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Introducao — Antibioticos
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* A producao e o uso de antibioticos tém aumentado nos

ultimos anos;
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 ApOs o uso, os componentes nao metabolizados vao
parar no esgoto/efluente.



Introducao - Tratamento de esgoto

* Ossistemas de tratamento atuais sao incapazes de eliminar
os antibidticos e seus componentes

Resultado: Poluicao do meio ambiente

Impacto na microbiota »

* Pouco se sabe sobre o efeito dos antibioticos nos
mecanhismos de tratamento de efluentes industriais:

Ex. Tratamento de efluentes de industrias farmacéuticas



Introducao — Tratamento de efluentes industriais

Reatores Anaerdbios

-

e Dominios Archaea e Bacteria
Complex Polymers
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Soluble oligomers and Monomers * Importante entender a

(sugars, amino acids, purines,

pyrimidines, fatty acids, and glycerol) composicao e a dinamica das
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comunidades microbianas;

“Acidogenesis

VFAs (acetate, propionate, butyrate, - * Importante entender como essas
lactate) and alcohols comunidades sdo impactadas
pela presenca dos antibioticos
nos efluentes.
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Introducao — Composicao das comunidades microbianas

Métodos Moleculares %
74

Amplificacao e sequenciamento de regides do DNA

Gene que codifica 0 16S rRNA: Gene presente no DNA
procariotico:

L}Apresenta regioes conservadas ( para iniciadores)
separadas por regioes de variacoes de sequéncia (para
analise filogenética).



Introducao — Dinamica das comunidades microbianas

PCR-DGGE

PCR- Amplificacao de regides do gene que codifica o
16s rRNA de diferentes microrganismos de amostras;

DGGE - Eletroforese em Gel com Gradiente de
Desnaturacao.



Objetivos do artigo

* Determinar as mudancas no perfil das comunidades
de Bacteria e Archaea em um Reator Anaerdbio em
Batelada Sequencial para o tratamento de efluentes
com a adicao combinada e gradual de trés tipos de
antibiodticos:

Sulfametoxazol
Eritromicina
Tetraciclina

 Examinar o efeito combinado desses antibidticos na
comunidade microbiana e na producao de biogas.



Metodologia — Geral

Indculo: Lodo com microrganismos

Efluente Sintético

Combinacgdes dos antibioticos

=
-
b =-3
- — -
Reatores
Anaerobios

Extracao de DNA, PCR, clonagem,
sequenciamento e analise filogenética do
inoculo

Producao de biogds, metano e
acumulag¢ao de AGVs.

b
|

Extracdo de DNA e RNA e sintese do cDNA
PCR-DGGE
Estatistica



Metodologia — Extracao de DNA e PCR

Amostras do Indculo

l

? Extracao de DNA com o kit

Regides do gene do 16S rRNA

PCR

v > 16S rDNA

DNA 02

Bact8f-Bact1541r Bactéria
Arch233f-Arch855r Archaea

!

Clonagem e Sequenciamento




Metodologia — Clonagem e Sequenciamento

* Produtos de PCR clonados com o TOPO TA Cloning Kit

Topolsomerase

Vetoae
|

CCCTT FYAGG
s  PCRProduct  rrwsss

g
ed

HRM (High

Resolution Melt)

Sequenciamento
dos amplicons
ABI Prism 377

Selecao dos representativos



Metodologia — Analise das sequencias e estatistica
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Analise das sequéncias

Analise Filogenética
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Resultados



Resultados — Caracterizacao do inoculo

* Distribuicao dos filos de Bacteria a partir do sequenciamento das
regioes do gene que codifica o 16S rRNA.

Acidogénicas
Produzem acetato
M Cyanobacteria T

B Unclassified Bacteria

“Firmicutes ——> 90% Clostridium sp.

M Actinobacteria

Gram-positivas



Resultados - Caracterizacao do inoculo

e Distribuicao dos filos de Archaea a partir do sequenciamento das
regioes do gene que codifica o 16S rRNA.

70% Metano

|

Metanogénica

B Methanosarcinales — , .
Acetoclastica

B Unclassified Archaea
& Methanomicrobiales

¥ Euryarchaeota Metanogénica

Hidrogenotrofica




Metodologia - Geral

Inéculo: Lodo ativado

Efluente Sintético

Combinacgdes dos antibioticos

Extracao de DNA, PCR, clonagem,

sequenciamento e analise filogenética do
indculo

Produtdo de biogds, metano e

Extracdo de DNA e RNA e sintese do cDNA
PCR-DGGE

Estatistica



Metodologia — Reatores Anaerobios

e 5 Reatoresde 1,51L

Indculo

Controle Sulfametoxazol Sulfametoxazol Er|trom|cma Sulfametoxazol
Eritromicina Eritromicina Tetraciclina Tetraciclina
Tetraciclina

Efluente Sintético:
Acidos Graxos, Glicose e Amido
(Simulando efluente de industria farmacéutica).



Metodologia — Reatores Anaerobios
Reatores Anaerobios em Batelada Sequencial

Producao de biogas, metano e
acumulacao de AGVs.

Alimentacao
Efluente Sintético Reacdo Sedimentacdo Descarga '

EFLUENTE

EFLLENTE | i
Cromatografia
Gasosa
Table 1
Tested antibiotic concentrations.
Sulfamethoxazole Erythromycin Tetracycline
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Stage 1 0.5 0.1 01
Stage 2 5 0.2 0.2
Stage 3 5 0.5 0.5
Stage 4 10 0.5 0.5
Stage 5 10 1 1
Stage 6 15 1 1
Stage 7 15 1.5 1.5
Stage 8 20 1.5 1.5
Stage 9 20 2 2
Stage 10 25 2.5 2.5
Stage 11 40 2.5 2.5
Stage 12 40 3 3

Stage 13 40 4 4




Metodologia — PCR-DGGE

Amostras de lodo foram coletadas em cada estagio de
antibiotico.

W Extracao de DNA com o kit

Sintese do cDNA com o kit SuperScript cDNA Synthesis

é@ W Regides do gene do 16S rRNA

DNA ¢DNA —— pl PCR
2 16S rDNA

l

Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturagao (DGGE)

W Extragdo de RNA com o kit Purelink RNA Extraction

p2




Metodologia — PCR-DGGE - Principio

,@ Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturacao
PCR

Amplicons Diferentes Amostras Diferencas ao longo do tempo!
S — * Amplicons de mesmo tamanho;
T B o T s B P ’
0% e Organismos #
T v ° &
* Sequéncias #
JIIIIT o
e Caracteristicas de Desnat. #
I]]]]Iﬂi
— — — — Gradiente Desnaturante
— - Ureia e Formamida = agentes desnaturantes
— — S W
- - 40pb — CG clamp
i
16S rDNA
VGO% <«
p2

<€

Fragmentos separados por composicao

Clamp
e nao por tamanho!

Adaptado de Muyzer et al. 1993



Metodologia — PCR-DGGE

Denaturing gradient
Charge
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Metodologia — Analise das bandas e estatistica

==

BioNumerics 5.0
Perfil e intensidade das bandas ) APPLIED

Analise Cluster e de Similaridade entre as amostras

Analise de Correspondéncia Candénica entre as variaveis
(Producdo de biogas, tempo de operacdo, adicdo de
antibioticos, acumulo de AGVs) e o perfil de microrganismos
das amostras

—



Resultados



Resultados — Analise de Correspondéncia Candnica

* Influéncia das combinacdes: Sulfametoxazol+Eritromicina+Tetraciclina (ETS)
Eritromicina+Tetraciclina (ET)
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Resultados - Andlise de Correspondéncia Candnica

* Influéncia das combinagdes: Sulfametoxazol+Tetraciclina (ST)
Eritromicina+Sulfametoxazol (ES)
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Resultados — Analise Cluster e de Similaridade

e . 8., .F Sulfametoxazol+Eritromicina+Tetraciclina (ETS)
ETS_Stage1 100
ETS_Stage2 84.9 100
ETS_Stage3 855 826 100
ETS_Staged 827 829 776 100
Mudanga no perfil ETS Stage5 691 682 743 761 100
ETS_StageG 71.3 67.3 75.9 65.7 64.5 100
_E ETS_StageQ 68.2 72.4 75.1 72.8 69.6 80.1 100
— ETS_StageS 43.5 45.2 45.8 44.5 43.4 57.4 53.0 100
I ETS_Stage‘I‘I 37.8 45.4 401 40.5 421 43.3 53.1 58.2 100
Agrupamento ETS Stage7? 402 540 514 508 494 592 602 479 477 100
Por Similaridade |: ETS_Stagel10 168 207 158 162 165 211 242 144 193 777 100
ETS_Stage']2 17.0 141 10.0 7.0 6.4 13.0 14.0 54 7.3 34.4 41.6 100
Similaridade das amostras entre si
2 F
ET_Staget 100
~‘ E Ef_Stege2 %06 1% Eritromicina+Tetraciclina (ET)
I\/Iudanga no perfll ET_Stage3 65.0 698 100
L ET Staged 583 683 478 100
ET_Stageb 79 358 284 294 100
{ ET_Stage? 398 354 27.2 285 955 100
— ET_StageB 398 354 30.4 26.6 89.8 94.6 100
ET_Stage6 326 315 30.8 241 88.8 82.9 75.4 100
{ ET_Stageg 322 305 271 245 922 84.3 74.2 96.2 100
ET_Stage'IO 311 308 21.8 259 923 84.6 75.3 91.8 94.8 100
‘{ ET_Stage13 325 321 22.4 271 93.7 87.9 783 90.9 93.9 98.8 100

ET_Stagel2 339 322 251 26.2 957 %0.8 826 928 953 977 978 100
ET_Stagel1 9.0 36 56 7.5 38 8.7 28 71 55 7.0 6.5 57 100




Resultados - Analise Cluster e de Similaridade

N N
[ ES Stagel 100 Eritromicina+Sulfametoxazol (ES)
Mudanca no perfil — ES Stage2 789 100
ES_Stage3 724 722 100
_[ ES_Staged 696 686 896 100

ES_Stage5 51.0 490 44 4 485 100

ES_StageS 19.8 264 250 251 18.7 100

ES Stage7 25 29.1 258 26.1 202 96.8 100

ES_Stage8 256 222 32.3 316 305 809 83.1 100

ES_Stage9 26.5 247 33.4 322 308 799 84.3 778 100

ES_Stage10 52 6.5 7.0 9.0 6.3 7.0 7.8 85 57 100

R IR R
—— ST _Stage1 100
Mudanga no perfil | —— ST Stage2 %6 100 Sulfametoxazol+Tetraciclina (ST)

ST_Stage3d 650 698 100
ST_Staged 583 683 478 100
ST _Staged 379 35.8 26.4 204 100
ST _Stage? 398 354 27.2 28.5 95.5 100
ST _Stage8 398 354 30.4 26.6 89.8 946 100
ST _Stage6 326 35 30.8 241 88.8 82.9 754 100
ST _Stage9 322 305 271 24.5 922 84.3 742 96.2 100

ST_Stage10 31.1 308 218 259 923 846 753 918 948 100



Conclusoes

As concentracdoes crescentes de antibidtico impactaram
negativamente a estrutura das comunidades microbianas e a funcao
do reator anaerobio;

Combinacdes de antibioticos tem maior efeito sobre as Archaeas
metanogénicas acetoclasticas;

Importancia das bactérias Gram-negativas;

A interacao entre Bactérias acetogénicas e Archaeas metanogénicas
é critica para o desempenho dos reatores;

PCR-DGGE mostrou-se como uma analise util para avaliar mudancas
nos perfis das comunidades microbianas em sistemas anaeroébios.
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