Sulfametoxazol (SMX)* Enterobacter.
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Sulfisoxazol

Sulfadiazina

Sulfonas (Bacteriostatico: inibi¢do com o acido p-aminobenzodico - PABA)

Mycobacterium leprae;

Dapsona’ . . L
Pneumonia por Pneumocystis carinii.

'antimicrobianos Importantes; “antimicrobianos de alta importancia; *antimicrobianos de importancia critica.

Fonte: Adaptado de Orthobullets (Orthobullets, 2019), Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa,
2019) e World Health Organization (WHO, 2017) (Acessados em: 17/08/2019).

1.1.3 Resisténcia a antimicrobianos

Existem duas estratégias de defesa usadas pelas bactérias na presenga de
antimicrobianos, a tolerancia, responsavel por inativar os alvos destes compostos, ¢ a
resisténcia, que destroi a droga ou modifica seus alvos. Apesar destas estratégias ndo estarem
relacionadas, a tolerancia desencadeia o processo de resisténcia aos antimicrobianos, que ¢
adquirida por mutagdes ou por meio de DNA exogeno (Lewis & Shan, 2017).

O processo de tolerancia precede a resisténcia, por que linhagens tolerantes sdo
capazes de sobreviver a alta concentragdo inicial do antimicrobiano administrado, o que se
repete por varios ciclos (Figura 1), a partir do principio que varios genes conferem tolerancia,
se faz necessario compostos que possam eliminar células tolerantes antes que adquiram

resisténcia (Lewis & Shan, 2017).
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Figura 1: Da tolerancia a resisténcia: Linhagens selvagens tratadas repetidamente por um
antimicrobiano, desencadeiam o surgimento inicial de mutantes altamente tolerantes, seguido pela
evolugdo dos mutantes que sdo tolerantes e resistentes ao antimicrobiano (Fonte: Adaptado de Lewis
& Shan, 2017).
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Desde 1930 a resisténcia a antimicrobianos ¢ documentada, porém com a chegada do
“periodo ouro”, onde novos antimicrobianos foram descritos, esse assunto nao era uma
preocupacdo do periodo, uma vez que as novas descobertas conseguiam contornar este
problema, contudo, nos dias atuais esta visdo otimista esta defasada. A resisténcia a todas as
classes de antimicrobianos continua a emergir pelo mundo, ocorrendo em todos os nichos
ecoldgicos, como o solo, a agua, a atmosfera e o ambiente urbano (Surette & Wright, 2017).

Existem dois mecanismo de resisténcia nas bactérias, o intrinseco e o adquirido. No
mecanismo intrinseco estdo as respostas gerais a moléculas toxicas, como a resposta “SOS”
que reduz a fidelidade de replicagdo do DNA, ativagdo da bomba de efluxo, codificagdo de
enzimas de inativa¢do, como as B-lactamases do tipo ampC, e a presenca de barreiras fisicas,
como poros € a membrana externa das bactérias gram-negativas. A resisténcia adquirida
compreende mecanismos que evoluem, muitas vezes através da transferéncia horizontal de

genes (THG) (Figura 2) (Surette & Wright, 2017).
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Figura 2: Mecanismos de resisténcia bacteriana contra a acdo de
antimicrobianos (Fonte: Adaptado de Surette & Wright, 2017).
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A grande quantidade de mecanismos que atuam para bloquear a a¢do de
antimicrobianos e o surpreendente numero de espécies bacterianas no planeta, estimada em
10" espécies de 96 filos, conspira para tornar este um obstaculo & descoberta de
antimicrobianos (Surette & Wright, 2017).

Como um importante mecanismo de patogenicidade das bactérias, esta o biofilme,
representando comunidades bacterianas estruturadas por matrizes bioldgicas, considerado um
desafio frente ao controle da resisténcia a antimicrobianos (Frieri, Kumar & Boutin, 2017).
Biofilmes representam uma comunidade de microrganismos que aderem a surperficies
bidticas ou abidticas, através da formacdo de uma matriz (Hall & Mah, 2017). Combater esta
organizacdo de células requer o uso de altas doses de antimicrobianos, que pode falhar e
contribuir para a persisténcia da infec¢@o (Frieri, Kumar & Boutin, 2017).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS), a Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentagdo e a Agricultura (FAO) e a Organizagdo Mundial da Saide Animal (OIE)
desenvolveram recomendagdes a respeito do nivel de importancia dos antimicrobianos para a
satde humana, para isto, categorizaram os antimicrobianos em areas especificas, como os
importantes, os de alta importancia e os de importancia critica (Quadro 1), a fim de priorizar
0s riscos e gerenciar estratégias para conter a RAM (WHO, 2017).

Diversas bactérias estdo envolvidas com a ocorréncia de infecgdes em humanos,
principalmente, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebisiela pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp, que sao
coletivamente nomeadas “ESKAPE”, que recentemente ganharam atengdo mundial, uma vez
que foram reconhecidas como prioridade na atencdo a resisténcia a antimicrobianos, por
desenvolverem altos niveis de multidroga resisténcia, limitando opgdes terapéuticas e
aumentando a morbidade e mortalidade (Founou, Founou & Essack, 2017).

A populacdo mundial estd em torno de 7,6 bilhdes de pessoas, e se estima que em
2050 este numero cresca para 9,7 bilhoes de habitantes (Jayarao, Almeida & Oliver, 2019), e
segundo o Antimicrobials Working Group (2019) a falha na resolugdo do grave problema de
RAM acarretard em 10 milhdes de mortes por ano em 2050, e um custo de 100 trilhdes de
dolares nos cuidados com a saude.

A infraestrutura da produ¢do de alimentos de origem animal aumentou
consideravelmente o uso de antimicrobianos durante o século 20 (Scott et al., 2019),
objetivando o combate de doengas e a melhora da performance animal, como exemplo, na
criacdo de gado, onde os antimicrobianos sdo usados extensivamente no combate a mastite,

caracterizada por uma infec¢ao nos uberes, que reduz a morbidade e mortalidade dos animais
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e a incidéncia de doencas, produzindo nutrientes de alta qualidade e consequentemente
reduzindo os custos do alimento para o consumo humano (Jayarao, Almeida & Oliver, 2019).

A ocorréncia de RAM a partir do uso exarcebado de antimicrobianos na produgao de
alimentos gera impacto no tratamento de doengas, afetando também a satide humana, a fim
de contornar esta situacao, varios paises tem implementado programas que visam a completa
ou parcial proibicdo de antimicrobianos, a reducdo da quantidade administrada, além da
desapropriacdo de antimicrobianos considerados criticos para a satide humana, contribuindo
assim, para prevencao e controle da RAM (Jayarao, Almeida & Oliver, 2019).

Os antimicrobianos podem atuar como um fator ecoloégico de mudanga no meio
ambiente, desencadeando alteracdes na estrutura das comunidades bacterianas, que podem
desaparecer ou sofrer inibicdo (Grenni, Ancona & Barra Caracciolo, 2018).

A proliferagdo de bactérias resistentes a antimicrobianos (ARBs) aumenta a migracao,
transformacdo e difusdo da RAM entre bactérias ambientais, que podem se tornar
reservatorios naturais para genes de resisténcia a antimicrobianos (ARGs), e combinado as
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente podem resultar em um dano ecoldgico pior que
aquele causado por poluentes quimicos, ja que sdo faceis de se disseminar e mais dificeis de
eliminar ou controlar. ARGs e ARBs tem sido isolados de aguas residuais, solo, sedimento,
aquacultura, rios, oceanos e do gelo (Gao et al., 2018).

As aguas residuais, especialmente oriundas de hospitais, que de modo geral contém
excretas, bactérias patogénicas e comensais, alta taxa de nutrientes, antimicrobianos e metais
pesados sdao importantes reservatorios de ARBs e ARGs, estimulando investigagdes sobre o
risco de disseminacdo de ARGs a partir da reutilizacdo de efluentes de aguas residuais na
irrigagdo (Ng et al., 2017).

Estrume ultilizado como adubo no solo representa uma das principais rotas de
disseminagdo de ARBs ¢ ARGs no meio ambiente, bactérias presentes no solo podem
transferir estes genes para patogenos humanos, os fatores que contribuem para esta
disseminagdo e persisténcia ainda ndo estdo esclarecidos, j4 que este ¢ um ambiente de
interagdes bioticas e abidticas complexas (Pérez-Valera et al., 2019).

O escoamento de residuos da agricultura, do esgoto e a lixiviagdo do solo para os rios,
tornam estes ambientes suscetiveis a contaminagdo por antimicrobianos, causando impactos
aos microrganismos pristinos, € consequentemente, aumentando o risco da proliferagdo de
ARBs e ARGs, uma vez que, as bactérias podem ser inativadas pela luz do sol, porém os

genes persistem e podem ser transferidos para cepas ndo resistentes. A persisténcia de RAM
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nos rios ¢ preocupante, principalmente, para pessoas que dependem deste ambiente como
fonte de consumo, de alimento e irrigagdao (Nnadozie & Odume, 2019).

Aguas residuais contendo antimicrobianos e microplastico podem contribuir para a
selecdo de ARBs nos rios, ja que, os rejeitos plasticos auxiliam a maior transferéncia de
ARGs entre as bactérias, uma vez que abrigam ARBs por meio da formacdo de biofilmes
(Parthasarathy et al., 2019).

Embora a RAM tenha sido relacionada a atividade antropoldgica, varios tipos de
ARBs e ARGs foram detectados em ambientes geograficamente isolados, como nucleos de
neve, gelo na superficie da geleira, cavernas isoladas, profundeza do mar, d4guas marinhas
antarticas e em pinguins, portanto, a resisténcia a antimicrobianos e os genes associados sao
onipresentes e antigos, provavelmente porque a maioria dos antimicrobianos sao derivados de

microrganismos ambientais (Tan et al., 2018).

1.1.3.1 Resistoma e Mobiloma

O resistoma ¢ caracterizado por um conjunto de ARGs em diferentes ecossistemas
microbianos (Lanza et al, 2018), incluindo ambientes que abrigam microrganismos nao-
infecciosos. O solo ¢ o ambiente que representa o maior reservatorio de ARGs e ¢ a fonte de
sua diversidade, animais selvagens e domésticos também sao fonte de ARGs que podem ser
compartilhados entre humanos e causar doenca, resultando no fluxo génico de organismos
comensais a patdgenos (Surette & Wright, 2017).

Os riscos associados a resistomas ambientais devem levar em consideracao trés
perspectivas, a primeira a nivel da comunidade microbiana, que representa a evolucdo da
resisténcia a antimicrobianos que pode ser oriunda de fatores exdgenos, como contaminantes
quimicos e condi¢des fisicoquimicas, a segunda a nivel do genoma, que foca nos genes que
podem conferir RAM e em seu potencial de transferéncia horizontal, e a terceira a nivel da
transmissao do resistoma, que se refere a transmissao de ARBs e ARGs do ambiente aos
humanos (Manaia, 2017).

Genes de transferéncia horizontal sd3o a principal causa da rapida disseminagdo de
ARGs entre células bacterianas, esta transferéncia pode ocorrer por trés mecanismos, a
conjugacao onde elementos genéticos moveis (MGEs) sdo transmitidos a outras células
bacterianas através do contato entre suas paredes celulares, a transformacao, quando as

bactérias incorporam ao seu material genético DNA exogeno, e a transducdo, quando as
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células bacterianas s3o infectadas por virus, os bacteridfagos, que carregam DNA exdgeno
(Lekunberri, Balcazar & Borrego, 2018).

A transferéncia de ARGs ¢ mediada por uma variedade de MGEs, como os integrons,
transposons, plasmideos, sequéncia de inser¢do com regido conservada (ISCR), elementos
conjugativos e integrativos (ICE) e bacteriéfagos (Lekunberri, Balcazar & Borrego, 2018), o
conjunto destes elementos ¢ classificado como mobiloma (Martinez et al., 2017).

O desenvolvimento de ARGs em microrganismos ndo patogénicos e/ou ambientais,
ndo significaria um risco iminente a saude humana, porém, quando estes genes estdo
associados a MGEs, este grupo de organismos se tornam relevantes aos humanos, uma vez
que, estes genes poderdo ser transferidos para microrganismos patogénicos (Martinez et al.,
2017).

Evidéncias apontam a presenga de genes de resisténcia em amostras de sedimento
antes do “periodo ouro”, conferindo resisténcia a [-lactdmicos, a tetraciclina e
antimicrobianos glicopeptideos, ou ainda multidroga resistente, isto indica que os ARGs ja
eram encontrados no meio ambiente pristino, porém eram raros em bactérias patogénicas
(Wright, 2019).

Excrementos de gado e efluentes hospitalares contém ARGs contra antimicrobianos
de ultimo recurso que podem ser transmitidos aos humanos, como exemplo do alto risco de
transmissdo destes genes, o gene de resisténcia a colistina mcr-1 foi primeiro encontrado em
Escherichia coli (E. coli), de um isolado de porco em 2015 na China, este elemento ¢
encontrado em diversos tipos de plasmideos (Incl2, IncHI2 e IncX4) e pode ser disseminado
no ambiente hospitalar, atualmente existem outras varidveis deste gene, mcr-2 a mcr-8. A
China e o Brasil eliminaram o uso da colistina na agricultura, porém, a resisténcia a esse
farmaco se mantém presente, devido sua ampla disseminacao (Zeng et al., 2019).

Yadav & Kapley (2019) identificaram ARGs conferindo resisténcia a
aminoglicosideos, B-lactdmicos, Eritromicina, Meticilina, Fluoroquinolonas, Rifampicina,
Trimetoprim, em efluentes de usinas de tratamento de esgoto, além de, bombas de efluxo
multidroga resistente em Campylobacter jejuni e resisténcia a Meticilina em Staphylococcus
spp. MGEs também foram detectados, como o plasmideo IncP-1 e transposons, que resultam
em um ilimitado rearranjo genético possibilitando o surgimento de novas resisténcias,
configurando este ambiente de ampla influéncia antropoldgica, propicio a disseminagdo de
ARBs, ARGs e MGEs ao meio ambiente (Yadav & Kapley, 2019).

Em um estudo de metanalise se observou grande diversidade de ARGs em lagos, com

altas propor¢des de ARGs associados a plasmideo no sedimento, grande abundancia de
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integron (intl1) e ISCR, ressaltando que estes ambientes sofreram a acdo de efluentes do
tratamento de rejeitos (Yang et al., 2018).

A abundancia total de RAM depende dos pardmetros locais para que os ARGs sejam
disseminados pelo mundo, isto sugere que, melhorar o saneamento, os cuidados com a satde
e a educacdo sdo estratégias efetivas para limitar este problema global (Hendriksen et al.,

2019).

1.2 METAGENOMICA

1.2.1 Metagenomica aplicada a identificacdo do resistoma

Recentemente, cresceu o interesse em utilizar a metagenomica para avaliar a
resisténcia a antimicrobianos, tanto na microbiota humana como em diferentes ambientes (Ng
et al., 2017), onde anteriormente, era avaliada somente por meio da analise da concentracio
inibitoria minima (MIC) do microrganismo em cultivo (Hall & Mah, 2017).

A metagendmica tém como beneficio permitir avaliar milhares de genes de resisténcia
em uma Unica amostra, bem como, a quais espécies bacterianas eles estdo envolvidos,
possibilitando ainda, a determinacdo de novos genes de interesse, assim, este método ¢
reconhecido como superior aos métodos convencionais (Hendriksen ef al., 2019).

Um importante problema dos métodos convencionais ¢ a baixa sensibilidade e/ou
especificidade, tanto na deteccdo do resistoma como de possiveis variantes alélicos, em vista
disso, o uso de tecnologias de sequenciamento baseadas na captura ou na determinacdo do
alvo, representam estratégias metodologicas de efetivo custo-beneficio e alto rendimento
(Lanza et al., 2018).

E de grande importancia o estudo de metagndmica do resitoma ambiental, visto que,
cerca de 25-75% dos antimicrobianos administrados nos animais sdo excretados no meio
ambiente, resultando no aumento da quantidade de ARGs, a OMS indica que novos
mecanismos de resisténcia estdo surgindo, ameagando o tratamento de doengas infecciosas
comuns (Zhou et al., 2019).

Os antimicrobianos liberados no meio ambiente pressionam seletivamente as bactérias
do meio, favorecendo o aumento da resisténcia a antimicrobianos, € a metagendmica ¢
utilizada como método para correlacioar os patdogenos e os ARGs (Zhou et al., 2019), bem

como, para determinar novos resistomas do meio ambiente (Willms et al. 2019).
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E reconhecido que os antimicrobianos ndo podem ser completamente metabolizados
por humanos e animais, e alguns sdo excretados em seu estado original, o que proporciona a
ocorréncia acelerada de ARGs e ARBs em diversos ambientes, como a dgua, sedimento,
esgoto, solo e ar (Hu et al., 2018).

A disseminacdo de ARGs no ambiente aquatico se tornou um tema amplamente
debatido, devido sua associacdo com a ineficiéncia do tratamento antimicrobiano contra
algumas infecgdes, esta disseminacdo ocorre ndo exclusivamente através da poluicao
quimica, mas também devido a rapida dispersdo destes genes, mediada pela presenca de
MGEs em bactérias (Jiang et al., 2018).

ARGs ja foram isolados em diversos ambientes aquaticos, como em reservatorios,
rios e lagos, incluindo aqueles fonte de uso humano, e oceanos, as diferentes condicdes
hidrogeoquimicas e bioldgicas encontradas nestes ambientes estdo relacionadas a presenca de
distintos ARGs, influenciando o transporte, manuten¢do, amplificagdo e atenuacdo destes

genes neste ecossistema (Jiang et al., 2018).

1.3 USINA HIDRELETRICA TUCURUI

O projeto de construcao da usina hidrelétrica (UHE) Tucurui (Figura 3) iniciou no ano
de 1973, durante a ditadura militar, e sua primeira fase foi concluida e inaugurada em 1984
com metade de sua poténcia, ¢ em meados de 2010 a segunda fase foi entregue, com 23
turbinas e poténcia maxima (Bortoni ef al, 2019), sua extensdo total ¢ de 3.007 km,
correspondendo a 304 campos de futebol, sua construgdo foi iniciada antes da lei que exige a
realizagdo do avaliagdo de impacto ambiental (EIA), criada em 1988, assim, o alcance do
lago foi imprevisivel, atingindo cerca de 32 mil pessoas que foram deslocadas de seus locais
de origem (Pompeu et al., 2019).

A UHE Tucurui ¢ a segunda maior hidrelétrica plenamente brasileira, perdendo
apenas para Belo Monte, no municipio de Altamira-PA, e a quinta maior do mundo,
produzindo cerca de 8 Gigawatt-hora (GW/h) de energia (Pena, 2019), esta situada na bacia
do rio Tocantins, no municipio de Tucurui-PA, a 310 km de Belém (Campos, 2019). Apods
sua conclusio, esta barragem causou a inundagdo de 2.430 km?, o que gerou o deslocamento
da populagao local, a proliferagdao de insetos e a incidéncia de doengas endémicas, como a
malaria, em contrapartida, esta UHE passou a fornecer eletricidade para grande parte do pais

(Arrifano et al., 2018).
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Figura 3: Usina Hidrelétrica Tucurui (Fonte: Bortoni et al., 2019).

O lago artificial de Tucurui, segundo maior reservatorio do pais, abaixo apenas de
Sobradinho, na Bahia, com 4.214 km?, modificou o ecossistema da regido, ocupando grande
parte da floresta tropical nativa (Silva et al., 2017), submergindo cerca de 14 povoados
ribeirinhos (Montoya, 2018), com 100 km de extensdo e 18 km de largura (Almeida, 2019).
O reservatorio da UHE Tucurui abrange sete municipios do estado do Pard: Breu Branco,
Goianésia do Pard, Itupiranga, Jacundd, Nova Ipixuna, Novo Repartimento e Tucurui (Figura
4) (Yoshino, 2017).

O reservatorio de Tucurui ¢ dividido por pelo menos 11 estacdes dispostas no quadro
2 e na figura 5, que representam as diferencas de morfometria do sistema, o qual influencia
diretamente a circulagdo e o fluxo de dgua na regido (Silva, 2018).

A populacdo no entorno do reservatorio tém estreita relagdo com o lago, que lhes
fornece alimento, agua para consumo, deslocamento e recreacdo (Yoshino, 2017). Mesmo
apos o inicio das atividades da UHE Tucurui a pesca continuou a ser praticada, com grande
importancia econdmica e social, principalmente a populagdo local (Flexa, Silva & Cintra,

2016).
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Figura 4: Localizacgdo da UHE Tucurui, seu reservatorio, bem como os municipios afetados por sua
constru¢ao (Fonte: Montoya, 2018).

Quadro 2 - Estagdes do lago da UHE Tucurui, suas localizagdes e profundidades maximas alcangadas.

Estacio Nome Regiio MI;;(i)rfrlll:?ri:;c:(e)s)
Cl Caraipé 1 Ilha 28
C2 Caraipé 2 Ilha 22
M1 Montante 1 Préxima da barragem 70
M3 Montante 3 Lago — Canal central 52
MR Montante Novo Repartimento Ik::;grzg—eisquerda do banco da 20

MBB Montante Breu Branco Proxima da barragem 32
ML Montante Lontra Lago — Canal central 22
MBL Montante Belauto E:rngg_er]r)lireita do banco da 26
MP Montante Pucurui Il;:;gr(;g—eisquerda do banco da 20
MIV Montante Jacunda Velho Lago 22
MIP Montante Ipixuna Distante da barragem 42

Fonte: Adaptado de Silva, 2018.
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Figura 5: Localizagdo do reservatorio da UHE Tucurui e de suas estagdes (Fonte: Adaptado de Silva,
2018).

Desde o inicio dos anos 90, cerca de 6.000 pescadores atuam no reservatorio,
movimentando R$ 4,2 milhdes por ano, suas espécies locais alvo sdo o Mapara, a Pescada e o
Tucunaré¢, onde esta ultima ¢ a espécie mais importante para a populagdo, ja que ¢ a base do
consumo local e da fonte de renda (Almeida, 2019).

Apesar dos avangos energéticos e de infraestrutura, a instalacio da UHE Tucurui
causou inimeros impactos negativos, principalmente a baixa produtividade das ilhas dos
municipios que ficam a jusante da barragem, como no municipio de Cametd, implicando na
queda da produgdo de frutos, como do cacau e do acai, a extingdo de algumas espécies de
peixes, a polui¢do da agua e o assoreamento do rio Tocantins, além disso, houve um aumento
da incidéncia de doencas (Pompeu et al., 2019).

Um dos principais impactos gerados pela constru¢do de UHEs ¢ o acumulo e
transporte de espécies quimicas de mercurio (Hg) nos reservatorios (Pestana et al., 2019), o
que pode desencadear mecanismos de co-selecdo nestes ambientes. Apesar da regido de

Tucurui ndo ser afetada diretamente por garimpos que utilizam mercurio (Arrifano et al,
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2018), a inundagao de areas previamente cobertas por vegetagdo, como o que ocorre a partir
da contrucao de UHEs, cria condi¢des que favorecem a conversdao de Hg em suas espécies
quimicas mais toxicas, o metilmerctrio (MeHg) (Pestana et al., 2019).

Na regido de Tucurui ja foram observados niveis significativos de Hg na dgua e no
sedimento, nas raizes de plantas flutuantes, nos peixes, como o Tucunaré, e niveis deste metal
e de MeHg acima dos limites recomendados pela OMS, em habitantes que vivem proéximos
da barragem (Arrifano et al., 2018).

Os metais pesados tém sido relacionados com a propagagdo da resisténcia a
antimicrobianos, por meio de mecanismos de co-selecdo (Fang et al., 2019; Yang et al.,
2019), alcangados pela co-resisténcia ou resisténcia cruzada, o que representa um risco de
transferéncias horizontais para patdgenos humanos bacterianos distantemente relacionados
(Imran, Das & Naik, 2019), uma vez que, a resisténcia a antimicrobianos ocorre nao
exclusivamente por pressdo dos antimicrobianos, mas ainda, devido aos contaminantes do
meio (Knapp et al., 2017).

Com o objetivo de subverter estes impactos, originam-se as reservas de
desenvolvimento sustentdvel, a fim de, preservar o meio ambiente, a qualidade de vida,
valorizando, conservando e aperfeicoando as técnicas de manejo dos recursos naturais das
populagdes locais, assim, surgiu a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Alcobaca, criada
pela Secretaria Estadual de Meio Ambiente, Lei Estadual N° 6.451 de 08 de Abril de 2002,
localizada nos municipios de Tucurui e Novo Repartimento, para conservar a biodiversidade
degradada pelas obra de construgdo da UHE Tucurui, e para atenuar os multiplos conflitos

territoriais locais, decorrentes da implantagdo deste empreendimento (Almeida, 2019).

1.4 IMPORTANCIA DA AVALIACAO DO RESISTOMA EM LAGOS DE INTENSA
ACAO ANTROPOLOGICA GERADOS PELA CONSTRUCAO DE UHEs

Os lagos sdo ambientes importantes para investigar a contaminagdo por
antibacterianos, bem como, para o estudo da disseminagdo dos ARGs, tanto na 4gua quanto
no sedimento (Yang et al., 2019).

A maioria das populagdes urbanas e rurais na Amazdnia brasileira ndo apresenta
saneamento basico, associado a isto, a constru¢do de barragens desencadeia diversos
problemas de contaminacdo da agua, representando riscos a saide humana (Gauthier et al.,

2019). Como exemplo da caréncia de saneamento na regido, o municipio de Tucurui
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apresentou somente 15% de esgotamento sanitirio adequado, segundo o ultimo censo do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010).

Karkman, Piarndnen & Larsson (2019), identificaram uma correla¢do positiva entre a
poluicdo fecal e a abundancia de ARGs na agua do rio, uma vez que, o esgoto atua como uma
importante fonte de disseminacdo de ARBs ¢ ARGs para o meio ambiente, ja& que aguas
residuais nao tratadas contém bactérias oriundas de humanos, animais ¢ do ambiente que
podem se associar a antimicrobianos e agentes co-seletivos.

Além da falta do tratamento de rejeitos, o comportamento humano contribui para o
agravamento de contaminantes do sedimento fluvial, a partir do descarte inadequado de
residuos de pesticidas, antimicrobianos, metais pesados e poluentes organicos, que
influenciam a diversidade e estrutura das comunidades de archaeas e bactérias (Wang et al.,
2018).

Os rios urbanos representam os ambientes mais envolvidos na disseminagdo e
persisténcia de antimicrobianos ¢ de ARBs, ambos oriundos de efluentes de aguas residuais
nao
tratadas, o que pode incluir bactérias patogénicas oportunistas, tornando assim, este um
ecossistema favoravel a troca horizontal de MGEs, que transferem genes de resisténcia a
antimicrobianos, entre o material fecal e bactérias de agua doce (Proia et al., 2018).

A ocorréncia de efluentes de dguas residuais no leito dos rios é frequentemente
facilitada durante o periodo de chuvas, uma vez que, o bloqueio do esgoto pela falta de
infraestrutura adequada causa o transbordamento desses efluentes, o que aumenta a
incidéncia de ARGs nesses ambientes (Williams et al., 2022).

A quantidade de ARBs ¢ extremamente alta em muitos rios, cerca de 98% das
bactérias identificadas nos rios albergam ARGs, seguido de lagos com 77% das bactérias, em
contrapartida, barragens, apresentam menos de 1% destas bactérias, uma das principais e
mais preocupantes resisténcias ¢ a resisténcia a f-lactamase de expectro extendido, produzida
por MRSA e por Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) (Nnadozie & Odume, 2019).

Tendo em vista o grande impacto gerado pela constru¢do da UHE Tucurui, que
promoveu a rapida urbanizacdo no entorno e consequentemente, a estreita relacdo da
populacdo com a agua do reservatorio, associado ao déficit no tratamento do esgoto no
municipio, a dissemina¢do de ARGs se torna assunto preocupante, transformando a regido
em alvo para estudos que elucidem e caracterizem a presenga desses genes no reservatorio

Tucurui.
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Proia e colaboradores (2018) ressaltam a importancia de investigar ARGs em agua
doce, para identificar possiveis estratégias de manejo que controlem e reduzam sua
disseminacao.

Devido a grande acdo antropologica ao redor do reservatorio de Tucurui, deve-se
levar em consideragdo a possivel diversidade de ARGs, bem como, aqueles de relevancia
clinica e sua associagdo a MGEs, favorecendo sua disseminagao, principalmente durante o

periodo chuvoso.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o resistoma no reservatorio da Usina Hidrelétrica Tucurui de acordo com

sua distribui¢do espacial e sazonal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Analisar a distribui¢ao dos ARGs;

¢ (Quantificar a abundancia de ARGs, incluindo aqueles de interesse clinico;

¢ Relacionar a presenca de ARGs e MGEs no mesmo contexto genético;

¢ Associar a abundancia e a disseminagdo de ARGs, principalmente os de interesse

clinico, a sazonalidade regional.
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ABSTRACT

Tucurui is the second largest entirely Brazilian hydroelectric power plant (HPP), the artificial
lake modified the ecosystem of the region. Many pathogenic and free-living microorganisms
harboring Antibiotic Resistance Genes (ARGs) are adapted to live in aquatic habitats, which
makes rivers possible sources of ARGs. This work aims to describe the occurrence of ARGs
according to spatial and seasonal variability in the lake of Tucurui HPP. The samples were
collected from the Photic, Aphotic and Sediment layers of the Montante 1 and Montante
Novo Repartimento stations, during the Amazon's summer and Amazon's winter. The DNA
samples were extracted and sequenced in the Ion Proton platform for the whole metagenomic
analysis. Megahit performed de novo assembled in the reads, the ORFs were predicted by
Prodigal, and the ARGs were obtained from CARD and MEGARES. The ARG-carrying
contigs were generated for downstream analysis. The statistical analysis was evaluated on the
R and the package ggplot2 was used. The Amazonian winter and the water surface presented
significant abundances and diversity of ARGs in the lake of the Tucurui HPP, indicating that
the human influence on this lake represents one of the reasons for concern about the spread of
these genes.

Keywords: antibiotic resistance genes; metagenomics; hydroelectric power plant.



37

INTRODUCTION

The hydroelectric power plants (HPPs) construction project stimulates debate on
economic, social, and environmental issues, the positive economic impacts are related to the
improvement of infrastructure, with the construction of roads, contributing to urban
development and increasing local income, and the negative points are the loss of agriculture
productivity and fisheries (Faria et al., 2017).

The intense anthropic activities over the Brazilian Amazon basin during the 70s were
accompanied by the growth of the national economy and the construction of HPPs (Silva
Junior et al., 2018).

Tucurui is the second largest entirely Brazilian HPP and the fifth largest in the world,
the artificial lake, with 4,214 km?, modified the ecosystem of the region, occupying much of
the native tropical forest (Silva et al., 2017), with 100 km of length and 18 km of width
(Almeida, 2019), submerging about 14 riverside villages (Montoya, 2018).

The Tucurui reservoir is divided into at least 10 stations representing the differences
in morphometry of the system, which directly influence the circulation and flow of water in
the region (Silva, 2018).

The population around the reservoir has a close relationship with the lake which
provides them with food, water for consumption, displacement, and recreation (Yoshino,
2017). Even after the beginning of activities at the Tucurui HPP fishing continued to be
practiced, with great economic and social importance, especially for the local population
(Flexa et al., 2016).

The seasonal variation in precipitation in the State of Pard is characterized by a rainy
season, which in most locations, as in Tucurui-Para, comprises the months from December to
May, and a dry season, which generally corresponds to the period from June to November
(Hoffmann et al., 2018).

Many pathogenic and free-living microorganisms are adapted to live in aquatic
habitats, which makes rivers possible sources of antibiotic resistance genes (ARGs), mainly
in those with intense human interference (Reichert et al., 2021).

In addition, levels of ARGs demonstrated a correlation with sewage markers in rivers
of intense anthropic action, associated with known human pathogens and rainfall (Peng et al.,
2019; Williams et al., 2022).

Knowing that Tucurui had only 15% of adequate sanitary sewage, according to the
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latest census by the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE, 2010), like most
urban and rural populations in the Brazilian Amazon that do not have adequate sanitation
(Gauthier ef al., 2019), suggesting that wastewater from sewage human are dispersed in the
lake of Tucurui HPP, aided by the flow of these tailings to the river bed during the rainy
season, representing a risk for the public health of dissemination of bacteria harboring ARGs
in this environment.

This work aims to describe the abundance and diversity of ARGs and their potential

for dissemination according to spatial and seasonal variability in the lake of Tucurui HPP.

MATERIAL AND METHODS

The water and sediment samples were collected in the lake of Tucurui HPP from
September/2015 to March/2017 in the Photic (P), Aphotic (A) and Sediment (S) layers of the
Montante 1 (M1) and Montante Novo Repartimento (MR) stations (Figure 6) during the
Amazon's summer (1) corresponding June to November sampling months and Amazon's

winter (2) corresponding December to May sampling months.
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Figura 6: Map of the sampling with the marking of the HPP and the studied stations.

After filtering in a 0,22 uM nitrocellulose membrane (Whatman, USA), the DNA
samples were extracted using the UltraClean Microbial kit® (Qiagen). The Whole

Metagenome Sequencing (WMS) was performed on the Ion Proton™ platform (Thermo
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Fisher Scientific) using a fragment library.

The reads were submitted to the tool FastX-toolkit v. 0.0.13 (-20/-1100/-q20/-p70)
(Gordon & Hannon, 2010) for quality control, Spades v. 3.13.0 (Bankevich et al., 2012) was
performed for correct sequencing errors. Megahit v. 1.2.9 (Li et al., 2015) tool was used
during the de novo assembly, Open Reading Frames (ORFs) were predicted using Prodigal v.
2.6.3 (Hyatt et al., 2010).

The ARGs were identified through the alignment tool Resistance Gene Identifier
(RGI) v. 5.2.0 with the Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v. 3.1.4
(Alcock et al., 2020), October 2021 release, using BLASTX approach, perfect and strict
algorithm, and the MEGARES database v. 2.0.0 (Lakin et al., 2017), 14 October 2019, using
TBLASTN approach, both results were merged and filtered by identity > 80% and coverage
> 40%.

The abundance (coverage, X/Gb) of ARG-like ORFs in each sample was calculated in
according to Ma et al. (2016), through the following formula:

Abundance (coverage, x/Gb) 221 Nmapped reads L cads / LARG-like ORF
S

The ARG-carrying contigs (ACC) file was generated for downstream analysis, using
Patric v. 3.6.12. Kraken2 (Davis ef al., 2020) was used for taxonomy prediction, and Plasmid
Finder v. 2.1 (Camacho et al., 2009; Carattoli et al., 2014), for the identification of plasmids
using the following parameters: Enterobacteriaceae, identity > 80% and coverage > 40%.
Plasmids found were classified about your mobility by MOB-Typer v. 3.0.3 (Robertson &
Nash, 2018). SimpleSynteny v. 1.5 (Veltri et al., 2016) was used to obtain the arrangement of
ARGs and plasmid.

The heatmap was generated by Morpheus (Broad Institute, 2022) and the statistical
analysis was evaluated on the R and the package ggplot2 was used (Allaire, 2011).

RESULTS

After the assembly, 4,453 ARG-like ORFs originated from 2,409 ACCs distributed in
the 12 samples were recorded (Table S1). The taxonomy profile showed that the ARGs were
related to Proteobacteria mainly in M1P1, M1A1, M1P2, MRP2, and MRA2, with
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frequencies upper to 70%, whereas the other samples showed similar frequencies of that
bacteria phylum and the Terrabacteria group, each down to 40%.

ARG-like ORFs were more frequent in samples M1P1 (6.79%) and M1A1 (2.74%)
(Table S1) than in the other samples.

A total of 343 ARG subtypes (Table S5) belonging to 25 ARG types were identified
(Table S2). The greatest diversity of ARG subtypes was observed in samples from the MR
station collected during the Amazon’s winter (x* = 33.93, df = 1, p-value = 5.73e-09). Figure
7 shows the distribution and abundance of different ARG types in relation to the samples,
with a range from 0.15 to 1274.39 x/Gb per sample. The most abundant ARG types in
relation to the total samples were Beta-lactam (3,317.92 x/Gb), Macrolide-Lincosamide-
Streptogramin (MLS) (1,079.77 x/Gb), Tetracycline (968.23 x/Gb), Aminoglycoside (779.25
x/Gb) and Multidrug (698.94 x/Gb) resistance genes (Table S3).
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Figura 7: Composition and abundance of different ARG types in
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The Kruskal-Wallis rank sum test indicated that the ARG types abundances were
highly significant (x> = 64.01, df = 11, p-value = 1.65¢-09), and the sample M1P2 was
significantly in relation to all the others samples in the Wilcoxon rank sum test (W > 416.50,
p-value < 0.03), except with MRP1 (W = 216, p-value = 0.06), MRP2 (W = 361, p-value =
0.35) and MRA2 (W = 336.50, p-value = 0.64) (Figure 8).
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Figura 8: Comparison of the total ARG types abundances among different samples (outline = False)
(Kruskal-Wallis rank sum test: x2 = 64.01, df = 11, p-value = 1.65¢-09).

In addition, the samples collected in the sediment layer were equal to each other (W <
296, p-value < 0.19) and statistically significant when compared with all the other samples
(W > 406, p-value < 0.04) (Figure 8).

The total abundance of clinically important ARGs subtypes (at least one dose per
day) (Zhang et al., 2022), in relation to Beta-lactam and Multidrug ARG-types distributed in
the different samples was calculated (Table S4). The Kruskal-Wallis rank sum test was
significantly different among all the samples (x*> = 55.57, df = 11, p-value = 6.09¢-08) (Figure
9). Wilcoxon rank sum test showed a higher incidence of Beta-lactam in the photic layer of
M1 and MR stations during the the Amazon’s winter (W > 294, p-value < 0.04). ORFs
affiliated to the Multidrug resistance gene ARG type were more incidence in the same
categories observed in Beta-lactam, in addition of the aphotic layer only in relation to MR

station (W > 138, p-value < 0.01).
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Figura 9: Comparison of the total clinically important ARGs subtypes abundances (at least one dose per day),
in relation to Beta-lactam and Multidrug ARG types distributed in the different samples (outline = False)
(Kruskal-Wallis rank sum test: x2 = 55.57, df = 11, p-value = 6.09¢-08).

The correlation of ARGs and plasmids was verified in M1P1, M1A1, and MRP2
(Figure 10), blaTEM-209, blaTEM-95, and fetC were found together with the ColRNAI
plasmid, respectively, strongly indicating the transfer of these ARGs in these samples. The
MOB-typer tool identified that only the plasmid related to zetC in MRP2 was predicted to be
transferable.

Besides the correlation of ARGs and plasmid in the samples, was observed the
association between the different ARGs, originating the clusters marRA, kpnEF and emrRA
in M1P2, MRP2, and MRA2, respectively (Figure 10).

DISCUSSION

According to the data presented in this study, human activity contributes to the spread
of ARGs into aquatic ecosystems, as already observed by Laffite et al. (2020) and Gomes et
al. (2021).

The growing of water pollution represent an urgent trouble for the river ecosystems
from mainly anthropogenic activities such as domestic and hospital sewage, the pollution of
this ecosystems may measure through clearly understand the distribution and transmission of

ARGs (Xue et al., 2021; Zou et al., 2021).
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Figura 10: Co-association between ColRNAI plasmid replicon and ARGs, originating clusters in the specific
samples.

The samples MIP1 and M1A1 showed a high abundance of Beta-lactam ARGs
(Figure 2), 1,274.39 x/Gb for blaTEM-209 and 927.73 x/Gb for blaTEM-95, respectively,
whilst in M1P2, MRP2 and MRA?2 were observed high abundance of the most abundant ARG
types of this study (Beta-lactam, MLS, Tetracycline, Aminoglycoside and Multidrug).

blaTEM was the most prevalent beta-lactam in the water sampled, independently of
the hydroelectric station or the collection period, similar that found by Yu et al. (2018), the
tetC was also widely distributed throughout these samples, same to work of Jia ef al. (2021),
which identified a large number of genes conferring resistance to tetracycline in a Brazilian
river and in microbiota intestinal of an ornamental fish, indicating the need for greater
attention to the dissemination of these ARGs in anthropogenic environments.

On the other hand, the high incidence of macrolide-resistant 23S ribosomal RNA
(MLS23S), rrs e marRA, providing resistance, respectively, to the ARG-types MLS,
Aminoglycoside and Multidrug, seems to be associated with water sampled during the
Amazon's winter, as identified by Amarasiri et al. (2019) and Bianco et al. (2020).

Amazon’s winter carries more diversity of ARG types (Figure 3), showing that the
rainy season is the mainly influence of distribution and concentration of ARGs, corroborating
with Peng et al. (2019), Wu et al. (2020), Rodriguez et al. (2021), Williams et al. (2022),
indicating that high levels of ARGs in anthropogenic action environments represent a

potential risk to human health following significant rainfall events (Williams et al., 2022).
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Williams et al. (2022) showed a significant relationship between sewage markers and
ARGs at an Australian beach, colaborating with Rodriguez ef al. (2021) that found endemic
conditions, physicochemical and climatological parameters influencing the absolute
abundance of several ARGs in wastewater samples taken from a wastewater treatment plants
(WWTPs) in Colombia.

The inadequate sanitary sewage in Tucurui suggests that besides the rainfall, the non-
treatment wastewater raise the risk of contamination by ARGs, once the leaching process
during the period of intense rains, commonly observed during the Amazon's winter, helps the
flow of wastes to the river beds, and knowing that the Amazonian rivers represent sources of
locomotion and food for the population, the risk of contamination turn an alert to public
health.

According to the layers and stations collected, the high abundance of ARGs from
these parameters was determined by Amazon's winter (Figure 3), once in M1 station only
during this season the photic layer showed the most abundance, different of others layers in
this station, whereas MR station during the rainfall the abundance between photic and aphotic
layers did not differ significantly, on the other hand during the Amazon's summer ARGs
abundance was bigger in photic layer than the aphotic.

Independent of station or season, ARGs abundance in the sediment layer did not differ
from each other, but was significantly different from all others samples, standing out with the
least amount of ARGs.

ARGs were more diverse and abundant in surface water than those in sediments,
similar finding by Jiang et al. (2018) and Zou et al. (2021), but different of observed by
Calero-Céceres et al. (2017), that showed ARGs occurrence in sediment of a Spain river,
persisting for long periods independent of precipitation, but the authors highlight the potential
influence of the microbiome and the physicochemical stability of the river, mediated by the
continuous discharge of sewage, in ARGs diversity and persistence.

The results of clinically important ARGs subtypes abundance (Figure 4) were similar
to the total abundance of ARGs types in relation to the samples (Figure 3), with the highest
abundance on M1P2, MRP2 and MRA?2. Beta-lactams were verified more abundant in the
photic and aphotic layers and Amazon’s winter, independently of stations, while ARGs
subtypes categorized by Multidrug resistance remained more abundant in the same season
and layers of Beta-lactams, independently of stations. The sediment layers persist with the
lowest abundance.

Similar in Isabela River, Dominican Republic, were multiples Beta-lactams were
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founded by the behavior of inhabitants as well as the lack of infrastructure (Calderén et al.,
2021).

The presence of ARGs associated to ColRNAI plasmid replicon represent a strong
evidence of transference of this genes, mainly in MRP2 (Figure 5), as shown by Sugita et al.
(2021) and Xu et al. (2021), which observed b/aKPC-2 and fetA transfer, respectively.

In addition, this study has verified the ARGs relation, marRA (61.33 x/Gb)
representing transcription factors for multidrug resistance in M1P2, kpnEF (9.61 x/Gb) efflux
pump involved in broad-spectrum antimicrobial resistance in MRP2 and emrRA (48.41 x/Gb)
involved in efflux pump regulation in fluoroquinolone resistance in MRA2 (Figure 4).

To our knowledge, there are few studies on the spatial and seasonal variation of
ARGs in artificial lakes formed by the construction of HPPs, our findings draw attention to
the dissemination and persistence of ARGs in these environments so influenced by human
action.

This study sought to draw public health attention to the importance of the correct
treatment of sewage efflux in the Amazon region, since significant abundances and diversity
of ARGs were identified in the lake of the Tucurui HPP, mainly on the surface of the water
and during the rainy season, showing strong evidence of transposition of these genes. The
human influence on this lake began during the construction of the HPP and has intensified
over the years, representing one of the reasons for concern about the spread of ARGs, since

Tucurui has low levels of adequate sanitation.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Tabel S1 - Metagenomic datasets.

S iered reads Gl 1o Total - Totl ACC Tui('(/?;i}c N ofunique
o
MIP1 11,998,511 (2.07) 149 162 5 (3.36) 11(6.79) 3
M1A1 26,533,384 (4.91) 607 584 11(1.81) 16 (2.74) 7
Mis1 13,604,372 (2.71) 18,677 24,102 4(0.02) 4(0.02) 4
MRP1 56,681,602 (10.46) 1,238,560 1,767,721 608 (0.05) 1,068 (0.06) 58
MRA1 55,420,581 (10.17) 1,337,314 1,935,706 656 (0.05) 1,189 (0.06) 32
MRS1 10,086,666 (1.91) 47,130 58,370 21 (0.04) 31 (0.05) 8
M1P2 12,245,734 (2.02) 245,147 350,519 373 (0.15) 785 (0.22) 73
M1A2 10,188,484 (1.67) 141,422 226,978 176 (0.12) 305 (0.13) 25
MiS2 988,999 (0.17) 10,604 13,679 8 (0.07) 12 (0.09) 6
MRP2 25,722,784 (4.18) 200,200 296,771 266 (0.13) 536 (0.18) 60
MRA2 16,883,351 (2.78) 133,578 204866  230(0.17) 418 (0.2) 53
MRS2 15,666,627 (2.85) 112,110 137,328 51 (0.04) 78 (0.06) 14

TOTAL 256,021,095 (45.9) 3,485,498 5,016,786 2,409 (100) 4,453 (100) 343




Tabel S2 - No. of ARG subtypes identified across samples.
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Sulfonamide 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Tetracycline 1 1 0 3 3 2 2 0 2 2 1

Trimethoprim 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

TOTAL 3 7 4 58 32 73 25 6 60 53 14
Tabel S3 - Abundance of ARG types. MLS: macrolide-lincosamide-streptogramin.

COVERAGE (x/GB)

ARG Type MI1P1 Mi1Al MiS1 MRP1 MRA1 MRS1 M1P2 MI1A2 Mi1S2  MRP2 MRA2 MRS2 TOTAL
Aminocoumarin 0.00 0.00 8.32 3.65 1.92 2.77 14.24 6.73 0.00 3.24 3.23 0.00 44.10
Aminoglycoside 0.00 0.00 0.00 34.59 72.75 11.31 308.10 32.42 30.56 27.20 258.96 3.36 779.25
Bacitracin 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.17 0.00 0.00 1.47 0.00 0.00 9.64
Beta-lactam 1,274.39 927.73 17.42 12.40 0.00 0.00 110.32 55.98 0.00 374.78 536.91 7.99 3,317.92
Cationic 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 273.31 0.00 0.00 27.96 6.49 0.00 307.94
Chloramphenicol 0.00 0.00 0.00 0.31 0.00 0.00 0.00 0.00 2.14 0.00 0.00 0.00 2.45
Elfamycin 0.00 4.83 0.00 0.44 5.31 6.99 180.57 2.33 4.84 69.32 14.22 6.44 295.29
Fluoroquinolone 0.00 0.00 0.00 451 9.41 1.58 89.13 21.54 0.00 49.29 83.94 4.73 264.13
Fosfomycin 0.00 0.00 0.00 1.14 0.00 0.00 83.27 0.00 0.00 39.57 28.44 0.00 152.42
Fusidic acid 0.00 0.00 0.00 12.21 12.09 0.00 2.51 1.29 0.00 2.03 10.55 1.43 42.11
Glycopeptide 0.00 0.00 5.36 8.70 7.64 0.00 0.00 6.34 0.00 0.00 0.00 0.00 28.04
Lincosamide 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15
Lipopeptide 0.00 0.00 2.39 15.28 6.44 3.66 15.19 35.23 5.37 3.20 43.45 222 132.43
MLS 0.00 85.95 0.00 29.24 10.49 0.00 438.68 49.31 72.83 43.34 349.93 0.00 1,079.77
Multidrug 0.00 0.00 0.00 48.08 1.18 0.00 281.89 1.57 0.00 159.10 206.59 0.53 698.94
Mupirocin 0.00 0.00 0.00 0.00 9.53 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.53
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Mpycobacterium tuberculosis

specific drug 0.00 0.00 0.00 7.35 1.86 0.00 7.63 5.70 19.86 1.01 3.03 0.00 46.44
Nitroimidazole 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 46.35 0.00 0.00 17.58 21.14 0.00 85.07
Oxazolidinone 0.00 62.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 15.65 0.00 0.00 0.00 0.00 77.69
Peptide 0.00 0.00 0.00 0.79 0.00 0.00 1.77 0.00 0.00 15.48 19.17 0.00 37.21
Rifampicin 0.00 0.00 0.00 1.21 5.19 1.45 60.03 3.30 24.96 1.28 1.68 4.36 103.46
Streptogramin 0.00 0.00 0.00 0.39 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.39
Sulfonamide 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.65 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.65
Tetracycline 457.73 20.77 0.00 2.11 30.05 1.36 8.15 31.16 0.00 93.50 319.31 4.09 968.23
Trimethoprim 0.00 0.00 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.17
TOTAL COVERAGE 1,732.12  1,101.32 33.48 182.71 174.05 29.12  1,930.97 26854  160.56 92935  1,907.06 35.15 8,484.43
Tabel S4 - Abundance of clinically important antibiotic resistance genes (ARGs).
COVERAGE (x/GB)

ARGs

M1P1 M1A1 Mi1S1 MRP1 MRA1 MRS1 Ml1P2 Ml1A2 Mi1S2 MRP2 MRA2 MRS2 TOTAL
Beta-lactam
act 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 37.76 0.00 0.00 9.19 0.00 0.00 46.95
act-29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.34
act-50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 14.80 19.07 0.00 33.87
ampH 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.11 0.00 0.00 1.46 0.00 0.00 7.57
blaA 0.00 0.00 0.00 0.39 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.39
cfe 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.88 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.88
cmh 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.75 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.75
cmy 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 25.98 0.00 0.00 3.80 0.00 0.00 29.78
ctx 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.85 0.00 0.00 0.85




ftu-1 0.00 0.00 0.00 1.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.46
len-4 0.00 0.00 0.00 2.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.72
len-6 0.00 0.00 0.00 0.35 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.35
och-4 0.00 0.00 0.00 4.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.48
omp36 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.19 0.00 0.00 1.19
omp37 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.44 0.00 0.00 0.95 0.00 0.00 8.39
oxa-12 0.00 0.00 0.00 0.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33
oxa-134 0.00 0.00 0.00 0.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.49
oxa-571 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.70 0.00 0.00 0.00 0.00 2.70
oxa-641 0.00 0.00 0.00 0.26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.26
pbp2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.35 0.00 0.00 1.39 0.00 0.00 2.73
shv-82 0.00 0.00 0.00 0.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.43
srt-2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.46
tem 109.90  305.65 0.00 0.00 0.00 0.00 9.63 0.00 0.00 0.00 515.63 0.00 940.80
tem-2 0.00 0.00 17.42 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 17.42
tem-95 0.00  302.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 302.05
tem-116 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.63 53.27 0.00 0.00 0.00 0.00 62.90
tem-171 0.00  320.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 341.15 0.00 7.99 669.17
tem-209 1,164.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  1,164.50
vim-71 0.00 0.00 0.00 0.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.21 0.00 2.45
TOTAL 1,27439 92773  17.42 11.14 0.00 0.00 11032 55.98 0.00 37478  536.91 7.99 3,316.66
Multidrug M1P1 M1A1 Mi1S1 MRP1 MRA1 MRS1 M1P2 MI1A2 Mi1S2 MRP2 MRA2 MRS2 TOTAL
abcA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.48 1.47 0.00 1.94
acr4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 18.58 30.98 0.00 49.56
asmA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.03 0.00 0.00 1.66 5.27 0.00 7.96
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H-NS 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.54 0.00 0.00 12.16 12.51 0.00 27.21
kpnE 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.18 0.00 0.00 5.40 8.72 0.00 15.30
kpnF 0.00 0.00 0.00 0.22 0.00 0.00 15.90 0.00 0.00 4.78 0.00 0.00 20.90
marA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 32.22 0.00 0.00 16.70 13.14 0.00 62.06
marR 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 29.13 0.00 0.00 13.27 16.90 0.00 59.30
mdr23S 0.00 0.00 0.00 46.88 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 46.88
mtr4D 0.00 0.00 0.00 0.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.49
muxB 0.00 0.00 0.00 0.00 0.84 0.00 2.30 1.57 0.00 1.91 2.28 0.53 9.43
muxC 0.00 0.00 0.00 0.32 0.34 0.00 2.00 0.00 0.00 2.66 10.54 0.00 15.86
nalC 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18
0gxB 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 28.29 0.00 0.00 9.28 14.51 0.00 52.08
ramA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 29.57 0.00 0.00 10.77 0.00 0.00 40.34
sdiA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 291 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 291
TOTAL 0.00 0.00 0.00 48.08 1.18 0.00 147.08 1.57 0.00 97.65 116.32 0.53 412.41
Tabel S5 - ARGs identified. MIA1 0238 MRP1 parY
Sample ID | Antibiotic resistant gene MIA1 tetC MRP1 AAC(2")-Ic
MI1P1 tem-209 MI1A1 tufAB MRP1 AAC(6")-Ia
MI1P1 tem M1S1 tem-2 MRP1 AAC(6")-lag
MI1P1 tetC M1S1 rpoC MRP1 AACA43
MIA1 tem-95 MI1SI1 pare MRP1 ANT(2")-Ia
MI1A1 tem-171 M1S1 rpoCL MRP1 APH(3')-Ix
MIA1 tem MRP1 parE MRP1 APH(3")-Vb
MI1A1 MLS23S MRP1 gyrBA MRP1 rpsL
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MRP1 A16S
MRP1 ftu-1
MRP1 ind-6
MRP1 len-4
MRP1 len-6
MRP1 och-4
MRP1 oxa-12
MRP1 oxa-134
MRP1 oxa-641
MRP1 shv-82
MRP1 vim-71
MRP1 blaA
MRP1 yem-1
MRP1 catB2
MRP1 tufAB
MRP1 qnrB34
MRP1 gyrB
MRP1 gyrA
MRP1 parC
MRP1 fomB
MRP1 fusA
MRP1 vanSC
MRP1 vanWI
MRP1 poC
MRP1 inuD

MRP1 rpoBL
MRP1 erm(47)
MRP1 ermN
MRP1 MLS23S
MRPI oleC
MRP1 kpnF
MRP1 nalC
MRP1 muxC
MRP1 mdr23S
MRP1 mtrAD
MRP1 muxB
MRP1 rpsA
MRP1 thyA
MRP1 katG
MRP1 cprR
MRP1 rph
MRP1 rpoB
MRP1 vatE
MRP1 tet(30)
MRP1 tetA(58)
MRPI1 rps)
MRP1 dfrA39
MRAI1 gyrBA
MRAI parE
MRAI parY

MRALI rpsL
MRA1 A16S
MRAL rrsH
MRALI ugd
MRA1 tufAB
MRAI1 gyrB
MRAI1 gyrA
MRAI1 parC
MRALI gyrRC
MRAI1 parEF
MRA1 fusA
MRALI rpoC
MRAL ropCL
MRAL1 rpoBL
MRA1 MLS23S
MRA1 mtrAD
MRAL1 msbA
MRA1 macB
MRALI muxC
MRALI muxB
MRA1 ileS
MRAL1 rpsA
MRA1 katG
MRALI embC
MRA1 thyA
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MRAI rpoB
MRAI1 ps)t
MRA1 tet16S
MRAI1 tetC
MRS1 Al6S
MRS1 gyrBA
MRS1 tufAB
MRSI1 parEF
MRS rpoBL
MRS1 poCL
MRSI1 rpoB
MRSI1 rpsJ)
MI1P2 gyrBA
MI1P2 parE
M1P2 parY
M1P2 AAC(6")-Ic
M1P2 rpsL
M1P2 Al6S
M1P2 rrsH
M1P2 kdpE
M1P2 bacA
M1P2 act-29
M1P2 act-8
M1P2 srt-2
M1P2 tem-116

MI1P2 cmy
MI1P2 pbp2
MI1P2 omp37
MI1P2 ampH
MI1P2 act
MI1P2 cmh
MI1P2 cfe
MI1P2 tem
M1P2 ugd
M1P2 capl6S
MI1P2 eptA
MI1P2 pmrF
MI1P2 arnA
MI1P2 Ef-Tu
MI1P2 tufAB
MI1P2 emrR
MI1P2 gyrB
M1P2 gyrA
MI1P2 parEF
MI1P2 parC
MI1P2 fosA2
MI1P2 murA
MI1P2 uhpT
MI1P2 ptsL
M1P2 glpT

M1P2 fusA
MI1P2 rpoBL
MI1P2 rpoCL
M1P2 MLS23S
MI1P2 baeR
MI1P2 chrB
MI1P2 cpxA
MI1P2 crp
M1P2 marR
M1P2 mdfA
MI1P2 kpnE
MI1P2 kpnF
MI1P2 marA
MI1P2 oqxB
MI1P2 poxtA
MI1P2 ramA
M1P2 rSmA
M1P2 rosB
M1P2 muxB
M1P2 msbA
MI1P2 rosA
MI1P2 asmA
MI1P2 ompF
M1P2 muxC
M1P2 sdiA
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MI1P2 hns
MI1P2 psA
M1P2 thyA
M1P2 katG
M1P2 msbA
MI1P2 IpsB
M1P2 rpoB
M1P2 folP
M1P2 rps]
M1P2 tetR
M1A2 parE
M1A2 parY
MI1A2 gyrBA
M1A2 A16S
M1A2 rpsL
M1A2 tem-116
M1A2 oxa-571
M1A2 catll
M1A2 tufAB
M1A2 gyrA
MI1A2 gyrB
M1A2 parC
M1A2 parEF
M1A2 fusA
M1A2 rpoC

MI1A2 rpoBL
MI1A2 rpoCL
MI1A2 MLS23S
MI1A2 muxB
MIA2 rpsA
M1A2 katG
M1A2 0238
MIA2 rpoB
M1A2 tet16S
MI1A2 rpsJ)
MI1S2 rpsL
M1S2 tufAB
MI1S2 rpoCL
M1S2 MLS23S
M18S2 katG
MI1S2 rpoB
MRP2 gyrBA
MRP2 rpsL
MRP2 Al6S
MRP2 kdpE
MRP2 bacA
MRP2 act-50
MRP2 tem-171
MRP2 pbp2
MRP2 cmy

MRP2 ampH
MRP2 omp36
MRP2 omp37
MRP2 ctx
MRP2 act
MRP2 arnA
MRP2 capl6S
MRP2 ugd
MRP2 Ef-Tu
MRP2 tufAB
MRP2 emrR
MRP2 parC
MRP2 gyrA
MRP2 gyrC
MRP2 gyrB
MRP2 parEF
MRP2 glpT
MRP2 murA
MRP2 ptsL
MRP2 uhpT
MRP2 fusA
MRP2 rpoBL
MRP2 rpoCL
MRP2 MLS23S
MRP2 baeR
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MRP2 chrB
MRP2 CpxA
MRP2 crp
MRP2 acrA
MRP2 marR
MRP2 H-NS
MRP2 kpnE
MRP2 kpnF
MRP2 marA
MRP2 oqxB
MRP2 ramA
MRP2 rsmA
MRP2 asmA
MRP2 msbA
MRP2 rosA
MRP2 hns
MRP2 abcA
MRP2 rosB
MRP2 muxC
MRP2 muxB
MRP2 rpsA
MRP2 msbA
MRP2 bacA
MRP2 rpoB
MRP2 rps]

MRP2 tetC
MRA2 gyrBA
MRA2 rpsL
MRA2 11sC
MRA2 Al6S
MRA2 kdpE
MRA2 act-50
MRA2 act-8
MRA2 vim-71
MRA2 tem
MRA2 ugd
MRA2 Ef-Tu
MRA2 tufAB
MRA2 emrA
MRA2 emrR
MRA2 gyrA
MRA2 gyrB
MRA2 parEF
MRA2 parC
MRA2 fosA2
MRA2 fosK
MRA2 uhpT
MRA?2 glpT
MRA2 murA
MRA2 fusA

MRA2 rpoCL
MRA2 rpoBL
MRA2 emrN
MRA2 MLS23S
MRA2 baeR
MRA2 CpxA
MRA2 crp
MRA2 acrA
MRA2 marR
MRA2 H-NS
MRA2 kpnE
MRA2 marA
MRA2 oqxB
MRA2 ramA
MRA2 rsmA
MRA2 asmA
MRA2 muxB
MRA2 muxC
MRA2 ramA
MRA2 msbA
MRA2 abcA
MRA2 thyA
MRA2 psA
MRA2 katG
MRA2 msbA
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MRA2 bacA
MRA2 rpoB
MRA2 tetC
MRA2 rpsJ
MRS2 AAC(6")-]j
MRS2 rpsL
MRS2 tem-171
MRS2 tufAB
MRS2 gyrA
MRS2 gyrB
MRS2 fusA
MRS2 rpoC
MRS2 rpoBL
MRS2 rpoCL
MRS2 muxB
MRS2 rpoB
MRS2 tetC
MRS2 dfrB3
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4 DISCUSSAO

Especialmente na Amazonia, a populacdo apresenta intimo contato com o0s rios,
utilizando esses ambientes como forma de sustento, locomocao e lazer, a exemplo esta o lago
artificial formado com a constru¢do da UHE Tucurui, a partir da qual ascendeu drasticamente
a atividade humana local, como a piscicultura, originada enquanto alternativa econdmica,
resultado do intenso processo de transformacdo do espaco (Brabo & Rodrigues, 2022).

E bem estabelecido que a atividade humana contribui para a disseminagdo de ARGs
em ecossistemas aquaticos, como ja observado por Laffite et al. (2020) ¢ Gomes et al.
(2021). O aumento da polui¢dao da agua representa um problema urgente para os ecossistemas
fluviais provenientes principalmente de atividades antropicas, como esgoto doméstico e
hospitalar (Xue et al. 2021; Zou et al. 2021).

Em vista disso, M1P1 e M1A1 mostraram uma alta abundancia de ARGs Beta-
lactamicos, principalmente blaTEM-209 e blaTEM-95, respectivamente, enquanto em M1P2,
MRP2 e MRA2 estiveram distribuidos, marjoritariamente, os tipos de ARGs considerados os
mais abundantes do estudo, Beta-lactdimico, MLS, Tetraciclina, Aminoglicosideo e
Multidroga Resistente.

blaTEM foi o beta-lactdmico mais prevalente nas amostras de dagua,
independentemente da estacdo ou do periodo de coleta, semelhante ao encontrado por Yu et
al. (2018), o gene tetC também esteve amplamente distribuido nas amostras, assim como no
trabalho de Jia et al. (2021), que identificou um grande numero de genes que conferem
resisténcia a tetraciclina em ambiente aquatico, indicando a necessidade de maior atencao
para a disseminacdo desses ARGs em ambientes antropicos.

Freitas et al. (2019) isolaram de um lago da Amazdnia uma bactéria gram-negativa
produtora de beta-lactamase de espectro estendido, resaltando que genes que conferem
resisténcia a betalactdmicos representam o mecanismo de sobrevivéncia bacteriana de maior
sucesso, bem como, o mais preocupante a saude humana quando associados a bactérias da
familia Enterobacteriaceae.

ARGs envolvidos na resisténcia a beta-lactimicos e tetraciclinas foram ambos
isolados de peixes oriundos da atividade de psicultura, associados a bactéria gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa, trazendo a tona a importancia da avaliagdo da suscetibilidade
antimicrobiana para prevenir o surgimento de cepas resistentes a antibioticos de potencial
preocupacao para a saude publica (Algammal ef al. 2020).

Por outro lado, a alta incidéncia de ARGs dos tipos MLS, Aminoglicosideo e
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Multidroga Resistente, parecem estar associado a agua coletada durante o inverno amazonico,
o mesmo identificado por Amarasiri, Sano & Suzuki (2019) e Bianco et al. (2020).

O inverno amazdnico se destacou pela maior diversidade de ARGs, mostrando que o
estacdo chuvosa apresenta uma importante influéncia na distribui¢do e concentragdo desses
genes, corroborando com os achados de Peng et al. (2019), Wu et al. (2020), Rodriguez, Pino
& Jiménez (2021) e Williams ef al. (2022), indicando que altos niveis de ARGs em
ambientes de influéncia antrdpica representam um risco potencial para a satide humana apos
o periodo de intensas chuvas Williams et al. (2022).

Williams et al. (2022) demonstraram uma relagdo significativa entre marcadores de
esgoto ¢ ARGs em uma praia australiana, colaborando com Rodriguez, Pino & Jiménez
(2021), os quais associaram as condigdes endémicas, parametros fisico-quimicos e
climatologicos a abundancia de diferentes ARGs em efluentes.

Apesar desse estudo ndo ter quantificado marcadores de esgotamento sanitario no
lago da UHE Tucurui, este ainda é considerado inadequado (Agéncia Nacional de Aguas —
ANA, 2017), sugerindo que, o efluente ndo tratado eleva o risco de contaminagdo por ARGs,
uma vez que, o processo de lixiviacdo durante o periodo de chuvas intensas, comumente
observadas durante o inverno amazonico, facilita a fluxo de residuos para os leitos dos rios,
representando um alerta a populacao local e a saude publica.

Os ARGs foram mais diversos e abundantes nas amostras de d4gua, quando comparado
ao sedimento, achado semelhante aos de Jiang et al. (2018) e Zou et al. (2021), mas diferente
do observado por Calero-Céceres et al. (2017), que mostrou a ocorréncia de ARGs em
sedimento de um rio da Espanha, persistindo por longos periodos independente da
precipitagdo, mas os autores destacam a potencial influéncia do microbioma e da estabilidade
fisico-quimica do rio, mediada pelo langamento continuo de esgoto.

De modo geral, os ARGs do tipo Beta-lactamico ¢ Multidroga Resistente foram
verificados mais abundantes na camada fotica e durante o inverno amazonico,
independentemente das estacdes, semelhante ao rio Isabela, na Republica Dominicana, onde
multiplos Beta-lactdmicos foram detectados, influenciados pelo comportamento dos
habitantes, bem como, pela falta de infra-estrutura (Calderdn et al. 2021).

A presenca de ARGs associados ao replicon do plasmideo ColRNALI representou uma
forte evidéncia da transferéncia desses genes, principalmente em MRP2, como demonstrado
por Sugita et al. (2021) e Xu et al. (2021), que observaram a transferéncia de blaKPC-2 e
tetA.

Nguyen et al. (2019) e Chaturvedi et al. (2020) identificaram que a superficie da agua
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¢ responsavel por conter e disseminar genes multidroga resistentes e beta-lactamases de
espectro estendindo, sugerindo que estes ARGs sdo persistentes no ambiente aquatico.

Além disso, este estudo verificou clusters de ARGs, como marRA em MI1P2,
representando fatores de transcrigdo para resisténcia a multiplas drogas, kpnEF em MRP2,
envolvidos na resisténcia antimicrobiana de amplo espectro e emrRA em MRA2, regulando a
bomba de efluxo na resisténcia as fluoroquinolonas.

Ao nosso conhecimento, existem poucos estudos sobre a variagdo espacial e sazonal
de ARGs em lagos artificiais formados pela constru¢do de UHEs, nossos achados chamam a
aten¢do para a disseminagdo e persisténcia de ARGs nestes ambientes tdo influenciados pela

acao antropica.
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5 CONCLUSAO

Uma forte caracteristica da populagdo Amazodnica € o seu intimo contato com 0s rios
e lagos que permeiam a regido, onde a populacdo busca se beneficiar dessa condigdo, porém,
durante o inverno Amazonico, correspondendo aos meses de dezembro a maio, a regido ¢
caracterizada por chuvas intensas ¢ muitas endemias se manifestam, onde os rios passam a
ser uma ameaga a populacdo, principalmente devido as inundacdes e aos efluentes oriundos
da falta de saneamento basico que sdo escoados para seus leitos.

Uma ampla diversidade de ARGs foi identificada no lago da UHE Tucurui,
influenciada majoritariamente pela frequente acdo antropogénica na regido iniciada desde a
construcdo da UHE, a exemplo da psicultura que se tornou uma alternativa econdmica a
populagdo local apds a instalacdo da usina.

Abundancia e diversidade significativas no lago da UHE Tucurui foram determinadas
pelo periodo de chuvas, predominantemente na superficie da 4gua, indicando uma possivel
associagdo entre a falta de saneamento adequado da regido com o escoamento de rejeitos para
o leito do lago durante este periodo.

Sao necessarios mais estudos que possam correlacionar os pardmetros sanitarios a
abundancia de ARGs no local, durante os diferentes periodos sazonais na regido Amazonica,
para assim tracar estratégias que possam reduzir a potencialidade de transmissdo de cepas
resistentes, uma vez que, a resisténcia antimicrobiana representa um grave problema a saude

publica.
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