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Abstract: Water is an important reservoir of antibiotic resistance, and is a global threat driven, among
other factors, by the intensive use of antibiotics in animal production. River basins with predominant
agricultural and livestock activities can act as reservoirs and vectors in the dissemination of antibiotic
resistance genes in the environment. In this context, the present study aims to detect the presence of
antibiotic resistance genes in water samples from a watershed under intensive agricultural use in
southern Brazil. Surface water samples were collected from different points of the basin (n=12) in
November 2024 (spring). DNA extraction was performed with ZymoBiomics kit, followed by
amplification of resistance genes using the real-time PCR. The target genes analyzed were blatewm,
blakpc, blaoxa, and teta. Results indicated the presence of at least one of the resistance genes at all
sampling points. These findings reinforce the hypothesis that aquatic environments are subject to
anthropogenic pressures that contribute to the spread of antimicrobial resistance. By identifying genes
such as blaTem, blakec, blaoxa, and teta, this study provides initial evidence to support environmental
surveillance efforts and public policies aimed at sustainable water resource management and the
mitigation of environmental and public health risks.

Resumo: A &gua é um importante reservatério da resisténcia a antibi6ticos, sendo uma ameaca global
impulsionada, entre outros fatores, pelo uso intensivo de antibiéticos na producdo animal. Bacias
hidrograficas com predominancia dessas atividades podem atuar como reservatorios e vetores na
disseminacdo de genes de resisténcia a antibioticos no ambiente. Nesse contexto, a presente pesquisa
tem como objetivo verificar a presenca de genes de resisténcia a antibioticos em amostras de agua de
uma bacia hidrografica com uso agricola intensivo no sul do Brasil. Amostras de agua superficial
foram coletadas em diferentes pontos da bacia (n=12) em novembro de 2024 (primavera). A extracdo
de DNA foi realizada com kit ZymoBiomics, seguida da amplificacdo de genes de resisténcia por
meio da técnica de PCR real time. Os genes blatem, blakpc, blaoxa e teta foram os alvos analisados
e os resultados indicaram a presenca de pelo menos um dos genes em todos 0s pontos amostrados.
Estes achados reforcam a hipotese de que os ambientes aquaticos estdo sujeitos a pressdes antropicas
que favorecem a disseminacgdo da resisténcia antimicrobiana. Ao identificar genes como blartem,
blakec, blaoxa e teta, este estudo busca contribuir com evidéncias iniciais que subsidiem acGes de
vigilancia ambiental e politicas publicas voltadas a gestdo sustentavel dos recursos hidricos e a
mitigacdo dos riscos a saide ambiental e humana.
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Palavras-Chave — resisténcia antimicrobiana, bacia hidrografica, agricultura.

INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é uma das principais preocupacdes globais na interface entre
salde humana, animal e ambiental, configurando-se como uma verdadeira ameaga ao
desenvolvimento sustentavel (Zhang et al., 2022; Jiang et al., 2023). O uso disseminado e, por vezes,
indiscriminado de antibidticos em sistemas agropecuarios tem sido apontado como um dos principais
causadores da selecdo e dispersdo de genes de resisténcia a antibioticos (GRAS) no meio ambiente
(McEwen, Collignon, 2018; Frost et al., 2019; Larson et al., 2019; Worby et al., 2023; Flach et al.,
2024).

Em ambientes aquaticos, especialmente em bacias hidrograficas impactadas por atividades
agricolas e pecuarias, a dinamica hidrologica pode favorecer o transporte de microrganismos
resistentes e material genético associado, transformando rios, corregos e lagos em potenciais
reservatorios e vetores de GRAs (Gao et al. 2023; Liu et al. 2023; Lu et al., 2024). A detec¢do desses
genes em aguas superficiais €, portanto, um indicador relevante das pressées antropicas e da possivel
contaminagé&o difusa associada ao uso da terra (Zhang et al., 2020).

Neste contexto, a presente pesquisa tem como objetivo verificar a presenca de genes de
resisténcia a antibidticos em amostras de dgua de uma bacia hidrografica com uso agricola intensivo
no sul do Brasil. Este estudo selecionou os genes blatem, blakec, blaoxa € teta, por serem marcadores
amplamente associados a resisténcia bacteriana em ambientes impactados pela presenga de animais.
A identificacdo desses genes visa fornecer evidéncias iniciais que apoiem acdes de vigilancia
ambiental e politicas publicas voltadas a gestdo sustentavel da dgua e a reducdo dos riscos a saude
ambiental e humana.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado em uma na bacia hidrografica do rio da VVarzea (U100) situa-se ao norte
do estado do Rio Grande do Sul, Brasil entre as coordenadas geograficas 27°00" a 28°20' de latitude
Sul e 52°30" a 53°50' de longitude Oeste, com predominancia de uso agricola e atividades de criagao
animal, especialmente avicultura e suinocultura (Figura 1).

Figura 1 — Localizacdo espacial dos pontos de coleta da area de estudo, bacia hidrogréfica do rio da Véarzea, Rio Grande
do Sul, Brasil.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

XXVI Simpésio Brasileiro de Recursos Hidricos (ISSN 2318-0358) 2



ABRHidr0

£
Simpésio Brasjlei!o de
Recur_sos ngln_cos

Esta bacia possui area de 9.463,46 kmz, abrangendo 55 municipios com populacéo total da
bacia de 653.011 pessoas (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2022). A area apresenta
cobertura do solo composta principalmente por lavouras de graos e pastagens, sendo que as atividades
econdmicas sdo predominantemente agricolas, com destaque para o cultivo de soja, trigo e milho,
bem como avicultura e suinocultura (Rio Grande do Sul, 2008). Foram selecionados 12 pontos de
amostragem ao longo do curso principal da bacia hidrografica do rio da Varzea, distribuidos com
base em critérios técnicos previamente estabelecidos, de modo a minimizar vieses na alocacdo
espacial e garantir representatividade das diferentes secdes da bacia hidrografica. Os pontos de
amostragem foram numerados de BV01 a BV12, conforme sua posigdo ao longo do curso d’agua. O
ponto BVO1 localiza-se na nascente da bacia, representando a regido mais a montante, enquanto o
ponto BV12 corresponde & area mais a jusante, situada no exutério da bacia, onde ocorre a confluéncia
com um rio de maior porte

Coleta de Amostras

A amostragem da agua nos diferentes pontos (n=12) foi do tipo manual com recipientes de
polietileno Nalgon® de 1 L, previamente higienizados e autoclavados. As amostras foram coletadas
de jusante a montante na bacia hidrografica do rio da Varzea. A coleta foi realizada diretamente do
corpo d’agua, entre 0 e 30 cm de profundidade da lamina d’agua e a uma distancia de 30 a 50 cm da
margem, no més de novembro (estagcdo da primavera) de 2024. As amostras foram transportadas sob
refrigeracdo (4 °C) e processadas no mesmo dia da coleta.

Extracdo de DNA e deteccdo dos genes de resisténcia

As amostras de dgua seguiram para a extracdo de DNA, onde 500 mL foram filtrados através
de uma membrana de acetato de celulose de 47 mm de didametro e tamanho do poro de 0,45 pum —
Merck Millipore® e posteriormente executada a extracdo do DNA (Gomes et al., 2022) de acordo
com as instrugdes do ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit — fabricante Zymo Research®. Apds
DNA extraido as amostras foram armazenadas em ultra freezer a -33°C para posterior analises.

Os genes de resisténcia blatem, blakec, blaoxa e teta foram selecionados como marcadores
por sua ocorréncia em ambientes impactados pela presenca de animais (Chang et al. 2019; Cao et al.
2020; Adur et al. 2022). A deteccdo dos genes-alvo foi realizada por PCR em tempo real no
equipamento QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, EUA), conforme protocolo recomendado pelo fabricante, 800 nM de cada primer, 200 nM
da sonda e 2 puL de amostra. As sequéncias dos primers e sondas utilizadas nas reagdes de PCR em
tempo real estdo descritas na Tabela 1. Para os genes em que ndo foram utilizadas sondas, a detecgéo
foi realizada com o corante intercalante SYBR™ Green. Todas as rea¢Oes foram realizadas com
volume final de 15 pL (Tabela 1).
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Gene Primer F* 5-3° Primer R’ 5-3° Sonda 5-3’ Condigdes de amplificacao
Step 1 —95°C | 10:00 minutos
blaTem GCATCTTACGGA |GTCCTCCGATCGTTG | 6-FAM CAG TGC TGC CAT AAC Step 1 —95°C | 00:15 minutos
TGG CAT GA TCA GAA CAT GAG TGA BHQ-1 45X Step 2 —50°C | 00:15 minutos
Step 3 — 70°C | 00:25 minutos
Step 1 —95°C | 03:00 minutos
40X Step 1 —95°C | 00:30 minutos
blawee | CAGCTCATTCAA |GGC GGC GTT ATC CAT Step 2 —60°C | 00:45 minutos
GGG CTTTC GTATT SYBRGreen oo | Step1-95°C|00:15 minutos
g s Step 2 — 60°C | 01:00 minutos
= Step 3 —95°C | 00:01 minutos
Step 1 —95°C | 03:00 minutos
Jox %:Step 1 —95°C | 00:30 minutos
blaoxs | AGG CACGTAGCA |TGGCTT GTT TGA CAA SYBRG Step 2 — 60°C | 00:45 minutos
AGA TG TAC GC reen s tep 1 — 95°C | 00:15 minutos
g 2 Step 2 — 60°C | 01:00 minutos
°ce Step 3 — 95°C | 00:01 minutos
Step 1 —95°C | 03:00 minutos
teta CCGCGCTTTGGG | TGG TCG CGT CCCAGT| 6-FAMTCG GCG AGG ATC G Step 1 — 95°C | 00:15 minutos
TCATT GA MGB- Elipse® 45X ™ Step 2 — 60°C | 00:30 minutos

Fonte: Autoria propria (2025).

XXVI Simpésio Brasileiro de Recursos Hidricos (ISSN 2318-0358)



oL

505 Hidric

Simpésio Brasjlei!b de
Recursos Hidricos

23 a 28 de novemnbra de 2025 - Vitoria - ES

Analise dos dados

A presenca/auséncia dos genes foi registrada por ponto amostral e categorizada de acordo com
sua disposicdo ao longo da bacia hidrografica do rio da Varzea. Os dados foram organizados em
tabelas e analisados descritivamente para identificar padrdes de ocorréncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 12 pontos de amostragem analisados, 100% apresentaram pelo menos um gene de
resisténcia detectavel. O gene blatem foi 0 mais prevalente (91,7%), seguido de teta (75,0%), blakrc
(50,0%) e blaoxa (33,0%) (Figura 2). A presenga marcante dos genes nas amostras de dgua pode ser
justificada, uma vez que na regido a producdo animal intensiva depende do uso regular de
antimicrobianos para manter a salde dos animais e a produtividade. O uso rotineiro de
antimicrobianos pode induzir o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, uma ameaca
crescente para a saude humana e animal (Tiseo et al., 2020).

Figura 2 — Prevaléncia geral dos genes alvo detectados (n=12) na Bacia Hidrografica do Rio da Véarzea, Rio Grande do
Sul, Brasil.
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Fonte: Autoria propria (2025).

A maior prevaléncia do gene blatewm, evidencia sua ampla disseminagdo no ambiente avaliado.
Esse gene esta associado a resisténcia a antibidticos do grupo das penicilinas, cuja elevada frequéncia
de deteccdo pode refletir o uso intensivo dessa classe na produgdo animal. Esse padrdo de resisténcia
observado encontra respaldo no relatorio anual da Organizacdo Mundial de Saude Animal (WOAH,
2023), que classifica as penicilinas como a segunda classe de antimicrobianos veterinarios mais
utilizada globalmente. Da mesma forma, os resultados estdo em consonancia com os achados de Van
Boeckel et al. (2017), que identificaram as penicilinas entre os trés grupos de antibi6ticos mais
empregados na pecuéria em escala mundial. A convergéncia entre os dados ambientais e os relatorios
de uso sugere que a pressdo seletiva imposta pelo uso recorrente desses antimicrobianos pode estar
favorecendo a persisténcia e disseminagédo do gene blarem em ambientes impactados por atividades
agropecuarias.
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De forma semelhante, 0 gene teta, associado a resisténcia as tetraciclinas, foi detectado em
75,0% das amostras analisadas, evidenciando sua expressiva presenca nos ambientes investigados.
Essa alta frequéncia pode estar diretamente relacionada ao uso extensivo das tetraciclinas na producéo
animal, especialmente em sistemas intensivos de criacdo. De acordo com o relatorio anual da
Organizacdo Mundial de Sadde Animal (WOAH, 2023), essa classe de antimicrobianos ocupa a
primeira posi¢cdo em termos de consumo na medicina veterinaria, o que corrobora a hipotese de que
a pressao seletiva exercida por seu uso contribui significativamente para a disseminacao de genes de
resisténcia como o tetA.

Além disso, estudos tém demonstrado que antibiéticos como as tetraciclinas e as
fluoroquinolonas ndo sdo completamente metabolizados pelo trato gastrointestinal de animais,
resultando na excrecdo de residuos ativos que sdo posteriormente detectados em diversos
compartimentos ambientais, incluindo poeira, fezes, esgoto, solo e corpos hidricos superficiais (Van
Boeckel, 2019; Barros et al., 2023). Em contextos onde 0 manejo dos dejetos é inadequado, esses
residuos antimicrobianos e os genes de resisténcia associados podem facilmente atingir o solo e, por
meio de processos como percolacao e infiltracdo, alcancar lencois freaticos e mananciais superficiais,
ampliando ainda mais o risco de contaminacdo ambiental e a transferéncia horizontal de genes entre
microrganismos.

O gene blakec, importante marcador de resisténcia a carbapenémicos, foi identificado em
metade das amostras (50%), o que é um dado preocupante do ponto de vista de satde publica, dada a
criticidade dessa classe de antimicrobianos pois sdo medicamentos de ultimo recurso (Van Boeckel
etal., 2019; Liu et al., 2023).

Por outro lado, 0 gene blaoxa que confere resisténcia principalmente a classe dos p-lactamicos
foi o gene com menor prevaléncia (33,3%), indicando uma distribui¢cdo mais localizada ou menor
pressdao seletiva para esse gene nos ambientes amostrados. O gene blaoxa esta frequentemente
relacionado a resisténcia a oxacilina, cefalosporinas e, em algumas variantes, a carbapenémicos —
classes de antibidticos pouco utilizadas em praticas agricolas rotineiras. Essas substancias sdo
majoritariamente reservadas ao ambiente clinico ou hospitalar, especialmente para tratamento de
infeccdes multirresistentes em humanos (Codjoe & Donkor, 2018).

Em relacdo a distribuicdo espacial dos genes de resisténcia investigados, os pontos de
amostragem BV09 e BV10 destacaram-se por apresentarem a maior diversidade genética, com a
deteccdo simultanea dos quatro genes-alvo (blatem, blaoxa, blakec e teta), (Figura 3). Essa co-
ocorréncia sugere uma pressao seletiva intensa e continua nessas localidades, configurando-as como
areas criticas de contaminagdo genética ambiental. A presenca concomitante de maltiplos genes de
resisténcia pode indicar a atuacdo de fontes mistas de poluicdo, como a combinagdo de dejetos
pecuarios, uso de insumos antimicrobianos e manejo inadequado do solo e da agua.

Por outro lado, o ponto BVOL1 apresentou a menor diversidade genética, com a detecgéo
exclusiva do gene blatem. Esse resultado pode refletir uma menor pressao seletiva local ou a presenca
de uma fonte de contaminacdo mais restrita, 0 que € compativel com sua localizagdo na regido de
nascente da bacia hidrogréfica, onde ha menor influéncia antrépica acumulada ao longo do curso
d’agua. O ponto BV03 apresentou dois genes (blaoxa e blakec), enquanto BVO02 revelou a presenga
de blatem € blaoxa, ambos configurando locais de contaminagéo intermediaria. Destaca-se ainda que
0s pontos BV04, BV06 e BV11 apresentaram trés dos quatro genes pesquisados, evidenciando uma
variacdo espacial significativa na distribuicdo dos genes de resisténcia, possivelmente relacionada a
fatores como proximidade de granjas, intensidade de uso de antimicrobianos, caracteristicas do solo
e dindmica hidroldgica local (Figura 3).
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Figura 3 — Mapa de calor da presenca de genes por ponto amostrado (n=12) na Bacia Hidrografica do Rio da Varzea,
Rio Grande do Sul, Brasil.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

A andlise espacial da distribuicdo dos genes de resisténcia revela um padrao claro de acimulo
nos pontos localizados mais a jusante da bacia hidrografica. Os pontos BV09, BV10, BV11 e BV12,
situados nas regides finais do curso d’agua e proximos ao seu desague em um rio de maior porte,
apresentaram, em média, presenca mais elevada de genes em comparacdo com 0s demais pontos
amostrados. Este comportamento sugere que essas localidades atuam como zonas de acumulo e
convergéncia de contaminantes genéticos, refletindo a contribuicdo de cargas provenientes de toda a
bacia ao longo do seu trajeto.

Destacam-se especialmente os pontos BV09 e BV10, onde foi observada a deteccédo
simultanea de todos os genes-alvo (100% de prevaléncia), caracterizando-0s como pontos criticos de
entrada e acimulo de resisténcia antimicrobiana no ambiente aquético. Essa concentracdo de genes
em trechos finais da bacia reforca a importancia de monitorar ndo apenas as fontes pontuais, mas
também os processos hidroldgicos de transporte e deposicao, que podem favorecer a disseminacao e
a permanéncia desses elementos genéticos em areas de maior conectividade ecologica e risco
sanitario.

A presenca de GRAS na agua podem ser captados por bactérias ambientais ou patogénicas por
mecanismos como conjugacao, transformac&o, transducao ou vasiduccao. Isso facilita a transferéncia
horizontal de resisténcia, permitindo que microrganismos originalmente sensiveis adquiram
resisténcia a multiplas classes de antibidticos (Sanseverino et al., 2018; Chen et al., 2021; Alawi et
al., 2022). Microrganismos aquaticos portadores de GRAs podem entrar em contato com bactérias
humanas ou animais, potencialmente gerando cepas multirresistentes que desafiam os tratamentos
convencionais. 1sso representa uma ameaca direta a salde publica, especialmente em areas com
saneamento precario ou uso de dgua ndo tratada (Pruden et al., 2006; Berendonk et al., 2015).

Os resultados obtidos evidenciam a presenca de genes de resisténcia antimicrobiana em
ambientes rurais com intensa atividade agropecuaria, o que acende um sinal de alerta para o
fortalecimento de politicas publicas voltadas ao uso racional de antimicrobianos na produgdo animal.
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Apesar de existirem normativas nacionais, como a Portaria SDA/MAPA n° 1.266, de 16 de abril de
2025 (Brasil, 2025), que trata do controle de residuos em alimentos, ainda ha lacunas significativas
na regulacdo do uso profilatico e promotor de crescimento de antibi6ticos em cria¢des intensivas.

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou a presenca preliminar de genes de resisténcia a antibioticos em
ambientes aquaticos de uma bacia hidrogréfica agricola no sul do Brasil. A deteccdo de pelo menos
um dos genes alvo em todos os pontos amostrados sugere que o0 uso intensivo do solo pode estar
contribuindo para a disseminagéo da resisténcia antimicrobiana no ambiente, haja vista se tratar de
uma bacia hidrografica agricola, com criacdo intensiva de animais.

Os dados obtidos demonstram a importancia de incluir a vigilancia de GRAs em politicas
publicas de gestdo da agua e reforcam a importancia de acGes preventivas baseadas na abordagem
"Uma S0 Saude". Estudos futuros devem ampliar a area de cobertura, incluir outros compartimentos
ambientais (sedimento, biota) e investigar a presenca de bactérias multirresistentes.
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