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RESUMO

O uso indiscriminado de antimicrobianos na criagdao animal e em hospitais se tornou
uma das maiores causas de preocupacgdo para a saude publica. Os microrganismos
resistentes aos antimicrobianos (MRA) sdo uma das maiores causas de morte em
todo o mundo. O aumento da resisténcia encontrada nesses microrganismos
acelerou devido ao uso e a prescricdo, muitas vezes indevidos, de antimicrobianos
em hospitais e granjas. A mesorregiao do oeste catarinense (SC) é reconhecida
pelo grande potencial de criagdo de animais, tendo maior destaque para aves e
suinos. Esse trabalho teve como objetivo caracterizar o resistoma dos ambientes de
granjas e hospitalares em Santa Catarina, além de avaliar o potencial do
sequenciamento baseado em nanoporos (MinlON) como ferramenta de vigiléncia
sanitaria em relagédo a presenca de MRA em granjas e hospitais. Para tanto, foi
realizada a coleta de amostras representativas de granjas de suinos e aves de
diversos sistemas de producgao, veiculos de transportes de pacientes e de pacientes
hospitalizados no Hospital Universitario (HU-UFSC-EBSERH) em Florianépolis
(SC). As amostras de granjas, veiculos e pacientes foram submetidas ao
sequenciamento baseado em nanoporos. Foram utilizados os programas EPI2ME e
ResistoXplorer para averiguagao dos perfis dos resistomas construidos. Além disso,
reacdes de PCR foram realizadas para a deteccdo dos genes de resisténcia
blacry-1, Plactxaz, blactxmg, blakec, blanom, blaguy,blawey, mer-1, mer-2, mer-3, mer-4
e mcr-5. Principalmente, foi possivel observar uma grande variedade de genes de
resisténcia aos antimicrobianos, destacando-se aqueles relacionados as
tetraciclinas, aos aminoglicosideos e genes que conferem resisténcia a mais de
uma classe de antimicrobianos. Os genes de resisténcia aos beta-lactamicos e as
fluoroquinolonas apresentaram maior predominancia no ambiente hospitalar, devido
ao extenso uso clinico desses farmacos. Além disso, foi possivel observar maior
heterogeneidade dentro dos grupos de granjas de suinos de agricultura familiar
(GSAF) e de pacientes no momento da alta quando comparados com as granjas de
suinos convencionais (GSC) e os pacientes no momento da internacgao,
respectivamente, realgando o impacto dos diferentes sistemas de producdo, o
ambiente hospitalar e o uso de antimicrobianos. Foi notavel a multiplicidade de
configuracbes dos resistomas de todos os ambientes quanto a composicdo e
diversidade. A plataforma MinlON demonstrou grande versatilidade e rapidez na
obtencao de resultados, e ainda serao realizados trabalhos futuros para a validacao
do seu uso como aliado a vigilancia sanitaria. Dessa forma, pode-se colaborar de
forma significativa sobre o entendimento relativo ao resistoma presente nos
ambientes hospitalares e de granjas no Estado de Santa Catarina.

Palavras-chave: Resisténcia aos antimicrobianos. Granjas. Hospitais. Saude
unica. Criagao animal. MDR. MinION.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antimicrobials in animal husbandry and hospitals has
become a major cause of concern for public health. Antimicrobial resistant
microorganisms (ARM) are one of the biggest causes of death worldwide. The
increase in resistance in these microorganisms accelerated due to the inappropriate
use and prescription of antimicrobials in hospitals and farms. The mesoregion of
western Santa Catarina (SC) is recognized for its great potential for raising animals,
with greater emphasis on poultry and swine. This work aimed to characterize the
resistome of farm and hospital environments in Santa Catarina, in addition to
evaluating the potential of nanopore-based sequencing (MinlON) as a health
surveillance tool in relation to the presence of ARM in farms and hospitals. To this
end, sampling was carried out from representative samples of swine and poultry
farms from various production systems, shuttle buses for patients and hospitalized
patients at the University Hospital (HU-UFSC-EBSERH) in Florianépolis (SC). The
samples of farms, vehicles and patients were submitted to nanopore-based
sequencing. EPI2ME and ResistoXplorer programs were used to investigate the
profiles of the constructed resistomes. In addition, PCR reactions were performed to
detect the resistance genes blacrxmt, bPlactxma, blacrxag, bPlakec, blanow, blashy,
blatey, mcr-1, mer-2, mcr-3, mcr-4 and mcr-5. Mainly, it was possible to observe a
wide variety of antimicrobial resistance genes, highlighting those related to
tetracyclines, aminoglycosides and genes that confer resistance to more than one
class of antimicrobials. Beta-lactam and fluoroquinolone resistance genes are
secondary with a predominance in the hospital environment, due to the extensive
clinical use of drugs. In addition, it was possible to observe greater heterogeneity
within the groups of family farming pig farms (GSAF) and patients at discharge when
compared to conventional pig farms (GSC) and patients at admission, respectively,
highlighting the impact of different production systems, the hospital environment and
the use of antimicrobials. The multiplicity of resistome shapes of all environments
was remarkable in terms of composition and diversity. MinlON platform showed
great versatility and speed in obtaining results, and future work will be carried out to
validate its use as an ally with health surveillance. In this way, it was possible to
significantly contribute to the understanding of the resistome present in hospital and
farm environments in the State of Santa Catarina.

Keywords: Antimicrobial resistance. Farming. Hospitals. One health. Animal
husbandry. MDR. MinlON.
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1 INTRODUGAO

1.1 Saude Unica e a Resisténcia aos Antimicrobianos

O conceito de Saude Unica refere-se a interconexdo que é estabelecida entre
diversos ecossistemas na disseminagao e emergéncia de tragos que influenciam a
saude humana, animal, vegetal e sua integragcdo ambiental (HERNANDO-AMADO
et al., 2019). A resisténcia aos antimicrobianos € um dos maiores problemas
associados & Salde Unica devido & sua forte relagdo com os microbiomas
encontrados nos mais diversos ambientes. A comunicagéo, ou seja, a transmissao
ecologica do resistoma entre microrganismos se deve a trés principais aspectos: o
espago onde ocorre, o veiculo por onde é transmitido e a interpretacdo da
informacgdo transmitida pelo recipiente, isto €, a recepcdo do material genético
(BAQUERO et al., 2019).

O contexto de Saude Unica apresenta trés principais graus de espago por
onde a transmissédo de resisténcia pode ocorrer: (1) redes de comunicagao entre
humanos, animais e plantas e também com ambientes externos; (2) redes de
comunicagao entre os microbiomas relacionados aos ambientes apenas citados e
seus sub-ambientes; (3) redes de comunicagao entre diversas espécies bacterianas
pertencentes a esses microbiomas (resultantes da jungao desses microbiomas). Da
mesma forma, os elementos de transmissao também sao relevantes para definir a
profundidade do processo de disseminagéo, o qual é dependente da organizagao
hierarquica dos elementos de resisténcia aos antimicrobianos e, assim, permite-se a
ocorréncia da selecdo em diversos niveis. Dessa forma, a selegdo torna-se um
ponto chave para a comunicagao ja que possibilita a interpretacdo da informagao
transmitida (BAQUERO et al., 2019).

1.2 Antimicrobianos - Histérico

A historia relacionada ao uso de antimicrobianos tem inicio em 1910 com a
introdugdo do salvarsan, primeiro antimicrobiano descrito (Figura 1). A introdugao

dos antimicrobianos foi o maior avanco da medicina do século XX. Assim,
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aumentou-se a expectativa de vida humana em 23 anos e diversos procedimentos

como transplantes e tratamento de neoplasias se tornaram possiveis. Porém, o uso

dessas moléculas acelerou o desenvolvimento de um fendmeno descrito como

resisténcia. Outro momento de destaque é a descoberta da penicilina por Alexander

Fleming em 1928, molécula a qual foi amplamente estudada ao longo das décadas

seguintes (HUTCHINGS et al., 2019).

Figura 1. Histérico dos antimicrobianos
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Relagcdes de antibiose ja haviam sido descritas, até mesmo por Louis

Pasteur,

que propunha que o0s microrganismos eram capazes de secretar

substancias capazes de ocasionar a lise de outras bactérias. No final da década de

1930, Selman Waksman realizou diversos estudos sistematicos de microrganismos

produtores de compostos antimicrobianos. Inclusive, foi ele quem utilizou o termo
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antibiotico para definir o “composto feito por um microrganismo para destruir outro
microrganismo”, ou seja, que fosse produzido naturalmente (HUTCHINGS et al.,
2019).

Entre as décadas de 1940 e 1960, tem-se a “era de ouro” das descobertas de
moléculas com propriedades antimicrobianas (Figura 1). Grande parte desses
farmacos continuam sendo utilizados diariamente, porém a resisténcia bacteriana
diminuiu sua eficacia. A partir da década de 1970 observa-se um declinio no
numero de descobertas de novas familias de antimicrobianos, principalmente
tratando-se das classes utilizadas frequentemente na clinica (HUTCHINGS et al.,
2019).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser expressa através de um grande
espectro de mecanismos de agao (Figura 2). Analogo ao sistema imune inato e
adaptativo encontrado em humanos, podemos dividir a resisténcia bacteriana em
intrinseca e adquirida. Sdo configurados como mecanismos intrinsecos aqueles que
evoluiram como uma resposta geral a moléculas téxicas. Sendo assim, sao
incluidos as respostas SOS de reparo ao DNA, bombas de efluxo de amplo
espectro, enzimas de inativagcdo codificadas pelo cromossomo bacteriano e
barreiras de entrada como porinas e a presenga de uma membrana externa nas
bactérias gram-negativas. Os mecanismos de resisténcia adquirida compreendem
as contramedidas a antimicrobianos especificos. Dessa forma, incluem-se as
bombas de efluxo para compostos especificos, expressdo de alvos que nao sejam
sensiveis ao farmaco e enzimas que modifiquem o alvo ou o antimicrobiano. De
forma geral, esses mecanismos sado disseminados através da transferéncia génica
horizontal (SURETTE; WRIGHT, 2017).

1.3 Microbiota como reservatoério de genes de resisténcia

O termo microbioma foi definido pela primeira vez pelo pesquisador Joshua
Lederberg referindo-se, principalmente, ao material genético que esse grupo

carrega como “Comunidade ecolégica de microrganismos comensais, simbidticos e
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patogénicos que compartilham nosso espago corporal e que foram ignorados como
determinantes de saude e doenga” (GRICE; SEGRE, 2012; PASCALE et al., 2018).

Figura 2. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
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Dentro desse complexo ecossistema, podem-se encontrar diversas espécies
de bactérias, virus, fungos, arqueas e protozoarios. Esses microrganismos sao
capazes de habitar diferentes partes do corpo humano, podendo ser citados o trato
gastrointestinal (TGI), a boca, a pele, o sistema respiratério e geniturinario inferior. A
literatura indica que mais de 70% da microbiota é encontrada no TGI, possuindo um
gradiente de concentragdo que se estende do lumen gastrico até o célon/reto, onde
se alcanga o maior numero. Além disso, a microbiota pode atuar de modo benéfico
em um relacionamento denominado de mutualismo com o hospedeiro (BARKO et
al., 2018; PASCALE et al., 2018).

E reconhecido o importante papel desempenhado pela microbiota quanto a
saude humana. Sabe-se que a microbiota esta relacionada com a producao de
diversas substancias que o organismo nao seria capaz de produzir sozinho. O
fornecimento de nutrientes, sintese de vitaminas, promogdo da angiogénese,
digestédo de polissacarideos e atuagdo nas fungdes de nervos entéricos sao alguns
exemplos nos quais a microbiota possui estrita relagado de colaboragao (ZHANG et
al., 2015a; PASCALE et al., 2018). Sabe-se que todos os mamiferos sao habitados
por comunidades microbianas, mas a ciéncia ainda nio foi capaz de definir e
caracterizar todos os componentes, relagdes e atividades que a microbiota pode
exercer junto ao seu hospedeiro. Para se ter uma ideia da complexidade desse
sistema, estima-se que o microbioma humano possui cerca de 250-800 vezes mais
genes que o proprio genoma humano (BARKO et al., 2018; PASCALE et al., 2018).

Tendo em vista o que foi citado até o momento, é possivel fazer uma
analogia do corpo humano como um grande condominio para esses
microrganismos. Alguns desses, inclusive, colaboram com a manutenc&o do local
onde vivem. Em contraponto, outros ndo contribuem, mas também nao prejudicam o
andamento das atividades. Temos, também, aqueles que, em situagao de disbiose,
possuem grande potencial patogénico, desfavorecendo a conservagdo do habitat
onde estdo alocados. Além disso, deve-se considerar a microbiota como algo
dindmico, bem como o funcionamento deste condominio. Alguns moradores, como
as espécies colonizadoras, sdao mais persistentes e capazes de permanecer por

maior tempo nesse ambiente. Por outro lado, ao longo do tempo o perfil dessa
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microbiota pode alterar por diversos fatores ambientais como a alimentacio e o uso
de antimicrobianos (ADAK; KHAN, 2018; FASSARELLA et al., 2020).

O uso de antimicrobianos de maneira extensiva tem sido uma grande
preocupacao e diversas sdo as consequéncias observadas sobre a saude humana.
O estudo do microbioma possibilitou observar as modificacbes que ocorrem em
detrimento do tratamento com antibidticos, como a drastica alteragdo da microbiota
de adultos e criangas, bem como efeitos negativos a longo prazo. Essas mudancgas
sdo denominadas de disbiose. Diversos pesquisadores foram capazes de relacionar
quadros de disbiose a casos clinicos de desnutricdo, patologias autoimunes e
metabdlicas, entre outros (KARAKAN et al., 2021). Alguns estudos também
demonstram que a disbiose ocasionada pelo uso de antibiéticos pode levar a,
adicionalmente, ganho de peso e desequilibrio metabdlico (NEUMAN et al., 2018).

Os antimicrobianos, além de causarem danos a microbiota humana, podem
levar a um problema ainda maior: a geragao de resisténcia. Seu uso de maneira
indevida, como sua administragdo em doses subterapéuticas potencializa a selegao
dos chamados Microrganismos Resistentes a Antimicrobianos (MRA). A prevengéao
ou cura de infecgdes e a promogao do crescimento de animais sdo as principais
finalidades da utilizacdo de antimicrobianos na criacdo desses.Tal agao fez com que
os MRA fossem encontrados em alimentos fermentados derivados de carne e leite,
produtos de grande consumo pelos seres humanos. Tendo em vista as
consequéncias negativas dessa pratica, a partir da década de 1980 houve uma
maior preocupacdo acerca dos efeitos colaterais desses medicamentos
(WEGENER, 2003; DEVIRGILIIS; BARILE; PEROZZI, 2011).

Elementos genéticos mdveis sdo componentes de grande relevancia quando
se trata da propagacédo de genes de resisténcia a antimicrobianos. A transferéncia
horizontal pode ocorrer tanto inter quanto intra-espécies e, referindo-se ao genoma
bacteriano, plasmideos, transposons e sequéncias de inser¢ao sao 0s principais
personagens envolvidos na disseminagdao desses elementos (ALEKSHUN; LEVY,
2007; ANDERSSON; HUGHES, 2014). Sao diversos o0s casos que reportam a
presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos e elementos genéticos méveis
associados, inclusive, a bactérias acido-laticas (BAL). Vale ressaltar que estudos

demonstram que a plasticidade observada em genomas bacterianos leva a uma
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maior variedade de contextos gendmicos o que implica em uma maior eficiéncia em
realizar a mobilidade de elementos genéticos entre diferentes espécies e géneros
(DEVIRGILIIS; BARILE; PEROZZI, 2011; VERMA et al., 2019).

A maior ameaga relacionada aos genes de resisténcia associados a bactérias
comensais nao-patogénicas é o risco da transferéncia de determinantes de
resisténcia para organismos patogénicos. Assim, podemos encontrar cenarios em
que o tratamento com antibidticos sao prejudicados para controle ou cura de
infecgdes comuns. Tendo em vista tal panorama, a microbiota comensal pode se
tornar, por conseguinte, num reservatorio de genes de resisténcia, podendo estes
se propagarem para microrganismos com potencial patogénico e levando pacientes
a quadros graves. O fato de que o TGl seja um ambiente repleto de
microrganismos, faz com que favorega compartihamentos genéticos entre
componentes da microbiota residentes e transientes neste espaco. (MATHUR;
SINGH, 2005; DEVIRGILIIS; BARILE; PEROZZI, 2011). A literatura cientifica ja traz
relatos de bactérias do género Bifidobacterium, muito empregado como probidtico
devido suas propriedades benéficas, carreando genes de resisténcia como tetM,
tetW e tetO (LIM; CHO; RHO, 2018).

Partindo do principio da precaugao, o uso de antimicrobianos na industria
animal foi, de maneira progressiva, banido em alguns paises Europeus nos ultimos
30 anos. No entanto, ainda sio relatados niveis baixos, porém consistentes, de
espécies resistentes no ambiente, incluindo produtos alimentares. Algumas
investigacdes clinicas indicam, inclusive, a persisténcia de algumas espécies que
apresentam resisténcia a antimicrobianos na microbiota intestinal mesmo na
auséncia de pressido seletiva, o que seria um indicio de que a exposi¢cao a
medicamentos induz, a longo prazo, alteragdées dentro de comunidades microbianas
complexas (JERNBERG et al., 2010; DEVIRGILIIS; BARILE; PEROZZI, 2011).

Em termos gerais, uma citacdo de 1996 por George A. Jacoby que ilustra o
contexto da resisténcia bacteriana, pode ser traduzida como “Bactérias s&o alvos
em movimento e que tivemos que aprender repetidamente que nossos projéteis
magicos podem perder sua magia com seu uso repetido.” Faz-se, assim, uma
necessidade urgente de novas abordagens para o tratamento de infeccdes

bacterianas. Sendo isso uma consequéncia da mudanga de padrdes observados em
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doencgas infecciosas e da emergéncia de linhagens resistentes aos antibioticos
modernos (TAYLOR; STAPLETON; LUZIO, 2002).

1.4 Dinamica de disseminagao

Reportam-se as primeiras aparigdes de linhagens bacterianas resistentes aos
antimicrobianos dentro de hospitais, locais de extenso uso desses farmacos.
Posteriormente, observou-se a presenca dessas linhagens resistentes em diversos
ambientes como agua, solo e ar (Figura 3) (LEVY, 1998; WANG et al., 2020a). A
continua evolugao e propagacao de genes de resisténcia em patdgenos humanos &
um grande desafio clinico. Diversos sao os casos relatados de microrganismos com
potencial patogénico que sdo encontrados tanto em humanos infectados quanto no
ambiente. Diversos isolados de bactérias patogénicas, como Kluyvera e
Shewanella, ja foram documentados em vida livre em cenarios ambientais, os quais
possuiam genes de resisténcia com alta identidade quando comparados com os de
outros patdégenos. Tais evidéncias fazem a comunidade cientifica levantar
questionamentos quanto a presenca de resisténcia em comunidades microbianas
ambientais, sobretudo por serem poucos exemplos relatados (FORSBERG et al.,
2012).

O trabalho de Forsberg e colaboradores (2012) também levanta outros dados
relacionados a microbiota encontrada no solo, especialmente por se tratar de uma
das maiores e mais diversas comunidades microbianas do planeta. Além disso, ja é
reconhecido como um vasto repositério de genes de resisténcia aos antimicrobianos
(WILLMS et al., 2019; WANG et al., 2021). O solo € um ambiente de contato direto
com antibidticos utilizados tanto na criagdo animal quanto na agricultura.
Adicionalmente, o solo é o habitat natural de Actinomicetos do género
Streptomyces, grupo de bactérias conhecido por produzir naturalmente um grande
numero de antibidticos (FORSBERG et al., 2012). Tais evidéncias podem indicar o
porqué de serem encontrados tantos genes de resisténcia em um ambiente tdo

complexo.
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A consolidagado do conhecimento acerca dos meios pelos quais os ARGs e
MRAs podem circular entre ambientes levou a construcdo de modelos elucidativos
que indicam os principais atuantes na transmissdo desses microrganismos (Figura
4). Qualquer lugar onde haja uso de antimicrobianos sera considerado um
reservatorio de resisténcia. Os humanos e os animais, bem como os ambientes
onde estdo inseridos como hospitais e a propria sociedade, granjas e locais de
aquacultura séo enquadrados como pegas-chaves na disseminagao de resisténcia.
Além disso, as aguas, o solo e diversos outros nichos ecoldgicos estao sujeitos a
contaminagao através dos descartes e poluicdo da industria farmacéutica e os
dejetos das granjas de producao animal (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Figura 3. A microbiota ambiental e a resisténcia aos antimicrobianos
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Outro elemento de grande preocupagéao é a propria velocidade com que a
resisténcia pode ser gerada pela pressao seletiva. Um experimento realizado por
pesquisadores da Universidade de Harvard demonstrou como a evolugao
bacteriana e a adaptacdo a um desafio ambiental ocorrem de maneira rapida. O

teste consistia no uso de uma grande placa de Petri com meio de cultivo e um
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gradiente de concentracdo de antibiotico (0, 1, 10, 100 e 1000 vezes). O que se
observa € o crescimento bacteriano do ponto de menor concentracdo ao de maior
concentracdo de antibidtico durante apenas 11 dias. Nota-se a facil e rapida
adaptagao bacteriana, além de ser possivel identificar onde surgiram as novas

cepas mais resistentes (BAYM et al., 2016).

Figura 4. Dinamica de circulagao de genes de resisténcia aos antimicrobianos,
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O desenvolvimento e disseminacio de resisténcia aos antimicrobianos pode
se dar de varias formas. As comunidades microbianas e seus respectivos
resistomas encontrados nos mais diversos ambientes podem ser modelados de
acordo com varios fatores. Intervengdes sanitarias, uso abusivo de antimicrobianos
e até mesmo a administracdo de moléculas com diferentes propriedades, como os

adocantes nao-nutritivos, podem estar assimiladas as modificagcdes encontradas
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nesses ecossistemas. Estudos ja evidenciam mecanismos pelos quais os adogantes
nao-nutritivos podem promover a disseminacdo de ARGs (YU et al., 2021). Por
outro lado, o uso de produtos contendo ativos biolégicos, como probidticos,
aparenta apresentar vantagens sobre a manutencdo de populagdes microbianas

potencialmente patogénicas (CASELLI et al., 2016).

1.5 Uso de antimicrobianos na criagao animal

As preocupacbes quanto ao uso de antimicrobianos na criagdo animal se
estendem a sua utilizagdo como promotor de crescimento, especialmente quando
se discute sobre sua administracido rotineira e em subdoses. O trabalho de Cho e
colaboradores (2012) busca elucidar o mecanismo pelo qual os antibiéticos em
doses subterapéuticas agem levando ao ganho de peso em animais. Observam-se
modificagdes na microbiota intestinal do grupo tratado com antimicrobianos, sendo
selecionado um grupo taxonémico de microrganismos com metabolismo favoravel
ao aumento dos niveis de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC) e que, ao
mesmo tempo, leva a alteragdes na regulagdo dos metabolismos de lipideos e
colesterol.

Ja foram reportados os efeitos de ganho de massa através do uso de
antibiéticos em subdoses entre diversas espécies de vertebrados como bovinos,
suinos, ovinos e aves (BUTAYE; DEVRIESE; HAESEBROUCK, 2003). A
administragdo geralmente é realizada através da agua ou do proprio alimento
desses animais e pode levar a um ganho de massa de até 15%. Diversas classes
de antibidticos foram colocadas sob experimentagdo e, de maneira geral,
observa-se o mesmo efeito independente do agente utilizado. Porém, o mesmo n&o
pode ser dito quanto a utilizacado de antivirais e antifungicos (CHO et al., 2012).

O uso incorreto e descontrolado dos antibidticos, além de levar a um
aumento de resisténcia, alterar rotas metabdlicas e prejudicar a integridade da
microbiota humana, animal e ambiental, pode levar a ineficiéncia desses
medicamentos. Ou seja, o antibidtico, cujo objetivo & controlar e/ou evitar uma

infeccdo, pode perder seu efeito devido ao mau uso (TYRELL et al., 2019). Por
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exemplo, o impacto relacionado ao uso da colistina em animais se tornou evidente
em 2016, quando foi identificado um plasmideo carreando um gene de resisténcia a
esse farmaco (LIU et al., 2016). Assim, esse antimicrobiano amplamente utilizado
em humanos ficou ameagado pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia.
De fato, o fenbmeno caracterizado pela proliferagcao de bactérias multirresistentes e
pela diminuicdo de antimicrobianos efetivos conduziu o planeta a uma crise de
saude global que pode levar ao retorno de uma era pré-antibioticos, onde pequenos
infeccbes podem levar a grandes catastrofes (LOW et al., 2021).

A relacdo entre a microbiota e a resisténcia a antimicrobianos se torna, cada
vez mais, um maior alvo de estudos, pois se trata de uma questdo multifatorial
envolvendo interacbes complexas entre o ambiente, humanos, animais e plantas.
Busca-se entender melhor como a atividade humana e as praticas da agropecuaria
podem atingir e influenciar na transferéncia de genes de resisténcia a antibiéticos e
nas relacdes entre os diversos sistemas citados, bem como afetar o resistoma
encontrado no ambiente. Da mesma forma, aplica-se o0 mesmo raciocinio em
relagdo a quanto os genes de resisténcia ambientais podem implicar em prejuizos
na saude humana (TYRELL et al., 2019).

Entende-se por resistoma qualquer conjunto de genes responsavel por
conferir resisténcia aos antimicrobianos, antissépticos e metais pesados em um
dado ecossistema microbiano (HO et al., 2019).

Ainda é incerto o mecanismo de como ocorre a transferéncia de elementos
que conferem resisténcia entre diversos sistemas (humanos, animais, ambiente,
etc.). A literatura indica a possibilidade de ocorrer tal contaminagao através de dois
meios: o contato direto e por meio indireto. O contato direto pode ser exemplificado
por profissionais que trabalham na agropecuaria e que lidam com criagdo de
animais frequentemente. O contato com fluidos como fezes, sangue e urina gerados
por esses animais pode levar a disseminacdo de bactérias resistentes e,
consequentemente, genes de resisténcia aos antimicrobianos. Quanto ao contato
indireto, podem ser citados os casos de contaminagao através do consumo de
alimentos contendo esses microrganismos. Muitos trabalhos cientificos ja
demonstraram que carnes e seus produtos derivados contaminados podem ser a

causa de ocorréncias de infecgdes em humanos, pois sabe-se que 0s animais séao
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um grande reservatorio de bactérias resistentes a antibidticos. Logo, ha
preocupagao que ocorra, através de transferéncia génica horizontal, a integracao
desses elementos que conferem resisténcia e que possuem relevancia clinica no
microbioma humano (HO et al., 2019).

A incerteza sobre como circulam genes de resisténcia e bactérias resistentes
faz com que os cientistas busquem maiores respostas quanto aos maiores
facilitadores da transmissao desses fatores. Estudos ja indicam que a reutilizacao
das camas dos animais na agropecuaria pode ser uma pratica que implica na maior
dispersao desses elementos de resisténcia, podendo fazer com que animais nao
colonizados por essas bactérias resistentes sejam contaminados pelos colonizados.
Além disso, as praticas modernas da agropecuaria como o confinamento dos
animais nas granjas contribui em grande escala com a disseminagao de resisténcia
(TYRRELL et al., 2019).

Vem sendo estudado, também, o papel do uso do chorume e do estrume na
producao agricola em relagdo ao fluxo de genes resisténcia entre humanos,
animais, plantas, ambientes aquaticos e terrestres. Trabalhos mostraram que cerca
de 58% dos antibitticos utilizados na medicina veterinaria chegam ao ambiente,
transferindo-se a maioria para o solo. O estrume, por exemplo, ja é visualizado com
um importante reservatério de genes de resisténcia e, principalmente, se refere
aquele nao tratado (TYRELL et al., 2019). Os antibi6ticos possuem a capacidade
de, no TGI dos animais, gerar um ambiente seletivo, favorecendo o
desenvolvimento e proliferagdo de microrganismos resistentes. Sendo assim, esse
cenario acaba propiciando a contaminagao do solo através do uso do estrume na
producao agricola. O estrume, muitas vezes, possui alguns contaminantes como
metais pesados, que atuam como promotores de crescimento bacteriano e que
aumentam ainda mais a seletividade de bactérias resistentes (YAZDANKHAH; RUDI
BERNHOFT, 2014; PATEL et al., 2020).

Analisando a rota do antimicrobiano desde a administragcdo a um animal e
pela aplicagdo do estrume gerado na produgao agricola, até o consumo de plantas
por um ser humano, seria possivel estabelecer a disseminacdo dos ARG
(THANNER; DRISSNER; WALSH, 2016). O antibiético consumido pelos animais &

metabolizado ao longo do TGl por meio da atividade hepatica e pela acdo dos
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microrganismos presentes por todo o intestino. Assim, ao final do TGl obtém-se
tanto moléculas antibiéticas sem qualquer alteragdo, quanto aquelas que sofreram
modificagdes estruturais a ponto de perder parte de sua capacidade antimicrobiana.
Por conseguinte, a geragcao de estrume contaminado leva a consequéncias severas
pelo seu uso no cultivo agricola. A aplicagdo do adubo acarreta na propagacao de
contaminantes para as plantas uma vez que os farmacos sdo absorvidos do solo e
conduzidos para os mais diversos tecidos vegetais. Considerando que, muitas
vezes, os humanos consomem boa parte das plantas ainda na sua forma crua, as
pessoas podem se contaminar através da alimentagdo. Vale ressaltar que a
presenca dos antimicrobianos e seus derivados em todas as etapas favorece o
estabelecimento de um ambiente seletivo para microrganismos resistentes (TYRELL
et al., 2019).

Outra questdo que deve ser considerada € a contaminagdo das aguas
superficiais decorrente do fenbmeno de lixiviagdo pelas aguas subterréneas, ou até
mesmo pelo escoamento de terras agricolas (TYRELL et al., 2019). De fato,
ambientes aquaticos sdo considerados importantes reservatorios de MRA. O
tratamento inadequado e auséncia de saneamento basico em sistemas hidricos sado
facilitadores da proliferacdo de diversos microrganismos resistentes (ALVES et al.,
2020).

1.5.1 Cenario Santa Catarina - Suinos

A atividade suinicola catarinense se mostra predominante nas atividades
agropecuarias em Santa Catarina e no Brasil (Figura 5). Em relagdo ao mercado
externo, a producao de suinos catarinense respondeu em 2018 por cerca de 50%
das exportagbes nacionais. Além disso, 17,7% do VPB da agropecuaria catarinense
€ proveniente da produgdo da carne suina. Por isso, a suinocultura de Santa
Catarina encontra-se como lider no cenario nacional. Essa atividade, estabelecida
no territorio estadual desde meados do século XIX devido a colonizagdo de origem
europeia na mesorregiao Oeste Catarinense, foi responsavel por 78,3% da
producéo em Santa Catarina em 2018 (GIEHL; MONDARDO, 2019).
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Pouco se tem sobre dados de uso de antimicrobianos na criagdo de suinos.
Estatisticas relativas a administracdo de antimicrobianos para porcos nos EUA
apontou a prevaléncia do método oral via alimentagdo ou agua. Além disso,
algumas moléculas se destacam pela suas altas taxas de uso como os
beta-lactamicos (45 mg/kg de massa viva comercializada), macrolideos (12 mg/kg
de massa viva comercializada) e tetraciclinas (110 mg/kg de massa viva
comercializada) somente em 2017 (DAVIES; SINGER, 2020).

Figura 5. Producao de suinos em Santa Catarina (2014 - 2019)

Caxias do Sul

Heatmap indicando a densidade populacional de suinos e divisas municipais em SC.
Fonte: IMA-SC, granjas em operacao licenciadas entre 2014 e 2019

Autor: Rodrigo S. Nicoloso, Embrapa Suinos e Aves

1.5.2 Cenario Santa Catarina - Aves

Santa Catarina apresenta um cenario de lideranga quanto a producédo de
aves (Figura 6). A Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (Epagri, 2020) aponta que a produgao de frango € a principal atividade
agropecuaria do Estado. Em ambito nacional, Santa Catarina também apresenta

posicdo de destaque sendo o segundo maior produtor do Brasil. Cerca de 19,59%
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do Valor Bruto da Produgédo (VBP) agropecuario estadual é representado pela
producdo de carne de frango (R$ 6,05 bilhdes). Referente ao mercado externo, em
2019, Santa Catarina exportou cerca de 1,27 milhdo de toneladas, o que
representou um faturamento de 31,66% da receita nacional referente a esse produto
(GIEHL; MONDARDO, 2020).

Figura 6. Producao de aves em Santa Catarina (2014 - 2019)

Heatmap indicando a densidade populacional de aves e divisas municipais em SC.

Fonte: IMA-SC, granjas em operacao licenciadas entre 2014 e 2019.

Autor: Rodrigo S. Nicoloso, Embrapa Suinos e Aves.

Apesar da producdo de aves se estender por todo o territério catarinense, a
mesorregidao do Oeste Catarinense € responsavel por conter uma grande
concentragao dessa industria. Aproximadamente 80% da produgao avicola de Santa
Catarina provém do Oeste Catarinense, regidao reconhecida por ser o bergo da
industria moderna de avicultura (GIEHL; MONDARDO, 2020).

Os dados e registros disponiveis acerca do uso de antimicrobianos nesta

atividade em Santa Catarina é muito escasso. Estatisticas dos EUA entre os anos
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de 2013 e 2017 mostram o uso de antimicrobianos em granjas de aves em seu
territério nacional. Altas quantidade de antimicrobianos como penicilinas (18.000
kg), tetraciclinas (10.000 kg), bacitracinas (5.000 kg) e sulfonamidas (2.000 kg)
foram administrados em agua para as aves durante o ano de 2017 (SINGER et al.,
2020).

1.6 Contexto hospitalar

O ambiente hospitalar encontra-se na rede principal de disseminagao de
genes de resisténcia aos antimicrobianos (ROBAKOWSKA et al., 2021). Entretanto,
o0 entendimento sobre a ecologia microbiana desse ambiente se mantém
desconhecido, tornando alvo de muitos estudos epidemiolégicos e microbiolégicos
(CHNG et al., 2020). Assim como ha a dispersao de patdégenos e genes de
resisténcia através dos contatos entre humanos, as superficies também sao
grandes reservatérios de microrganismos e, consequentemente, genes de
resisténcia aos antimicrobianos. Estima-se que ao menos 50% das superficies dos
quartos dos hospitais ndo sao adequadamente desinfectadas e limpas quando
utilizados germicidas quimicos (CASELLI et al., 2016). Apesar dos esforgos
levantados acerca da prevencdo da aquisicdo de infecgdes hospitalares, muitas
abordagens sdo baseadas no uso de reagentes quimicos que reduzem
efetivamente a presengca de patdégenos, porém nao impedem sua reincidéncia
(CHNG et al., 2020; CASELLI et al., 2016).

O processo de urbanizagédo fez com que o ser humano passasse, ao longo
dos anos, cada vez mais dentro de espagos fechados (até 90% do tempo).
Inclusive, proporcionou novos tipos de configuragbes microbianas encontradas nas
nossas casas e espagos de trabalho, por exemplo (MORA et al., 2016). Os
hospitais, por se tratarem de ambientes fechados, sédo facilitadores na dispersao
dos genes de resisténcia a antimicrobianos. O conhecimento sobre a dindmica de
circulagdo de MRA e ARG ainda é escasso, porém alguns pesquisadores revelam
que as rotas principais de transmissdo ocorrem através das roupas da equipe de

saude, estetoscopios, telefones, teclados, entre outros (LAX; GILBERT, 2015; LI et
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al., 2021). O proprio ar que circula nos hospitais pode ser um agente
importantissimo na circulagdo desses microrganismos uma vez que O0S
equipamentos de ar-condicionado acumulam ao longo do tempo diversos patégenos
e, consequentemente, genes de resisténcia a antimicrobianos (LI et al., 2021).

O impacto das atitudes e atividades antropogénicas no resistoma vem sendo
muito estudado, principalmente sobre o papel dos efluentes na disseminagao dos
ARG. Antimicrobianos conseguem chegar ao ambiente, muitas vezes através dos
rejeitos hospitalares (O’ NEILL, 2016). Estudos indicam que efluentes oriundos de
locais de uso de antimicrobianos e que desembocam em rios atuam fortemente na
dispersdo dos ARG (VERLICCHI, 2020). Nao bastando, esses genes encontram-se
em maior abundancia em relacdo a uma posi¢cao a montante da desembocadura do
efluente. Assim é possivel entender melhor a importancia clinica e ambiental da
liberacao de efluentes hospitalares (ROWE et al., 2017).

As atitudes necessarias para conter a disseminacdo de MRA e ARG sdo bem
estabelecidas, principalmente para postos de saude e hospitais. Tendo como
principio a prevengéo, os protocolos essenciais e recomendados se baseiam na
higienizacdo apropriada das maos especialmente da equipe médica e de
enfermagem. Além disso, a limpeza adequada dos equipamentos e acessorios
necessarios durante o atendimento médico sdo essenciais para evitar maior
dispersdo de MRA. Nao obstante, ja s&o reportados casos de resisténcia a diversos
agentes utilizados na sanitizagao de superficies e ambientes como o digluconato de
clorexidina (KAMPF, 2016). Em contrapartida, muitas vezes programas de
prevencao e controle de infeccbes sao vistos unicamente como um custo, sem
ponderar os beneficios e melhores resultados fornecidos aos pacientes (O’ NEILL,
2016).

Em Santa Catarina, tem-se como uma grande referéncia em saude e
medicina o Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago
(HU-UFSC-EBSERH). Trata-se de um hospital de nivel 3 em acreditagao hospitalar
e conta com 200 leitos. Além disso, atua como uma instituicdo Federal,
compreendendo um grande centro de assisténcia médica e de pesquisa cientifica. O
HU-UFSC-EBSERH possui estrutura capaz de receber individuos de diversas

regides do estado e do pais e os servigos oferecidos ndo possuem custos para a
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populacdo. Em relagdo ao uso de antimicrobianos no HU-UFSC-EBSERH, a
primeira Comissdo de Controle de Infec¢ao Hospitalar (CCIH) formalizou-se em
1985. Em 1992 foi criado um o6rgdo executor (Servigo de Controle de Infecgéo
Hospitalar, SCIH) das agdes idealizadas pela Comissdo. O setor é responsavel por
realizar capacitacdes, orientar e distribuir informativos para os funcionarios do
hospital, buscando a reducédo das taxas de infecgdes nosocomiais, com grande
enfoque nas bactérias multirresistentes. Além disso, o setor atua com programas de
vigilancia visando a detecg¢ao de surtos que possam estar acometendo os pacientes

e funcionarios (http://www.hu.ufsc.br/setores/ccih/)

1.7 Relevancia global dos MRA e os esforgos internacionais para seu

controle

Em relacdo a problematica da dispersdo dos MRA em diversos ambientes,
um relatorio presidido por Jim O’Neill (2016) traz diversas propostas para o combate
as infecgdes causadas por MRA no mundo. O trabalho busca trazer, além da visao
cientifica e sanitaria, a perspectiva econbmica em relagcdo as consequéncias
acarretadas pela transmissdo de MRA. Quanto as sugestbes para o controle das
infeccbes, podem-se citar a consciéncia publica, saneamento e higiene, rapido
diagnostico, fundos globais de inovacgéo, entre outros.

Estima-se que, atualmente, as mortes relacionadas aos MRA anuais estao
em cerca de 700.000. Comparativamente, nado ultrapassa valores relativos a
acidentes de transito (1,2 milhdes) ou diabetes (1,5 milhdes) e fica longe do numero
de mortes causadas por cancer (8,2 milhdes). Porém, a perspectiva que se tem em
relacdo a esses dados preocupa tendo em vista que, para 2050, estima-se que o
numero de mortes relacionadas aos MRA alcance os 10 milhdes (Figura 7). Sua
concretizagdo depende de como a sociedade pretende agir em relagdao ao uso de
antimicrobianos, higienizagédo e outros fatores relativos a dispersdo dos MRA. Além
disso, o cenario previsto representa uma morte a cada 3 segundos em virtude do

aumento da incidéncia dos MRA. Do ponto de vista econémico, estima-se um custo
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global de 100 trilhdes de dolares relacionado ao aumento de demanda hospitalar e
gastos da area da saude (O’NEILL, 2016).

Paises como a Dinamarca baniram o uso de antimicrobianos como a
avoparcina em animais desde 1995. Assim, em cinco anos ja foram observadas
reducdes significativas na deteccdo de Enterococcus faecium resistente a
vancomicina entre aves e suinos de 72,7% e 20,0% para 5,8% e 6,0%,

respectivamente (LIM et al., 2018).

Figura 7. Dados anuais das mortes atribuidas aos MRA
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Infografico representando o nimero estimado de mortes anuais no mundo por diversas causas. A
imagem também traz a estimativa dada para o nimero de mortes causada por microrganismos

resistentes aos antimicrobianos em 2050. Fonte: O'Neill, 2016

De forma geral, esforgos globais no combate aos MRA estdo sendo feitos por
diversos orgdos como o National Antimicrobial Resistance Monitoring System for

Enteric Bacteria (NARMS - EUA) e o European Antimicrobial Resistance
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Surveillance Network (EARS-Net) na busca por informagdes relacionadas ao
consumo e resisténcia aos antimicrobianos (GRUNDMANN et al.,, 2011). Além
disso, a Food and Agriculture Organization (FAO) e a World Organisation for Animal
Health (OIE) e a World Health Organization (WHQ) atuam buscando o controle do
uso de antimicrobianos em animais (MARON; SMITH; NACHMAN, 2013; XIONG;
SUN; ZENG, 2018). A Fundacéo Bill e Melinda Gates
(https://www.gatesfoundation.org/) € responsavel por financiar diversos trabalhos
relacionados ao estudo da resisténcia aos antimicrobianos em diversos aspectos ao
redor do mundo. O projeto-chapéu, do qual este trabalho faz parte, foi selecionado
para financiamento no edital Grand Challenges Explorations - Brazil - New
Approaches to characterize the global burden of antimicrobial resistance da

Fundacao Gates.

1.8 MinlON como técnica para detecgao de genes de resisténcia

Na pratica clinica as técnicas e suas aplicagdes evoluem e sao otimizadas
constantemente. A deteccdo de microrganismos através do cultivo microbiolégico
ainda é considerado padrdo ouro dentre diversas técnicas com aplicagdes
semelhantes. Entretanto, demanda tempo, material e limita-se a detecgdo de
microrganismos cultivaveis. A identificacdo taxonémica, a montagem de genomas e
a possibilidade de analises de mutagdes, por exemplo, se fazem cada vez mais
necessarias. Dessa forma, da-se espaco as técnicas de sequenciamento de DNA,
mais precisamente ao sequenciamento de nova geragdo (NGS, do inglés
Next-Generation Sequencing; ZHU et al., 2020).

Em 2014, a empresa Oxford Nanopore Technologies langou 0 MinlON, um
sequenciador de pequeno porte capaz de sequenciar fragmentos de DNA com
cerca de centenas de milhares de pares de bases. Ao ser inserida no mercado, a
tecnologia apresentou diversas vantagens: desde sua portabilidade, possibilitando
analises em campo até sua versatilidade, permitindo estudos gendmicos,
metagendmicos, transcriptdmicos, entre outros. Apesar das diversas possibilidades

de inovagbes proporcionadas pela nova tecnologia, ela apresenta acuracia inferior
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(85% - 90%) aquelas apresentadas por sequenciadores convencionais (99,999%,
sequenciamento de Sanger; 99,92%, lllumina). Em virtude do seu tamanho e peso
reduzido (105 mm x 33 mm x 23 mm e 90 g) e o seu baixo custo de insumos, o
aparelho torna-se atrativo para pesquisas na area gendmica e metagendmica
(LAMB et al., 2020; LU; GIORDANO; NING, 2016).

O sequenciamento baseado em nanoporos tem sido muito adotado em
estudos relacionados com a resisténcia aos antimicrobianos devido a sua
capacidade em montar genomas, estruturas plasmidiais e a prépria detecgdo de
gene de resisténcia em contextos diagnosticos (LEMON et al., 2017). Além disso, &
reconhecida a importancia do sequenciamento por nanoporos utilizando long-reads,
o qual permite a identificagdo e caracterizagédo de estruturas génicas com mais de
um gene de resisténcia e as regides nucleotidicas flanqueadoras. Essas
configuragdes facilitam, além da montagem, o entendimento acerca do hospedeiro

que porta consigo esses elementos génicos (KAMATHEWATTA et al., 2019).

2 JUSTIFICATIVA

O cenario catarinense em relagdo a produgdo animal apresenta grande
importancia social, econbmica, ambiental e sanitaria no ambito estadual e nacional.
O uso de antimicrobianos nesses ambientes, bem como em unidades de saude tem
grande impacto no contexto de Saude Unica. Além disso, a dinamica de circulacdo
dos ARG sao grandes ameacas ao arsenal farmacoterapéutico que a sociedade usa
no dia a dia para tratar diversas infeccbes. Tendo em vista a importancia dos
ambientes hospitalares e de criagdo animal para a geracéo e dispersao de ARG, é
essencial o melhor entendimento e elucidacdo da dindmica de circulacdo dos ARG
no Estado de Santa Catarina, sendo esse o principal objetivo do projeto-chapéu no
qual este trabalho esta inserido. Buscando, além disso, o desenvolvimento de novas
estratégias para combater o aumento e disseminagcdo dos MRA e ARG. Em
consequéncia, fica evidenciada a importancia de caracterizar o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos dos focos principais relacionados ao uso desses farmacos no

estado de Santa Catarina.
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3 HIPOTESE

Existe um conjunto de genes de resisténcia aos antimicrobianos comum
presente em granjas de criagdo animal do oeste catarinense, transportes de

pacientes e pacientes internados no HU-UFSC-EBSERH.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar o resistoma do Estado de Santa Catarina através do estudo de

amostras de granjas, pacientes e veiculos de transporte de pacientes.

4.2 Objetivos Especificos

1) Determinar o resistoma bacteriano proveniente das amostras coletadas
utilizando sequenciamento de nova geragao por metagenémica;

2) Avaliar parametros de diversidade e similaridade/distancia dos resistomas a
nivel de classe de antimicrobiano e mecanismo de resisténcia;

3) Avaliar o uso de sequenciamento por nanoporos para identificagdo de genes
de resisténcia visando seu potencial como método de vigilancia e controle de

infecgdes;

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostras

O presente projeto definiu a coleta de amostras de diversos locais que
tenham uso importante de antimicrobianos e ainda pudessem informar a respeito da
circulacdo dos MRA entre os locais analisados. Assim, foram definidos trés nucleos

principais: a) nucleo de granjas de produgao animal do oeste catarinense; b) nucleo
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de pacientes atendidos no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao
Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC-EBSERH) e
provenientes da regido de localizagdo das granjas; e c) nucleo de transportes que
conduzem os pacientes dos municipios do oeste catarinense ao
HU-UFSC-EBSERH (Figura 8A).

Figura 8. Amostragem e fluxograma da metodologia empregada
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coleta de amostras (topo), as duas diferentes abordagens aplicadas as amostras (centro) e o
resultado obtido de cada técnica (base), B. Imagem gerada através da ferramenta BioRender.

Fonte: Préprio autor.
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5.2 Nucleo de Granjas

5.2.1 Coleta e Armazenamento de Amostras

As amostras provenientes das granjas foram coletadas em localidades de
criagcdo de suinos ou de aves do oeste catarinense, local de intensa producgao
industrial de produtos desses animais no Estado. As diferentes amostras de granjas
de suinos trabalham com animais de corte empregando diferentes sistemas de
produgao: granjas convencionais (GSC) que fazem uso de antimicrobianos de modo
profilatico, granjas convencionais que n&o utilizam antimicrobianos (GSNA) como
profilaxia e granjas de agricultura familiar (GSAF) que também n&o utilizam
antimicrobianos. Os aviarios participantes da pesquisa trabalhavam somente com
aves de corte fazendo uso ou ndo de antimicrobianos, diferenciando-se por dois
diferentes sistemas de produgao: granjas convencionais (GAC) que fazem uso de
antimicrobianos e granjas de agricultura familiar (GAAF) que nédo fazem uso de
antimicrobianos. Foram utilizados tubos Falcon de 50 mL para auxiliar na coleta,
transporte e armazenamento dos dejetos de suinos e das camas de aviarios. Foi
adicionado volume suficiente de DNA Shield (Zymo Research, Estados Unidos) até
a total submersdo da amostra e, entdo, foram mantidas em geladeira a 4 °C até seu
processamento. Para cada granja foram realizadas duas coletas em dois momentos
distintos (os codigos das amostras receberam “C1” ou “C2” de acordo com a coleta).
As GSAF passaram por uma limpeza no local de criagao dos animais entre as duas
coletas constituida por uma raspagem com pas das superficies e lavagem com
agua coletada da chuva. Somente para este grupo, a segunda coleta (C2) refere-se
ao momento pos limpeza. Foram coletados dados de numero médio de animais nas
unidades, numero de lotes, fonte de agua da propriedade, sistema de tratamento de

dejetos aplicado na granja.
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5.3 Nucleo de Transportes

5.3.1 Coleta e Armazenamento de Amostras

O nucleo de transportes foi composto por swabs flocados de superficie
constituidos por material de fibras curtas perpendiculares de Nylon® (Copan, Italia).
Os swabs foram umedecidos com solugao salina 0,9% estéril previamente ao
momento da coleta. As coletas foram realizadas através de dez passagens de cada
lado da ponta do swab no volante, encostos de assentos e apoio para entrar no
veiculo - “holder”. As amostras relacionadas aos encostos foram realizadas em
duplicata em razdo do grande numero de assentos nos veiculos. O material entdo
foi direcionado ao laboratério MIMA para armazenamento a -20 °C até o seu

processamento.

5.4 Nucleo de Pacientes

5.4.1 Recrutamento de pacientes

Foi desenvolvido um sistema interno junto ao HU-UFSC-EBSERH para que
fosse possivel a triagem dos pacientes de maneira integrada com todos os setores
de internacdo do hospital. O sistema contou com o elenco de pacientes internados
atualizado em tempo real e ordenado de acordo com suas cidades de origem. De
acordo com os objetivos da pesquisa, buscaram-se pacientes que fossem
provenientes de qualquer municipio pertencente a mesorregidao do Oeste
Catarinense, regido de localizacdo das granjas de produgédo animal. Diariamente
esse sistema foi consultado para que, a partir da triagem, os pacientes que se
encaixavam nos critérios de origem fossem convidados a participar da pesquisa.

Foram entrevistados todos os pacientes triados, explicitando os pontos
envolvidos em relacdo a sua possivel participacao na pesquisa. Foi dado a cada
paciente um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; Apéndice A) para
leitura que continha todos os objetivos assim como foram proporcionados todos os
esclarecimentos quanto ao trabalho cientifico. Em casos de pacientes analfabetos, o

TCLE era lido juntamente com o individuo a fim de que houvesse total compreenséo
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da importéancia do estudo e das consequéncias de sua eventual participagdo. A
partir do consentimento do paciente, iniciou-se a etapa seguinte: a coleta das
amostras.

Foram coletados dados clinicos dos pacientes como idade, sexo, motivo da
internagdo, procedimentos realizados e wuso de antimicrobianos para
complementacado de dados do estudo. Outras informag¢dées como culturas positivas

detectadas por exames de rotina hospitalar também foram avaliadas.

5.4.2 Coleta e Armazenamento de Amostras

Foram coletadas amostras de fezes e swab nasal no momento da internagao
(com limite de 72 h a partir do momento da entrada do paciente no hospital) e no
momento da alta. Caso houvesse o impedimento da coleta de fezes, era proposto
ao paciente a possibilidade de realizar, alternativamente, a coleta de swab retal.
Todas as coletas foram realizadas com o auxilio de um médico ou enfermeiro do
Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar (SCIH) e participantes do projeto de

pesquisa.

5.4.3 Swabs

Os swabs, independente se nasal ou retal, possuiam as mesmas
especificagdes citadas no item 5.3.1. Os swabs nasais possuiam hastes mais finas
e maleaveis para melhor execu¢cdo da coleta. Os swabs retais, de outra forma,
possuiam hastes mais espessas e rigidas para facilitar a introdugdo no local de
coleta.

O procedimento de coleta da secrecao nasal iniciou-se com a introdugéo do
swab na cavidade nasal. Em seguida, realizaram-se dez movimentos circulares
suaves. A coleta anorretal foi realizada a partir da introdugao do swab alcangando o
reto. Em seguida, foram feitos dez movimentos circulares e a amostra foi
encaminhada ao laboratério. As amostras de swabs foram congeladas em freezer

-20 °C até o seu processamento.
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5.4.4 Amostras de fezes

As amostras de fezes foram coletadas pelos pacientes em frascos plasticos
estéreis grandes tendo sido previamente instruidos para a coleta de forma efetiva e
sem contaminacdo de outros elementos. Posteriormente, em laboratério, as
amostras foram transferidas para frascos estéreis menores, e mantidas em
geladeira a 4 °C até o momento do seu processamento. Apos o processamento das
fezes, o restante das amostras foi direcionado ao congelamento em freezer - 20 °C
para armazenamento. As amostras de fezes foram direcionadas tanto para analises

de biologia molecular e sequenciamento.

5.4.5 Codificacao das amostras de pacientes

Para facilitar o entendimento do trabalho e identificacdo no momento de
manipulagdo das amostras, foi desenvolvido um cdédigo referente as informagdes
das amostras de pacientes. O cddigo inicia com o numero relativo a ordem na qual
os pacientes foram recrutados. Assim, o primeiro paciente recrutado recebeu, em
todas as amostras, o numero 1 (um) no inicio do cédigo. Em seguida, o segundo
carater refere-se ao momento da coleta: caso ela tenha sido coletada no momento

da internacado hospitalar recebera um ou, se for na alta, tera um “a”. Por fim,
indica-se o sitio de coleta da amostra. Para isso utiliza-se “f” para amostras fecais,
“n” para coleta de swab nasal e “r’ para swab retal. O codigo “4ar”, por exemplo,
indica uma amostra do quarto paciente recrutado, no momento da alta hospitalar e

de swab retal.

5.5 Analises de metagenémica

Para a identificacdo das espécies e obtengdo do resistoma encontrado nas
comunidades microbianas das amostras, foi realizado a extracdo do DNA e seu
respectivo sequenciamento. Ultilizou-se o dispositivo minlON (Oxford Nanopore
Technologies), uma tecnologia baseada no sequenciamento de acidos nucleicos por

nanoporos.
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5.5.1 Extracao de DNA

Cada tipo de amostra foi submetido a um protocolo de extracdo de DNA
distinto, e para todas as amostras de swabs e fezes foram utilizados kits comerciais,

citados a seguir.

5.5.1.1 Extracdao de DNA de amostras obtidas por swabs

Para a obtencdo do DNA total dos swabs flocados, fez-se uso do kit
comercial ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Estados Unidos)
conforme as recomendagbes do fabricante. Para tanto, os swabs foram
descongelados e acondicionados em microtubos denominados ZR BashingBead™
Lysis Tubes contendo 750 uL de solu¢do ZymoBIOMICS™ Lysis Solution. As
amostras foram colocadas em um bead beater para homogeneiza-las
eficientemente sob velocidade maxima durante 5 min. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 10.000 x g por 1 min. Apds essa etapa, iniciou-se a etapa de
colunas de purificagado Zymo-Spin™ IlI-F Filtercom 400 uL do sobrenadante obtido
anteriormente acondicionadas em tubos coletores (Collection Tube) e, entdo,
centrifugados a 8.000 x g por 1 min. As colunas utilizadas foram descartadas e
foram adicionados 1.200 uL do tampao de ligagcdo ZymoBIOMICS™ DNA Binding
Buffer aos filtrados dos tubos. As solug¢des foram agitadas e, em seguida, 800 uL da
mistura foram transferidas para coluna Zymo-Spin™ [ICR Column com um novo
tubo coletor. Os microtubos foram centrifugados a 10.000 x g por 1 min.
Descartou-se o filtrado e repetiu-se a etapa anterior com o restante de amostra.
Apos a centrifugagcdo, foram adicionados 400 uL do tampdo de lavagem
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 1 a ultima coluna utilizada em um novo tubo
coletor. O microtubo foi centrifugado por 1 min a 10.000 x g e foi descartado o
filtrado. Posteriormente, na mesma coluna, foram colocados 700 uL do tampao de
lavagem ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 e, novamente, centrifugou-se as
amostras durante 1 min a 10.000 x g. Descartou-se o filtrado e foram adicionados
mais 200 uL do tampdo de lavagem ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 as
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colunas. As amostras foram mais uma vez centrifugadas a 10.000 x g por 1 min e a
coluna foi transferida para um microtubo novo de 1,5 mL. Foram adicionados 50 uL
de agua livre de DNase/RNase (ZymoBIOMICS™ DNase/RNase Free Water)
diretamente na matriz da coluna e foi incubado por 1 min. Para a eluicdo do DNA,
os tubos foram centrifugados por 1 min a 10.000 x g. O DNA ainda foi tratado em
uma ultima coluna preparada no momento do uso. Para tanto, foram utilizados 600
uL de uma solugdo de preparagao (ZymoBIOMICS™ HRC Prep Solution) em uma
coluna Zymo-Spin™ [lI-HRC Filter em um novo tubo coletor. A coluna em
preparagao foi centrifugada por 3 min a 8.000 x g. Com a coluna pronta, o volume
total de DNA eluido anteriormente foi transferido para a coluna acondicionada em
um novo microtubo de 1,5 mL. Por fim, a amostra foi centrifugada a 15.100 x g por 3
min. O DNA foi armazenado em geladeira a 4 °C por no minimo 24 h apés o fim do

processo de extracao para posterior quantificagao.

5.5.1.2 Extracao de DNA de amostras de fezes

As amostras de fezes foram submetidas ao processo de extragdo de DNA
através do kit comercial Quick-DNA™ HMW MagBead Kit (Zymo Reasearch,
Estados Unidos) seguindo as recomendacdes do fabricante. O protocolo € baseado
em duas grandes etapas: a preparagao e a purificagdo. Todos os passos foram
executados a temperatura ambiente. Inicialmente, foi preparada a proteinase K
adicionando 1.140 uL do tampao de estocagem em cada tubo de Proteinase K (20
mg) anterior ao seu uso (concentracdo final de 20 mg/mL). Os tubos preparados
foram armazenados a -20 °C até o seu uso. Para o inicio do protocolo,
primeiramente, parte do material coletado foi amostrado em microtubos. Foram
adicionados 200 uL de DNA Shield na amostra, agitada e incubada por 5 min em
um rotor de tubos (HulaMixer - Thermo Fischer Scientific). Em seguida, para a fase
de lise microbiana, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 1 min, e entéo
0 sobrenadante (aproximadamente 180 ulL) foi transferido para um novo tubo e
reservou-se tanto o sedimento quanto o sobrenadante. Foram adicionados 100 uL
de PBS ao sedimento e a mistura foi ressuspendida. Os tubos foram centrifugados a

5.000 x g durante 1 min e uniu-se o sobrenadante resultante aquele ja reservado
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(volume total de aproximadamente 280 ulL). Foi adicionado um volume de 1 mL de
PBS ao sedimento e, novamente, ressuspendeu-se a mistura. O tubo foi
centrifugado novamente utilizando o0s mesmos parédmetros anteriores e
descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se no sedimento 100 uL de tamp&o TE
(Tris-HCI e EDTA) e, também, 25 uL de lisozima (100 mg/mL), misturando bem e
incubando a solugdo por 30 min a 37 °C em banho seco. Apds, misturou-se o
sobrenadante anteriormente reservado e a amostra recém digerida. Adicionou-se 20
uL de SDS 10% e 10 uL de proteinase K ao tubo e agitou-se rapidamente. Os
tubos foram dispostos em banho seco a 55 °C por 10 min e, ao fim da incubacéo, as
amostras foram centrifugadas a 5.000 g por 1 min e os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos. Para finalizar a parte de preparagédo, foram
adicionados 800 uL do tampao Quick-DNA™ MagBinding e misturou-se bem.

Para a etapa de purificagédo, foram adicionados 33 uL de MagBinding Beads
em cada amostra e a mistura foi agitada por pipetagem por 5 vezes. As amostras
foram colocadas em um rotor HulaMixer para agitagao durante 5 min e, em seguida,
os microtubos foram posicionados na estante magnética e foram mantidos até a
separacao total das beads da solugcdo. Apds, removeu-se 0 sobrenadante, sendo
entdo descartado. A partir disso, todos os tubos foram removidos da estante
magnética e foram adicionados 500 uL do tampéo Quick-DNA™ MagBinding Buffer.
A solugao foi novamente misturada com o auxilio da micropipeta e foi submetida a
agitacdo em HulaMixer por 5 min. As amostras foram colocadas na estante
magnética para separagdo das beads e, apdés a completa separagdo, o
sobrenadante foi descartado e os tubos foram retirados da estante magnética.
Foram adicionados 500 uL do tampao DNA Pre-Wash Buffer, as beads foram
ressuspendidas através de pipetagem e as amostras foram depositadas na estante
magnética até a total separagdo das beads para que fosse descartado o
sobrenadante. Os tubos, ja fora da estante magnética, foram acrescidos de 900 uL
do tampédo de lavagem g-DNA Wash Buffer e a solugao foi ressuspendida por
pipetagem. Todo o liquido foi transferido para um novo microtubo e as amostras
foram posicionadas na estante magnética. O sobrenadante foi descartado e os
ultimos passos para lavagem foram realizados novamente. Apdés a segunda

lavagem, as amostras foram colocadas em estufa a 35 °C (x 2 °C) para secagem
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por 10 min e, apos, foram adicionados 50 uL do tamp&o DNA Elution. Em seguida,
as amostras foram misturadas 20x com o auxilio de uma pipeta e incubadas por 5
min a temperatura ambiente. A amostra foi colocada na estante magnética até total
separagao das beads e o que foi eluido foi transferido para um novo tubo que foi
armazenado em geladeira por, no minimo, 24 h para posterior quantificacdo de
DNA.

5.5.1.3 Extracao de DNA de amostras de granjas

Os dejetos de animais foram submetidos ao mesmo processo de extragao de
DNA estabelecido para as amostras de fezes. Assim, utilizou-se o kit comercial
Quick-DNA™ HMW MagBead Kit (Zymo Reasearch, Estados Unidos) com base no

mesmo protocolo citado anteriormente.

5.5.2 Analise qualitativa e quantitativa dos DNA extraidos

A partir do DNA extraido, todas as amostras foram quantificadas utilizando
dois equipamentos distintos: o Qubit (Invitrogen/Thermo Fischer), baseado em

fluorimetria, e o NanoVue (BioChrom), baseado em espectrofotometria.

5.5.2.1 Analise de DNA por fluorimetria

Para a quantificagdo de DNA utilizando o Qubit® fluorometer foram seguidas
as diretrizes apontadas pelo fabricante. Foi utilizado o kit comercial Qubit™ dsDNA
BR Assay Kit. O equipamento foi calibrado com padrées S1 e S2 (Standard 1 e
Standard 2) novos preparados cada vez que se quantificava um novo conjunto de
amostras. Primeiramente, foi preparado um Mix denominado Quant-iT™ Working
Solution contendo 199 ulL do tampdo Quant-iT’™ Buffer e 1 nL da solugédo
Quant-iT™ Reagent (agente fluorescente). Para cada amostra e para cada padrao
foi preparado uma solugdo de 200 uL de Quant-iT™ Working Solution. Apos a
preparacdo do Mix comum, foi distribuido o volume unitario para microtubos

fornecidos pelo fabricante especificos para o uso no Qubit, sendo utilizado 190 uL
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de Quant-iT™ Working Solution para cada um dos padrbes e 198 ulL para cada
amostra. Em cada tubo foi adicionado 2 uL de DNA correspondente a cada amostra.
Para os padrdes, foram utilizados 10 uL de cada solugédo padréo ja fornecida pelo
kit. Em seguida, todos os tubos passaram por vortex por 2-3 segundos e, entao,
foram incubados por 2 min a temperatura ambiente. Apds, os tubos foram
colocados, um a um, no fluorbmetro para leitura e o ajuste nas configuragdes foi

feito para o calculo de concentragdo de DNA relativo ao uso de 2 uL de amostra.

5.5.2.2 Analise de DNA por espectrofotometria

Para esta analise foi empregado o aparelho NanoVue, primeiramente,
calibrou-se o branco utilizando 2 uL de agua livre de DNase/RNase ou da solugéo
DNA Elution fornecida pelos kits comerciais correspondente ao tipo de amostra a
ser quantificado. Em seguida, foram lidas todas as amostras, uma a uma, coletando
os dados de concentragdo em ng/uL e as razdes de absorbancia A260/A280 para
verificar a qualidade do DNA conforme contaminagao por lipideos ou proteinas e
A280/A230 para avaliar a contaminagdo por agentes organicos. Para a leitura,
foram utilizados 2 uL de cada amostra. Apds cada leitura, fez-se uso de um lengo

para limpeza do laser e evitar a contaminagao entre as amostras.

5.5.3 Preparagao das bibliotecas para sequenciamento

Para a preparagao das bibliotecas metagendmicas foi utilizado o kit comercial
especifico da Oxford Nanopore Technologies denominado Rapid Barcoding Kit
(SQK-RBK004) que exige um input minimo de 400 ng de gDNA de grande peso
molecular (long-reads), e cuja fragmentacdo é baseada na agdo de uma
transposase. O kit contempla 12 diferentes barcodes, permitindo o sequenciamento
simultaneo de 12 amostras, e as reads produzidas foram do tipo unidirecional (1D).
A partir dos dados obtidos das quantificacbes de cada amostra, calculou-se o
volume necessario para submeter 400 ng de DNA total ao sequenciamento. Para
normalizar os volumes, foi adicionada a quantidade suficiente de agua livre de

nucleases para obter um volume final de 7,5 uL por amostra. Foram acrescentados
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2,5 uL de Fragmentation Mix RB 1-12 (RB01-12) em cada um dos tubos, sendo
cada um dos barcodes, de 1 a 12, direcionado a amostra correspondente. Com um
volume final de 10 ulL, os tubos foram agitados manualmente e foi dado um spin em
todas as amostras. As solugbes foram incubadas em termociclador a 30 °C por 1
min e, em seguida, a 80 °C durante 1 min. Ao fim da incubagéo, as amostras foram
resfriadas em gelo e misturadas em um unico tubo de 2,0 mL, obtendo-se um pool
contendo os 12 diferentes barcodes. Foi acrescido o mesmo volume ao pool de
beads magnéticas (AMPure XP - A63881, Beckman Coulter) e a mistura foi levada
ao HulaMixer para agitacdo durante 5 min. Apds a agitacéo, foi realizado um spin e
o microtubo foi colocado na estante magnética por, aproximadamente, 2 min, o
sobrenadante descartado e o pellet lavado duas vezes com etanol 70% novo. Apos
as lavagens, foi retirado o maximo do volume do etanol 70% com o auxilio de uma
micropipeta, em seguida o tubo foi mantido aberto na estante magnética a
temperatura ambiente para total secagem do sedimento. Fora da estante
magnética, o pellet foi ressuspendido em 10 uL de tampao Tris-HCIl a 10 mM (com
NaCl a 50 mM - pH = 8,0). Novamente o tubo foi posicionado na estante magnética
para total separacdo da solugcdo contendo o DNA purificado e das beads. Foi
adicionado a biblioteca 1 uL da solugdo Rapid Adapter (RAP) e a mistura foi
incubada por 5 min a temperatura ambiente e, entdo, colocada em gelo.

Para as proximas etapas, foi necessario descongelar, agitar em vortex,
aplicar spin e colocar em gelo sequencialmente os reagentes Sequencing Buffer
(SQB) e somente um microtubo de Flush Buffer (FLB ou FB). Para o uso do
reagente Flush Tether (FLT) foi feito spin apds seu descongelamento e, em seguida,
misturado com uma micropipeta para ser colocado em gelo. Por fim, o reagente
Loading Beads (LB) foi descongelado e colocado em gelo. Apos a preparagao dos
reagentes, foram colocados 30 uL de FLT ao tubo de FLB ou FB. A solugao foi
misturada por pipetagem e iniciou-se a manipulagdo do dispositivo MinlON. Com
uma nova Flow Cell (FLO-MIN106D, R9.4.1) disposta no equipamento, sua Priming
Port foi aberta para exposicdo e retirada de liquido através do uso de uma
micropipeta. Para tanto, ajustou-se a pipeta (P1000) em 200 ulL, introduziu-se a
ponteira na abertura e lentamente o volume foi ajustado até 220-230 uL. Na mesma

abertura, foram adicionados 800 uL da solugdo de FLT com FLB ou FB lentamente
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para evitar a formagao de bolhas. Durante os 5 min de incubacéo, foi finalizada a
preparagao da biblioteca. Para tanto, os 11 uL da biblioteca purificada foram
acrescidos de 4,5 uL de agua livre de nucleases, 34 uL de SQB e 25,5 uL de LB.
Posteriormente, foi aberta a porta SpotON e foram adicionados 200 uL da mistura
entre FLT e FLB ou FB na Priming Port. Por fim, foram colocados 75 ulL da
biblioteca preparada na porta SpotON, gota a gota, com a Priming Port aberta.
Todas as portas da Flow Cell foram fechadas, inclusive a do dispositivo MinlON.
Com o equipamento conectado ao computador, antes de iniciar o
sequenciamento, fez-se a contagem de poros disponiveis na Flow Cell. Em seguida,
verificaram-se as configuragdes da corrida sendo todas mantidas em default com
excecao do tempo de corrida que foi estabelecido para ocorrer durante 24 h. Para
cada corrida foram executados dois métodos de basecalling: fast (desempenhado
pelo proprio MinlON ao fim da corrida) e o high (processado pela ferramenta offline

Guppy, v3.4.5).

5.5.4 Lavagens da Flow Cell

Para utilizar uma Flow Cell para duas corridas sequenciais, foi necessario
realizar a lavagem das mesmas, tal como recomendado pelo fabricante. Utilizou-se
o kit comercial Flow Cell Wash Kit (Oxford Nanopore Technologies). Para tanto,
retirou-se todo o tampao através da Waste Port e, com o auxilio de uma micropipeta
P1000, foi ajustado até o volume de 200 uL. Entdo, com a ponteira encaixada na
abertura da Priming Port, aumentou-se o volume até aproximadamente 220-230 uL.
Foram inseridos 150 uL da solugdo A (Wash Solution A) na Priming Port e
aguardaram-se 10 min. Na mesma abertura foram adicionados 150 uL da solucéo B
(Wash Solution B) tendo, assim, o dispositivo pronto para receber uma nova corrida.

Apos o sequenciamento, caso a Flow Cell fosse armazenada, deveria ser
realizado um procedimento distinto utilizando o mesmo kit comercial citado
anteriormente (Flow Cell Wash Kit). Inicialmente, utilizou-se uma micropipeta P1000
ajustada em 200 ul, introduziu-a na Waste Port e retirou-se todo o volume ali
contido aumentando o volume da pipeta. Na Priming Port foram adicionados 150 uL

de tampédo A (Wash Solution A) e aguardar 10 min. Na mesma abertura foram
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inseridos 500 uL do tampéao S (Storage Buffer). Por fim, foi contabilizado o numero

de poros restantes e, entdo, a Flow Cell foi armazenada.

5.5.5 Resultado do Sequenciamento

Ao final de cada sequenciamento, obtiveram-se arquivos em formato FASTQ
contendo as sequéncias geradas e pontuagbes de qualidade. Esses mesmos
arquivos foram direcionados para posteriores analises de identificagdo de genes de

resisténcia.

5.5.5.1 Analise do resistoma

Os resultados do sequenciamento foram submetidos ao fluxo de trabalho de
identificacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos disponivel na plataforma
EPI2ZME (v.2019.7.9, ONT, https://epi2me.nanoporetech.com/). Esse fluxo de
trabalho é baseado no uso das ferramentas WIMP (What’s In My Pot) e ARMA
(Antibiotic Resistance Mapping Application) para identificacdo taxonémica e de
determinantes de resisténcia. O WIMP utiliza o classificador Centrifugue para
identificacdo de microrganismos e o ARMA utiliza o banco de dados CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) o qual possui sequéncias de
genes de resisténcia aos antimicrobianos e dados de ontologia.

Inicialmente, todas as reads foram reconhecidas pelo seu respectivo barcode
e foi realizada uma verificagdo da qualidade média das reads por base. Reads com
g-score inferiores a 7 foram filtradas. Dados de controle de qualidade como
tamanho médio das reads e numero de reads analisadas foram tabulados. Amostras
com rendimento (Total Yield) inferior a 1,0 Mb foram excluidas do estudo devido a
sua baixa representatividade em termos de detecgdo de genes de resisténcia. Tal
decisdo foi tomada baseada na observacdo dos nossos proprios resultados,
correlacionando os genes de resisténcia identificados nas amostras com o
rendimento gerado pelo sequenciamento. Os dados de resistoma obtidos através do
ARMA foram exportados e analisados com base em diversas classificacdes e filtros.

O CARD foi utilizado para consulta e aprofundamento das analises. Foram levadas
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em consideragcdo informagdes relativas a classificagcdo dos antimicrobianos aos
quais os genes conferem resisténcia e estudos epidemioldgicos fornecidos pelo

banco de dados.

5.5.5.2 Analise exploratéria, estatistica e geragcao de graficos

Os dados do sequenciamento foram organizados em matrizes binarias
Amostra x Gene indicando a auséncia (0) ou a presenga (1) de cada gene nas
amostras (CHE et al., 2019). A ferramenta online Draw Venn Diagram

(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/\Venn/) foi utilizada para verificar genes

unicos e comuns entre os diferentes grupos amostrais. Os graficos e as analises
estatisticas foram gerados e realizados utilizando o programa ResistoXplorer
(DHARIWAL et al., 2021; http://www.resistoxplorer.no/). Os filtros relacionados as
contagens de genes e variancias foram configurados para nao excluir qualquer
elemento ou contagem. N&o foi realizado nenhum processo de rarefagdo e
transformagao dos dados. Os dados foram normalizados utilizando o Total Sum
Scaling (TSS) (PEREIRA et al., 2018).

A analise de composicéo do resistoma foi realizada com base nos dados de
frequéncia absoluta e percentual dos genes detectados por amostra. Foram gerados
box plots para avaliar o indice de alfa-diversidade observado. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa R 4.1 (R CORE TEAM, 2020)
através do teste de Shapiro-Wilk para acessar a normalidade dos grupos. Foram
empregados os testes de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos e teste de
Dunn para comparagdes multiplas. Para a geracdo dos dendrogramas foi
selecionada a medida de distancia Bray-Curtis Index e o algoritmo de clusterizacao
Ward. Os heatmaps foram gerados utilizando o algoritmo de clusterizagédo Ward e a
clustering distance Bray-Curtis Index. Para os graficos de PCoA (Principal
Coordinates Analysis) foram selecionados o método de distancia Bray-Curtis Index

e 0 método estatistico.
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5.6 Confirmagao da presenca de ARG clinicamente relevantes por PCR

convencional

Com o objetivo de confirmar a presenga de ARG nas amostras pela sua
relevancia clinica foram realizadas PCRs (do inglés: Reagdo em Cadeia da
Polimerase). Para os genes blacrxm.1, blactxmz, blactxms, blakec € blayoy foi
realizada PCR convencional do tipo singleplex. Ja para os genes blagy, € blagy €
os genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e mcr-5 foram analisados em duas reagdes
diferentes por PCR do tipo Multiplex. Todos os iniciadores utilizados estao indicados
na Tabela 1.

Apenas parte das amostras coletadas de granjas e pacientes foram
submetidas a repeticdo do processo de extracao de DNA e subsequente PCR.
Somente amostras de fezes de paciente e de granjas armazenadas em DNA Shield
foram utilizadas nessa etapa, ou seja, as amostras referentes a coleta 1 de suinos
convencionais (com ou sem uso de antimicrobianos), todas as amostras de granjas
de suinos de agricultura familiar (coleta 1 e 2) e somente as amostras de aves

convencionais e de agricultura familiar da coleta 1.

5.6.1 PCR convencional para os genes blacrym.1, bPlacrxmz bBlacrxwes
blaypc e blaypy

Os primers para blacxys amplificam os tipos: CTX-M-1, CTX-M-3,
CTX-M-12, CTX-M-15, CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-28, CTX-M-29, CTX-M-33,
CTX-M-42, CTX-M-52, CTX-M-54, CTX-M-55, CTX-M-60, CTX-M-62, CTX-M-66,
CTX-M-69, CTX-M-72, CTX-M-79, CTX-M-80, CTX-M-82, CTX-M-96, CTX-M-101,
CTX-M-103, CTX-M-114, CTX-M-116, CTX-M-117, CTX-M-132, CTX-M-136,
CTX-M-139, CTX-M-142, CTX-M-144, CTX-M-150, CTX-M-155, CTX-M-156,
CTX-M-157, CTX-M-162, CTX-M-163, CTX-M-164, CTX-M-167, CTX-M-170,
CTX-M-172, CTX-M-173, CTX-M-176, CTX-M-179, CTX-M-180, CTX-M-181,
CTX-M-182, CTX-M-183 e CTX-M-184.
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Tabela 1. Lista de iniciadores e tamanho dos fragmentos

Genes Sequéncias dos iniciadores Tamanho dos fragmentos Referéncias
F 5-GCAAAC TCT GCG GAATCT GAC G-3'
blacrxm-1 182 pb TARTARI, 2020
R 5-CCGCGATAT CGTTGG TGG TG-3'
F 5-GAT GGC GAC GCTACC CCT GC-3'
blacty-2 204 pb TARTARI, 2020
R 5-GCG GCC GCCATCACC TTACT-3'
F 5'-AAT CCG ATT GCC GAAAAA CAC G-3'
blacrxg 135 pb TARTARI, 2020
R 5'-AGC CGT CAC GCC TCC CG-3'
F 5-GCCGCTGGCTGGCTTTTC TG-3'
blapc 120 pb TARTARI, 2020
R 5-GCG CCT GAG CCG GTATCC AT-3'
F 5-GGTTTC GGG GCAGTC GCT TC-3'
blaypm 184 pb TARTARI, 2020
R 5-CCATAC CGC CCATCT TGT CCT G-3'
F 5-TTC CGT GTC GCC CTTATT C-3' Modificado de DALLENNE
blarey 782 pb
R 5-CCT GAC TCC CCG TCG TGTA-3' etal., 2010
F 5-GCAAAT TAAACT AAG CGAAAG CC-3' Modificado de DALLENNE
blagy 705 pb
R 5-GTATCC CGC AGATAAATC ACC AC-3' etal., 2010
F 5-ATGCCAGTTTCTTTC GCG TG-3' LESCAT. POIREL e
mcr-1 R 502 pb ’

5'-TCG GCAAAT TGC GCT TTT GGC-3'

NORDMANN, 2018




mcer-2

5'-GAT GGC GGT CTATCC TGT AT-3'
5'-AAG GCT GAC ACC CCATGT CAT-3'

379 pb

LESCAT, POIREL e
NORDMANN, 2018

mcer-3

5'-ACC AGT AAATCT GGT GGC GT-3'
5'-AGG ACAACC TCG TCATAG CA-3'

296 pb

LESCAT, POIREL e
NORDMANN, 2018

mcr-4

5'-TTG CAG ACG CCC ATG GAATA-3'
5'-GCC GCATGA GCTAGTATC GT-3'

207 pb

LESCAT, POIREL e
NORDMANN, 2018

mcer-5

5'-GGA CGC GAC TCC CTAACT TC-3'
5'-ACAACC AGT ACG AGA GCA CG-3'

608 pb

LESCAT, POIREL e
NORDMANN, 2018

56
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Os primers para blacrxm. amplificam as variantes: CTX-M-2, CTX-M-4,
CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20, CTX-M-31, CTX-M-35, CTX-M-43,
CTX-M-44, CTX-M-56, CTX-M-59, CTX-M-76, CTX-M-77, CTX-M-92, CTX-M-95,
CTX-M-97, CTX-M-115, CTX-M-124, CTX-M-131, CTX-M-141, CTX-M-165 e
CTX-M-171.

Os primers para blacryxye amplificam os tipos: CTX-M-9, CTX-M-13,
CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-24, CTX-M-27,
CTX-M-38, CTX-M-46, CTX-M-47, CTX-M-48, CTX-M-49, CTX-M-50, CTX-M-51,
CTX-M-65, CTX-M-73, CTX-M-81, CTX-M-83, CTX-M-84, CTX-M-85, CTX-M-87,
CTX-M-90, CTX-M-93, CTX-M-98, CTX-M-99, CTX-M-102, CTX-M-104,
CTX-M-105, CTX-M-112, CTX-M-113, CTX-M-122, CTX-M-125, CTX-M-126,
CTX-M-129, CTX-M-130, CTX-M-132, CTX-M-134, CTX-M-137, CTX-M-147,
CTX-M-148, CTX-M-159, CTX-M-168 e CTX-M-174.

Os primers para o gene blagc amplificam as variantes: KPC-1, KPC-2,
KPC-3, KPC-4, KPC-5, KPC-6, KPC-7, KPC-8, KPC-10, KPC-11, KPC-12, KPC-13,
KPC-14, KPC-15, KPC-16, KPC-17, KPC-18, KPC-19, KPC-21, KPC-22, KPC-24 e
KPC-25.

Os primers para o gene blaypy amplificam os tipos: NDM-1, NDM-2, NDM-3,
NDM-4, NDM-5, NDM-6, NDM-7, NDM-8, NDM-9, NDM-10, NDM-11, NDM-12,
NDM-13, NDM-14, NDM-15 e NDM-16.

Independente do gene de interesse, todas as reacgdes foram preparadas da
mesma maneira. As reacdes foram preparadas para um volume final de 10 ulL,
sendo 5 uL de GoTaq® gPCR Master Mix (Promega®), 2 uL de agua ultra-pura, 1 nL
de cada primer e 50 ng de DNA. O programa empregado em termociclador (Veriti
96-well, Applied Biosystems®) foi de desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 min, seguido
por 35 ciclos dividido em trés etapas: desnaturacido a 95 °C por 30 s, anelamento a
63 °C por 30 s e extensao a 72 °C por 30 s. Ao fim, as reacdes foram submetidas a

72 °C por 7 min para a extensao final dos produtos.
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5.6.2 PCR Multiplex para os genes blag,y € bla gy

A PCR Multiplex teve como objetivo amplificar fragmentos relativos as
B-lactamases SHV e TEM. Os primers para blas,, amplificam os tipos: SHV-1,
SHV-2, SHV-5, SHV-7, SHV-8, SHV-10, SHV-11, SHV-12, SHV-13, SHV-18, SHV-19,
SHV-24, SHV-25, SHV-26, SHV-27, SHV-28, SHV-29, SHV-30 - 38, SHV-40 - 44,
SHV-46, SHV-48, SHV-49, SHV-50, SHV-51, SHV-55, SHV-56, SHV-57, SHV-59,
SHV-60 - 71, SHV-73, SHV-83, SHV-85, SHV-86, SHV-89, SHV-92, SHV-93 - 109,
SHV-120 - 126, SHV-129, SHV-132 - 137, SHV-140, SHV-141, SHV-142, SHV-144,
SHV-145, SHV-147, SHV-148, SHV-150 - 163, SHV-165, SHV-167, SHV-168.

Os iniciadores para blaz, amplificam os tipos: TEM-1, TEM-19, TEM-52,
TEM-116, TEM-135, TEM-143, TEM-153, TEM-177, TEM-183, TEM-185, TEM-186,
TEM-188, TEM-189, TEM-190, TEM-193, TEM-194, TEM-195, TEM-196, TEM-197,
TEM-199, TEM-201.

As reagdes foram preparadas em volume final de 10 uL com 4,2 uL de agua
ultra-pura, 2,0 uL de tamp&o comercial 5x (5X Green GoTaq® Reaction Buffer,
Promega®), 0,6 nL de MgCl, (1,5 mM), 1,0 uL de desoxirribonucleotideos
trifosfatados (ANTP; 200 uM), 0,5 uL de cada um dos primers (forward e reverse; 1
uM), 0,2 uL (1 U) de enzima (GoTaq® DNA Polymerase, Promega®; 5 U/uL) e 1 uL
de DNA.

O programa utilizado em termociclador (Veriti 96-well, Applied Biosystems®)
para a amplificagcdo foi de um ciclo unico a 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos
dividido em trés etapas (desnaturagao: 95 °C por 30 s; anelamento: 56 °C por 40 s;
e extensdo: 72 °C por 1 min). Ao fim, as reagdes foram submetidas a 72 °C por 7

min.

5.6.3 PCR Multiplex para os genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e mcr-5

Para tanto, foram utilizados cinco diferentes pares de primers para as cinco
variantes a serem amplificadas: mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e mcr-5. O volume final

estabelecido para a reagao foi de 25 ulL, sendo essa composta por 12,5 uL de
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GoTag® gPCR Master Mix (Promega®), 1,1 uL de cada um dos 10 primers, 0,5 nL
de agua ultra-pura e 50 ng de DNA.

Em termociclador Veriti 96-well (Applied Biosystems®) as amostras foram
submetidas as seguintes condi¢gdes de tempo e temperatura: desnaturagdo inicial a
94 °C por 15 min seguido por 25 ciclos divididos em trés etapas (desnaturagéo a 94
°C por 30 s, anelamento a 58 °C por 1 min e 30 s, extensdo a 72 °C por 1 min. Por

fim, as amostras passaram por um processo de extensao final a 72 °C por 1 min.

5.7 Eletroforese em Gel

5.7.1 Analise de produtos de PCR de genes blactym.1, blactxm-2» blactxm.o,

blaypc e blaypy

Os fragmentos relativos aos genes blacrxm.1, blactxm-z, Plactxmg, blakec €
blayoy foram aplicados em gel de agarose 2% em tampao TBE (Tris 89 mM, Borato
89 mM e EDTA 2 mM) com brometo incorporado (0,5 ug/mL). Foi utilizado o tampao
de corrida (5X Green GoTaq® Flexi Reaction Buffer; Promega®) na proporgéo 3:5
(tampao:amostra) e marcador de tamanho molecular comercial 100 bp DNA Ladder
(Promega®). A diferenga de potencial estabelecida para a corrida foi de 80 V nos

primeiros 10 min, seguido por 40 min adicionais a 100 V.

5.7.2 Analise de produtos de PCR de genes blag,,, e blazy

Os amplicons para blagy, € blargy foram aplicados em gel de agarose 1% em
tampao TBE (Tris 89 mM, Borato 89 mM e EDTA 2 mM) com brometo incorporado
(0,5 ng/mL) para visualizagdo dos fragmentos obtidos. Todo o resto do

procedimento foi similar ao item 5.7.1.
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5.7.3 Analise de produtos de PCR de genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e
mcr-5

Os produtos das reacdes de PCR para mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 € mcr-5
foram aplicados em gel de agarose 1,5% em tampao TBE (Tris 89 mM, Borato 89
mM e EDTA 2 mM) com brometo incorporado (0,5 ug/mL) para visualizagdo dos

fragmentos obtidos. Todo o resto do procedimento foi similar ao item 5.7.1.

5.8 Sequenciamento de Sanger

Buscando confirmar a identidade dos produtos de PCR gerados e possiveis
variantes, amostras representativas de cada gene foram submetidas ao
sequenciamento utilizando o método de Sanger. Primeiramente, foram realizadas
novas reagdes de PCR seguindo os protocolos citados anteriormente relativos a
cada gene. Com o objetivo de obter volume suficiente para verificar o sucesso da
reacdo em gel de agarose e realizar a purificacdo dos fragmentos, todas as PCRs
foram delineadas com volume final de 50 uL. Reacdes anteriormente executadas
como Multiplex foram reformuladas para amplificar um unico gene por tubo, ou seja,
cada microtubo possuia apenas um par de iniciadores.

Apds a amplificagdo por PCR, os fragmentos gerados foram purificados.
Amostras que apresentaram mais de uma banda no gel de eletroforese foram
purificadas utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®) seguindo os
protocolos e indicacbes do fabricante. Essas amostras foram quantificadas
utilizando o equipamento NanoVue e submetidas ao sequenciamento. Por outro
lado, amostras que apresentaram banda unica no gel de eletroforese foram
purificadas utilizando o kit ExoSAP.

Os procedimentos de purificagdo com o kit ExoSAP e as reagbes de
sequenciamento foram executadas pela empresa ACTGene - Analises Moleculares
(Rio Grande do Sul - Brasil). Os sequenciamentos foram realizados na plataforma

AB 3.500 (Applied Biosystems). As reagdes foram preparadas em 5 ulL de volume
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final, consistindo de 1 uL de um dos primers (forward ou reverse), 30 a 60 ng de
DNA e, se necessario, agua ultra-pura para completar o volume.

Os resultados foram gerados em arquivos com extensédo .txt (texto) e .ab1
(eletroferograma). Os eletroferogramas de cada sequéncia obtida foram
visualizados utilizando o] programa Chromas (Technelysium;
http://technelysium.com.au/wp/chromas/). Foram realizadas analises utilizando os
programas  Phred/Phrap/Consed  (http://www.phrap.ora/phredphrapconsed.html)
(EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998) para verificar a qualidade do

sequenciamento e montagem dos fragmentos através das fitas forward e reverse.
As bases com score igual a zero foram excluidas da anadlise. As sequéncias finais
foram utilizadas como query para a construgdo de um banco de dados local,
baseado em identidade, a partir da plataforma Gene do NCBI (National Center for
Biotechnology Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para validagcdo da
identidade das sequéncias. O software Aliview (versdo 1.27; LARSSON, 2014) foi
utilizado para visualizagao dos alinhamentos entre as sequéncia do banco de dados
local e o fragmento gerado previamente. Com o auxilio da ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool; https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foram
acessados informacdes referente a identidade, cobertura e similaridade dos
fragmentos sequenciados quando comparado com as variantes encontradas no

banco de dados.

6 RESULTADOS

6.1 Coleta de amostras

6.1.1 Granjas de suinos

No total, 14 granjas participaram do estudo, sendo oito com sistema de
produgcdo convencional e com uso de antimicrobianos; uma com sistema
convencional, porém sem utilizar antimicrobianos; e cinco granjas com sistema de
agricultura familiar. As amostras das granjas convencionais (com ou sem

antimicrobianos) foram coletadas em dois momentos distintos (Coleta 1 em Outubro


http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html
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de 2019 e coleta 2 em Janeiro de 2020). Os dejetos das granjas de agricultura
familiar foram coletados antes e apds uma limpeza nos locais de criagcdo desses
animais. Os municipios de origem das amostras foram: Capinzal, Concordia,
Joagaba, Sao Miguel do Oeste, Seara, Videira e Xavantina (Figura 9). Informacgdes
relativas ao tipo de granja, animais criados, numero médio de animais, numero de
lotes, fonte de agua da propriedade e o sistema de tratamento de dejetos séo

apresentados nas Tabelas 2 e 3.

6.1.2 Granjas de aves

Oito diferentes granjas de aves convencionais que utilizam antimicrobianos e
uma granja de agricultura familiar participaram do estudo, totalizando nove granjas
de aves. As coletas de cada granja foram realizadas em dois momentos distintos
(Coleta 1 em Outubro de 2019 e coleta 2 em Janeiro de 2020). Os municipios de
origem das granjas foram: Capinzal, Chapecé, Concoérdia, Jabora, Joagaba e
Xanxeré (Figura 9). Os dados referentes ao tipo de granja, animais criados, numero
médio de animais, numero de lotes, fonte de agua da propriedade e o sistema de
tratamento de dejetos s&o apresentados na Tabela 4. O numero médio de animais
variou entre 60 (agricultura familiar) e 16000 animais (granjas convencionais). As
fontes de agua das unidades de criagao se tratavam de fontes superficiais, podendo
ser com cloragdo em pastilha ou sem. Os sistemas de tratamento de dejetos
consistiam em tratamentos baseados em compostagem (agricultura familiar) ou

fermentacdo em lona (granjas convencionais).

6.1.3 Transportes

Foi coletado um total de quatro amostras de transportes (Tabela 5). Os
veiculos eram provenientes dos seguintes municipios: Concoérdia, Erval Velho, Sao

Miguel do Oeste e Videira (Figura 9).



Tabela 2. Amostragem das granjas de suinos convencionais com e sem antimicrobianos
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NU ] i
Cddigo da Tipo de material de  Cidade da , . . EJrr.1ero Agua da Sistema de Antimicrobianos
. Tipo de Granja Animal médio de . tratamento de . .
granja Coleta Coleta . propriedade . Mais Utilizados
animais dejetos
. . . - Suinos leitbes . Esterqueira -
GSC1 Dejeto de suino Concordia UPL - leitdes L 800 Poco artesiano -
(crechario) fermentacéao
: , o UPDs - Suinos . -
GSC2 Dejeto de suino ~ Concordia desmamados desmamados 850 Pogo artesiano  Biodigestor Tratamento =
UPD Sui penicilinas;
GSC3 Dejeto de suino Xavantina S- uinos 600 Poco artesiano  Biodigestor cefalosporina;
desmamados desmamados N
tetraciclina;
y I iy~ H .
GSC4 Dejeto de suino Seara UPL - leitdes Suinos <’—:-|Foes 650 Poco artesiano Biodigestor rnacrohdgos,
(crechario) lincosamidas;
. UPDs - Suinos . Esterqueira -  Pleuromutilinas;
D i P :
GSC5 ejeto de suino Seara desmamados desmamados 650 0¢o artesiano fermentagao sulfonamidas
< g . ] (sulfametoxazol-
Sao M | UT - Unidade d S
GSC6 Dejeto de suino a0 igue '7' @ ~e © Hinos 600 Poco artesiano  Biodigestor trimetoprim);
do Oeste terminacao engorda ,
_ ] quinolonas;
GSC7 Dejeto de suino Joagaba urt - Ur.ndad“e de Suinos 600 Pogo artesiano  Biodigestor rifampicina.
terminacao engorda
icl I
GSC8 Dejeto de suino Videira Cic o(c(;:o(r;r;p eto Suinos totais 10000 Poco artesiano Biodigestor
Ciclo completo Fonte Esterqueira-  Nio f g
GSNA1 Dejeto de suino Capinzal (CC) sem Suinos totais 25 superficial, sem g - a_o _az usp ©
s - fermentacdo  antimicrobianos
antibidtico cloracéo




Tabela 3. Amostragem das granjas de suinos de agricultura familiar

Cddigo da Cidade da _. . . Numero médio Agua da Sistema de tratamento Disposi¢ao do
. Tipo de Granja Animal L . , .
granja Coleta de animais propriedade de dejetos dejeto
Fonte
PDs - i
GSAF1 Concordia UPDs Suinos 650 superficial, Biodigestdo anaerdbia Biofertilizante
desmamados desmamados -
cloracéo
PDs - i
GSAF2 Concordia UPDs Suinos 650 Poco artesiano Biodigestao anaerdbia Biofertilizante
desmamados desmamados
PDs - i
GSAF3 Concordia UPDs Suinos 650 Poco artesiano Biodigestao anaerdbia Biofertilizante
desmamados desmamados
GSAF4 Concordia UPL - leitdes Suinos I?IJ,[oeS 650 Poco artesiano Biodigestao anaerdbia Biofertilizante
(crechario)
GSAF5 Nao foram fornecidos os dados restantes desta granja
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Tabela 4. Amostragem das granjas de aves convencionais e de agricultura familiar

Codiao Tipo de Cidade da Numero Sistema de
da ragn'a material de Coleta Tipo de Granja médio de Agua da propriedade tratamento de  Antimicrobianos Mais Utilizados
granj Coleta animais dejetos
F taga Trat to = cefalexina.
GAC1 CarTl’a.de Jabora Aves de corte 16000 Fonte superficial ermentagao em ratamento = cetalexina
aviario lona
L = Aumento de converséo
Cama de , Fonte superficial com Fermentagdo em
AC2 A rt 12 i = |i ici
GAC aviario Jabora ves de corte 000 cloracdo em pastilha lona alimentar = lincomicina
Cama de .. Fonte superficial com Fermentagao em . C
GAC3 . Concoérdia Aves de corte 12000 | - tith | Outros: sulfacorpiridazida
aviario cloragéo em pastilha ona sédica; trimetropim:;
GAC4 CaMade s oxere Avesdecorte 11000 ' onmesuperficial com - Fermentagdoem  macrolideos; lincosamidas
aviario cloracéo em pastilha lona tilosina; lincomicina;
Cama de . Fonte superficial com Fermentagdo em  beta-lactamicos (penicilina,
GACS aviario Xanxeré  Avesdecorte 15000 cloragdo em pastilha lona amoxicilina, ceftiofur);
i - aminoglicosideos (gentamicina,
C d Font rficial F t
GAC6 am?. © Chapecé Aves de corte 15000 onte f,upe c1a clzom ermentacac em neomicina);
aviario cloracéo em pastilha lona . .
fluoroquinolonas (enrofloxacin,
Gac7  CAMmade  jiacaba Avesdecote 10000 ' one superficial com - Fermentagioem  danofloxacina); tetaciclinas
aviario cloracdo em pastilha lona (tetaciclina, oxitetraciclina,
clorotetraciclina);
estreptograminas
Cama de _ Fonte superficial com Fermentagdo em N p g. . .
GACS8 e Capinzal  Aves de corte 14000 - ) (virginiamicina); polipeptideos
aviario cloragcdo em pastilha lona oo o
(bacitracina); anfenicois
(florfenicol); pleuromutilina.
C d _ Aves d rt Font rficial, ~ - .
GAAF1 am,a. © Capinzal ves ? CO © 60 onte supe I?Ia sem Compostagem  Né&o faz uso de antimicrobianos
aviario sem antibidtico cloracao
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Figura 9. Localizagao geografica das amostras
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Localizagao geografica de todas as amostras incluidas no estudo. As amostras de pacientes estéo evidenciadas levando em conta o seu municipio de

origem. O mapa corresponde ao oeste do Estado de Santa Catarina
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Tabela 5. Amostragem dos transportes de pacientes

Cddigo da Amostra Cidade Data de Coleta
TVI Videira 19/02/2020
TEV Erval Velho 19/02/2020
TSMO Sao Miguel do Oeste  07/03/2020
TCON Concordia 18/08/2020

6.1.4 Pacientes

Foram recrutados 14 pacientes provenientes de nove municipios distintos. Os
municipios correspondentes, em ordem alfabética, foram: Caibi, Concdérdia, Erval
Velho, Fraiburgo, Irani, Passos Maia, S&o Carlos, Sdo Miguel do Oeste e Videira
(Figura 9). A relacao referente a quantidade de amostras coletadas por paciente e o
sitio de coleta estdo expostos na Tabela 6. A coleta de amostras fecais ou de swab
retal variaram de acordo com a condigdo clinica e o consentimento de cada
paciente. Em alguns casos, nao foi possivel realizar a coleta de todas as amostras
previstas no momento da alta hospitalar em virtude de mudangas no plano médico
relacionado ao motivo da internacéo do paciente. O periodo de internacao médio foi
de 16,1 dias, sendo a internagdo mais curta de somente 2 dias e a mais longa de 43
dias. Em fungdo da pandemia de COVID-19 estabelecida ao longo do ano de
2020, a coleta na casa dos pacientes foi impossibilitada. O periodo de coletas
previsto seria de Marco a Maio de 2020, o que coincidiu com os decretos de

isolamento social e confinamento estabelecidos no Brasil.

Tabela 6. Amostragem dos pacientes internados no HU-UFSC-EBSERH

Codiao Unidade de
. Cidade de Data da g Data da internacao
Paciente . . . Data da alta da
Origem internagéo coleta no momento
amostra
da coleta

1ir 16/08/2019 CM I
1in 16/08/2019 CMI

1 Caibi  13/08/2019 07/09/2019
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2if  04/09/2019  E. REP
2in 05/09/2019  E.REP
2 Videira 02/09/2019 15/10/2019
2af  11/10/2019 CM |
2an  11/10/2019 CM |
Séo 3if  20/09/2019  UIC Il
3 Miguel do 18/09/2019 26/09/2019  3in  20/09/2019  UIC I
Oeste 3an  25/09/2019 uIC Il
4ir  24/09/2019  UIC Il
4in  24/09/2019  UIC I
4 Erval 5110012019 01/10/2019
Velho dar  30/09/2019  UIC I
4an  30/09/2019  UIC I
5in  30/09/2019 UIC |
5  Concérdia 30/09/2019 15/10/2019  5if  30/09/2019 uIC |
5an  15/10/2019 uiC |
6in  17/10/2019  UICII
6  Fraiburgo 17/10/2019 19/10/2019
6if  18/10/2019  UICII
7Zin  21/10/2019  E. REP
7ir  22/10/2019  E.REP
7 Caibi  18/10/2019 25/10/2019
7an  24/10/2019  E.REP
7ar  24/10/2019  E.REP
8if  22/10/2019 UIC |
8in  23/10/2019 uiC |
8  Concérdia 22/10/2019 28/10/2019
8af  28/10/2019 uiC |
8an  28/10/2019 uiC |
9in  23/10/2019 CM II
9ir  24/10/2019 CM I
9 lrani  22/10/2019 12/11/2019
9an  30/10/2019 CM II
9ar  30/10/2019 CM I
10in  08/11/2019  UIC Il
10if 10/11/2019  UIC I
10 P55 06/11/2019 20/11/2019
Maia 10an  20/11/2019 uiCc Il
10al  20/11/2019  UIC I
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| 11in  11/11/2019 uIC |
Sio 11if  12/11/2019 uIC |

11  Miguel do 11/11/2019 19/11/2019  11an  18/11/2019 uIC |
Oeste 11ar  18/11/2019 uIC |

11al  18/11/2019 uIC |

| ) 12in  22/11/2019 UIC |
12 0:323 22/11/2019 26/11/2019  12ir  22/11/2019 UIC |
12l 22/11/2019 UIC |

| 13in  08/01/2020  CM ||
13ir  08/01/2020  CM I
13i 08/01/2020  CMII
13an  07/02/2020  CMII
13ar  07/02/2020  CMII
13al  07/02/2020  CM ||

13 Concérdia 07/01/2020 07/02/2020

| 14in ~ 19/02/2020 E. REP
14  Fraiburgo 17/02/2020 19/03/2020
14il  19/02/2020 E. REP

6.2 Resistoma

Através do sequenciamento por nanoporos de todas as amostras incluidas
neste trabalho, foi possivel identificar 504 diferentes genes que conferem resisténcia
a diferentes classes de antimicrobianos. Os dados de qualidade e rendimento do
sequenciamento constam na Tabela 7. Utilizando o banco de dados CARD, foi
possivel atribuir a uma parte desses genes a caracterizagado de relevancia clinica
(187, 37%). Os resultados foram expressos levando em conta tanto os genes
considerados clinicamente relevantes quanto aqueles que ndo apresentavam
relevancia clinica de acordo com o banco de dados. A relagao de genes detectados
foi organizada de acordo com a classe de antimicrobianos cujo gene confere
resisténcia e o mecanismo de agado atribuido a esse mesmo gene. As Tabelas que
relacionam os genes detectados por amostras foram divididas em trés secgdes: (1)

genes considerados clinicamente relevantes, (2) genes nao considerados



70

clinicamente relevantes e (3) mutagbes genéticas que conferem resisténcia aos
antimicrobianos.

Foram excluidas das analises as amostras de pacientes dos quais nao foi
possivel coletar uma ou mais das quatro amostras minimas. Assim, foram
construidos os resistomas a partir das amostras de sete dos 14 pacientes
recrutados. Além disso, as amostras das granjas de aves C1GAC1, C1GAC2,
C1GAC7, C1GAC8 e C2GACTY foram excluidas por nao atingirem niveis suficientes
de rendimento no sequenciamento (inferior a 1,0 kb). Dessa forma, foram
detectados nas 73 amostras restantes (GSC, n=16; GSNA, n=2; GSAF, n=10; GAC,
n=11; GAAF, n=2; Pacientes, n=28 e Transportes, n=4) 462 diferentes genes de
resisténcia a antimicrobianos.

No total, os genes identificados conferem resisténcia a 29 diferentes classes
de antimicrobianos, sendo eles: acido fusidico, acidos graxos livres antibacterianos,
aminocumarinas, aminoglicosideos, anfenicodis, beta-lactamicos, corante acridina,
diaminopirimidinas, elfamicinas, estreptograminas, fluoroquinolonas, fosfomicina,
glicilciclinas, glicopeptideos, isoniazida, lincosamidas, macrolideos, mupirocina,
nitrofurano, nitroimidazol, nucleosideos, outros, pactamicina, peptideos, poliaminas,
rifamicina, sulfonamidas, tetraciclinas e triclosan. Neste estudo, por questdes de
representacdo grafica e de relevancia cientifica, optou-se por considerar em um
grupo denominado “Outros” aqueles genes relacionados as classes: acido fusidico,
acidos graxos livres antibacterianos, aminocumarinas, corante acridina, elfamicinas,
glicilciclinas, isoniazida, mupirocina, nitrofurano, nitroimidazol, nucleosideos, outros,
pactamicina, poliaminas e rifamicina. Genes responsaveis por conferir resisténcia a
mais de uma classe de antimicrobianos foram categorizados como “Multiclasse”.

Em relagdo a gama de genes detectados, as classes as quais esses
conferem resisténcia mais encontradas foram: multiclasse (22,8%),

aminoglicosideos (17,5%), beta-lactdmicos (17,3%), fluoroquinolonas (10,1%),



Tabela 7. Relatério de qualidade relacionado aos resultados do sequenciamento das amostras.

Controle de Qualidade e Barcoding ARMA
Amostra Reads com Rgads Telnm'anho Rendimento gscore Rgads Alinhamentos Genes Af:u.récia
gscore >7 (%) Analisadas Médio (pb) Total Médio | Analisadas Detectados Média (%)
Granjas de Suinos

C1GSC1 99,8 11932 3759 449 Mb 11,04 3295 94 56 78,2
C1GSC2 99,9 50918 768 391Mb 10,85 3136 112 58 82

C1GSC3 99,9 34059 936 31,9Mb 10,91 5703 107 65 81,6
C1GSC4 99,7 5140 780 4,0 Mb 10,47 449 8 10 78,8
C1GSC5 99,9 29734 522 15,5Mb 10,85 2374 61 116 87,5
C1GSC6 99,9 83719 727 60,9 Mb 10,97 4244 165 71 84,9
C1GSC7 99,6 5248 2091 11,0Mb 10,57 554 26 28 82,2
C1GSC8 99,8 8766 778 6,8 Mb 10,79 508 11 13 84,3
C2GSC1 99,8 55570 1854 103,1Mb 10,4 3682 59 44 76

C2GSC2 99,9 690807 1000 691,2Mb 10,66 112105 1198 107 85,9
C2GSC3 99,9 413877 2547 1,1 Gb 10,59 92528 2470 158 82,7
C2GSC4 99,9 207172 492 102,0Mb 10,5 11138 301 108 88,3
C2GSC5 99,9 600761 850 510,77 Mb 10,66 34613 1120 101 87,3
C2GSC6 99,9 729875 1790 1,3 Gb 10,86 62080 2246 158 83,1
C2GSC7 99,9 549989 1904 1,0 Gb 10,6 40031 985 103 81

C2GSC8 99,9 710049 1328 943,4 Mb 10,81 74128 2321 173 84,6
C1GSNA1 99,9 59684 1002 59,8 Mb 10,98 4941 169 59 83,4



C2GSNA1 99,9 290261 627 182,1 Mb 10,55 14743 389 114 86,1
C1GSAF1 99,6 3692 421 1,6 Mb 10,42 102 8 5 90,7
C1GSAF2 99,7 2207 2776 6,1 Mb 10,79 369 37 29 89,8
C1GSAF3 99,8 944 2580 2,4 Mb 10,63 129 6 9 79,9
C1GSAF4 100 20358 5121 104,3Mb 11,66 6571 562 115 84,3
C1GSAF5 99,9 18871 1350 255Mb 11,26 3100 47 38 81,8
C2GSAF1 99,9 14885 1779 26,5Mb 11,07 1346 27 28 85,3
C2GSAF2 99,4 1454 6794 9,9 Mb 10,64 329 14 20 81,4
C2GSAF3 99,9 10371 1832 190Mb 11,13 1062 36 27 81,8
C2GSAF4 99,3 4819 441 2,1 Mb 9,88 262 2 3 79,3
C2GSAF5 99,6 5998 2417 145Mb 10,54 795 17 13 73,9
Granjas de Aves

C1GAC1 99,6 1905 265 506,0 kb 10,24 27 2 2 90,9
C1GAC2 99,7 2659 284 755,7kb 10,28 48 4 6 86,6
C1GAC3 99,8 3889 2470 9,6 Mb 10,97 1264 20 19 86,1
C1GAC4 100 31347 3160 99,1 Mb 11,3 13840 490 129 86,3
C1GACS 100 61486 4021 2473 Mb 11,33 25457 1255 136 87,1
C1GACG6 100 24302 4260 103,5Mb 11,16 11358 375 86 84,7
C1GAC7 99,5 1152 488 562,4 kb 10 56 4 4 85,3
C1GACS8 99,3 585 444 260,1kb 9,88 22 0 0 0

C2GAC1 99,3 3050 409 1,2 Mb 9,64 76 1 1 71,5
C2GAC2 99,6 12122 309 3,8 Mb 10,05 236 7 8 85,3
C2GAC3 99,5 8016 1805 14,5Mb 10,51 2030 31 31 85,1
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C2GAC4 99,9 94518 2200 208,0 Mb 11,07 28720 1057 143 83,9
C2GACS 99,7 3777 2860 10,8 Mb 10,84 1307 37 24 85,4
C2GACG6 99,9 1467 925 1,4 Mb 10,52 172 14 11 88,1
C2GAC7 99,4 1760 204 359,6 kb 9,9 7 0 0 0
C2GACS8 99,7 2970 2593 7,7 Mb 10,74 716 35 31 85,1
C1GAAF1 100 484236 3585 1,7 Gb 11,56 260149 15075 196 88,1
C2GAAF1 99,7 2497 1839 4,6 Mb 10,53 346 32 36 88,1
Pacientes
2if 99,9 43668 475 20,8 Mb 10,79 12236 50 35 88,9
2af 99,6 2234 1151 2,6 Mb 10,34 691 13 13 81,9
2in 96,6 259691 1599 4152 Mb 11,01 208878 8 28 81,5
2an 96,3 436323 955 416,7 Mb 10,88 318772 3 9 76,3
4ir 97,1 305934 1536 470,0 Mb 10,99 199244 1133 161 85,9
4ar 95,5 293276 1089 3196 Mb 10,5 182788 314 68 81,4
4in 95,9 127528 1019 130,1Mb 10,7 79660 3 6 80,2
4an 95,6 203100 999 203,1 Mb 10,56 160584 30 15 80,9
7ir 96,4 240514 1676 403,1 Mb 10,79 49393 1415 226 86,3
Tar 95,3 156596 1459 228,5Mb 10,38 32592 919 156 87,1
7in 96,2 155357 1610 250,2Mb 10,62 136505 16 14 83,9
7an 96,5 454687 1760 800,77 Mb 10,77 404601 9 8 89,9
8if 100 39266 1820 71,5Mb 10,67 10605 160 70 78,7
8af 100 291765 2105 6144 Mb 10,75 111248 1448 174 79
8in 96,6 342966 1444 4954 Mb 10,72 290801 35 24 79,2
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8an 96,2 204269 1173 239,7Mb 10,63 175429 12 12 81,4
Oir 99,9 729354 1600 1,2 Gb 11,31 638547 105 64 81
9ar 99,9 233856 1926 450,6 Mb 11,17 108352 1313 153 80,7
9in 92,8 10281 308 3,2 Mb 9,92 1151 5 6 85,6
9an 99,8 37992 535 20,3 Mb 10,67 17886 2 2 87,3
11if 100 48469 673 326 Mb 10,81 8169 56 38 83,8
11ar 99,9 264027 1873 4947 Mb 11,28 228142 53 42 81,4
11in 99,8 27513 470 129 Mb 10,37 5061 13 18 84,5
11an 99,9 26206 1181 31,0 Mb 11,01 19693 9 9 84,2
13ir 99,9 8454 1191 10,1Mb 10,71 3794 39 40 85,3
13ar 100 418692 1845 7726 Mb 11,3 356497 51 40 85,1
13in 100 12036 1784 21,5Mb 10,89 10430 9 10 85,6
13an 99,9 23269 873 20,3 Mb 10,94 18272 1 1 67,7
Transportes
TEV 99,9 17983 1082 195Mb 10,69 9396 17 17 80,8
TVI 99,8 4721 972 4,6 Mb 10,58 2395 4 4 75,5
TSMO 100 84626 439 37,2 Mb 9,76 53309 61 45 85,5
TCON 100 129756 262 34,1 Mb 9,65 91234 40 27 87,3
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outros (7,1%) e tetraciclinas (6,5%). Considerando somente a categoria “Outros”,
destacaram-se o0s genes que conferem resisténcia as aminocumarinas (27,8%),
elfamicinas (22,2%), rifamicina (11,1%) e nucleosideos (8,3%). Quanto a categoria
de genes classificados como multiclasse, 84,3% conferem resisténcia a trés ou mais

classes de antimicrobianos (Figura 10).

Figura 10. Prevaléncia da resisténcia de acordo com as classes de

antimicrobianos
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Figura representando a quantidade (numero absoluto) de genes de resisténcia identificados de

acordo com as classes de antimicrobianos

Referente aos mecanismos de acdo, foram identificados sete diferentes
mecanismos com base no banco de dados CARD: alteracédo do alvo do antibiético,
efluxo do antibidtico, inativacdo do antibiético, outros, protecdo do alvo do
antibidtico, reducdo da permeabilidade ao antibidtico e substituicdo do alvo. Por
motivos de visualizagdo e relevancia cientifica, foram utilizados os termos
“‘Alteracao”, “Efluxo”, “Inativagdo” e “Outros” para confeccdo dos graficos dos

resultados do trabalho. Para tanto, genes classificados através do mecanismo de
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resisténcia como “Alteracdo do Alvo do Antibidtico”, “Alteragdo do Alvo do
Antibidtico, Efluxo do Antibidtico”, “Alteracdo do Alvo do Antibidtico, Substituicdo do
Alvo”, “Protecdo do Alvo do Antibidtico” e “Substituicdo do Alvo” foram
categorizados pelo termo “Alteragao”. O grupo determinado por “Efluxo” € composto
pelos genes classificados pelos mecanismos de “Efluxo do Antibiético”, “Efluxo do
Antibidtico, Reducdo da Permeabilidade ao Antibidtico” e “Reducdo da
Permeabilidade ao Antibiotico”.

Em relagdo aos genes detectados, 42,1% atuam através de mecanismos de
alteragdo, 31,3% estdo relacionados a mecanismos de inativacdo e 25,8%
relacionam-se a mecanismos de efluxo (Figura 11). Quanto aos mecanismos de
alteragdo, 67,9% dos genes estdo relacionados a mecanismos exclusivos de
alteracao do alvo do antibiético, 15,6% atuam protegendo o alvo do antibidtico e
8,5% relacionam-se com a substituicdo do alvo. Por fim, 96,2% dos genes de efluxo
possuem mecanismo de agao exclusivo de efluxo do antimicrobiano.

A amostra 7ir € composta pelo maior resistoma com 226 diferentes genes
detectados. Destacaram-se, além disso, as amostras C1GAAF1, 8af e C2GSC8
com um montante de genes de resisténcia consideravelmente grande (196, 174 e
173 genes, respectivamente).

Como esperado, os swabs nasais em geral apresentaram resistomas
menores comparados com aqueles construidos referentes a microbiota fecal/retal.
Da mesma forma, os swabs de superficie coletados nas vans de transporte de
pacientes também apresentaram pequeno volume de genes de resisténcia
identificados. As amostras de granjas apresentaram resistomas relativamente
grandes em comparagao aos transportes e swabs nasais. Pode-se dizer que os
resistomas gerados em volume de dados foram condizentes e proporcionais a

quantidade de DNA sequenciado.

6.3 Genes comuns entre grupos amostrais

Ao analisar os oito grupos amostrais foram observados 17 diferentes

elementos que foram detectados em todos esses ambientes. Cerca de 65% desses
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genes conferem resisténcia aos aminoglicosideos, sendo a maior parte (10 genes)
composta por mutagdes génicas e uma fosfotransferase (APH(6)-1d). Trés genes
detectados conferem resisténcia a elfamicina devido a mutacbes no fator de
alongamento EF-Tu. Também foram detectadas duas mutagbes génicas que
conferem resisténcia as tetraciclinas e o gene sul1 responsavel pela resisténcia as

sulfonamidas.

Figura 11. Prevaléncia da resisténcia de acordo com o mecanismo de agao
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Figura mostrando a quantidade (niUmero absoluto) de genes de resisténcia identificados de acordo

com 0s mecanismos de agao.

Identificaram-se 57 diferentes elementos relacionados a todos os grupos,
exceto os transportes. Aproximadamente 60% desse genes conferem resisténcia
aos aminoglicosideos, sendo dois deles relacionados a nucleotidiltransferases
(ANT(6)-la e ANT(6)-Ib), uma fosfotransferase (APH(3’)-llla), e 31 mutagbes em
subunidades ribossomais bacterianas. Os genes ermA e ermB também foram
detectados ao longo de todos esses grupos amostrais, bem como os genes mefA,
mel e sul2. Sete genes da familia génica tet, responsavel por conferir resisténcia as

tetraciclinas, foram detectados nesses mesmos grupos. Dentre esses, um pertence
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a superfamilia de facilitadores principais (MFS, do inglés Major Facilitator
Superfamily), cinco atuam como proteinas de protegao ribossémica e somente uma
€ caracterizada como enzima de inativagdo. Além disso, duas mutagcbes génicas
relacionadas a resisténcia as tetraciclinas foram encontradas nesses grupos
amostrais. Levando em consideragcdo o estabelecimento da familia génica tet ao
longo dos grupos de amostras, observou-se a alta frequéncia dos sete genes
anteriormente citados dentre as granjas de suinos e nas sete amostras fecais/retais
de pacientes tanto na internagdo, quanto na alta. Em relacdo as amostras de
granjas de aves, em poucas foi detectada a presenga desses genes. Dentre elas,
somente em duas foi possivel detectar a presenga de todos os sete genes e em
outras duas amostras foram identificados cinco dos sete genes. Apesar de ser
notavelmente uma familia génica amplamente distribuida nos diversos grupos
amostrais, ndo foi possivel detecta-los nas amostras de transportes.

Ao analisar genes que foram identificados somente nas amostras de granjas
de suinos e aves, observaram-se 130 genes detectados nesses ambientes e que
nao estavam presentes nas amostras de pacientes ou transportes. Percebeu-se
uma predominancia de genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos e em
maior abundancia as enzimas de inativagdo que atuam como nucleotidiltransferases
(familias génicas aadA e ANT(3”)), fosfotransferases (familias génicas APH(2”),
APH(4) e APH(3’)) ou acetiltransferases (familias génicas AAC(3) e AAC(6)). Entre
as granjas de suinos, a resisténcia aos aminoglicosideos se encontrou
predominante nas granjas de suinos convencionais quando comparado aos demais
sistemas de producao. Além disso, a resisténcia aos beta-lactamicos mediada pelos
genes CARB foi encontrada somente em amostras de suinos convencionais e de
agricultura familiar. Algumas variantes de outras beta-lactamases também se
mostraram predominantes ao longo das amostras de granjas de suinos
convencionais, suinos convencionais sem antimicrobianos e granjas de aves
convencionais (TEM, OXA e VEB). Duas variantes da familia CMY foram
encontradas somente em uma amostra de granjas de aves convencionais e
somente uma variante dos genes AER e ROB foram detectadas dentre as amostras

de granjas de agricultura familiar.
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Buscando interagcbes e rotas de disseminagao entre animais e pacientes
observaram-se 25 diferentes genes comuns entre o momento de internacdo dos
pacientes e pelo menos um grupo amostral de animais (suinos e/ou aves). Os
dados mostraram relativa predominancia da resisténcia aos aminoglicosideos,
sendo encontradas trés nucleotidiltransferases e uma acetiltransferase. Mutagoes
génicas em parE e gyrA que conferem resisténcia as fluoroquinolonas também
foram identificadas, além do gene qnrB62 que foi identificado na internagao de
pacientes e nas granjas de aves convencionais. Genes de grande relevancia clinica
como blapgxa.1s € blacrxg foram detectados nas granjas de suinos convencionais e
de aves convencionais, respectivamente, além das amostras de internacéo de
pacientes. Resisténcia a outras classes como as lincosamidas, estreptograminas,
peptideos, tetraciclinas também foram observados entre esses grupos amostrais.

Buscando aumentar o conhecimento relacionado ao impacto do ambiente
hospitalar no resistoma humano, observaram-se 26 genes exclusivos entre o0s
pacientes no momento da alta hospitalar. Notou-se que grande parcela desses
genes adquiridos durante a internagdo hospitalar conferem resisténcia aos
beta-lactamicos (27%), as fluoroquinolonas (23,1%) ou a mais de uma classe de
antimicrobianos (34,6%). Os demais genes conferem resisténcia aos
aminoglicosideos (7,7%), anfenicois (3,8%) e fosfomicina (3,8%). Outro aspecto
importante é que todos estes genes foram detectados exclusivamente em amostras
unicas de pacientes. Destacou-se o paciente 8, o qual apresentou 18 desses genes
demonstrando uma grande aquisigao de genes de resisténcia tanto na microbiota
fecal (90%) quanto na microbiota nasal (10%). Em menor propor¢éo observou-se o
paciente 7, cujo resistoma mostrou-se enriquecido por cinco genes de resisténcia
exclusivos: amrB, blawgy.16, qnrB10, qnrB61 e msrC. O gene blagyag1, fOI
identificado somente na amostra 4ar. Foi detectada a presenca de uma mutagao no
gene parC conferindo resisténcia as fluoroquinolonas pertencente ao resistoma
fecal do paciente 9. No paciente 13 foi identificado a presenga do gene mexL.

Genes que conferem resisténcia a outras classes como diaminopirimidinas,
lincosamidas, macrolideos e tetraciclinas ou até mesmo possuem fendtipo MLS
também foram detectados ao longo dos diferentes grupos. As familias dfr, Inu/lin,

mph, tet e erm que conferem as resisténcias anteriormente citadas,
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respectivamente, se apresentaram bastante disseminadas dentre os diversos
grupos amostrais. Resumidamente, foram encontradas em pelo menos um grupo
amostral 14 variantes de dfr, 7 variantes de /Inu/lin, 5 variantes de mph, 16 variantes
de erm e 27 variantes de tet. De forma geral, observou-se o compartilhamento, seja
de genes ou de familias génicas, entre amostras pertencentes ao mesmo grupo ou
de grupos distintos.

De forma geral, observaram-se altas frequéncias relacionadas as mutacoes
génicas que conferem resisténcia ao longo de todos os grupos. Destacaram-se as
mutagbes em genes ribossOmicos que conferem resisténcia aos aminoglicosideos,
aos peptideos e as tetraciclinas encontradas principalmente entre os grupos GSC,
GSNA, GSAF, GAC, GAA e amostras fecais de pacientes. Mutagdes nos genes
gyrA, gyrB, parC e parE que conferem resisténcia as fluoroquinolonas foram menos
frequentes, porém predominantes entres as amostras dos grupos GSC, GAC, GAAF

e fezes de pacientes.

6.4 Frequéncia dos genes nos grupos amostrais

De forma geral, notou-se a alta frequéncia de genes relacionados a
resisténcia aos aminoglicosideos considerando tanto todos os grupos amostrais
quanto dentro de cada grupo de amostras. Cerca de 67% das amostras do trabalho
tiveram no seu resistoma uma mutagdo no gene rrsD a qual confere resisténcia a
espectinomicina, um aminoglicosideo. Em maior frequéncia, independente do grupo
de amostras, notou-se um padrao semelhante no qual se mostraram prevalentes
elementos genéticos que conferem resisténcia aos aminoglicosideos e, também,
estavam em maior quantidade independente de classe, as mutagbes génicas. Em
relagdo ao mecanismo de resisténcia, os genes mais frequentes atuam através da
alteracdo do alvo. Quando visualizados dentro de cada grupo amostral, notou-se
praticamente a mesma predominancia dos genes de resisténcia a essa classe e
mecanismo de agao.

Alguns genes que possuem relevancia clinica, como aqueles da familia tet,

apresentaram grande disseminagéo entre as amostras. O gene tetW, por exemplo,
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foi detectado em 37 das 73 amostras analisadas. Genes da familia erm e as
diversas transferases que atuam sobre os aminoglicosideos também apresentaram
larga dispersdo. Praticamente todos os grupos apresentaram genes fef, erm
(fendtipo MLS) e de resisténcia aos aminoglicosideos (aac, ant e aph) em altas
frequéncias.

A resisténcia aos anfenicois, proveniente principalmente pela acdo das
acetiltranferases cat, encontrou-se prevalentemente nas amostras de suinos e de
microbiota fecal/retal de pacientes, ndo sendo detectada em outros grupos. Por
outro lado, os genes de resisténcia da familia dfr foram identificados em frequéncias
mais altas entre suinos e aves. Essas enzimas alternativas resistentes (diidrofolato
redutase) a trimetoprima foram pouco detectadas em suinos de agricultura familiar,
pacientes e transportes. Os genes sulf e sul2 foram encontrados em todos os
grupos e em maior frequéncia dentre os suinos convencionais. A familia sul é
responsavel por codificar uma diidropterato sintetase alternativa atuante menos
suscetivel a acdo das sulfonamidas. Clinicamente, o sulfametoxazol e a
trimetoprima séo frequentemente administrados em associagdo com o objetivo de
inibir as diferentes enzimas da rota metabdlica do acido folico. As acetiltransferases
vat relacionadas a resisténcias as estreptograminas foram encontradas em
amostras de suinos, aves e pacientes, porém em todos os casos em baixas
frequéncias. A familia Fos, grupo de tioltransferases que conferem resisténcia a
fosfomicina, foram encontrados somente em amostras de granjas de aves e de
pacientes.

A familia das beta-lactamases cfxA, responsavel pela resisténcia as
cefamicinas (beta-lactdmicos), apresentou grande destaque nas amostras de
pacientes, principalmente relacionado ao resistoma da microbiota intestinal. Apesar
de ter se mostrado presente em algumas amostras de suinos e aves, essa familia
se mostrou prevalente e bem estabelecida em resistoma de humanos.

A resisténcia as fluoroquinolonas mediada pelas proteinas gnr se mostrou
presente entre as aves, suinos de agricultura familiar, pacientes e transportes.
Destacaram-se as amostras de swab retal do paciente 7, nas quais foi possivel
detectar quatro de suas variantes no momento da internagdo e cinco no momento

da alta. Mutagcbes génicas em gyr e par capazes de conferir resisténcia as
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fluoroquinolonas foram encontradas em todos os grupos amostrais. No grupo GSAF,
somente trés amostras apresentaram uma dessas mutagbes cada. Nos demais
grupos foram detectadas diferentes mutagdes e muitas vezes em uma Unica
amostra. A resisténcia aos antimicrobianos peptidicos se mostrou bastante
presente, principalmente entre aves e pacientes. Alguns genes da familia das
fosfoetanolaminatransferases (majoritariamente os genes mcr e Pmr) foram
identificados em todos os grupos amostrais com maior destaque em relagao as
granjas de aves e aos pacientes. O gene mcr-1, de grande relevancia clinica, foi
detectado nas amostras C2GAC4, 9ir e 9ar.

Somente dois genes foram detectados conferindo resisténcia aos
glicopeptideos, sendo eles D-Ala-D-Ala ligase e vanC. Esses genes foram
identificados somente em amostras de pacientes e transportes. Genes de
resisténcia ao triclosan foram detectados somente em pacientes através dos genes
TriB e TriC. A resisténcia aos macrolideos foi representada pelas familias mph
(fosfotransferases) e mef (bombas de efluxo). A familia mph foi identificada
principalmente nas amostras de granjas de suinos e aves. As bombas de efluxo mef
apresentaram-se em maior abundancia entre as granjas de suinos e amostras
fecais/retais de pacientes. Por outro lado, genes de resisténcia as lincosamidas

lin/Inu apresentaram-se em todos os tipos de amostras, exceto transportes.

6.5 Anadlise de Composicao e Alfa-Diversidade

Em abundancia absoluta, cerca de 26% das amostras apresentaram um
resistoma composto por 100 ou mais genes (Figura 12B). Em termos percentuais,
destacaram-se na maior parte, independente do grupo amostral, a presenga de
genes de resisténcia aos aminoglicosideos, tetraciclinas ou daqueles que atuam
contra mais de uma classe de antimicrobianos (Figura 12A). As diversas amostras
de granjas de suinos convencionais apresentaram grande relevancia em virtude da
grande quantidade de genes detectados, aproximadamente 1500, em todas as
amostras desse grupo (Figura 14B). O sequenciamento das amostras de swab

superficial de transportes foi capaz de identificar menos de 100 genes dentro desse
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grupo. Os grupos de pacientes (internacdo e alta) apresentaram quantidades
semelhantes de genes detectados, porém com tendéncia de diminuicdo das
amostras de alta em relagéo a internagéo.

Em relagdo aos mecanismos de resisténcia, os genes que atuam através da
alteragao do alvo se mostraram em maior abundancia em todas as amostras (Figura
13). Em seguida, notou-se a predominancia de mecanismos de efluxo nas amostras
de pacientes e transportes, enquanto foi notavel a prevaléncia da inativacao
enzimatica ao longo das amostras de aves e suinos. Poucos foram os genes
classificados como “Outros” e, consequentemente, foram pouco detectados nas
amostras. Destacaram-se, porém, nas amostras de transportes, pacientes e granjas
de aves de agricultura familiar. Ao agrupar as amostras e construir um perfil médio,
observaram-se proporcoes semelhantes dos diferentes mecanismos entre os
grupos amostrais (Figura 15A). Somente as amostras de transportes apresentaram
maior discrepancia quando analisado em termos percentuais, devido a alta
deteccao de genes que atuam através de bombas de efluxo.

As amostras de swab nasal apresentaram baixo numero total de genes de
resisténcia detectados comparado aos demais grupos e, em especial, as amostras
fecais e retais (Figuras 12 e 13). Grande parte das amostras de granjas de suinos
apresentaram altos niveis de genes identificados, independente de classe e
mecanismo de agao. As amostras de superficie de transportes apresentaram
poucos genes identificados por amostras comparado com os outros grupos. Poucas
amostras de granjas de aves apresentaram niveis altos de identificagdo de genes
de resisténcia, semelhantes aqueles de granjas de suinos.

Ao agrupar os resistomas das amostras individuais, de forma a observar um
perfil geral do resistoma, observou-se o destaque das classes de beta-lactamicos,
fluoroquinolonas e fosfomicinas nas amostras de pacientes, transportes e aves
(Figura 14). As amostras de transportes apresentaram destaques sobre as classes
de glicopeptideos, sulfonamidas e os genes multiclasse. As granjas, por outro lado,
apresentam a prevaléncia sobre os genes de resisténcia aos aminoglicosideos,
lincosamidas e tetraciclinas. Evidenciou-se, também, a semelhanga entre os perfis
das granjas de suinos e seus diversos sistemas de criagdo. Entre as aves, foi

possivel visualizar a diferenga das proporgdes das resisténcias relacionadas aos
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Figura 12. Analise de composic¢ao do resistoma por amostra baseado nas classes de antimicrobianos dos genes
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Figura 13. Analise de composigao do resistoma por amostra baseado nos mecanismos de agao dos genes

A 1.00
0.75
©
>
-]
5
]
'
©
G 0.50
c
«©
k-]
€
F]
a
=4
0.25
0.00
o A °3 '5 I oI I A I oI N R S S R T Rt T Pt S e
S #9‘?#4’4’9& 4’4’4’&*#4&;&;@‘?; PO FE R EEESES S e o o 0 e e
0‘:7'0' 100000" t}‘d“ad“ :?o“’b*’o”o"c“‘c"c."’o"’o"b" 0.
9 200
c
°
)
o
k-]
o
o 150
£
S
S
8
5
S 100
]
o
<
8
7]
& 50
°
£
II I- Ill_ll _-I III . I I-ll-lll mll=E_m_
'x“'bol‘,‘)cp cc‘."c?c'?b"c?c?é‘ 1 L P L ) 00"(7’&“0’00’00"0“(, & A e g '~<~\<o\e\o\<~\c\e\, & &
o" :? o" "‘,“o,’a 6",‘6“10"109,l6"1(:",; e“z:,“:y':e o»"»"s‘gbfo -,"c, RO C R 6;”9 A ot G AT T o A """"‘és"é o o
(.: o OO LA EEEEEEEE oo o de

[ Alteragdo | Efluxo = Inativagdo Outros

Perfil do resistoma relativo (A) e absoluto (B) baseado nos mecanismos de agéo. Cada barra vertical representa uma amostra, agrupadas por cores.
Vermelho: GSC; Verde: GSNA; Azul: GSAF; Azul Ciano: GAC; Rosa: GAAF; Amarelo: Transportes; Cinza: Pacientes Internagao; Preto: Pacientes Alta.

85



86

Figura 14. Analise de composig¢ao do resistoma por grupo amostral a nivel de classe
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Figura 15. Analise de composicao do resistoma por grupo amostral a nivel de mecanismo de agao
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aminoglicosideos e as fluoroquinolonas sendo maiores nas granjas convencionais e
de agricultura familiar, respectivamente.

Quanto aos perfis relacionados aos mecanismos de acdo, notou-se uma
semelhancga geral entre todos os grupos (Figura 15A). As amostras de transportes
apresentaram maior diferengca pela alta proporgdo encontrada para os genes que
atuam por efluxo em comparagdo aos outros mecanismos. Nas amostras de
pacientes, transportes e granjas de aves de agricultura familiar foi detectada a
presenca de genes classificados como Outros, o que nao foi verificado nos demais
grupos.

A alfa-diversidade categorizada por genes se mostrou variada nos diversos
grupos (Figura 16). As granjas de suinos convencionais apresentaram maior
diferenga no indice observado dentro do grupo. As granjas de suinos de agricultura
familiar e os transportes tiveram variedade menor dentro dos respectivos grupos.
Cerca de 75% das amostras de granjas de aves apresentaram indice de
alfa-diversidade observado inferior a 100. Comparativamente, os grupos de
internacéo e alta de pacientes apresentaram indices semelhantes entre si. A analise
estatistica n&o revelou diferenga significativa entre nenhum dos grupos
(Pajustado>0,05), porém € possivel observar algumas tendéncias, como a menor
riqueza das GSAF em comparacdo ao grupo GSC tanto para genes, quanto para
classes e mecanismos.

A nivel de classe e mecanismo de agao os diferentes grupos apresentaram
indices de alfa-diversidade observado similares entre si, principalmente as amostras
de granjas convencionais, transportes e pacientes (Figura 16). Foi possivel observar
niveis mais baixos relacionados as amostras de granjas de suinos de agricultura
familiar. As granjas de aves de agricultura familiar foram as amostras com maior
variedade dentro do grupo em relagdo aos mecanismos de agao. A nivel de classes
de antimicrobianos, as amostras de granjas de suinos convencionais e aves de
agricultura familiar mostraram maiores indices de diversidade. Por outro lado, a
nivel de mecanismo de agédo, o grupo de granjas de agricultura familiar obteve
menor diversidade comparado as demais amostras. Novamente, observou-se maior

semelhancga entre os grupos de pacientes de internagéo e alta, porém com uma
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tendéncia de diminuicdo da alfa-diversidade do momento da alta em relagédo a

internacgao.

6.6 Analises de agrupamento (clusterizagao)

Ao agrupar as amostras a nivel de classe, observou-se a separagéo do
dendrograma em trés diferentes clados (Figura 17A). O primeiro clado contém 17
amostras de cinco grupos diferentes (GSAF, GAC, transportes, pacientes internagao
e pacientes alta). Nesse clado observou-se a maior proximidade entres as amostras
de pacientes e transportes em relagdo as granjas. O clado 2 possui 27 amostras de
todos os grupos amostrais, exceto dos transportes. Observou-se a prevaléncia de
amostras de granjas de aves e suinos convencionais préximos, porém alocados em
subclados distintos. Amostras de granjas e outros tipos de sistema de producéo e
de pacientes encontravam-se dispersos ao longo deste clado. Por fim, notou-se um
agrupamento de amostras de pacientes e transportes. O terceiro clado é composto
por 29 amostras de todos os grupos, exceto GAAF e transportes. Neste ultimo, foi
possivel visualizar as amostras de diferentes grupos compartilhando as diversas
subdivisbes, representando uma maior homogeneidade no perfil do resistoma
dessas amostras, independentemente do grupo amostral. De forma geral, na porgao
final do dendograma/nas porgdes mais proximas das amostras, notou-se a presenga
de ramos curtos, o que indica menor dissimilaridade entre as amostras.

A nivel de mecanismo de ag¢do, o dendrograma construido € composto por
trés grandes clados (Figura 17B). O primeiro clado contém 21 amostras sendo
composto principalmente por amostras de pacientes e transportes. As amostras de
pacientes de internagao e alta encontraram-se dispersas entre si, enquanto trés das
quatro amostras de transportes foram alocadas no mesmo subclado. O segundo
clado, com 22 amostras, € composto majoritariamente por granjas de suinos e aves.
De forma geral, observou-se bem a divisdo entre os grupos e o alto nivel de
homogeneidade entre as 13 amostras de granjas de suinos presentes neste clado.
Apesar dos diferentes sistemas de producdo, notou-se a proximidade entre

amostras de suinos de agricultura familiar, convencional sem antimicrobianos e com
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Figura 17. Analise de clusterizagao a nivel de classes de antimicrobianos e

mecanismos de agao
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antimicrobianos. Para as granjas de aves observou-se algo semelhante, tendo as

granjas convencionais agrupadas entre si e granjas de agricultura familiar proximas.

Em seguida, o terceiro clado apresentou 30 amostras de grande heterogeneidade
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por ter os diferentes grupos dispersos entre si. Destacaram-se as amostras de GSC,
GSAF, GAC e pacientes neste clado.

As figuras de mapas de calor (heatmaps) mostraram que as diferentes
classes de antimicrobianos e os mecanismos de agao estdo mais concentrados ao
longo das amostras (Figura 18). Os genes que conferem resisténcia aos
aminoglicosideos e as tetraciclinas apresentaram maior distribuigédo, principalmente,
nas amostras de granjas de suinos convencionais, de agricultura familiar e
pacientes (Figura 18A). Em relacéo aos glicopeptideos, destacou-se a amostra TEV
na qual o maior numero de genes dessa classe foi detectado. A resisténcia as
fluoroquinolonas se mostrou mais presente nas amostras de pacientes, bem como a
resisténcia aos beta-lactamicos, fosfomicinas, peptideos e multiclasse. Foi possivel
verificar a maior concentragdo de genes relacionados aos anfenicois nas amostras
de suinos convencionais e de agricultura familiar. Os genes ligados a resisténcia as
diaminopirimidinas aparentaram estar relacionados principalmente as amostras de
pacientes e granjas de aves. Outros grupos como os genes de resisténcia as
estreptograminas, lincosamidas e macrolideos possuiam grande distribuicdo ao
longo dos diferentes grupos amostrais. De forma geral, observou-se uma larga
heterogeneidade quando avaliada a resisténcia em relagcdo as classes de
antimicrobianos.

Quanto aos mecanismos de agao (Figura 18B), foi evidente a formagao de
alguns padrdes baseado na prevaléncia das diferentes classificagbes, porém nao foi
possivel atribuir cada padrdo observado a determinados grupos amostrais. Os
mecanismos de alteracdo e efluxo foram prevalentes entre as amostras de
pacientes. Além disso, notou-se que as granjas possuem maior predominancia

sobre a inativagdo enzimatica, independente do sistema de producéo.

6.7 Analise de coordenadas principais (PCoA)

A analise de coordenadas principais (PCoA) indicou a heterogeneidade entre
0s grupos e suas similaridades quanto aos perfis de resistoma (Figura 19). A nivel

de classe, foi possivel evidenciar que boa parte das amostras posicionou-se
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proximo ao centro do grafico, ou seja, muitas amostras apresentaram perfil
semelhante (Figura 19A). Além disso, foi possivel inferir que houve, de fato, um
resistoma central/core, pois a maioria das elipses apresentaram praticamente o
mesmo centro. As amostras de transportes fazem parte do unico grupo que
encontrou-se mais deslocado desse centro determinado pelos outros grupos.
Avaliando as elipses de cada grupo, foi possivel verificar a homogeneidade dentro
do grupo de granjas de suinos de acordo com o seu tamanho frente aos outros
grupos. Os grupos de granjas de aves, pacientes alta e transportes demonstraram
maior heterogeneidade de acordo com o tamanho de suas respectivas elipses
formadas. A nivel de mecanismo de agao observaram-se situagdes semelhantes
aquelas apenas descritas, porém de forma geral as elipses formadas foram maiores
(Figura 19B). Tal fato indicaria maior heterogeneidade dentro dos grupos a nivel de
mecanismo de acao.

Ao analisar somente as amostras de granjas, tanto a nivel de classe quanto a
nivel de mecanismo de acao, observaram-se coisas semelhantes (Figura 19C-D).
Os diferentes grupos amostrais apresentaram o mesmo centro em comum. As
granjas de suinos convencionais apresentaram perfis de resisténcia muito
homogéneos entre si, enquanto as de suinos de agricultura familiar apresentaram
maior dispersdo no grafico indicando maior heterogeneidade. As granjas de aves
convencionais apresentaram elipses maiores, principalmente quando comparadas
com as granjas de suinos convencionais.

As amostras de pacientes no momento da internagcdo aparentaram ter maior
homogeneidade entre si quando comparadas as amostras obtidas apds a passagem
dos pacientes pelo hospital (Figura 19E-F). Além disso, notou-se que tanto no
momento da internacdo quanto na alta, os centros das elipses eram 0s mesmos.
Observou-se, também, um deslocamento das amostras de transportes em relacao
as de pacientes indicando grande diferengca no perfil do resistoma entre essas

amostras de fontes distintas, tanto para classes quanto para mecanismo de agéo.
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Figura 18. Mapas de calor sobre o perfil de resistoma a nivel de classes de antimicrobianos e mecanismos de acao
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Figura 19. Anadlises de Coordenadas Principais (PCoA)
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6.8 PCR

6.8.1 blacrym.1

(A, C e E) e mecanismos de acédo (B, D e F).

Dez amostras foram identificadas como positivas para o gene blacry.1,
sendo elas: C1GSC1, C1GAC2, C1GAC3, C1GAC4, C1GAC5, C1GAC6, C1GACY,
C1GSAF3, C2GSAF3 e 2if (Figura 20). Desta forma, totalizaram-se uma amostra de
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granja de suinos, seis amostras de granjas de aves, duas amostras de granjas de

suinos de agricultura familiar e uma unica amostra de paciente.

Figura 20. Resultado da PCR para blactyx.u-1

C1GSAF2
C1GSAF3
C2GSAF3
C1GSC1
C1GAC2
C1GAC3
C1GSC4
C1GACHS
C1GAC6
C1GAC7
Ladder 100 bp

+
=
a
O

Gel de eletroforese com amostras representativas positivas e negativas para

blactx.m.1- C-: Controle negativo; CTX-M-1+: Controle positivo para blacrx..1-

6.8.2 blacry.m.2

Somente duas amostras foram positivas para o gene blacrxm.. (Figura 21).
Uma de granja de aves de agricultura familiar (C1GAAF1) e outra de granja de

suinos de agricultura familiar (C1GSAF1).

6.8-3 bIaCTx_M_g

No total, nove amostras amplificaram para o gene blacx.mg Nas reagdes de
PCR (Figura 22). Duas foram de granjas de suinos de agricultura familiar
(C1GSAF1 e C1GSAF2), quatro de granjas de suinos convencionais (C1GSC2,
C1GSC7, C1GSC8 e C1GSNA1) e trés amostras de aves (C1GAC1, C1GAC2 e
C1GAC3).
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Figura 21. Resultado da PCR para blacrx.y.»
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C1GSAF3
C2GSAF1
C2GSAF2
C2GSAF3
C1GSC2
C1GAC2
C1GAAF1
Ladder 1 kb

Gel de eletroforese com amostras representativas positivas e negativas para

blactxm-- C-: Controle negativo; CTX-M-2+: Controle positivo para blacrx.u-2-

6.8.4 blaypc

Através da PCR utilizando iniciadores para blaysc, houve a amplificacao de
duas amostras (Figura 23). As amostras positivas foram de fezes coletadas no
momento de internagéo e alta do paciente 2 (2if e 2af). Nenhuma outra amostra de
granja ou transporte apresentou qualquer amplificagdo especifica para blakpc. Os
dados obtidos utilizando o sequenciamento por nanoporos confirmou a presenca do

gene blaypc.3 Na amostra 2if.

6.8.5 blaypy

Nenhuma amostra apresentou amplificacdo quando realizada a PCR para

blayom (Figura 24). Assim, todas as amostras foram consideradas negativas para o
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gene. A construgcdo dos resistomas por MinlON também indicou a auséncia de
blayom, mesmo considerando que as reagdes de PCR foram realizadas somente

com uma parte das amostras.

Figura 22. Resultado da PCR para blacry.u.

CTX-M-9+
C1GSAF1
C1GSAF2
C1GSAF3
C1GSAF4
C1GSCH1
C1GSC2
C1GSC7
C1GSC8
C1GSNA1
C1GAC4
C1GAC5
C1GAC6
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Gel de eletroforese com amostras representativas positivas e negativas para

blactx.m.0-C-: Controle negativo; CTX-M-9+: Controle positivo para blacry..g-

6.8.6 blag,, e blagy

Foram observadas 17 amostras positivas para blagy € nenhuma positiva
para blagy, (Figura 25). As amostras positivas para o gene bla;g, foram: C1GSC1,
C1GSC4, C1GSC8, C1GSNA1, C1GSAF2, C1GSAF3 C2GSAF1, C2GSAF2,
C2GSAF3, C1GAC1, C1GAC2, C1GAC3, C1GAC4, C1GAC6, C1GACT7 e 8af;
sendo correspondentes a trés amostras de granjas de suinos convencionais, uma
unica amostra de suinos convencionais sem antimicrobianos, cinco de granjas de
suinos de agricultura familiar, seis amostras de granjas de aves e uma amostra de
pacientes. Foi possivel visualizar bandas inespecificas nas imagens dos géis, mas

que nao interferem na interpretacédo dos resultados referentes a banda de interesse.
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Figura 23. Resultado da PCR para blaypc

Ladder 100 bp

—————

Gel de eletroforese com amostras representativas positivas e negativas para blagpc

.C-: Controle negativo; KPC+: Controle positivo para blagpc.

6.8.7 mcr-1, mer-2, mer-3, mecr-4 e mer-5

Apenas uma amostra (C1GSAF1) foi identificada positiva para a PCR
Multiplex das variantes do gene mcr (Figura 26). Em virtude da dificuldade em
possuir controles positivos para cada uma das cinco variantes, optou-se por
confirmar a identidade do fragmento de duas formas: repeticdo da PCR separando
os pares de primers em cinco diferentes reagdes e o sequenciamento de Sanger. As
reacbes com primers separados indicou a amostra como positiva para mcr-4 e o

sequenciamento de Sanger confirmou a identidade do produto.

6.9 Sequenciamento de Sanger

Através do sequenciamento de Sanger foi possivel averiguar a identidade

dos fragmentos obtidos por PCR.

6.9.1 blacry.1

Para blacrx.1 © alinhamento multiplo foi realizado com 50 sequéncias de

referéncia relativas aquelas passiveis de amplificacido pela PCR executada neste
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estudo (Apéndice B). A qualidade do sequenciamento foi suficiente para a
montagem em um unico contig. O alinhamento revelou que o produto amplificado

corresponde ao grupo CTX-M-1 segundo os valores de identidade obtidos (> 98%).

Figura 24. Resultado da PCR para blaypy

C1GSNA1
C1GAC1
C1GSAF3
Ladder 100 bp

Gel de eletroforese com amostras representativas negativas para blaypy -C-:

Controle negativo; NDM+: Controle positivo para blaypy.

6.9.2 blacryu.s

Foram utilizadas as 23 sequéncias de referéncia relativas as variantes
passiveis de amplificacdo pela reacdo de PCR estabelecida neste trabalho
(Apéndice C). Foi possivel montar a sequéncia através do sequenciamento de
ambas as fitas e, além disso, confirmar a identidade do produto através do

alinhamento multiplo e os valores de identidade superiores a 98%.

6.9.3 blacryu.s

Nao foi possivel montar as sequéncias geradas por ambas as fitas em um
unico contig devido a qualidade insuficiente dos eletroferogramas. Entretanto, o

arquivo gerado para a fita forward apresentou o tamanho esperado do fragmento e
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picos bem definidos visualmente. O alinhamento multiplo utilizando a fita forward
revelou alta identidade (> 98%) em relacdo as sequéncias do banco de dados
(Apéndice D).

Figura 25. Resultado da PCR Multiplex para blag,,, e bla gy

C1GScC7
C1GSC8
C1GSNA1
C1GAC1
C1GAC2
C1GAC3
C1GAC4
C1GAC6
C1GAC7
Ladder 1 kb

+
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SHV/TEM+
C2GSAF1
C1GSAF2
C2GSAF2
C1GSAF3
C2GSAF3

Gel de eletroforese com amostras representativas positivas e negativas para blagy
e blagy .C-: Controle negativo; SHV/TEM+: Controle positivo para blagy, € blargy;

TEM+: Controle positivo para bla tg.

6.9.4 blaypc

O alinhamento multiplo para o gene blaxpc foi realizado utilizando todas as
sequéncias de referéncias passiveis de amplificacao pela reagao padronizada como
explicitado no item 5.6.1 dos Materiais e Métodos (Apéndice E). A qualidade do
sequenciamento de ambas as fitas foi adequada para a montagem em um unico
contig. Foi possivel confirmar a identidade do produto gerado através do
alinhamento multiplo, ja que os valores de identidade encontrados foram superiores
a 98%.



102

6.9.5 blayoy,

O produto obtido com as sequéncias forward e reverse foi alinhado com as
16 variantes passiveis de amplificagdo utilizando os iniciadores para o gene blaypm
deste trabalho (Apéndice F). A partir do alinhamento foi possivel confirmar a
identidade do produto, mas ndo houve evidéncia suficiente para certificar a variante
sequenciada em virtude do pequeno tamanho do amplicon. Os valores de

identidade foram acima de 96%.

Figura 26. Resultado da PCR Multiplex para mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e mcr-5
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Gel de eletroforese com amostras representativas positivas para mcr-1, mcr-2,

mcr-3, mcr-4 e mcr-5.C-: Controle negativo; MCR-1+: Controle positivo para mcr-1.

6.9.6 blag,y

Somente o sequenciamento utilizando o primer SHV F gerou um
eletroferograma com resultado capaz de confirmar a identidade do produto. A partir
deste alinhamento foi possivel confirmar a identidade do produto gerado devido aos

altos valores de identidade encontrados (> 98%) como visualizado no Apéndice G.
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6.9.7 blargy

N&o foi possivel realizar a montagem em uma unica sequéncia a partir dos
dois eletroferogramas gerados. Foi realizado, entdo, o BLAST de todas as variantes
passiveis de amplificacdo pelos iniciadores para bla;zgy, com ambos
sequenciamentos (Apéndice H). Os alinhamentos realizados com as sequéncias
relacionadas a TEM F e TEM R obtiveram valores de identidade,
independentemente da variante, acima de 94% e 96%, respectivamente. Sendo

assim, a identidade do produto foi confirmada.

6.9.8 mcr-1

O banco de dados local construido continha 30 diferentes variantes da familia
mcr-1 (Apéndice ). Os valores de identidade obtidos ao alinhar o fragmento
montado e as variantes do banco de dados foram superiores a 98%. Dessa forma,

teve-se confirmada a identidade do fragmento sequenciado.

6.9.9 mcr-4

A PCR revelou a presenca do gene mcr-4 na amostra de granja de suinos de
agricultura familiar C1GSAF1. Tratando-se de um gene pouco relatado na literatura,
optou-se por realizar o sequenciamento desse fragmento. O sequenciamento
confirmou a identidade do produto. O software para avaliagao de qualidade nao foi
capaz de montar as sequéncias forward e reverse em um unico contig. Apesar
disso, avaliando o sequenciamento de ambas fitas individualmente, os
eletroferogramas gerados alinharam com as seis diferentes variantes da familia
génica mcr-4 (Apéndice J). Em ambos os casos, os alinhamentos apontaram maior
similaridade dos queries com as variantes mcr-4.3 emcr-4.6. Ambos os
alinhamentos apresentaram 99,40% e 100% de identidade em relacédo as
sequéncias MCR-4 F e MCR-4 R, respectivamente. Entretanto, ndo foi possivel
distinguir entre essas duas variantes, pois as sequéncias obtidas por Sanger nao

contemplam a regido onde ocorre uma mutag¢ao pontual que as diferencia.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo geral realizar uma analise
exploratéria da composicao do resistoma de comunidades microbianas presentes
em ambientes de extenso uso de antimicrobianos do Estado de Santa Catarina.
Nosso trabalho fez parte de um outro projeto maior que busca determinar a
dindmica de circulagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos entre
locais de criacdo animal e o HU-UFSC-EBSERH, principal centro de atencio de
saude em Santa Catarina, devido a sua ligagao direta com a UFSC e sua produgéao
académica e cientifica de qualidade. Esse projeto conta com o suporte financeiro da
Fundacao Bill and Melinda Gates e tem sua administracdo mediada pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq). Além disso, esse
projeto esta sendo executado com a colaboragao cientifica e logistica da Embrapa
Suinos e Aves (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Concordia;
https://www.embrapa.br/suinos-e-aves) e de varios grupos de pesquisa da UFSC.
Esse esforco permitiu que obtivéssemos amostras de diferentes locais incluindo
granjas de criacdo animal de suinos e aves de diversos sistemas de produgao,
transportes de pacientes e de pacientes. Todos esses locais tiveram como foco
geografico de estudo a mesorregiao do oeste catarinense, um dos pélos principais
de producdo de suinos e aves de corte do mundo. Essa atividade movimenta cerca
de R$10 bilhdes, sendo a quarta e a terceira maior produgdo mundial entre suinos e
aves, respectivamente. Assim, o estudo realizado no presente trabalho visou
proporcionar pela primeira vez um perfil do resistoma de locais estratégicos para
cenario estadual e nacional. Além disso, teve-se como objetivo tragar estratégias de
intervengao que possam por um lado, manter o equilibrio entre a saude humana,
animal e ambiental (aplicando o conceito de saude unica), e ao mesmo tempo,
manter essa atividade econdémica de grande importancia que representa milhares
de oportunidades de trabalho além da provisdo de produtos de alta qualidade que
sdo exportados para cerca de 67 paises, e portanto contribuem de forma importante

para a alimentagao mundial.
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Uma primeira avaliagdo do trabalho desenvolvido, nos permite afirmar que a
metodologia de sequenciamento metagendmico empregada usando nanoporos
resultou claramente eficiente e muito facil de ser adotada dentro da rotina de
trabalho do laboratorio. Esta tecnologia tem grande protagonismo no cenario atual
entre os estudos de metagendmica e de resistoma. Destaca-se ainda a importancia
da metodologia para a vigilancia de patdbgenos em diversos ambientes e a aplicagao
no diagndstico clinico, ja que a técnica apresenta resultados em tempo real (LAMB
et al, 2020; LU; GIORDANO; NING, 2016). A escolha pela plataforma de
sequenciamento se baseou nas diversas vantagens que essa oferece. A
metodologia baseada em /long-reads € conveniente para o sequenciamento e
deteccdo de genes de resisténcia em amostras de alta complexidade
microbiolégica. Além disso, a plataforma busca melhorias na performance e redugao
de erros constantemente, o que leva a maior confiabilidade dos resultados obtidos.
Embora ela apresente taxas de erro maior que outras plataformas, como Illumina e
PacBio, o que pode dificultar e enviesar a identificagdo correta e precisa de
variantes genéticas, comuns nos genes de resisténcia aos antimicrobianos, a
enorme diferenca de custo quando se a aquisicdo do sequenciador para uso
proprio, além da versatilidade do seu uso; representam vantagens que podem muito
bem fazer a diferenga para estudos similares. A identificagdo de genes de
resisténcia aos antimicrobianos empregando essa técnica é cada vez mais
frequente de ser encontrada na literatura juntamente com suas aplicagdes clinicas,
ambientais e na saude animal, ou seja, aplicando-se o conceito de saude unica
(GARDY; LOMAN, 2017; GOLPARIAN et al., 2018; URBAN et al., 2021).Apesar da
complexidade dos dados gerados, a ONT oferece um suporte adequado e
personalizado, além da ampla acessibilidade e facilidade sobre suas ferramentas de
analises do sequenciamento. Dessa forma, a plataforma MinlON se resultou
altamente eficiente e cabivel ao tipo de estudo desenvolvido e acredita-se que seja
uma importante ferramenta facilitadora e que possa contribuir a favor da realizagéao
de programas e estudos de vigilancia epidemiolégica.

As analises resultantes do sequenciamento foram capazes de distinguir os
diferentes ambientes e grupos através dos seus respectivos perfis de resistomas.

No entanto, devido ao tipo de amostra coletada, algumas analises ficaram
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comprometidas devido a baixa recuperacdo de material microbiolégico e,
consequentemente, de DNA para sequenciamento, motivo pelo qual essas
amostras foram excluidas das analises. Os swabs, principalmente aqueles de
superficie como os de transportes, apresentaram rendimentos relativamente baixos
no sequenciamento, levando, consequentemente, a reduzida detecgado de genes de
resisténcia. De modo semelhante, as camas de aviario foram amostras compostas
majoritariamente por serragem utilizada nos criadouros, reduzindo a capacidade de
recuperar material biolégico suficiente, que realmente representasse o microbioma
do local (CISAR et al., 2010). Esse fato poderia explicar o rendimento insuficiente de
obtencdo de DNA evitando a exclusdao de algumas amostras nas analises
subsequentes.

Outro ponto a ser considerado é a pequena amostragem realizada para os
grupos GSNA e GAAF, fator que impediu e limitou a determinacdo de um
comportamento em relagdo ao aspecto de perfil de resisténcia. No entanto, é
importante mencionar que essas amostras ndo sao consideradas no projeto geral
do qual este trabalho faz parte, mas que pelo valor exploratorio que elas poderiam
prover, foi optado por inclui-las no estudo.

Foi observada a grande dominancia dos genes relacionados a resisténcia
pelas tetraciclinas, pelos aminoglicosideos e por mais de uma classe de
antimicrobianos em todos os ambientes abordados neste estudo. As tetraciclinas
foram introduzidas como agentes clinicos nos anos 1940. Sua alta eficacia sobre as
bactérias gram-positivas e gram-negativas favoreceu seu extenso uso na clinica
humana e animal, especialmente como indutor do crescimento de suinos e aves
(ANGELAKIS, 2017; OTSUKA, 2020). Além disso, a maioria dos genes de
resisténcia as tetraciclinas encontram-se em elementos genéticos moveis,
facilitando sua disseminagao e transmissao entre bactérias (POIREL et al., 2018;
HE et al., 2019; SUN et al., 2019). Estudos apontam os microrganismos ambientais
como a principal origem da resisténcia a essa classe, bem como a responsabilidade
por atuar como reservatério (BERGLUND et al., 2020).

A resisténcia aos aminoglicosideos, muitas vezes mediadas por transferases,
encontra-se dispersa nos mais diversos ambientes. Muitos estudos relatam a

presenca de genes de resisténcia em elevada abundancia ao longo de isolados
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clinicos e ambientais (KHOSRAVI; JENABI; MONTAZERI, 2017; GALANI et al,
2019; NAYME et al., 2019). Além disso, frequentemente estdo associados a outros
genes como ESBLs (do inglés, beta-lactamases de espectro estendido) ou que
conferem resisténcia a fluoroquinolonas (KRAUSE et al., 2016). O extenso uso
destes antimicrobianos na clinica e na criagdo animal fazem jus a alta diversidade
de genes encontrados nas amostras.

O fendtipo MLSg, ou seja, microrganismos que possuam resisténcia aos
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B & associado a familia génica erm.
Os resultados encontrados neste estudo apontam a dispers&o generalizada dessa
familia nos ambientes hospitalar e de criagdo animal. Os estudos do mobiloma de
espécie de Staphylococcus mostram a forte ligacdo desses genes com o0s
elementos genéticos méveis como plasmideos e transposons. Dessa forma, fica
clara a justificativa relacionada a dispersao dos genes erm em amostras clinicas e
ambientais (FERBLER et al., 2018).

O TGI humano é reconhecido por ser um grande reservatério para genes de
resisténcia aos beta-lactdmicos e, além disso, para patdégenos produtores de
beta-lactamases (KARANIKA et al., 2016; SALEEM et al., 2020). Os resultados aqui
apresentados indicaram um maior potencial de resisténcia a esta classe entre os
pacientes, ou seja, o ambiente hospitalar. Dessa forma, torna-se preocupante o
conhecimento acerca da epidemiologia ligada a disseminagédo das beta-lactamases
(BUSH; BRADFORD, 2020). Ja se tem registros de surtos nosocomiais de ESBLs
desde a década de 1990. Neste mesmo periodo os maiores relatos trazem a forte e
rapida disseminacdo de TEM, SHV, CTX-M e KPC. Pela década de 2000,
identificaram-se surtos de NDM, VIM, IMP, GES e OXA-48. Observa-se, assim, que
0 cenario das beta-lactamases encontra-se frequentemente associado a infecgoes
hospitalares e surtos nosocomiais (DE ANGELIS et al., 2020). Além disso, estudos
ja demonstram a capacidade que alguns microrganismos comensais do género
Streptococcus podem atuar como reservatorio de genes que conferem resisténcia
aos beta-lactamicos (JENSEN et al., 2015).

Os genes de resisténcia as fluoroquinolonas foram identificados
majoritariamente nas amostras de pacientes, em especial, a familia gnr. Desde a

década de 1980 as fluoroquinolonas vém sendo empregadas no combate a
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infecgbes graves ou resistentes a outras classes. Além disso, o espectro de eficacia
contra bactérias gram-negativas e gram-positivas favoreceu o uso global dessa
classe no combate de infec¢cées graves (REDGRAVE et al., 2014). O trabalho de
Hooper e Jacoby (2016) evidencia os plasmideos como os principais carreadores
desses genes e geralmente sao encontrados associados a outros genes de
resisténcia como as beta-lactamases. As bactérias também podem expressar
resisténcia as fluoroquinolonas através de mutagdes nos genes gyrA, gyrB, parC e
parE, enzimas relacionadas com o condensamento do DNA bacteriano. Os
resultados indicaram a presenca dessas mutagdes dispersas nos diversos
ambientes amostrados. Questiona-se muito na literatura em relagdo a influéncia
dessas mutacdes sobre o fitness da bactéria portadora: foi observada, em porcos e
aves, maior persisténcia de linhagens de Campylobacter resisténcia mesmo apods a
remogao da pressao seletiva (REDGRAVE et al., 2014).

Os resultados obtidos a partir dos métodos de distancia como o PCoA
apresentaram alguns dados ja esperados. O fato de que as granjas de suinos
convencionais tenham apresentado resistomas mais homogéneos entre si reafirma
as consequéncias relativas ao confinamento e as praticas de seguranga biologica
empregadas nesse tipo de sistema de produgcdo. Da mesma forma em que se
observa uma elipse maior para os suinos de agricultura familiar, isso indica a maior
variabilidade encontrada no resistoma a partir do método extensivo aplicado
aqueles animais. Os resultados relativos as granjas de aves convencionais
apontaram uma conformagéo intermediaria de homogeneidade entre granjas de
suinos convencionais e de agricultura familiar, levando a crer que, apesar do
resistoma diverso, ainda pode-se observar maior semelhanga entre as diferentes
granjas quando compara com um sistema de criagdo extensivo. Dessa forma, o tipo
de regime de criagdo parece estar diretamente envolvido com a construgao do
resistoma devido ao confinamento dos animais, pois ja € bastante discutida a perda
de diversidade e uniformidade da microbiota quando emprega-se o confinamento
(WANG et al., 2020b). Além disso, os antimicrobianos utilizados em cada tipo de
animal e em cada regime de criagdo podem estar relacionados com os perfis de
beta-diversidade observados. Nao obstante, sabe-se que nas granjas de agricultura

familiar participantes do estudo, ha o convivio entre diferentes espécies de animais



109

no mesmo local de criagdo, podendo ser outro fator colaborativo para a maior
heterogeneidade entre as amostras desse grupo. Dessa forma, os dados sugerem
que as granjas convencionais possuem resistomas mais homogéneos entre si,
apesar das diferentes localidades geograficas, devido a padronizagao de praticas de
produgao e o uso rotineiro de antimicrobianos. Por outro lado, a heterogeneidade
observada entre as granjas de agricultura familiar pode estar ligada a sujeicéo
desses animais a contaminacao pelo ambiente (por agua, alimentacao, etc.), ja que
nao ha uma pressao seletiva capaz de impulsionar a padronizacdo do perfil de
resisténcia e o aumento do numero de genes de resisténcia como ocorre nos
sistemas de produgao convencionais.

O enfrentamento de surtos dentro de granjas levaram os produtores a
pensarem em novas estratégias de controle de infecgbes. Controles sanitarios
passivos e ativos sdo imprescindiveis para evitar maiores perdas de producao.
Controle de mortalidade, monitoramentos sorologicos e até mesmo sanitizagéo de
ambientes sao imprescindiveis para a erradicacdo de um patégeno (OLIVEIRA et
al., 2020). Além disso, o confinamento leva ao uso compulsério de antimicrobianos
para reduzir os riscos de espalhamento de uma suposta infeccdo. As acdes
antropicas influenciam negativamente na saude e microbiota dos animais,
provocando menor diversidade desse ecossistema (ZEINELDIN; ALDRIDGE;
LOWE, 2019). A homogeneidade encontrada nas granjas de suinos convencionais
e, contrastantemente, ndo observada nas granjas de suinos de agricultura familiar
deve refletir as praticas empregadas nesses dois diferentes sistemas de produgéo.
Tem-se indicios, entdo, de que o confinamento e o uso de antimicrobianos é capaz
de reduzir a diversidade entre as microbiotas dentro do mesmo grupo, mantendo-se
uma padronizagdo biolégica. Ademais, a determinagdo da composicdo da
microbiota das amostras estudadas, € um elemento que pode complementar
fortemente a avaliagao feita neste trabalho. Além disso, a quantidade e tipo de
antimicrobianos usados nas granjas poderia ser um dado muito importante para
melhor compreender os perfis de resistomas observados. Porém, n&do foram
fornecidos dados quanto a administragdo de antimicrobianos nas granjas, pois

inevitavelmente, esse tipo de trabalho gera certo temor sobre empresas produtores
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em relacdo aos resultados do estudo, podendo comprometer as suas atividades
econdmicas.

Em relagdo aos pacientes, pde-se maior atengcédo sobre a heterogeneidade
adquirida pelos resistomas durante a passagem hospitalar. Tratando-se de um local
de extenso uso de antimicrobianos, € razoavel observar resistomas com maior
diversidade e numero de genes. Além disso, o proprio ambiente hospitalar &
reconhecido pela enorme quantidade de bactérias resistentes as quais facilmente os
pacientes poderiam ter encontrado em contato e, consequentemente, poderiam ter
colonizado a microbiota intestinal ou, até mesmo, a microbiota nasal (LIU;
DICKTER, 2020).

A aquisicao de resisténcia através do uso de antimicrobianos € muito comum,
dentre os pacientes alguns casos ilustram facilmente essa situagdo. O paciente 9
utilizou os antimicrobianos sulfametoxazol (sulfonamida) e trimetoprima
(diaminopirimidina) durante 20 dias. Foram detectados, somente na amostra retal de
alta, os genes relacionados a resisténcia a ambos os antimicrobianos (dfrA1, dffA17
e sul2). Dessa forma, seria possivel relacionar o uso prolongado desses
antimicrobianos a resisténcia adquirida. O gene dfrF, diferentemente, foi detectado
em ambas as amostras retais, tanto no momento da internagdo quanto da alta
desse mesmo paciente, porém trata-se de um gene encontrado no cromossomo
bacteriano. Esses mesmos antimicrobianos sdo largamente utilizados nas granjas
de suinos e aves, o0 que justifica a deteccédo de diversas variantes dos genes
supracitados (dfr e sul) nas amostras de ambiente de criagdo animal.

Os pacientes 2 e 7, por outro lado, apresentaram resistomas nasal e retal de
alta menores comparativamente aos de internagdo. Avaliando a passagem pelo
hospital, observa-se o uso de antimicrobianos durante todo o periodo de internagéo.
Tais observacgdes permitem especular que a administragao desses farmacos podem
ter consequéncias diferentes daquelas discutidas anteriormente.

Algumas discrepancias foram observadas quando comparadas as técnicas
de PCR e sequenciamento metagendmico no quesito confirmagado da detecgéo de
genes. Primeiramente, o fato de que foram realizados procedimentos diferentes de
extragcdo de DNA devido as diferentes caracteristicas de cada uma das técnicas

pode justificar a discordancia entre resultados. Apesar disso, muito ja se sabe sobre
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a importancia de ambas as técnicas em relagdo a detecgcédo de genes no estudo da
microbiota (SCHMIDT et al., 2020; ZHANG et al., 2020b).

Os dados sobre a familia blacx construiram-se de maneira complementar
em relacdo as técnicas de sequenciamento e PCR. As variantes blacrxm.s2,
blactymss, blacrxaess Placrxmre € blactxm10s foram detectadas na amostra 7ir. A
amostra 7ar apresentou o0 gene blacyuss € as amostras C1GAC6 e 4ir
apresentaram o gene blacrx.ms- As amostras 7ir e 7ar nao foram testadas por PCR
para confirmacéao e a familia blacrx..s N@0 foi abordada na PCR para confirmagao.

A amostra 8af, por exemplo, se mostrou positiva para o gene blagy.135 de
acordo com o sequenciamento. Outra confirmacéao através da PCR foi dada através
da familia blaksc a qual foi encontrada na amostra 2if sendo identificada como
blaec.5 positiva pelo sequenciamento. Por outro lado, a amostra 2af na qual nao foi
detectado nenhum gene dessa familia, apresentou um resultado positivo.

Diversas amostras apresentaram um resultado do sequenciamento positivo
para diversas variantes da familia bla;g,. Porém, essas mesmas amostras nao
foram testadas na PCR. Outro ponto importante é que diversas variantes
identificadas pelo sequenciamento ndo sao contempladas pelas rea¢des de PCR
utilizadas. Além disso, em 16 diferentes amostras foi detectada a presenca de
genes blag, através da PCR, servindo como informagao adicional e complementar
aos resultados obtidos por metagendmica. E importante ressaltar a sensibilidade da
técnica de PCR comparativamente ao sequenciamento metagendmico, levando a
essa discrepancia entre os resultados. Por outro lado, as familias génicas blag, €
blayom Ndo foram detectadas por nenhuma das duas técnicas abordadas. Indicando,
de fato, a auséncia desses genes nas amostras do estudo.

As amostras positivas para mcr-1 através do sequenciamento ndo puderam
ser testadas para confirmagao por PCR. Independentemente, a amostra de granja
de suinos de agricultura familiar C1GSAF1 foi a unica que apresentou amplificagédo
para o gene mcr-4, resultado o qual nado foi observado pelo sequenciamento
metagendmico. Apesar disso, o sequenciamento de Sanger foi capaz de confirmar a
identidade do produto. Assim sendo, a sensibilidade da técnica e até mesmo a
extracdo de DNA ter ocorrido em dois eventos diversos podem ter ocasionado os

resultados discordantes, porém complementares.
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A deteccédo do gene mcr-4 na amostra C1GSAF1 pode ser considerado um
achado importante para a literatura cientifica brasileira. A detecgao de tal gene,
mais especificamente da variante mcr-4.3, foi descrita em 2020 por
Martins-Sorenson e colaboradores relatando um isolado clinico de Acinetobacter
baumannii obtido em 2008 portador do gene. Esse isolado teria sido identificado a
partir do fluido cerebrospinal de um paciente com meningite no Brasil. A
identificacdo deste gene em Santa Catarina se mostra pioneira e indica uma grande
preocupacao frente a disseminacdo desses elementos de resisténcia. Por ter sido
detectado em uma granja de agricultura familiar, na qual empregam-se praticas com
contato frequente entre os animais e seus cuidadores, aumentam-se as
probabilidades de transferéncia de elementos de resisténcia entre os diferentes
microbiomas e seus respectivos hospedeiros.

A resisténcia bacteriana é, de fato, uma problematica de dificil intervencéo. O
combate e controle de infec¢des in vivo se torna uma missdo complexa por contar
com um arsenal limitado de farmacos. Assim, o conhecimento relacionado a
circulacdo de elementos que conferem resisténcia se mostra essencial na busca por
novas estratégias de controle e vigilancia sanitaria. Reformas estruturais nos
sistemas sanitarios de tratamentos de dejetos de origem humana e animal
resultaram na melhora da qualidade de vida e redug¢ao de infecgdes. O livro “O
mapa fantasma: uma epidemia letal e a epopeia cientifica que transformou nossas
cidade” de Steven Johnson (2006) ilustra a necessidade que grandes aglomerados
urbanos tém de se reinventar quando uma epidemia, nesse caso de colera, surge.
Repensar e reestruturar o sistema sanitario presente nas maiores metropoles é
imprescindivel para evitar a contaminagcdo e transmissdo de diferentes agentes
patogénicos. O médico epidemiologista John Snow, um dos protagonistas presentes
no livro, foi uma figura pivd no combate a colera e capaz de desmistificar a teoria
miasmatica, a qual acreditava na poluicdo emanada pela putrefacdo de matéria
organica como a principal causa de doengas. Anos depois a teoria microbiana se
consolida e integra a microbiologia moderna, estabelecendo conceitos relacionados
a transmissao de doengas (KARAMANOWU et al., 2012).

Algumas estratégias aplicadas para a diminui¢gao da disseminacéo dos genes

de resisténcia aos antimicrobianos tiveram consequéncias positivas relatadas na
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literatura. O uso de fagos conta com estudos de caso favoraveis a sua aplicagéao
continua na medicina e, até mesmo, no ambiente (DEDRICK et al., 2019). O
Transplante de Microbiota Fecal (TMF) é reconhecido por seus beneficios
relacionados a diminuicdo da resisténcia aos antimicrobianos quando aplicado a
correcdo da disbiose humana (OOIJEVAAR et al., 2018). A sanitizacdo de
ambientes também se mostra eficaz na redugdo de patégenos e,
consequentemente, na diminuicdo no resistoma detectado em superficies. Muitas
vezes, 0 uso de ativos biologicos € relatado como benéfico para o mesmo fim
(CASELLI et al., 2016). A identificacdo de surtos e a vigilancia hospitalar apontam
reducdo e maior controle sobre as infeccdes nosocomiais (CANTON; GIJON:
RUIZ-GARBAJOSA, 2020). Por fim, alguns paises proibem o uso de
antimicrobianos em animais como promotor de crescimento. O resultado € a
reducao na resisténcia ao longo dos anos (LIM et al., 2018).

Considerando o exposto anteriormente, percebe-se a multiplicidade de
consequéncias diretas e indiretas relacionadas ao uso de antimicrobianos.
Observa-se, assim, em Santa Catarina uma grande variedade de genes de
resisténcia aos antimicrobianos circulantes, destacando-se aqueles relacionados as
tetraciclinas, aos aminoglicosideos e genes que conferem resisténcia a mais de
uma classe de antimicrobianos. Foi possivel avaliar grandes diferencas entre os
resistomas encontrados nos ambientes hospitalar e de granjas baseado na
prevaléncia de genes que conferem resisténcias a determinadas classes, como os
beta-lactamicos e fluoroquinolonas que apresentaram maior predominancia dentre

0Ss pacientes.

8 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que:
1) Os diferentes ambientes amostrados apresentam diferentes perfis de
resistoma quanto a sua composicao.
2) Os diferentes sistemas de producado animal e o ambiente hospitalar

influenciam a diversidade do resistoma
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3) O sequenciamento por nanoporos e a analise metagenémica
apresentam um grande potencial como ferramentas eficientes e
rapidas para a detecgcdo de genes de resisténcia, tanto no ambiente
hospitalar, quanto animal. Podendo fazer desta plataforma uma grande
aliada a programas de vigildancia sanitaria no Estado de Santa
Catarina.

Dessa forma, pode-se aceitar a hipotese estabelecida inicialmente. Foi
possivel verificar um contingente de genes de resisténcia comum aos diversos
ambientes estudados, sendo composto majoritariamente por genes e mutacgdes
génicas que conferem resisténcia aos aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclinas

e que conferem fendtipo MLSg.

9 PERSPECTIVAS

Diversos pontos precisarao ser revistos e complementados ao dar
continuidade ao projeto geral. Inicialmente, neste trabalho ndo foram consideradas a
quantidade em massa das amostras submetidas a extracdo de DNA, fator o qual
poderia ser utilizado para determinar a concentragcdo de elementos de resisténcia.
Essa relagdo nao seria possivel de ser realizada com as amostras de granjas de
suinos e aves devido a composicao desconhecida relativa ao manuseio desses
ambientes. Além disso, seria dificil atribuir a um unico individuo, como ocorre com
as amostras de pacientes, mas a um conjunto de individuos presentes na mesma
granja.

Sa0 necessarios outros ensaios capazes de confirmar e complementar os
resultados aqui discutidos. Analises de microbiologia basica através do uso de
técnicas de isolamento bacteriano, identificagcdo taxondmica, teste de sensibilidade
aos antimicrobianos (TSA) estdo sendo realizadas em paralelo pelo nosso grupo de
pesquisa. Estudos de bioinformatica mais profundos capazes de indicar a
proveniéncia taxondmica dos genes de resisténcia encontrados e que possam ser
correlacionados com a abundancia detectada nessas comunidades microbioldgicas

podem ser ferramentas de importante valor para melhor caracterizacdo dos
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resistomas presentes em diferentes ambientes. Além disso, o estudo do mobiloma,
ou seja, a identificacdo dos elementos genéticos responsaveis pelo carreamento
dos ARGs poderia auxiliar na compreensdo sobre como alguns genes podem
circular entre os diversos ambientes. Complementarmente, a analise de risco,
seguindo a metodologia de Monte Carlo pode ser crucial para a construgdo de um
modelo de circulagdo de MRAs e ARGs no estado de Santa Catarina, sendo esse 0
objetivo principal do projeto-chapéu no qual esse trabalho esta inserido.

Os dados de metagendmica, por possuirem uma grande quantidade de
informagdes relevantes acerca dos ecossistemas microbioldgicos presentes nas
amostras, poderiam ser utilizados como objeto de estudo também para a
identificacdo de genes de resisténcia a outros fatores, como os metais pesados. A
detecgdo de regibes CRISPR e anti-CRISPR presentes no metagenoma pode
indicar a atividade de defesa de bactérias contra fagos. Essas abordagens poderiam
ser utilizadas para melhor caracterizar e compreender os diversos mecanismos de

resisténcia bacteriana contra diferentes fatores.
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APENDICE A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES

L hiont

0s entre

Titulo do Projeto: Dinamica da circulaciao de microrganismos resistentes aos antimicr
hospitalares e de criacao animal.

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntdrio do trabalho de pesquisa: Dindmica da circula¢do de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos entre ambientes hospitalares e de criagdo animal. Estamos
consultando vocé sobre a possibilidade de utilizacdo de swabs de mios, swabs nasais e amostras de fezes,
previamente coletados para a pesquisa de bactérias e genes de resisténcia antimicrobiana, frente a este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que ¢ também um pedido de autorizagdo para o uso de amostras
biolégicas neste projeto de pesquisa.

Para vocé decidir se gostaria de participar e autoriza o uso dessas amostras nas investigagoes propostas neste
projeto de pesquisa, vocé precisa conhecer os objetivos deste projeto, os beneficios, riscos e consequéncias. Apo6s
receber todas as informagdes abaixo, vocé podera fornecer o seu consentimento de participagao ou néo, sendo que em
caso de aceite solicitaremos sua assinatura, data e local neste TCLE.

PROPOSITO (OBJETIVOS) DO PROJETO DE PESQUISA

Devido a importincia do uso de antimicrobianos (que vocé deve conhecer como antibiGticos) na inddstria
animal e ao crescimento do nimero de microrganismos resistentes aos antibiéticos (MRA) na satide humana, neste
projeto o objetivo principal é compreender o papel do ambiente hospitalar e da criacdo animal na ecologia da
circulag@o de genes de resisténcia aos antibidticos através do estudo de genes de resisténcia (resistoma) empregando
métodos conhecidos como metagendmica. Isso permitird principalmente: a) compreender o papel do ambiente
hospitalar e da criagdo animal na ecologia da circulac@o de resisténcia aos antibiéticos: b) fornecer novos dados para o
sistema de vigilancia e andlise, ampliando os locais a serem testados e fornecendo uma caracterizagdo mais completa
dos mesmos.

Para isso uma andlise microbiana serd realizada a partir de amostras obtidas de pacientes internados no
Hospital Universitario (HU) Polydoro Ernani de Sao Thiago oriundos do oeste do estado de Santa Catarina, um dos
seus familiares, sistemas de transporte desses individuos e suas casas. Em paralelo, oito granjas de suinos e oito
granjas de aves de corte no oeste de Santa Catarina (representando mais de 20.000 suinos e 400.000 aves) participarao
do estudo através de amostras obtidas dos albergues dos animais, do sistema de drenagem das granjas e dos
cuidadores dos animais dessas granjas.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

Para o caso especifico deste TCLE serdo visitados pacientes em internagdo atual no HU provenientes do oeste
de Santa Catarina para apresentar o projeto intitulado “Dinamica da circulagio de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos entre ambientes hospitalares e de criagdo animal”, convidando tais sujeitos a participarem como
voluntdrios neste trabalho de pesquisa. Os sujeitos receberdo todas as informagdes sobre este projeto. Uma vez aceita
sua participagdo, serd realizada a coleta de swabs e fezes em duas ocasides: no momento da internagdo e na alta. Os
swabs serdo coletados a partir das narinas e do reto (somente no caso de ndo ser possivel a coleta de fezes). Estas
amostras consistem no uso de um dispositivo parecido a um cotonete que serd colocado em contato com a superficie
de suas narinas ou reto. Através de movimentos circulares e de ir e vir serdo coletadas as amostras citadas.
Adicionalmente, serd solicitada também uma amostra de fezes obtida de forma espontinea em frasco especifico para
tal procedimento e fornecido pela equipe de pesquisa. Finalmente, uma amostra de swab serd coletada da casa do
paciente aos 3 meses da alta, sendo ela coletada do sistema de drenagem da pia da cozinha. Os procedimentos nio
produzirdo nenhum tipo de dor, mas podem apresentar algum desconforto, e as amostras coletadas serdo codificadas
visando o sigilo do nome do doador das amostras. As amostras coletadas servirdo para andlises de caracterizagio dos
microrganismos presentes nesses locais anatémicos, realizados através de técnicas conhecidas como metagenomica e
técnicas de cultura de microrganismos conhecidas como microbiolégicas. Uma amostra adicional de cada tipo e local
coletado servird para formar um biorepositdrio, o qual estd explicitado na continuagao.



BIORREPOSITORIO

Devido a que as técnicas a serem empregadas nas andlises descritas sdo dispendiosas, sendo os procedimentos
dessas andlises constantemente melhorados pela comunidade cientifica, e que o projeto envolve uma logistica também
dispendiosa, estd planejado a formaciio de um biorrepositério com amostras coletadas dos individuos participantes.
Esse biorrepositério consiste num conjunto de amostras que sao guardadas pelos pesquisadores com a finalidade de
uso durante o presente projeto de pesquisa mas também com a possibilidade de uso em futuros projetos. Durante todo
o tempo de existéncia do biorrepositdrio ele serd de responsabilidade da Universidade Federal de Santa Catarina e
gerenciado pelos pesquisadores responsaveis do presente projeto (citados abaixo). A assinatura do presente TCLE
permitird o uso das suas amostras para a confec¢do desse biorrepositério e uso das amostras durante a execugio do
presente projeto. Caso esse biorrepositdrio seja considerado para uso em projetos futuros, tais projetos deverdo ser
aprovados primeiro pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos da UFSC e nacional (se necessirio) e
posteriormente, vocé serd contatado para ser apresentado a essas novas pesquisas, decidir confirmar ou nido a sua
participagdo, e permitir ou ndo o uso dessas amostras jd colhidas.

RISCOS

Toda pesquisa com seres humanos tem alguma possibilidade de risco. Mas, como nao estd previsto nenhum
exame ou procedimento invasivo além dos swabs nasais e retais neste projeto de pesquisa, entiio, niio estio previstos
riscos imediatos com a sua participagdo além de, tipicamente, algum grau baixo de desconforto durante a realizagdo
do swab nasal e/ou retal. As amostras coletadas servirdo para as andlises metagendmicas e microbiolégicas, as quais
serdo armazenadas de forma sigilosa. Porém, mesmo que minimo, orientamos da possibilidade de risco da quebra de
sigilo, mediante situagao especifica, o qual serd evitado através do acesso restrito 4 base de dados e a ndo
identifica¢io dos pacientes nas publicagdes e, caso ocorra, serdo tratados em termos legais, pelos pesquisadores.

CUSTOS

E necessdrio esclarecer que vocé€ ndo terd quaisquer custos ou forma de pagamento por autorizar a
participac@o neste projeto de pesquisa e, caso isso venha a ocorrer de forma extraordindria e inesperada, vocé serd
ressarcido em termos legais, por esta pesquisadora. Se ocorrer algum prejuizo material ou imaterial decorrente da
pesquisa, vocé poderd solicitar indenizagio de acordo com a legislacio vigente. Ainda assim, a pesquisadora
compromete-se com o cumprimento das exigéncias contidas nos itens IV.3 e IV.4 da referida resolugio que rege esse
termo. A sua participac@o neste projeto de pesquisa é voluntaria, vocé deve se sentir confortdvel a desistir da pesquisa
a qualquer momento, sem nenhum risco de prejudicar seu atendimento ou sofrer alguma penalidade ou privilégio.

SIGILO E CONFIDENCIALIDADE

A equipe da pesquisa afirma a vocé que serdo aplicados todos os procedimentos necessdrios para manter o
SIGILO E CONFIDENCIALIDADE dos seus dados pessoais como participante da pesquisa assim como dos
resultados obtidos com a andlise das suas amostras. Todas as informagOes deste projeto de pesquisa serdo
confidenciais, em nenhum momento durante o desenvolvimento desta pesquisa vocé serd identificado (a). O seu nome
nao serd divulgado em nenhuma circunstincia. Para manter esta confidencialidade, a equipe do pesquisador
responsivel arquivard uma via deste TCLE assinado em sigilo absoluto.

BASES DA PARTICIPACJO VOLUNTARIA (direito a recusa ou abandono)

E importante que vocé saiba que a sua participagio neste projeto de pesquisa é completamente voluntaria.
Vocé pode recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e
sem prejuizo algum para vocé. Para isso, basta vocé entrar em contato com o pesquisador desse estudo, conforme
nome e contatos a continuagao.

DEVOLUTIVA DE RESULTADOS

Informamos que os resultados da pesquisa serdo tornados publicos por meio de publicacao mediante
relatérios, artigos, apresentagdes em eventos cientificos e/ou divulgacio de outra natureza. Reiteramos que em todas
as publicagdes ou divulgagdes, serdo feitas mantendo o sigilo e a confidencialidade dos dados referentes a
identificagdo dos participantes da pesquisa.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Vocé também tem todo o tempo necessario que precisar, e quiser, para ler e analisar este TCLE. A pessoa
responsdvel por explicar e obter as assinaturas neste documento, e que lhe explicou claramente o contetido destas
informagdes, também se coloca a disposi¢@o para responder todas as suas perguntas sempre que precisar e tiver novas
dividas. Vocé também tem a liberdade de contatar os pesquisadores responsdveis do projeto de pesquisa toda vez que
sentir necessdrio.

Como garantia, este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd impresso em duas vias, sendo que
vocé ficard com posse de uma, assinada e rubricada pelos pesquisadores. Guarde sua via, pois esta lhe fornece
informagdes de contato e garante seus direitos como participante na pesquisa. Para finalizar, declaro que toda esta
pesquisa estd adequada com a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude sob o n® 466, de 12 de dezembro de 2012,
que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.
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DADOS DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS PELO PROJETO DE PESQUISA:

Nome completo: Thais Cristine Marques Sincero

Professora Pesquisadora, Microbiologista Celular e Molecular

Doc.de Identificagao: 024.292.249-09

Enderego completo: Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Trindade. Departamento de
Andlises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saiude

Endereco de email: thais.sincero @ufsc.br

Telefones: (48) 3721-3474 / 999192240

Nome completo: Carlos Rodrigo Zarate Bladés

Professor Pesquisador, Imunologista Celular e Molecular

Doc.de Identificagdo: V294677-C / 224.653.348-16

Endereco completo: Setor F, Bloco A, Depto de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, MIP;
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Trindade.

Endereco de email: zarate.blades @ufsc.br

Telefones: (48) 3721-5210

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) — O CEPSH é um érgio colegiado interdisciplinar,
deliberativo, consultivo e educativo, vinculado a Universidade Federal de Santa Catarina, mas independente na
tomada de decisdes, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e
para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Vocé pode contatar o CEPSH no seguinte
endereco: Universidade Federal de Santa Catarina Prédio Reitoria II (Edificio Santa Clara), Hordrios: 10 as 12h e 16
as 18h, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401 — Trindade, Florian6polis/SC, CEP: 88.040- 400, Contato:
(48) 3721-6094 cep.propesq @ contato.ufsc.br
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IDENTIFICACAO E CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO:
Nome completo
Doc. de Identificacio

IDENTIFICACAO E ASSENTIMENTOQ/ANUENCIA DE PARTICIPANTE VULNERAVEL:
(Quando se tratar de populagio vulnerdvel)

Nome completo (ou outra manifestagiio para identidade)
Doc. de Identificacio (se for o caso)

IDENTIFICACAO E AUTORIZACAO DO RESPONSAVEL LEGAL:
(Quando se tratar de populagdo vulnerdvel)

Nome completo
Doc. de Identificagao
Tipo de representacio:

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO:

“Declaro que, em__/__/___, concordei em participar, na qualidade de participante do projeto de pesquisa intitulado
“Dindmica da circulagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos entre ambientes hospitalares e de
criagdo animal”, ap6s estar devidamente informado sobre os objetivos, as finalidades do estudo e os termos de minha
participacdo assino o presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em duas vias, que serdo assinadas
também pelo pesquisador responsavel pelo projeto, sendo que uma cépia se destina a mim (participante) e a outra ao
pesquisador.”

“As informagdes fornecidas aos pesquisadores serdo utilizadas na exata medida dos objetivos e finalidades do
projeto de pesquisa, sendo que minha identificagio serd mantida em sigilo e sobre a responsabilidade dos
proponentes do projeto.”

“Nao receberei nenhuma renumeragdo e¢ ndo terei qualquer O6nus financeiro (despesas) em fungdo do meu
consentimento espontineo em participar do presente projeto de pesquisa.”

“Declaro que estou ciente que parte das amostras coletadas servirdo para a formagdo de um biorrepositorio que ficard
sob responsabilidade da UFSC e gerenciamento dos pesquisadores responsdveis da pesquisa. As amostras desse
biorrepositorio poderdo ser empregadas para os fins do presente projeto de pesquisa e com possibilidade de serem
usadas em projetos futuros. Sendo este tltimo o caso, eu serei contatado para conhecer tais pesquisas novas e decidir
ou nao minha participagio e uso ou nao das amostras desse biorrepositorio formado.”

“Independentemente deste consentimento, fica assegurado meu direito a retirar-me da pesquisa em qualquer
momento e por qualquer motivo, sendo que para isso comunicarei minha decisdo a um dos proponentes do projeto
acima citados.”

Assinatura do voluntirio

Assinado de forma digital por Thais
Cristine Marques Sincero:02429224909
Dados: 2019.08.21 14:24:05 -03'00'

Assinatura do Pesquisador (Thais Cristine Marques Sincero)

Floriandpolis, de de 2019.
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APENDICE B: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de blacry.y

Cddigo de Acesso  Variante Max Score Total Score Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)
NG_048897.1 CTX-M-1 320 320 99% 2,00E-90 98.35% 950
NG_048979.1 CTX-M-3 331 331 99% 1,00E-93  99.45% 879
NG_048913.1 CTX-M-12 326 326 99% 5,00E-92  99.30% 879
NG_048935.1 CTX-M-15 337 337 99% 2,00E-95 100% 980
NG_048971.1  CTX-M-22 331 331 99% 1,00E-93  99.45% 891
NG_048972.1  CTX-M-23 326 326 99% 5,00E-92  99.30% 950
NG _048977.1  CTX-M-28 337 337 99% 2,00E-95 100% 876
NG_048978.1  CTX-M-29 337 337 99% 2,00E-95 100% 876
NG_048983.1  CTX-M-33 337 337 99% 2,00E-95 100% 908
NG_048993.1  CTX-M-42 331 331 99% 1,00E-93  99.45% 979
NG_049003.1 CTX-M-52 331 331 99% 1,00E-93  99.45% 909
NG_049005.1 CTX-M-54 331 331 99% 1,00E-93  99.45% 1076
NG_049006.1  CTX-M-55 337 337 99% 2,00E-95 100% 976
NG_049011.1  CTX-M-60 326 326 99% 5,00E-92  99.30% 941
NG_049013.1  CTX-M-62 326 326 99% 5,00E-92  99.30% 1076



NG_049017.1
NG_049020.1
NG_049024.1
NG_049031.1
NG_049033.1
NG_049035.1
NG_049050.1
NG_048900.1
NG_048902.1
NG_048909.1
NG_048911.1
NG_048912.1
NG_048924.1
NG_048926.1
NG_048928.1
NG_048931.1
NG_048932.1

CTX-M-66
CTX-M-69
CTX-M-72
CTX-M-79
CTX-M-80
CTX-M-82
CTX-M-96
CTX-M-101
CTX-M-103
CTX-M-114
CTX-M-116
CTX-M-117
CTX-M-132
CTX-M-136
CTX-M-139
CTX-M-142

CTX-M-144

331
337
331
337
331
337
331
337
331
337
331
337
337
331
337
337
337

331
337
331
337
331
337
331
337
331
337
331
337
337
331
337
337
337

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

1,00E-93
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
2,00E-95
2,00E-95

99.45%
100%
99.45%
100%
99.45%
100%
99.45%
100%
99.45%
100%
99.45%
100%
100%
99.45%
100%
100%
100%

1076
876
925
876
876
993
876

1076
950
876
976

1076
876

1033
876
876

1076
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NG_048936.1
NG_048939.1
NG_048940.1
NG_048941.1
NG_048947.1
NG_048948.1
NG_048949.1
NG_048952.1
NG_048956.1
NG_048957.1
NG_048958.1
NG_048961.1
NG_048963.1
NG_048964.1
NG_048965.1
NG_048966.1
NG_050812.1

CTX-M-150
CTX-M-155
CTX-M-156
CTX-M-157
CTX-M-162
CTX-M-163
CTX-M-164
CTX-M-167
CTX-M-170
CTX-M-172
CTX-M-173
CTX-M-176
CTX-M-179
CTX-M-180
CTX-M-181
CTX-M-182

CTX-M-183

320
337
337
337
331
337
337
326
331
337
337
337
337
331
337
337
337

320
337
337
337
331
337
337
326
331
337
337
337
337
331
337
337
337

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

2,00E-90
2,00E-95
2,00E-95
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
2,00E-95
5,00E-92
1,00E-93
2,00E-95
2,00E-95
2,00E-95
2,00E-95
1,00E-93
2,00E-95
2,00E-95
2,00E-95

98.35%
100%
100%
100%

99.45%
100%
100%

99.30%

99.45%
100%
100%
100%
100%

99.45%
100%
100%
100%

876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
876
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NG_050813.1 CTX-M-184 337 337 99% 2,00E-95 100% 876

APENDICE C: Alinhamento muiltiplo a partir do sequenciamento de blacry.y.

Cddigo de Acesso  Variante Max Score Total Score Cobertura  E value  Identidade Tamanho (pb)
NG_048968.1 CTX-M-2 379 379 99% 2,00E-108 100% 910
NG_048990.1 CTX-M-4 357 357 99% 1,00E-101  98.06% 905
NG_049000.1 CTX-M-5 363 363 99% 2,00E-103  98.54% 981
NG_049010.1 CTX-M-6 363 363 99% 2,00E-103  98.54% 905
NG_049021.1 CTX-M-7 363 363 99% 2,00E-103  98.54% 905
NG_048969.1 CTX-M-20 379 379 99% 2,00E-108 100% 976
NG_048981.1 CTX-M-31 379 379 99% 2,00E-108 100% 884
NG _048985.1 CTX-M-35 379 379 99% 2,00E-108 100% 876
NG_048994.1 CTX-M-43 379 379 99% 2,00E-108 100% 876
NG_048995.1 CTX-M-44 379 379 99% 2,00E-108 100% 1037
NG_049007.1  CTX-M-56 379 379 99% 2,00E-108 100% 876
NG_049009.1 CTX-M-59 379 379 99% 2,00E-108 100% 876
NG_049028.1 CTX-M-76 368 368 99% 4,00E-105 99.02% 1076
NG_049029.1 CTX-M-77 368 368 99% 4,00E-105 99.02% 976
NG_049046.1 CTX-M-92 379 379 99% 2,00E-108 100% 876



NG _049049.1  CTX-M-95 368 368 99% 4,00E-105  99.02% 976
NG_049051.1 CTX-M-97 379 379 99% 2,00E-108 100% 925
NG 048910.1 CTX-M-115 379 379 99% 2,00E-108 100% 1035
NG _048917.1 CTX-M-124 379 379 99% 2,00E-108 100% 876
NG 048923.1 CTX-M-131 379 379 99% 2,00E-108 100% 1076
NG _048930.1 CTX-M-141 379 379 99% 2,00E-108 100% 884
NG_048950.1 CTX-M-165 363 363 99% 2,00E-103  98.54% 876
NG _051164.1 CTX-M-171 379 379 99% 2,00E-108 100% 876
APENDICE D: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de blacrx.y.

Caodigo de Acesso Variante Max Score Total Score  Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)
NG_049043.1 CTX-M-9 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG _048921.1 CTX-M-13 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 976
NG_048929.1 CTX-M-14 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG 048944 .1 CTX-M-16 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048955.1 CTX-M-17 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG_048967.1 CTX-M-19 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048970.1 CTX-M-21 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 976
NG _048973.1 CTX-M-24 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048976.1 CTX-M-27 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
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NG_048988.1
NG_048996.1
NG_048997.1
NG_048998.1
NG_048999.1
NG_049001.1
NG_049002.1
NG_049016.1
NG_049025.1
NG_049034.1
NG_049036.1
NG_049037.1
NG_049038.1
NG_049040.1
NG_049044.1
NG_049047.1
NG_049052.1
NG_049053.1
NG_048901.1
NG_048903.1
NG_048904.1

CTX-M-38
CTX-M-46
CTX-M-47
CTX-M-48
CTX-M-49
CTX-M-50
CTX-M-51
CTX-M-65
CTX-M-73
CTX-M-81
CTX-M-83
CTX-M-84
CTX-M-85
CTX-M-87
CTX-M-90
CTX-M-93
CTX-M-98
CTX-M-99
CTX-M-102
CTX-M-104
CTX-M-105

182
182
182
182
182
182
182
182
182
178
182
182
176
182
182
182
182
182
182
182
182

182
182
182
182
182
182
182
182
182
178
182
182
176
182
182
182
182
182
182
182
182

92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
93%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%

6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
8,00E-48
6,00E-49
6,00E-49
3,00E-47
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49
6,00E-49

99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
98.06%
99.02%
99.02%
98.04%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%
99.02%

904
962
963
962
962
963
876
890
976
876
876
876
876
956
876
876
1076
876
1076
1076
1076
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NG_048907.1 CTX-M-112 176 176 92% 3,00E-47 98.04% 876
NG_048908.1 CTX-M-113 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048915.1 CTX-M-122 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG_048918.1 CTX-M-125 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1032
NG_048919.1 CTX-M-126 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048920.1 CTX-M-129 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG_048922.1 CTX-M-130 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG_048924.1 CTX-M-132 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048925.1 CTX-M-134 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048927.1 CTX-M-137 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048933.1 CTX-M-147 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048934.1 CTX-M-148 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 1076
NG_048943.1 CTX-M-159 176 176 92% 3,00E-47 98.04% 1076
NG_048953.1 CTX-M-168 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876
NG_048959.1 CTX-M-174 182 182 92% 6,00E-49 99.02% 876

APENDICE E: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de blaypc

Cddigo de Acesso Variante Max Score Total Score Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)
NG_049253.1 KPC-2 224 224 99% 5,00E-62 100% 918
NG_049257.1 KPC-3 224 224 99% 5,00E-62 100% 960



NG_049258.1
NG_049259.1
NG_049260.1
NG_049261.1
NG_049262.1
NG_049243.1
NG_049244.1
NG_049245.1
NG_049246.1
NG_049247.1
NG_049248.1
NG_049249.1
NG_049250.1
NG_049251.1
NG_049252.1
NG_049254.1
NG_049255.1
NG_049256.1
NG_051167.1

KPC-4
KPC-5
KPC-6
KPC-7
KPC-8
KPC-10
KPC-11
KPC-12
KPC-13
KPC-14
KPC-15
KPC-16
KPC-17
KPC-18
KPC-19
KPC-21
KPC-22
KPC-24
KPC-25

224
224
224
219
224
224
224
224
224
224
224
219
224
224
224
224
224
224
224

224
224
224
219
224
224
224
224
224
224
224
219
224
224
224
224
224
224
224

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
2,00E-60
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
2,00E-60
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62
5,00E-62

100%
100%
100%
99.17%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99.17%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

915
1013
882
882
882
882
882
882
882
1076
882
882
882
960
882
882
882
1082
888
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APENDICE F: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de blaypy

Cddigo de Acesso Variante Max Score Total Score Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)
NG_049326.1 NDM-1 340 340 96% 6,00E-97 100% 1013
NG_049334.1 NDM-2 340 340 96% 6,00E-97 100% 813
NG_049335.1 NDM-3 335 335 96% 3,00E-95 96.46% 813
NG_049336.1 NDM-4 340 340 96% 6,00E-97 100% 813
NG_049337.1 NDM-5 335 335 96% 3,00E-95 96.46% 971
NG_049338.1 NDM-6 340 340 96% 6,00E-97 100% 813
NG_049339.1 NDM-7 337 337 97% 8,00E-96  96.46% 813
NG_049340.1 NDM-8 339 339 96% 2,00E-96 100% 813
NG_049341.1  NDM-9 340 340 96% 6,00E-97 100% 1013
NG_049327.1 NDM-10 335 335 96% 3,00E-95 96.46% 813
NG_049328.1 NDM-11 340 340 96% 6,00E-97 100% 813
NG_049329.1 NDM-12 340 340 96% 6,00E-97 100% 1013
NG_049330.1 NDM-13 335 335 96% 3,00E-95 96.46% 1013
NG_049331.1 NDM-14 339 339 96% 2,00E-96 100% 1013
NG_049332.1 NDM-15 340 340 96% 6,00E-97 100% 813
NG_049333.1 NDM-16 340 340 96% 6,00E-97 100% 813
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APENDICE G: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de bla,,

Cddigo de Acesso  Variante Max Score Total Score  Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)

NG_049989.1 SHV-1 1206 1206 96% 0.0 99.21% 871
NG_050060.1 SHV-2 1206 1206 96% 0.0 99.21% 871
NG_050087.1 SHV-5 1201 1201 96% 0.0 99.06% 969
NG_050104.1 SHV-7 1201 1201 97% 0.0 98.38% 1041
NG_050115.1 SHV-8 1201 1201 96% 0.0 99.06% 861
NG_050000.1 SHV-11 1210 1210 96% 0.0 99.36% 1018
NG_050590.1 SHV-12 1205 1205 96% 0.0 99.21% 1061
NG_050008.1 SHV-13 1205 1205 96% 0.0 99.21% 861
NG_050047.1 SHV-18 1188 1188 97% 0.0 98.08% 983
NG_050061.1 SHV-24 1201 1201 96% 0.0 99.06% 861
NG_050062.1 SHV-25 1199 1199 96% 0.0 99.06% 861
NG_050063.1 SHV-26 1199 1199 96% 0.0 99.06% 1018
NG_050064.1 SHV-27 1205 1205 96% 0.0 99.21% 861
NG_051877.1 SHV-28 1201 1201 96% 0.0 99.06% 1017
NG_050066.1 SHV-29 1188 1188 97% 0.0 98.08% 869
NG_050069.1 SHV-30 1199 1199 97% 0.0 98.38% 946
NG_050070.1 SHV-31 1194 1194 96% 0.0 98.51% 927
NG_050071.1 SHV-32 1199 1199 96% 0.0 99.06% 1052
NG_050072.1 SHV-33 1201 1201 96% 0.0 99.06% 1049
NG_050073.1 SHV-34 1194 1194 97% 0.0 98.23% 978

NG_050074.1 SHV-35 1199 1199 96% 0.0 99.06% 861



NG_050075.1
NG_050076.1
NG_050077.1
NG_050078.1
NG_050079.1
NG_050080.1
NG_050082.1
NG_050084.1
NG_050085.1
NG_050086.1
NG_050088.1
NG_050089.1
NG_050091.1
NG_050092.1
NG_050093.1
NG_050094.1
NG_050095.1
NG_050096.1
NG_050097.1
NG_050098.1
NG_050099.1
NG_050100.1
NG_050101.1
NG_050102.1

SHV-36
SHV-37
SHV-38
SHV-40
SHV-41
SHV-42
SHV-44
SHV-46
SHV-48
SHV-49
SHV-50
SHV-51
SHV-55
SHV-56
SHV-57
SHV-59
SHV-60
SHV-61
SHV-62
SHV-63
SHV-64
SHV-65
SHV-66
SHV-67

1205
1188
1194
1194
1194
1194
1188
1195
1201
1201
1194
1195
1190
1194
1201
1188
1199
1205
1195
1194
1194
1194
1199
1206

1205
1188
1194
1194
1194
1194
1188
1195
1201
1201
1194
1195
1190
1194
1201
1188
1199
1205
1195
1194
1194
1194
1199
1206

96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99.21%
98.36%
98.51%
98.51%
98.51%
98.51%
98.36%
98.51%
99.06%
99.06%
98.51%
98.51%
98.36%
98.51%
99.06%
98.36%
99.06%
99.21%
98.51%
98.51%
98.51%
98.51%
99.06%
99.21%
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861
861
1061
861
861
861
1061
969
861
1061
861
861
861
861
961
862
861
861
861
1033
865
865
865
865



NG_050103.1
NG_050105.1
NG_050106.1
NG_050108.1
NG_050119.1
NG_050120.1
NG_050121.1
NG_050123.1
NG_050124.1
NG_050125.1
NG_050126.1
NG_050127.1
NG_050128.1
NG_050129.1
NG_050130.1
NG_049990.1
NG_049991.1
NG_049992.1
NG_049993.1
NG_049994.1
NG_049995.1
NG_049996.1
NG_049997.1

SHV-69
SHV-70
SHV-71
SHV-73
SHV-85
SHV-86
SHV-89
SHV-92
SHV-93
SHV-94
SHV-95
SHV-96
SHV-97
SHV-98
SHV-99
SHV-100
SHV-101
SHV-102
SHV-103
SHV-104
SHV-105
SHV-106
SHV-107

1194
1205
1188
1188
1199
1199
1194
1184
1194
1194
1188
1194
1192
1205
1194
1195
1188
1201
1206
1199
1188
1195
1199

1194
1205
1188
1188
1199
1199
1194
1184
1194
1194
1188
1194
1192
1205
1194
1195
1188
1201
1206
1199
1188
1195
1199

96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
97%
96%
96%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

98.51%
99.21%
98.36%
98.36%
99.06%
99.06%
98.51%
98.21%
98.51%
98.51%
98.36%
98.51%
99.05%
99.21%
98.51%
98.51%
98.36%
99.06%
99.21%
99.06%
98.08%
98.51%
99.06%

865
861
861
874
965
861
861
861
861
861
861
861
861
861
861
900
861
861
861
861
1007
861
861
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NG_049998.1
NG_049999.1
NG_050004.1
NG_050005.1
NG_050007.1
NG_050009.1
NG_050010.1
NG_050011.1
NG_050012.1
NG_050013.1
NG_050015.1
NG_050016.1
NG_050018.1
NG_050019.1

NG_050021.1

SHV-108

SHV-109

SHV-120

SHV-121

SHV-129

SHV-132

SHV-133

SHV-134

SHV-135

SHV-137

SHV-141

SHV-142

SHV-144

SHV-145

SHV-147

1195

1197

1201

1199

1205

1194

1194

1199

1199

1195

1199

1199

1194

1199

1199

1195

1197

1201

1199

1205

1194

1194

1199

1199

1195

1199

1199

1194

1199

1199

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

97%

96%

96%

96%

96%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

98.51%

99.20%

99.06%

99.06%

99.21%

98.51%

98.51%

99.06%

99.06%

98.51%

98.38%

99.06%

98.51%

99.06%

99.06%

861

897

861

986

861

1061

972

861

861

1011

861

890

861

861

861

151



NG_050022.1
NG_050025.1
NG_050026.1
NG_050027.1
NG_050028.1
NG_050029.1
NG_050030.1
NG_050031.1
NG_050032.1
NG_050033.1
NG_050034.1
NG_050036.1
NG_050037.1
NG_050038.1

NG_050039.1

SHV-148

SHV-150

SHV-151

SHV-152

SHV-153

SHV-154

SHV-155

SHV-156

SHV-157

SHV-158

SHV-159

SHV-160

SHV-161

SHV-162

SHV-163

1205

1199

1205

1206

1206

1194

1205

1194

1194

1199

1199

1205

1212

1188

1199

1205

1199

1205

1206

1206

1194

1205

1194

1194

1199

1199

1205

1212

1188

1199

96%

96%

97%

96%

96%

97%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

97%

97%

97%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99.21%

99.06%

98.52%

99.21%

99.21%

98.23%

99.21%

98.51%

98.51%

99.06%

99.06%

99.21%

99.07%

98.08%

98.38%

861

861

861

861

861

861

861

861

861

861

861

861

861

861

861

152



NG_050041.1

NG_050042.1

SHV-165

SHV-168

1201

1194

1201

1194

96%

96%

0.0

0.0

99.06%

98.51%

861

861

APENDICE H: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de blagy

Eletroferograma Codigo de Acesso Variante Max Score Total Score Cobertura E value Identidade

Tamanho (pb)

TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF
TEMF

NG_050145.1
NG_050227.1
NG_050272.1
NG_050162.1
NG_050179.1
NG_050186.1
NG_050197.1
NG_050216.1
NG_050220.1
NG_050222.1
NG_050223.1
NG_050225.1
NG_050226.1
NG_050228.1

TEM-1
TEM-19
TEM-52
TEM-116
TEM-135
TEM-143
TEM-153
TEM-177
TEM-183
TEM-185
TEM-186
TEM-188
TEM-189
TEM-190

1267
1240
1240
1245
1262
1262
1245
1218
1251
1240
1262
1234
1245
1234

1267
1240
1240
1245
1262
1262
1245
1218
1251
1240
1262
1234
1245
1234

94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

97.16%
96.48%
96.48%
96.62%
97.02%
97.02%
96.62%
95.94%
96.75%
96.48%
97.02%
96.35%
96.62%
96.35%

1061
961
861

1061

1061
961
861
861

1010
861

1061
961
861
861

153



TEMF NG 050229.1 TEM-193 1168 1168 94% 0.0  94.73% 861
TEMF NG_050230.1 TEM-194 1149 1149 94% 0.0  94.32% 861
TEMF NG 050231.1 TEM-195 1195 1195 94% 0.0  95.40% 861
TEMF NG_055646.1 TEM-196 1256 1256 94% 0.0  96.89% 889
TEMF NG 050232.1 TEM-197 1240 1240 94% 0.0  96.48% 861
TEMF JX050178.1  TEM-199 1223 1223 94% 0.0  96.08% 853
TEMF NG_050236.1 TEM-201 1256 1256 93% 0.0  97.26% 861
TEMR NG 0501451  TEM-1 881 881 89% 0.0  98.39% 1061
TEMR NG_050227.1 TEM-19 870 870 89% 0.0  98.39% 961
TEMR NG 0502721 TEM-52 870 870 89% 0.0  98.39% 861
TEMR NG_050162.1 TEM-116 870 870 89% 0.0  98.39% 1061
TEMR NG 050179.1 TEM-135 881 881 89% 0.0  98.39% 1061
TEMR NG_050186.1 TEM-143 876 876 89% 0.0  98.19% 961
TEMR NG_050197.1 TEM-153 876 876 89% 0.0  98.19% 861
TEMR NG_050216.1 TEM-177 854 854 89% 0.0 97.38% 861
TEMR NG_050220.1 TEM-183 876 876 89% 0.0  98.19% 1010
TEMR NG_050222.1 TEM-185 859 859 89% 0.0  97.59% 861
TEMR NG 050223.1 TEM-186 881 881 89% 0.0  98.39% 1061
TEMR NG_050225.1 TEM-188 865 865 89% 0.0  98.19% 961
TEMR NG_050226.1 TEM-189 870 870 89% 0.0  98.39% 861
TEMR NG_050228.1 TEM-190 859 859 89% 0.0  97.59% 861
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155

TEMR NG_050229.1 TEM-193 821 821 89% 0.0 96.18% 861
TEMR NG_050230.1 TEM-194 837 837 89% 0.0 97.18% 861
TEMR NG_050231.1 TEM-195 848 848 89% 0.0 97.18% 861
TEMR NG_055646.1 TEM-196 870 870 89% 0.0 98.39% 889
TEMR NG_050232.1 TEM-197 870 870 89% 0.0 98.39% 861
TEMR JX050178.1 TEM-199 854 854 89% 0.0 97.38% 853
TEMR NG_050236.1 TEM-201 876 876 89% 0.0 98.19% 861

APENDICE I: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de mcr-1

Cddigo de Acesso Variante Max Score Total Score Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)

NG_050417.1 MCR-1.1 924 924 100% 0.0 100% 1826
NG_051170.1 MCR-1.2 924 924 100% 0.0 100% 1826
NG_052861.1 MCR-1.3 924 924 100% 0.0 100% 1826
NG_052664.1 MCR-1.4 924 924 100% 0.0 100% 1626
NG_052663.1 MCR-1.5 924 924 100% 0.0 100% 1626
NG_052893.1 MCR-1.6 924 924 100% 0.0 100% 1826
NG_054678.1 MCR-1.7 918 918 100% 0.0 100% 1626
NG_054697.1 MCR-1.8 924 924 100% 0.0 100% 1626
NG_055582.1 MCR-1.9 924 924 100% 0.0 100% 1826

NG_055583.1 MCR-1.10 874 874 100% 0.0 98.20% 1626



NG_055784.2
NG_056412.1
NG_057466.1
NG_057460.1
NG_061610.1
NG_064787.1
NG_064788.1
NG_064789.1
NG_065449.1
NG_065450.1
NG_065451.1
NG_065944.1
NG_067235.1
NG_067236.1
NG_067237.1
NG_068217.1
NG_068218.1
NG_070762.1
NG_070763.1
NG_070764.1

MCR-1.11
MCR-1.12
MCR-1.13
MCR-1.14
MCR-1.15
MCR-1.16
MCR-1.17
MCR-1.18
MCR-1.19
MCR-1.20
MCR-1.21
MCR-1.22
MCR-1.23
MCR-1.24
MCR-1.25
MCR-1.26
MCR-1.27
MCR-1.28
MCR-1.29
MCR-1.30

924
924
924
918
918
918
924
924
924
924
924
924
924
865
918
924
924
918
924
924

924
924
924
918
918
918
924
924
924
924
924
924
924
865
918
924
924
918
924
924

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%
100%
100%
100%
100%
100%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
98.39%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

1829
1626
1626
1826
1823
1626
1626
1826
1626
1626
1626
1626
1626
1626
1626
1823
1826
1626
1626
1626
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APENDICE J: Alinhamento multiplo a partir do sequenciamento de mcr-4

Eletroferograma Cdodigo de Acesso Variante Max Score Total Score Cobertura E value Identidade Tamanho (pb)

NG_057470.1 MCR-4.1 298 298 92%  2,00E-84 98.81% 1626
NG 0574711 MCR-4.2 298 298 92%  2,00E-84 98.81% 1626
C1GSAF1 NG_057461.1 MCR-4.3 303 303 92%  5,00E-86 99.40% 1626
MCR-4 F NG 0574651 MCR-4.4 298 298 92%  2,00E-84 98.81% 1626
NG_057464.1 MCR-4.5 298 298 92%  2,00E-84 98.81% 1626
NG _061608.1 MCR-4.6 303 303 92%  5,00E-86 99.40% 1626
NG_057470.1 MCR-4.1 307 307 94%  4,00E-87 99.41% 1626
NG 0574711 MCR-4.2 307 307 94%  4,00E-87 99.41% 1626
C1GSAF1 NG 0574611 MCR-4.3 313 313 94%  8,00E-89 100.00% 1626
MCR-4 R NG 057465.1 MCR-4.4 307 307 94%  4,00E-87 99.41% 1626
NG_057464.1 MCR-4.5 307 307 94%  4,00E-87 99.41% 1626
NG_061608.1 MCR-46 313 313 94%  8,00E-89 100.00% 1626
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