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RESUMO

PORTO, Fernanda Nogueira. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Novembro de 2025. Pesquisa de genes de resisténcia e fatores de
patogenicidade em bactérias isoladas em pisciculturas ornamentais no Norte

Fluminense. Orientador: Olney Vieira da Motta.

O uso inadequado e irracional de antimicrobianos na piscicultura pode resultar na
utilizacdo intensa e transferéncia de genes de resisténcia antimicriobiana, sendo o
ambiente aquatico o mais eficiente para a selecdao de populacbes bacterianas
resistentes e troca destes genes. Este estudo investigou o perfil de resisténcia
antimicrobiana em bactérias coletadas em propriedades do maior polo de piscicultura
ornamental brasileira, na divisa entre os estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais,
regido que tem ligacdo direta com o Rio Paraiba. Foram analisadas 63 cepas Gram-
positivas e 101 Gram-negativas, avaliando-se a sensibilidade a diferentes
antibiéticos e a presenga de genes de resisténcia. Entre as Gram-positivas, os
antibiéticos com maiores taxas de resisténcia foram ERI e PEN (42,9%), seguidos
por OXA (36,5%) e AMO (30,2%). Nas Gram-negativas, os maiores indices de
resisténcia foram observados para AMO (67,6%) e TET (41,6%), enquanto
antibidticos como CIP (4,0%) e FLF (3,0%) apresentaram baixa resisténcia. A analise
dos genes revelou baixa frequéncia geral, com destaque para seb (36,5%) e sea
(11,3%) nas Gram-positivas, e blaSHV (5,9%) e blaTEM (4,0%) nas Gram-negativas.
O estudo também avaliou a capacidade de adesédo das bactérias com presenca de
genes de resisténcia, sendo a maioria das amostras fracamente aderente (55,6%),
sugerindo que nao ha associacao clara entre esses genes e aumento da produgao
de biofilme. Os resultados indicam que, embora a resisténcia bacteriana fenotipica
apresente valores importantes para alguns antibidticos, a presenga de genes de
resisténcia ainda é relativamente baixa na regido estudada. Isso sugere que o
ambiente de piscicultura ornamental possui potencial de disseminacdo de
resisténcia, mas atualmente com frequéncia limitada de genes, reforgando a
importancia do uso controlado de antimicrobianos e monitoramento continuo para
prevenir a ampliagdo da resisténcia antimicrobiana em espécies domésticas e no

ambiente aquatico.



Palavras-chaves: Resisténcia antibacteriana, genes de resisténcia, fatores de

viruléncia bacteriana, piscicultura ornamental.



ABSTRACT

PORTO, Fernanda Nogueira. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Novembro de 2025. Research on resistance genes and pathogenicity
factors in bacteria isolated from ornamental fish farms in Northern Fluminense.

Advisor: Olney Vieira da Motta.

The inadequate and irrational use of antimicrobials in aquaculture can result in their
intensive use and in the transfer of antimicrobial resistance genes, with the aquatic
environment being the most efficient for the selection of resistant bacterial
populations and the exchange of these genes. This study investigated the
antimicrobial resistance profile of bacteria collected from farms in the largest
ornamental fish farming region in Brazil, located on the border between Rio de
Janeiro and Minas Gerais, a region directly connected to the Paraiba River. A total of
63 Gram-positive and 101 Gram-negative strains were analyzed for susceptibility to
different antibiotics and the presence of resistance genes. Among Gram-positive
bacteria, the highest resistance rates were observed for ERI and PEN (42.9%),
followed by OXA (36.5%) and AMO (30.2%). In Gram-negative bacteria, the highest
resistance was observed for AMO (67.6%) and TET (41.6%), while CIP (4.0%) and
FLF (3.0%) showed low resistance. Genetic analysis revealed generally low
frequencies of resistance genes, with seb (36.5%) and sea (11.3%) being most
frequent in Gram-positive strains, and blaSHV (5.9%) and blaTEM (4.0%) in Gram-
negative strains. The study also assessed bacterial adhesion in relation to the
presence of resistance genes, finding that most samples were weakly adherent
(565.6%), suggesting no clear association between these genes and increased biofilm
production. The results indicate that, although phenotypic resistance is significant for
some antibiotics, the overall presence of resistance genes remains relatively low in
the studied region. This suggests that ornamental fish farming environments have the
potential for resistance dissemination but currently show limited gene prevalence,
highlighting the importance of controlled antimicrobial use and continuous monitoring
to prevent the spread of antimicrobial resistance in domestic animals and aquatic
ecosystems.

Keywords: Antimicrobial resistance, resistance genes, bacterial virulence factors,



ornamental aquaculture,
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1 INTRODUGAO

A piscicultura é uma atividade de natureza econémica que apresenta forte e
rapido crescimento, trazendo alta lucratividade para o pais, geragao de empregos e
fornecimento de alimento para boa parte da populacdo (CREPALDI, 2006). Nesse
contexto, para prevencido e tratamento de doencas na produgdo e como
promotores de crescimento dos animais se faz uso de agentes antimicrobianos,
muitas vezes de maneira indiscriminada (MARSHALL e LEVY, 2011), o que tem
aumentado de forma global a resisténcia microbiana em ambientes aquaticos
(HIRSCH, 2006).

A resisténcia aos antimicrobianos acontece quando a bactéria expressa
genes que permitem a mediacdo no mecanismo de agao do antibidtico por
transmutacido espontdnea de DNA ou por modificacdo e transmissdo de
plasmideos (SANTOS, 2004). Bactérias resistentes a antibioticos sdo encontradas
em diferentes nichos ecoldgicos. Dentre esses nichos, o ambiente aquatico é
considerado como o mais eficiente para a selecdo de populagdes bacterianas
resistentes, bem como para a troca de genes de resisténcia, por meio de
elementos genéticos moveis (ALI, 2000). A antibioticoterapia na piscicultura
ornamental pode resultar na utilizagdo intensa de agentes antimicrobianos e
transferéncia de grande quantidade, ndo apenas para os animais, mas, também,
para o ambiente, contaminando, além da agua, o solo, fertilizagdo orgénica com
material contaminado e também por contaminacéo cruzada através de produtos de
origem animal (FARROKH, 2013; SMITH, 2014).

Os principais agentes antimicrobianos utilizados em aquicultura e de grande
importancia em medicina humana sao: aminopenicilinas (amoxicilina e ampicilina);
anfenicdis (cloranfenicol e florfenicol); macrolideos (eritromicina); aminoglicosideos
(estreptomicina e neomicina); nitrofuranos (furazolidona), quinolonas (acido
oxolinico) e fluoroquinolonas (enrofloxacina e flumequina); tetraciclinas
(oxitetraciclina, clortetraciclina, tetraciclina) e sulfonamidas (GASTALHO, 2014). Os
antibidticos que sao permitidos para uso na piscicultura no Brasil sdo a
oxitetraciclina (OTC) e o florfenicol (FFC) e sdo os mais utilizados para tratar
infeccbes causadas por bactérias gram negativas em peixes (RIGOS e TROISI,
2005; CHEN, 2020).
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Devido a baixa disponibilidade de variedades de medicamentos veterinarios
aprovados, a falta de conhecimento prévio e especifico da utilizacdo de farmacos,
concentracdo e via ideal de administracdo nos sistemas de produgdo, os
antimicrobianos s&o utilizados de forma indiscriminada no mesmo ciclo de
produgao, ocasionando sérios impactos na saude animal, humana e ambiental
(WEIR, 2012; GASTALHO, 2014).

O impacto no ambiente através da pressao seletiva pode levar a resisténcia
aos antimicrobianos, tanto em bactérias comensais do intestino humano e animal,
como em bactérias do ambiente, com a disseminacgéo e transferéncia de genes de

resisténcia entre diversas populagdes bacterianas (RADHOUANI, 2014).

2 JUSTIFICATIVA

E conhecida a presenca de bactérias resistentes em isolados de animais de
producao, inclusive na aquicultura e animais domésticos na regiao de Campos dos
Goytacazes e microrregido. A resisténcia ocorre frequentemente por meio da
aquisicao de novos genes.

A utilizagdo intensiva de antimicrobianos no ambito da saude humana e
veterinaria potencializa a transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes
populag¢des bacterianas; com isso, novas espécies e géneros com descrigao prévia
de genes da resisténcia continuam sendo descritos. Esses genes sdo expressos
isoladamente ou em associagao, potencializando sua patogenicidade por meio de
estratégias como a formacao de biofilme, que, no meio aquatico, pode ter sua

producao favorecida por microrganismos patogénicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana em populagbes bacterianas
coletadas em pisciculturas ornamentais da regido norte fluminense, para

constatagao da possivel presencga de genes especificos de resisténcia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar amostras de peixes, animais domésticos e agua de
propriedades rurais com atividade em piscicultura ornamental para o
isolamento de bactérias;

e Determinar o padrao de resisténcia das bactérias isoladas frente a

antimicrobianos;

e  Caracterizar microrganismos zoonoéticos encontrados por

técnicas bioquimicas;

e Identificar genes de resisténcia pela Reagdo da Polimerase em
Cadeia (PCR);

e Comparar a produgédo de biofilme em cepas padrédo (ATCC) e
cepas ambientais, provenientes de amostras de agua e provenientes

de animais, identificadas.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

41 APISCICULTURA ORNAMENTAL E SEU IMPACTO NA SAUDE UNICA

A piscicultura ornamental movimenta mundialmente cerca de 350-400 milhdes
a 1 bilhdo de exemplares por ano para mais de 100 paises (CHAPMAN, 2000;
RIBEIRO, 2009). O mercado mundial de espécies ornamentais é dominado,
especialmente, por paises asiaticos e europeus, dentre os quais se destaca a China.
A produgdo de peixes ornamentais geralmente esta concentrada em polos
produtivos, como as regides do Sul da Flérida (EUA) e da Zona da Mata de Minas
Gerais (Brasil), consideradas os maiores polos de piscicultura ornamental desses
paises (REZENDE, 2021).

O Brasil apresentou, em 2022, uma populagcédo de 22,2 milhdes de peixes
ornamentais (ABINPET, 2023). Em 2018, as exportacdes brasileiras de pescado
somaram US$ 225,8 milhdes em 2016, dos quais US$ 6,5 milhdes (2,9%) foram
advindos das exportagdes de peixes ornamentais (REZENDE, 2021).

O territério brasileiro esta inserido na regiao Neotropical, uma das areas
tropicais com maior biodiversidade de peixes global onde, somente na América do
Sul, existem mais de cinco mil espécies validas de peixes de agua doce (REIS,
2016). Os peixes ornamentais sdo representados por espécies icones, como a
carpa ou koi (Cyprinus carpio), o kinguio (Carassius auratus), o betta (Betta
splendens) e o guppy (Poecilia reticulata), além de peixes com diversas formas,
cores e tamanhos, como o tetra-cardinal (Paracheirodon axelrodi), o acara-disco
(Symphysodon discus), aruana (Osteoglossum bicirrhosum), arraia-de-fogo
(Potamotrygon henlei), o tralhoto (Anableps anableps), o cascudo-zebra
(Hypancistrus zebra) e o reticulatos (Simpsonichthys reticulatus) (REZENDE,
2021). Porém, os organismos aquaticos com fins ornamentais e de aquariofilia séo
definidos como quaisquer espécies com habitat predominantemente aquatico, em
qualquer um dos seus estagios de desenvolvimento, capturadas ou produzidas e
que sao mantidas prioritariamente em aquarios, tanques, lagos ornamentais com
fins estéticos, para entretenimento ou educagéo (RIBEIRO, 2010).

No Brasil, a piscicultura ornamental possui forte tradicdo local e é

amplamente praticada por produtores rurais, especialmente em polos regionais
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como a Zona da Mata Mineira, onde representa uma importante fonte de renda
familiar. Estima-se que mais de 4 mil familias dependam da renda obtida com a
pesca de peixes ornamentais para seu sustento, enquanto cerca de 1.800 familias
tém na aquicultura de peixes ornamentais sua principal fonte de renda. Dessa
forma, a pesca e a aquicultura de peixes ornamentais envolvem diretamente
aproximadamente 6 mil familias no pais, configurando-se como uma atividade
relevante para a geracdo de renda e o desenvolvimento socioeconémico local
(ANATOLE, 2008). Na regido Sudeste, destaca-se a mesorregido de Muriaé, em
Minas Gerais, reconhecida como um importante polo da piscicultura ornamental
continental (RESENDE e FUJIMOTO, 2021). O municipio esta inserido na bacia
hidrografica do rio Muriaé, o qual é afluente direto do rio Paraiba do Sul,
estabelecendo conexdo hidrolégica com o norte do estado do Rio de Janeiro,

incluindo o municipio de Campos dos Goytacazes (Figura 1).
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Figura 1: Ligacao do Rio Muriaé com o Rio Paraiba. Fonte: Google Maps.
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As doencgas nesses peixes, em sua maioria, sdo causadas pelo desequilibrio
da relagcdo hospedeiro-patdogeno-ambiente (MORAES, 2004). As principais
bactérias causadoras de mortalidade em peixes ornamentais sdo as Gram-
negativas, tais como as dos géneros Aeromonas, Citrobacter, Edwardsiella,
Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas e Vibrio. Dentre as Gram-positivas,
a maior taxa de mortalidade em peixes ornamentais tem sido causada pelo género
Streptococcus (GREGORY, 2001).

A antibioticoterapia na producdo aquicola através de ragdo medicada ou
banhos de imersdao sdo medidas adotadas para o tratamento e profilaxia de
infeccbes ou como promotores de crescimento (em doses sub-terapéuticas) (SMITH,
2009). Porém, a administragdo desses farmacos por via oral atinge peixes saudaveis
e doentes da populacao, além de modificar a microbiota intestinal dos peixes e do
ambiente aquatico em que vivem (TAVARES, 2014).

O uso de antibidticos na aquicultura é regulamentado de forma rigorosa em
diversos paises, com o objetivo de garantir a seguranga alimentar e reduzir a
disseminagao de resisténcia antimicrobiana. No Brasil, os principais antibiéticos
autorizados para peixes sao o florfenicol e a oxitetraciclina, ambos utilizados
exclusivamente para tratamento terapéutico de infecgdes bacterianas. Outros
antimicrobianos, como enrofloxacina, eritromicina e sulfonamidas potencializadas
com trimetoprim ou ormetoprim, sdo mencionados em documentos da FAO como
utilizados na aquicultura brasileira, embora sua aprovacao formal pela ANVISA nao
esteja claramente estabelecida. Diversos antibidticos, como cloranfenicol,
nitrofuranos (furazolidona, nitrofurazona), substancias tireostaticas, androgénicas ou
anabolizantes, e antimicrobianos de uso exclusivo em humanos (como quinolonas e
cefalosporinas de terceira e quarta geragbes), sao proibidos para uso em
alimentacdo animal. O uso permitido deve ser exclusivamente terapéutico, com
limites maximos de residuos estabelecidos pelo MAPA, e fiscalizado em conjunto
com a ANVISA (GOVERNO DO BRASIL, 2022 ; INFOTECA EMBRAPA, 2023).

No exterior, a regulamentagdo também €& bastante restritiva, mas os
antibidticos aprovados podem variar entre regides. Na Unido Europeia, sdo
permitidos florfenicol, gentamicina, sarafloxacina, sulfonamidas, tetraciclinas,
tilmicosina e trimetoprim, sempre para uso terapéutico e com prescri¢cao veterinaria
obrigatéria (FAO, 2021). Nos Estados Unidos, a FDA aprova florfenicol,

oxitetraciclina, enrofloxacina, cloranfenicol, eritromicina e a combinagéao trimetoprim-
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sulfametoxazol para tratamento de doengas em peixes, proibindo seu uso para
promogao de crescimento. No Chile, a industria do salmao utiliza florfenicol,
oxitetraciclina, eritromicina e tilmicosina, sendo proibido o uso de quinolonas desde
2016. Ja na China e no Vietna, os antibiéticos mais comuns incluem oxitetraciclina,
enrofloxacina, amoxicilina e sulfonamidas, com regulamentagdes variaveis, sendo
que programas de redugcdo do uso de antimicrobianos vém sendo implementados
para minimizar riscos a saude publica e ao meio ambiente (SEAFOOD WATCH,
2022).

O uso inadequado e continuo de agentes antimicrobianos no mesmo ciclo de
producao favorece a pressao seletiva de bactérias resistentes aos antimicrobianos
e ao aumento da transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre diversas
populagdes bacterianas e leva a importantes impactos na saude animal, humana e
ambiental (SAPKOTA, 2008).

Uma das maiores preocupag¢des em saude publica no mundo atualmente é a
resisténcia aos antimicrobianos, que, usados de forma desmedida, tém se tornado
pouco eficientes, o que faz com que seja cada vez mais dificil tratar um numero
crescente de infecgdes. Existem inUmeros exemplos do aumento da resisténcia aos
antimicrobianos em veterinaria, em diversas espécies animais, sendo que muitos
dos microrganismos apresentam resisténcia aos antimicrobianos de uso humano, o
que é preocupante, pois as bactérias isoladas podem ser reservatérios de genes
resistentes, com papel na disseminagao desta resisténcia as bactérias patogénicas
e comensais (UPPULURI, 2010). Antimicrobianos amplamente utilizados na
medicina humana e veterinaria sao despejados em rios, lagos e solo em formas
ativas e, com isso, a pressao antimicrobiana persistente e acumulada no ambiente
pode favorecer alguns microrganismos ambientais a desenvolver RAM através da
selecdo natural, que pode entdo ser transmitido a vida selvagem, como aves
selvagens, mamiferos e répteis, que acabam tendo papéis criticos de reservatérios,
disseminadores e sentinelas, amplificando o potencial de transmissdo de RAM na

interacdo homem-animal-ambiente (LI, 2024).
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4.2 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Na atividade de piscicultura ornamental, s&do necessarios estudos que
promovam a pesquisa de bactérias resistentes aos antimicrobianos, pois, em
propriedades rurais, a implicagdo dessa pratica nos criatorios pode resultar em
problemas ambientais. Na China, Au-Yeung et al. (2022) identificaram algumas
espécies de bactérias isoladas de peixes ornamentais obtidos de lojas de revenda
e, entre as espécies isoladas, Aeromonas e Pseudomonas foram resistentes frente
a todos os antibidticos testados. A resisténcia aos antimicrobianos € uma condi¢ao
ao qual o microrganismo é capaz de sobreviver a exposicdo ao antibiotico,
podendo ser natural, quando ha uma caracteristica intrinseca e permanente de
cepas de uma mesma espécie, ou adquirida, que podem acontecer por meio de
quatro mecanismos onde: as bactérias podem produzir enzimas que causam
destruicdo ou inativacdo enzimatica da droga; alterar e reduzir a permeabilidade
das células bacterianas; desenvolver rotas metabdlicas alternativas para substituir
aquelas inibidas pelas drogas, e também os antibidticos podem ser eliminados da
célula ou o sitio-alvo da droga pode ser alterado estruturalmente (BARIE, 2012;
TORTORA, 2012). O mecanismo mais frequente acontece quando a bactéria
expressa genes que permitem a mediacdo no mecanismo de acdo do antibidtico
por transmutacdao espontdnea de DNA ou por modificacdo e transmissdo de
plasmideos (SANTOS, 2004).

Os genes de resisténcia sao transmitidos de maneira intraespecifica e
interespecifica, sendo ativados ao entrarem em contato com um antimicrobiano
(LUPO, 2012; BARRIOS, 2015). O resistoma bacteriano € composto por diversos
genes que codificam proteinas capazes de se ligar ao farmaco e torna-lo inativo,
conferindo resisténcia. Esses genes representam uma pequena parte do material
genético bacteriano e sao a principal fonte de resisténcia aos antimicrobianos.
(PERRY, 2014; HOBSON, 2021).
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4.2.1 Genes de resisténcia a beta-lactamicos

A resisténcia bacteriana a essa classe de antimicrobianos acontece
principalmente através da producdo das [B-lactamases, enzimas capazes de
hidrolisar o anel B-lactamico dos farmacos, transformando-os em produtos inativos.
Entre os genes codificadores de enzimas B-lactamases ja identificados nas
bactérias sdo descritos os genes blatem, blashv, pactx-m, € blacmy (MICHAEL, 2006).
Em 2019, os genes blactx-m, blatem e blasnv foram detectados em ambientes
aquaticos da Bahia, na regido Nordeste do Brasil (BARTLEY, 2019).

Atualmente, muitos trabalhos vém relatando a disseminacdo de cepas
resistentes aos beta-lactdmicos, anteriormente eficazes no tratamento das
infeccbes estafilococicas. Nestas, a modificagdo das proteinas ligantes de
penicilina (PBP’s), sintetizadas pelo gene mecA, € um dos principais mecanismos
de resisténcia descritos (A ARESTRUP, 2001). A presenca do gene mecA sugere a
probabilidade de transferéncia horizontal de genes entre espécies distintas e foi
considerada um “padrao ouro” para deteccédo das espécies resistentes (COELHO,
2007).

Entre as bactérias Gram-negativas, a resisténcia aos beta-lactdmicos se
destaca, entre elas as enterobacteriaceas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella spp., entre outras, além de Pseudomonas aeruginosa, que podem
expressar genes especificos de resisténcia. P. aeruginosa ¢ um bacilo aerdbio
obrigatério, e a bactéria também & encontrada na agua e no solo (KAZMIERCZAK,
2016; ALATOOM, 2024).

4.2.2 Genes de resisténcia a fenicois

No Brasil, o florfenicol € um dos dois unicos antibidticos permitidos pela
legislagdo para tratamento de enfermidades na piscicultura (SILVA, 2018). A
resisténcia a essa classe de antibidticos é conferida através do mecanismo de
efluxo ativo, conferido pelos genes cmlA e floR (MICHAEL, 2006), onde a proteina

Flo, codificada pelo gene floR, € capaz de mobilizar tanto o cloranfenicol como o
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florfenicol (TORTORA, 2017).

4.2.3 Genes de resisténcia a macrolideos

Os genes erm codificam metilases, que modificam o alvo dos macrolideos
(como a eritromicina), prevenindo a agao do antibiético (LEWIS, 2005). Em estudos
realizados anteriormente, na China e na Alemanha, amostras de agua foram
analisadas, apresentando genes de resisténcia a macrolideos, sendo eles ermB e
ermC (STOLL, 2012; NIU, 2016).

4.2.4 Gene de resisténcia a aminoglicosideos

O gene aac(6)-Ib codifica uma acetiltransferase que inativa os
aminoglicosideos (como a gentamicina), antibidticos utilizados frequentemente para
tratar infecgdes bacterianas em peixes e camardes. Em estudos anteriores, o gene
de resisténcia aac(6')-Ib foi identificado em amostras de agua nos estados
brasileiros Bahia e Parana, além de paises como Portugal e China (SU, 2012; VAZ-
MOREIRA, 2016; CONTE, 2017; BARTLEY, 2019). Em peixes do Mar
Mediterraneo, na regido da Argélia, também foram isoladas cepas de A. baumannii
portadoras dos genes aac(6°)-Ib, assim como em isolados de peixes provenientes
de E. coli na china (JIANG, 2012; BRAHMI, 2016).

4.2.5 Genes de resisténcia a quinolonas

Os genes da familia gnr codificam resisténcia as quinolonas e estao
frequentemente relacionados a bactérias dos géneros Shewanella, Vibrio e
Aeromonas de ambientes aquaticos (POIREL, 2005; BAQUERO, 2008). A
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presencga dos genes qnrD, qnrB, qnrS em E. coli provenientes de peixes na China
ja foi observada, assim como plasmidios carregando o gene qnrS2 em Aeromonas
spp. provenientes de amostras de agua em paises como Franga, Suica e Italia
(CATTOIR, 2008; PICAO, 2008; JIANG, 2012).

4.2.6 Genes de resisténcia a sulfonamidas

Os genes de resisténcia as sulfonamidas que podem ser adquiridos séo
sul1, sul2 e sul3. A resisténcia ocorre pela codificagdo do gene em isoformas da
enzima-alvo do farmaco na sintese do acido fdlico, as quais apresentam baixa
afinidade as sulfonamidas (ANTUNES, 2005). Esses genes de resisténcia as
sulfonamidas séo frequentemente encontrados em bactérias Gram-negativas
(BYRNE-BAILEY, 2009). Em 2016, na China, amostras de agua e sedimentos da
baia de Bohai bay foram analisadas, apresentando genes de resisténcia a

sulfonamidas, sendo eles sul1 e sul2 (NIU, 2016).

4.2.7 Genes de resisténcia a tetraciclinas

Pelo facil acesso, as tetraciclinas sdo antibiéticos que tém sido comumente
utilizados na profilaxia e terapia de infeccdo em humanos e animais, além da
subterapia feita em animais de produgdo como promotores do crescimento
(CHOPRA, 2001).

Trés estratégias empregadas pelas bactérias causam a resisténcia a
tetraciclina, sendo elas a limitacdo do acesso ao seu alvo pelo efluxo deste através
da membrana celular (tetA, tetB, tetC, tetD e tetE sdo os mais frequentemente
encontrados), alteragdo ribossomal que dificulta uma ligacao efetiva do
antimicrobiano ao seu respectivo alvo (tetO e tetM) e produgdo de enzimas de
inativagao da tetraciclina (ARENZ, 2015; DUTTA, 2016).
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4.3 BIOFILME

A medicina moderna lida com um aumento de infecgcbdes relacionadas a
patogenos formadores de biofilme, que s&o definidos como uma matriz de
comunidade microbiana duravel em polissacarideos (CIOFU, 2022). Células
destacadas de biofilmes estdo associadas a mortalidade quando comparadas as
células plancténicas (UPPULURI, 2010, PREDA e SANDULESCU, 2019). E
importante ressaltar que a transferéncia horizontal de genes de resisténcia pode ser
alcangada através da formacao de biofilme (SAVAGE, 2013; MARINCOLA, 2021).
Estima-se que mais de 65% das infecgbes bacterianas tenham associagdo com a
producao de biofilme (GRAF, 2019). Biofiimes sao compostos de bactérias (podendo
ser de diferentes espécies) envoltas de EPS e permeados por canais de agua, que
funcionam como um sistema circulatério de entrega de nutrientes ao interior do
biofilme e de remogao de restos metabdlitos (HALL-STOODLEY, 2004; POZO 2007).
A formacao e acumulagao de biofilme acontece quando ha a fixagdo de células livres
do meio liquido em uma superficie solida. Em seguida, ha a divisdo dessas bactérias
fixas e producao e excregcao de EPS, juntamente com a fixacdo de novas bactérias
flutuantes. Quando o ambiente ndo se encontra mais favoravel ou, ainda, devido a
uma programacao celular para a viruléncia, ocorre o desprendimento de células
planctdnicas ou de grupos de células unidas pelo EPS que podem colonizar novo
local (HALL-STOODLEY, 2005; BAYLES, 2007).

O quorum sensing € um mecanismo intercelular de sinalizagdo importante
para a formagao de estrutura em biofilmes, regulando certas atividades celulares,
como a producdo de metabdlitos secundarios de um modo dependente da
densidade celular, observado em culturas plancténicas (SALMOND, 1995, DAVIES,
1998),

Bactérias que vivem nessas comunidades sdo de 10 a 1000 vezes mais
tolerantes aos antimicrobianos do que quando na forma plancténica (DAVIES,
2003). O EPS reduz a capacidade de penetragao de antimicrobianos em todas as
areas do biofilme, podendo atuar como barreira fisica para difusao, retendo grande
parte dos agentes antimicrobianos e, assim, reduzindo a quantidade do mesmo
para agir sobre as células e interagindo, quimicamente, com esses agentes,

sequestrando os antimicrobianos hidrofilicos e carregados positivamente, tais como
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os aminoglicosideos (NICHOLS, 1988).

Biofiimes sdo idealmente adequados para a troca de material genético
devido a proximidade das células bacterianas. Dessa forma, a vida em
comunidade facilita a transferéncia horizontal de genes, através de plasmideos, os
quais podem codificar resisténcia para multiplos agentes antimicrobianos
(MADSEN, 2012).

Ainda devido a presenga do EPS, o sistema imune encontra dificuldade para
reconhecer os biofilmes, tornando seu interior protegidas contra a agédo de
anticorpos, radicais livres e outros compostos reativos produzidos pelos fagécitos

que sao recrutados para o combate de infecgdes (BRYERS, 2008)

5 MATERIAL E METODOS

5.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

Foram analisadas amostras coletadas anteriormente que fazem parte do
acervo bacteriano do Laboratério de Sanidade Animal da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
Brasil, proveniente do projeto de Iniciacdo Cientifica realizdo por pesquisdores
envolvidos no presente estudo, assim como foram relizadas novas coletas. Todas
as amostras tém origem em pisciculturas ornamentais de Campos dos Goytacazes
e localidades da area do entorno de Patrocinio de Muriaé-MG (Figura 2), que, na
maioria dos casos, representa a principal fonte de renda de piscicultura ornamental

na area rural, coletadas durante o periodo de 2018-2025.
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Figura 2: Propriedade localizada em Patrocinio de Muriaé - MG. (Fonte: arquivo

pessoal).

5.2 COLETA DE AMOSTRAS

5.2.1 Amostras de animais

Amostras de peixes de diferentes espécies foram coletadas aleatoriamente,
de acordo com a disponibilidade dos proprietarios, e transportadas para o
laboratério (Figura 3), e, em seguida, acondicionadas em caixas isotérmicas com
uma camada de gelo sob os peixes, e acima, outra camada de gelo picado
(TAVARES, 2014). Paralelamente, amostras foram coletadas com suabes da
cavidades nasal, oral e anal de animais domésticos que tém contato ou
apresentem-se proximos a areas de piscicultura ornamental nas propriedades

visitadas (Figura 4). A coleta do material é realizada através de suabe
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acondicionado em meio de transporte Cary Blair (ANDRADE, 2010). Os suabes
foram mantidos refrigerados e enviados ao Setor de Micologia Animal do
Laboratorio de Sanidade Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) para o isolamento e identificacdo de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas resistentes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica

de uso de animais da UENF (protocolo n° 647).

Figura 3: A: peixes da esécia Betta (Betta splendens); B: peixes da espécie Acara
(Pterophyllum); C: Peixes da espécie Guppy (Poecilia reticulata). (Fonte:
arquivo pessoal).

5.2.2 Amostras de agua

Foi realizada a coleta de amostras de agua dos tanques de piscicultura
ornamental (Figura 4.A). Estas amostras foram coletadas em duplicata, sendo uma
amostra processada para isolamento de bactérias Gram-positivas e outra para

isolamento de Gram-negativas (Stoll et al., 2012).
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Figura 4: A: Coleta de amostras de agua; B: Coleta de amostra de suino; C: Coleta
de amostra de cado; D: Coleta de amostra de peixes. (Fonte: arquivo
pessoal).

5.3 PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS
5.3.1 Reativacao de amostras coletadas anteriormente
As amostras foram reativadas em tubos do tipo falcon contendo 2mL de

caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Kasvi, Espanha), que, apds incubagdo em estufa
bacteriolégica a 37 °C por 24h, foram centrifugados a 2795xg por 5 minutos. O
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sobrenadante foi descartado e os pellets contendo os microrganismos foram
transferidos com alga de platina para placas de Petri com meio agar Mueller Hinton
(Kasvi, Espanha), com o objetivo de obter col6nias puras apds incubagio a 37 °C

por 24h, para seguir com as demais fases do experimento.

5.3.2 Amostras de animais

Em ambiente estéril na capela de fluxo laminar, foi realizada a separagao do
segmento intestinal dos peixes ornamentais, dissecgdo asséptica com o auxilio de
placas de Petri e inoculagdo do conteudo intestinal através de algca de platina,
ambas estéreis. Os in6culos foram acondicionados em tubos cdnicos com os
respectivos meios de enriquecimento: Caldo BHI, Caldo BHI acrescido de 7,5%
NaCl (ambos incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas) e Caldo
Rappaport Vassiliadis (submetido a banho-maria a 42°C por 24 horas) para exames
bacteriologicos em meio de cultivo e sua identificagéo.

Os suabes acondicionados em meio de transporte Cary Blair (ANDRADE,
2009) das cavidades nasal e anal coletados de animais domésticos foram
inoculados em tubos coénicos contendo Caldo BHI e Caldo BHI acrescido em 7,5%
NaCl, para bactérias Gram-negativas e Gram- positivas, respectivamente. Suabes
da cavidade anal também foram inoculados tubos cbnicos contendo 3mL/tubo de
Caldo Rappaport Vassiliadis (submetido a banho- maria a 42°C por 24 horas) para

exames bacterioldgicos em meio de cultivo e sua identificacao.

5.3.3 Amostras de agua

As amostras de agua coletadas foram fracionadas em duas partes, uma para
isolamento de bactérias Gram-positivas e outra para isolamento de Gram-
negativas. As amostras de agua coletadas foram aliquotadas (3 mL) e
acondicionadas em tubos cénicos de 15mL contendo caldos nutritivos (2 mL/ tubo),
sendo estes: caldo BHI, para isolamento de bactérias Gram-negativas e caldo BHI
acrescido em 7,5% NaCl para selecdo de Staphylococcus spp. ApoOs

acondicionadas nos tubos, as amostras foram encaminhadas para a estufa
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bacteriolégica a 37°C por 24 horas (ANDRADE, 2009).

5.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO BACTERIANA

Retirados da estufa bacterioldgica, os tubos cbnicos contendo Caldo BHI e
BHI acrescido de 7,5% de NaCl (Vetec®) foram centrifugados a 5.000g por 10
minutos. Apds desprezar o sobrenadante, os pellets contendo os microrganismos
foram transferidos dos tubos de BHI para Placas de Petri com meio Agar
MacConkey (Acumedia, EUA) para identificacdo de bactérias Gram-Negativas e
transferidos dos tubos de BHI acrescido de 7,5% de NaCl para meio Manitol
(Kasvi, Espanha) para Identificagao de Staphylococcus spp.

Para a avaliacdo de caracteristicas morfolégicas e morfotintoriais das
colbnias, foi utilizado o método de Gram (Laborclin, Brasil) e submetidas aos testes
de Catalase (Peroxido de Hidrogénio a 3%) e Oxidase (Fluka, Chemika, Suicga).

As colénias isoladas observadas em Agar MacConkey (Acumedia, EUA)
foram identificadas por meio de testes bioquimicos convencionais, avaliando as
caracteristicas de fermentagdo de carboidratos (glicose, sacarose, e lactose),
producdo de indol, H2S, urease, utilizagdo de citrato, capacidade de
descarboxilagdo dos aminoacidos lisina, arginina, ornitina e presenga de motilidade
(KONEMAN, 2001). A utilizacdo do citrato como fonte de carbono é avaliada
utilizando o meio Agar citrato (Difco, EUA). A mudancga de cor do meio para azul
apods o periodo de incubacéo indica positividade. A producdo da enzima urease é
verificada através da inoculagdo de uma amostra da colbnia em caldo uréia
(INLAB, Brasil), na qual a presenga da degradacédo da uréia a amobnia é
evidenciada a partir da mudanca de cor do meio para rosa. A capacidade de
descarboxilagdo da lisina, arginina e ornitina sdo verificadas a partir da inoculagao
da amostra da colénia em caldo descarboxilase (Difco, EUA) com 1% de D-lisina,
D-ornitina e L-arginina (INLAB, Brasil). A utilizacdo desses aminoacidos ¢é indicada
pela mudanga da coloragdo do meio para o roxo. As leituras dos resultados de
todas as provas bioquimicas descritas acima foram realizadas apds a incubagao
em estufa bacteriolégica a 351£2°C, por 24 a 48 horas dos respectivos meios
inoculados. O teste da Coagulase em tubo (EDTA Plasma rabbit, Difco, EUA) foi

realizado a partir de col6nias isoladas, onde a amostra € inoculada em microtubo
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tipo eppendorf estéril contendo 0,5 mL de plasma de coelho e encaminhada a
estufa bacterioldgica a 35£2°C. Este teste é realizado a fim de verificar a presenca
da enzima que produz a coagulagdo do plasma. A leitura do teste deve ser
realizada as 2 horas, 6 horas e finaliza apds 24 horas em estufa bacteriologica. A
auséncia de coagulagao apods 24 horas de incubacgéo caracteriza a prova negativa.

Para identificacdo de cepas do género Aeromonas e Pseudomonas foi
realizado o teste OF-glucose (HiMedia, india), recomendado para a determinacg&o
do metabolismo oxidativo e fermentativo de carboidratos por bactérias Gram-
negativas. As coldnias que apresentaram-se lactose positiva em Agar MacConkey
(Acumedia, EUA) foram posteriormente repicadas em novas placas de Petri
contendo Agar Eosina-Azul de Metileno (HiMedia, India), utilizado para
diferenciacdo de bacilos entéricos Gram-negativos. Neste meio, cepas de E. coli,
grandes fermentadores de lactose, conferem caracteristicas proprias, apresentando
coloracao verde metalica (NEOGEN, 2011).

Apdés o crescimento no Agar Manitol, foi avaliada a positividade da
fermentacdo do agucar manitol, com alteragdo da cor do meio. As caracteristicas
morfolégicas e morfotintoriais das colbnias foram analisadas e coradas pelo
método de Gram (Laborclin, Brasil) para analise em microscopia. Também foram
submetidas aos testes de Catalase, Oxidase (Fluka Chemika, Suiga) e todos os
testes bioquimicos necessarios para identificagao, incluindo: prova de esculina,
producdo de urease e testes que conferem patogenicidade as amostras, como os
testes DNase e coagulase. O teste de Voges-Proskauer (Figura 5) é um teste
complementar utilizado na identificacdo de Staphylococcus aureus, que confere
anel vermelho se positivo (KONEMAN, 2001), e utiliza-se o caldo VM/VP, no qual a
acetoina é convertida a diacetil na presenga de oxigénio atmosférico e hidréxido de
potassio a 40%, sendo que o alfa-naftol atua como catalisador para produzir um
complexo de cor vermelha. A acetoina € um subproduto inativo proveniente de uma
das vias de degradacdo fermentativa da glicose, produzida por alguns grupos

bacterianos.
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Figura 5: Realizagao do teste de Voges-Proskauer. (Fonte: arquivo pessoal).

5.5 PESQUISA DE BACTERIAS RESISTENTES

5.5.1 Avaliacao de resisténcia a antimicrobianos

Nesta etapa, as amostras foram caracterizadas de acordo com o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos (Figura 6). O teste é realizado através da técnica
de difusdo em Agar Mueller Hinton (kavis, Alemanha), de acordo com as normas da
CLSI (2024), utilizando-se discos impregnados (Cefar, SP, Brasil). A técnica de
difusdo em Agar Mueller Hinton (kavis, Alemanha) consiste em col6nias puras
cultivadas em estufa bacterioldégica por 24 horas a 35+2°C, onde séo inoculadas
em solugdo salina (0,85% NaCl), de modo a obter turbidez igual a 0,5 de acordo
com a escala de Macfarland (1x10% UFC/mL) medida em fotdmetro com leitura de
DOs30 nm (Densimat, bioMérrieux, Franca) e semeada com auxilio de suabe estéril
em placa de Petri com meio Agar Mueller Hinton (Acumedia, EUA). Em seguida, os
discos de cada antibiético (Cefar, SP, Brasil) sdo adicionados ao Agar com auxilio
de uma pinga, e incubada a 35+2°C por 24 horas em estufa bacterioldgica.

Para bactérias Gram-positivas, foi avaliado o perfil de susceptibilidade aos

seguintes antibidticos: Amoxicilina (AMO, 30ug), Ampicilina (AMP, 10ug),
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Clindamicina (CLI, 2upg), Sulfazotrim (SUT, 25 pug), Eritromicina (ERI, 15ug),
Oxacilina (OXA, 1ug), Penicilina G (PEN, 10U), Tetraciclina (TET, 30ug).

Para bactérias Gram-negativas, o teste de susceptibilidade foi realizado
frente aos antibidticos: Amoxicilina (AMO, 30ug), Cefoxitina (CFO, 30ug),
Ciprofloxacina (CIP, 5ug), Enrofloxacina (ENO, 5ug), Tetraciclina (TET, 30ug),
Tobramicina (TOB, 30ug) e Florfenicol (FLF, 30ug).

Posteriormente, realizou-se a leitura do teste através da mensuracdo dos
halos formados por paquimetro, determinando o perfil de resisténcia, resisténcia
intermediaria ou sensibilidade da bactéria frente ao farmaco testado. A
interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com a tabela padrédo do
fabricante.

Figura 6: Realizacdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de
difusdo em disco. (Fonte:arquivo pessoal).
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5.6 ANALISE MOLECULAR

5.6.1 Extracao e quantificacao de DNA

Para a extracdo do material genético microbiano foi empregado o kit
PREPMAN ULTRA® (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) conforme
instrugcdes do fabricante. A técnica de extracdo de DNA foi realizada a partir de
isolados bacterianos, cultivados em Agar Mueller Hinton (Kavis, Alemanha), meio
de cultura no qual ndo contém aditivos que possam interferir na reacédo de PCR.
Os isolados sao incubados por 24 horas a 35+2°C em estufa bacteriolégica.
Apos, para a realizagdo da extracdo do material genético, utiliza-se 100 pl do kit
PREPMAN ULTRA® (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA), sendo
dispensado assepticamente para microtubos tipo eppendorf estéreis e
identificados, onde serdo depositadas as colénias. As amostras, apos devidamente
fechadas e identificadas, sao agitadas no Vortex (MOD QL901 - Biomixer) durante
10 a 30 segundos. Posteriormente, os microtubos tipo eppendorf devem ser
acondicionados a placas aquecedoras Thermomixer R Confort® (Eppendorf AG,
Hamburg 2007) em temperatura a 100°C durante 10 minutos. Os microtubos séo
retirados em alta temperatura e permanecem em temperatura ambiente durante
dois minutos. Apds isso, sao transferidos para a Microcentrifuga 5415D
EPPENDORF® durante dois minutos a 22672 g. Apds, transferido 50 pl do
sobrenadante do DNA extraido para um segundo conjunto de eppendorfs estéreis e
identificados, armazenados a -20°C para uso posterior na reacdo de PCR, e o
pellet, que contém as proteinas bacterianas e restos de parede celular, é
desprezado.

Para quantificar o DNA, utiliza-se um espectrofotdmetro (Thermo Scientific™
NanoDrop ND-2000, UVVis).

5.6.2 Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR) e Eletroforese

A amplificacdo do DNA de cepas foi realizada de acordo com Aranda (2007),

utilizando os primers correspondentes para a pesquisa dos genes citados na tabela
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1. Foram utilizados controles negativos e positivos para avaliar a ocorréncia de

contaminagao de reagentes e a sensibilidade da reacdo, respectivamente. A

incubacgao foi realizada em Termociclador apropriado TC — 412 (Techne®).

Tabela 1: Sequéncias de nucleotideos dos conjuntos de iniciadores utilizados para

amplificar genes de resisténcia bacteriana.

Genes

Tet(M)

mecA

blaCTX-
M

Prim

ers

Tet(
M)

mec

CTX-
M-15

Iniciadores (5’-3’)

F:
GTTAAATAGTGTTCT
TGGAG

R:
CTAAGATATGGCTCT
AACAA

F:
ATCGATGGTAAAGGT
TGGC

R:
AGTTCTGCAGTACCG
GATTTG

F:
CGCTTTGCGATGTGC
AG

R:
ACCGCGATATCGTTG
GT

Fragm

ento
(pb)

576pb

147pb

550pb

Referén

cias

Aarestru
p, 2000

ZHANG
et al,
2005

Jiang et
al. 2006



blaSHV

AAC(6)-
B

floR

qnrS

Enteroto

xina A

Enteroto

xina B

SHV

aac(
6)-
IB

floR

QnrS

B-
SEA-

B-
SEB

F:
TGGTTATGCGTTATA
TTCGCC

R:
GCTTAGCGTTGCCA
GTGCT

F:
TATGAGTGGCTAAAT
CGAT

R:
CCCGCTTTCTCGTAG
CA
GACGCCCGCTATGA
TCCAAC
CCTGCCATCCCAAGA
ACTCG

F:
ACGACATTCGTCAAC
TGCAA

R:
TAAATTGGCACCCTG
TAGGC
GGTTATCAATGTGCG
GGTGG
CGGCACTTTTTTCTC
TTCGG

GTATGGTGGTGTAAC
TGAGC
CCAAATAGTGACGAG
TTAGG

867pb

482pb

351

417pb

120pb

478

41

Jiang et
al. 2006

Park et
al.
(2006)

Maynard et
al. (2003)

Jacoby
et al.
(2009)

Johnson
et al.
(1991)

Johnson
et al.
(1991)
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tet(A) GTGAAACCCAACATA 888 Maynar
CCCC d et al
GAAGGCAAGCAGGA (2003)
TGTAG

tet(B) CCTTATCATGCCAGT 774 Maynar
CTTGC d et al
ACTGCCGTTTTTTCG (2003)
CcC

As amostras foram submetidas a técnica de PCR de acordo com Jiang
(2006), utilizando volume final de 25 uL, contendo 10 pmol/ uL de cada primer (1 uL
de cada primer), 12,5 pyL de GoTag® Green Master Mix 2x (Promega
Corporation®), 2 yL de DNA molde e 8,5 yL agua ultrapura (Thermo Scientific®)
(tabela 2).

Tabela 2: Volume dos componentes utilizados para a realizacdo das PCR, utilizando

o MasterMix: ThermoScientific MasterMix 2X, com total de 25 uL.

PCR E CONTROLE + CONTROLE -
Master Mix 12,5 12,5
Agua 6,5-9,5 10,5
Primers Re F 1-2 1-2
DNA 1-2 0
Total 25 25

Para a analise dos genes, a mistura foi submetida em um Termociclador TC
— 412 (Techne®) e foram adotadas as condigbes de amplificagdo necessarias para

cada gene.
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Tabela 3: Protocolos de realizagdo das PCR para a pesquisa dos genes de
resisténcia a antibidticos utilizados, utilizando o MasterMix
ThermoScientific MasterMix 2X.

A A o
GENE Desna!tgragao Desnaturacdo Anelamento Extensdo Ext(_ansao N. De
Inicial Final Ciclos
3 20” 1 90” 7
tet(M) 35
94°C 94°C 55°C 72°C 72°C
2 30” 2 1 7
mecA 34
95°C 95°C 58°C 72°C 72°C
blaCTX-M 3 30~ 60” 60” 4
blaSHV 35
94°C 95°C 52°C 72°C 72°C
blaTEM
2 45” 45” 45” 30”
aac(6’)ib-cr 34
94°C 94°C 55°C 72°C 72°C
4 1 30” 1 10
floR 35
94°C 94°C 61°C 72°C 72°C
6’ 45” 45” 1 7
qnrS 35
94°C 94°C 53°C 72°C 72°C
5 30” 30 4
sea 30" 72°C 34
seb 94°C 94°C 57°C 72°C
5 45” 1 1 5
tet(A) 35
tet(B) 94°C 94°C 55 °C 72°C 72°C

Apods a execucao das etapas de amplificacdo dos fragmentos de DNA, os
produtos amplificados (amplicons) foram submetidos a aliquotas.
Posteriormente, aplicados nos pocos do gel de agarose a 1% e submetidos a

eletroforese em cuba contendo tampao TBE (1X), ligada a uma fonte de
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corrente elétrica em voltagem de 100V, durante aproximadamente 60 minutos,
visualizados diretamente sob luz ultravioleta através de transiluminador UV
(DyNA Light, Labnet, EUA) e a imagem do gel documentada através do software
GelDoc-It™ (UVP, Imaging Sistem). O tamanho dos fragmentos de DNA das
amostras foi comparado com o marcador padrao de peso molecular, utilizando 4
ML de 1Kb Plus DNA Ladder 250 ug (0.5 pg/ yL) (Invitrogen™ by Termo Fisher
Scientific) e 10pL de tampao de amostra, aplicado no pogo do gel. Para evitar
contaminagao com produtos da PCR, a extragcao, amplificagao e a eletroforese
dos produtos amplificados foram realizadas em diferentes setores do
Laboratério de Sanidade Animal da UENF.

ENSAIO DA PRODUGAO DE BIOFILME

Foi realizado o ensaio de quantificagado da producao de biofilme de cepas
que tiveram genes de resisténcia amplificados, utilizando técnica ja descrita
(STEPANQVIC, 2007) com o uso de caldo BHI. Os isolados bacterianos foram
cultivados em caldo BHI por 24 horas a 37°C. Para microtitulagdo foram
utilizadas placas de 96 pocgos, adicionando 200uL das suspensdes bacterianas,
em ftriplicata, sendo utilizado como controle negativo o caldo BHI sem in6culo
bacteriano e, como controle positivo, as cepas padrdao ATCC correspondente a
cepa clinica utilizada. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas. Apos
este periodo, as suspensdes bacterianas foram removidas e cada pocgo foi
lavado por trés vezes com 250uL de solugao fisiolégica (0,9% NaCl) estéril.
Posteriormente, foi realizada a fixagdo com 200uL de metanol p.a. (pureza
absoluta) por 15 minutos. O metanol foi removido; as placas deixadas em
temperatura ambiente para secar e coradas com 200uL de solugédo de cristal
violeta durante cinco minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com agua
corrente e secas em temperatura ambiente. Apds este processo, foi realizada a
leitura da absorbancia em leitor de ELISA (BioRad, modelo 550), em
comprimento de onda de 570nm, e as amostras classificadas segundo
Stepanovic (2000). O valor das densidades Opticas para cada isolado (DOi) foi
obtido pela média dos trés pogos, sendo este valor comparado com a densidade

otica do controle negativo (DOc). Os isolados foram classificados em quatro
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categorias, de acordo com a média das densidades oticas (DO) relacionada
com os resultados obtidos para a DOc. As categorias sado baseadas nos

critérios da tabela 4.

Tabela 4: Interpretagdo dos resultados de capacidade de formacédo de biofilme

conforme descrito por Stepanovic (2007).

5.8

4x DOc < Doi Fortemente aderente (+++)

2 x DOc <DOi <4 xDoc Moderadamente aderente (++)
se DOc <DOi <2 x Doc Fracamente aderente (+)

se DOi < Doc N&o aderente

DOc = Densidade Optica do cutoff: valor que corresponde & média dos pogos do controle negativo; DOi = Densidade
Optica da amostra.

SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Os amplicons de cepas que apresentaram genes de resisténcia foram
submetidos a sequenciamento em colaboragio com a Unidade de
experimentagdo animal — UEA (UENF) para confirmagdo da presenga dos
mesmos.

As sequéncias de DNA amplificadas por PCR foram purificadas com
Exosap-IT express (Thermo Fisher Scientific), e, em seguida, um microlitro da
amostra purificada foi adicionado a um pogo da placa de 96 pogos, juntamente
com 1puL do respectivo primer forward ou reverse e 8uL do master mix do BigDye
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific, 2019). Depois, essa reagao realizada
no termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific) com o seguinte protocolo: 95°C
por um minuto, 25 ciclos de (96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C
por quatro minutos) e, por fim, mantida a 4°C até a remogao do equipamento. A
purificacdo da reacdo de sequenciamento foi realizada pelo método de
precipitacdo com etanol, adicionando-se 2,5 yL de EDTA 125 mM e 30 uL de

etanol absoluto em cada poco. A placa foi incubada a temperatura ambiente por
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15 minutos e, em seguida, centrifugada a 4000 rpm durante 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a placa foi centrifugada de cabeca para baixo a
1160 rpm por 1 minuto para secagem dos pogos. Depois, foram adicionados 30
ML de etanol 70% (preparado no momento) a cada pogo, seguido de uma nova
centrifugacédo a 4000 rpm por 15 minutos. O conteudo foi novamente descartado
e a placa passou por mais uma centrifugagao de cabecga para baixo (a 1160 rpm
por 1 minuto). Apés a remogao completa do etanol, 10uL de formamida foram
adicionados a cada pocgo e a placa foi, entdo, levada ao termociclador para a
etapa de desnaturacéo a 95°C por cinco minutos e, depois, 4°C por trés minutos.
As amostras foram analisadas por eletroforese capilar no analisador genético
automatico (ABI 3500), utilizando o polimero POP-7 e capilares de 50 cm. As

sequéncias obtidas foram analisadas no software Geneious (Dotmatics).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise considerou trés etapas a sequir:

Etapa 1: Analise descritiva simples (frequéncia) das caracteristicas de
sensibilidade ou resisténcia a antibiéticos em grupos de bactérias (Gram positiva e
Gram negativa). A Associacdo foi testada a partir do teste Qui-Quadrado
considerando significancia de 5%. Mesma analise de frequéncia foi realizada para
verificar a associacdo dos grupos bacterianos com genes de resisténcia a
antibidticos.

Etapa 2: Para avaliar as relagdes entre as os antibidticos avaliados e os
grupos bacterianos (Gram positiva e Gram negativa), foi realizada analise fatorial
(Ar) incluindo cada grupo bacteriano em um modelo unico. O numero de fatores
extraido seguiu o critério de Kaiser segundo o ponto de inflexdo dos autovalores
(autovalores acima de 1), (KASIER, 1960). Utilizou-se a rotagédo ortogonal (modelo
varimax) na analise dos fatores. A significancia dos fatores foi estabelecida de
acordo aos pesos fatoriais das variaveis em cada fator. A adequacdao do modelo
composto foi avaliada através da estatistica de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO>0,50) e do
teste de esfericidade de Bartlett (<0,05), mostrando-se adequado de acordo com
(CERNY e KAISER, 1977).

Foi utilizada a matriz de correlagdes da analise fatorial para investigar o grau
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e a magnitude de associagdo das variaveis entre os fatores identificados. Foram
consideradas significativas as correlagées com P<0,05.

Etapa 3: A fim de avaliar o agrupamento das diferentes variaveis no fenémeno
de resisténcia bacteriana em propriedades dedicadas a piscicultura, foi utilizada a
técnica de Analise de Correspondéncia Multipla (ACM). A plotagem bidimensional
desta analise foi utilizada na avaliagao das relacdes entre as variaveis, considerando
a proximidade dos centroides das variaveis em avaliacdo. O Coeficiente alfa de
Cronbach (a) foi considerado na avaliagdo da confiabilidade do modelo
bidimensional. Adotou-se a classificagdo sugerida por Matthiensen (2011), onde 0,60
<a<0,75 - Moderada ;0,75 <a < 0,90 — Alta, e a > 0,90 — Muito alta.

Os dados coletados foram processados e analisados utilizando o software
SPSS® (SPSS, 2012).

6 RESULTADOS

6.1 IDENTIFICAGAO BACTERIANA E PERFIL DE SUCEPTIBILIDADE

Foram reativadas bactérias do acervo do LSA provenientes de amostras de
animais e agua coletadas das propriedades no periodo de 2018-2022 e novas
coletas foram realizadas em seis propriedades localizadas nas regides de Campos
dos Goytacazes e Patrocinio de Muriaé. Foram analisadas ao todo 164 cepas
bacterianas, sendo 101 Gram-negativas (61,6%) e 63 Gram-positivas (38,4%).
Dessas, 55 cepas bacterianas foram isoladas de amostras de agua (33,5%), 34
cepas foram isoladas de amostras de peixes (20,7%) e 75 cepas foram isoladas de
amostras de animais com acesso direto a agua dos tanques (45,7%). Entre as
bactérias Gram-negativas, os principais géneros identificados foram Aeromonas (11
cepas; 10,9%), Pseudomonas (7 cepas; 6,9%) e membros da familia
Enterobacteriaceae (83 cepas; 82,2%).

A resisténcia observada nas bactérias Gram-negativas variou conforme a
classe de antimicrobianos testada (Figura 7). Entre os B-lactamicos, 68 cepas
(67,6%) apresentaram resisténcia a amoxicilina e 28 cepas (27,7%) a cefotaxima,
indicando a presenca de mecanismos associados a produgao de B-lactamases. Nos

aminoglicosideos, 16 cepas (15,8%) foram resistentes a tobramicina, enquanto entre



48

as tetraciclinas a resisténcia foi a mais elevada, com 41 cepas (40,6%) resistentes a
tetraciclina. Para os fenicois, observou-se baixa ocorréncia de resisténcia, com
apenas trés cepas (3,0%) resistentes ao florfenicol, o que demonstra manutengao de
sensibilidade nessa classe. Ja entre as fluoroquinolonas, a resisténcia a
ciprofloxacina foi observada em quatro cepas (4,0%), enquanto 20 cepas (19,8%)
apresentaram resisténcia a enrofloxacina, o que sugere possivel resisténcia cruzada
entre os farmacos dessa classe. De modo geral, as maiores taxas de resisténcia
foram observadas frente as tetraciclinas e B-lactamicos, enquanto a sensibilidade se
manteve elevada para fenicois e fluoroquinolonas. Todas as amostras gram-
negativas estao descritas no Apéndice B.

Resisténcia antimicrobiana de Gram-negativas
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Figura 7: Resisténcia e sensibilidade a bactérias Gram-negativas.

Entre as bactérias Gram-positivas, foram identificados trés grupos principais:
2 Enterococcus (1,6%), 33 Staphylococcus coagulase negativa (54,0%) e 28
Staphylococcus coagulase positiva (44,4%). A resisténcia também variou conforme a
classe de antimicrobianos avaliada (Figura 8). Dentre os B-lactamicos, observou-se

resisténcia a penicilina em 27 cepas (42,9%), a oxacilina em 23 cepas (36,5%), a
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amoxicilina em 19 cepas (30,2%) e a ampicilina em 10 cepas (15,9%), indicando
ampla disseminacao de resisténcia a essa classe entre os estafilococos. Entre os
macrolideos e lincosamidas, 27 cepas (42,9%) foram resistentes a eritromicina e 17
cepas (27,6%) a clindamicina, o que pode estar relacionado a presenga de
mecanismos de resisténcia cruzada mediados por metilagdo ribossémica. Em
relacdo as tetraciclinas, seis cepas (9,5%) apresentaram resisténcia a tetraciclina,
enquanto entre as sulfonamidas 15 cepas (23,8%) foram resistentes ao
sulfametoxazol-trimetoprim. De maneira geral, as Gram-positivas apresentaram
maior resisténcia aos [-lactdmicos e macrolideos, especialmente entre os
Staphylococcus spp., o que reforca a importancia do monitoramento continuo
desses agentes em sistemas de producéo animal. Todas as amostras gram-positivas

estdo descritas no Apéndice A.

Resisténcia e sensibilidade em bactérias Gram-positivas
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Figura 8: : Resistencia e sensibilidade a bactérias Gram-positivas.

6.2 ANALISE MOLECULAR
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6.2.1 Deteccao de mecA em Staphylococcus spp.

Das cepas de staphylococcus testadas, apenas uma (1,64%) apresentou o

gene mecA, sendo indentificada como Staphyloccus warneri, proveniente de
amostra 178, com origem de agua.

Como controle positivo foi utilizda a cepa S.
aureus ATCC 33591 (Figura 9).

MM CP CN 13 14 15

16 17

Figura 9: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagao
de PCR para gene mecA. MM: marcador de peso molecular; CP: controle
positivo; CN: controle negativo; pogos 1-12, 13-16: negativos; pogo 17:
amostra 78.

6.2.2 Deteccao de genes de tetracilcina

Todas as cepas Gram-positivas foram submetidas a tecnica de PCR para
identificacdo do gene de resisténcia tetM, tendo amplificado quatro cepas (6,35%) :

251 (Enterococcus faecalis), 272 (Stphylococcus aureus), 2210 (Stphylococcus



51

aureus) e 2118 (Enterococcus faecalis). A cepa controle utilizada foi S.

pseudintermedius LB1611, cedida pela UFF (Figura 10).

W e e o e e R A

Figura 10: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene tetM. MM: marcador de peso molecular;
CP: controle positivo; CN: controle negativo; pogos 4, 12, 19, 26:
positivos.

Todas as cepas Gram-negativas foram submetidas a tecnica de PCR para
identificacdo do gene de resisténcia tetA, tendo amplificado trés cepas (2,97): 223
(Klebisiella pneumoniae), 278 (Aeromonas hidrophyla) e 297 (Escherichia coli). As
cepas positivas foram submetidas a sequenciamento genético para comprovar a

presenca desse gene (Figura 11).
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Figura 11: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene tetA. MM: marcador de peso molecular;
pocgos 1, 2 e 5: positivos.

Todas as cepas Gram-negativas foram submetidas a tecnica de PCR para
identificacdo do gene de resisténcia tetB, tendo amplificado uma cepa (0,99%):
2100 (Escherichia coli). A cepa positiva foi submetida a sequenciamento genético

para comprovar a presencga desse gene (Figura 12).
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Figura 12: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene tetB. MM: marcador de peso
molecular; poco 5: positivo.

6.2.3 Detecgao de enterotoxinas em Staphylococcus spp.

As cepas foram submetidas a técnica de PCR para amplificacdo das
enterotoxinas A e B, sendo amplificadas sete (11,11%) (Figuras 13 e 14) e 23
amostras (36,51%) (Figura 15 e 16), respectivamente. Controles positivos ATCC
13565 (sea) e ATCC 14458 (seb).

Tabela 5: Cepas positivas para o gene sea.

Amostra Identificacao Origem
126 S. aureus Canino
2106 S. pseudintermedius Canino
2109 S. pseudintermedius Canino
2110 S. aureus Agua
2113 S. pseudintermedius Suino
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2115 S. pseudintermedius Canino

2118 Enterococcus faecalis Canino

Figura 13: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagédo
de PCR para gene sea. M: marcador de peso molecular; CN: controle
negativo; pogos 1-9, 12-13: negativos; pogo 10:amostra 126.

Figura 14: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagao
de PCR para gene sea. M: marcador de peso molecular; CN: controle
negativo; pogos 3, 6, 7, 8, 9 e 14 positivos.



Tabela 6: Cepas positivas para o gene seb.

Amostra Identificagao Origem
12 S. pseudintermedius Canino
145 S. pseudintermedius Canino
168 S. spp Agua
170 S aureus Canino
248 S. pseudintermedius Peixe
249 S. pseudintermedius Peixe
250 S. pseudintermedius Peixe
251 S. pseudintermedius Peixe
252 S. pseudintermedius Peixe
253 S. pseudintermedius Peixe
259 S. spp Agua
269 S. spp Agua
272 S. aureus Peixe
2105 S. pseudintermedius Canino
2107 S. pseudintermedius Canino
2108 S. aureus Canino
2110 S. aureus Peixe
2113 S. pseudintermedius Suino
2114 S. pseudintermedius Canino
2115 S. pseudintermedius Canino
2116 S. pseudintermedius Canino
2117 S. spp Canino
2118 Enterococcus faecalis Canino
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Figura 15: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagéo
de PCR para gene seb. MM: marcador de peso molecular; CP: controle
positivo; CN: controle negativo; pogos: 1, 4, 6 e 7: amostras 2, 45, 68 e 70
positivos.

MIVEEN-GR 28354 8506 7 8 29 310,14 .12

1

2 34 =560 8 ORI G  12:13514 15,16 CN CP

Figura 16 Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagédo
de PCR para gene seb. MM: marcador de peso molecular; CP: controle
positivo; CN: controle negativo; pogos 1-3a, 7-8b, 10-12a, 2b, 4-6b, 8-14b
positivos.

56
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6.2.4 Deteccao de genes de resisténcia betalactamicos em bactérias gram-

negativas

Todas as cepas gram-negativas foram submetidas a analise molecular. Duas
cepas (1,98%) apresentaram o gene blaCTX-M: 2110 (Klebisiella pneumoniae) e
2100 (Escherichia coli). Controle positivo Salmonella enteritidis 10C 376/14 (Figura
17).

Figura 17: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene blaCTXM. MM: marcador de peso
molecular; CP: controle positivo; CN: controle negativo; Poco 1 e 2:

positivos.

Todas as cepas gram-negativas foram submetidas a analise molecular.
Quatro cepas (3,96%) apresentaram o gene blaSHV: 196, 215, 221 e 222, todas
identificadas como Klebisiella pneumoniae. Controle positivo Klebisiella pneumoniae
ATCC 700603 (Figuras 18 e 19).
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Figura 18: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene blaSHV. MM: marcador de peso
molecular; CP: controle positivo; CN: controle negativo; pogos 1-11:

negativos; Pogo 12: amostra 196.

Figura 19: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene blaSHV. MM: marcador de peso
molecular; CP: controle positivo; CN: controle negativo; pogos 1, 2 e 3:

positivos.

Todas as cepas gram-negativas foram submetidas a analise molecular.

Quatro cepas (3,96%) apresentaram o gene blaTEM: 25 (Klebisiella oxytoca), 26

(Escherichia coli), 278 (Aeromonas hidrophyla) e 280 (Aeromonas spp). Controle
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positivo S. pseudintermedius LB1612, cedida pela UFF. (Figura 20).

Figura 20: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene blaTEM. MM: marcador de peso
molecular; CP: controle positivo; CN: controle negativo; pogos 1, 3, 5 e 6:
positivos.

6.2.5 Deteccdo de genes de resisténcia a aminoglicosideos em bactérias

gram-negativas

Todas as cepas gram-negativas foram submetidas a analise molecular. Duas
cepas (1,98%) apresentaram o gene aac(6)’lb-cr. 223 (Klebisiella pneumoniae) e

278 (Aeromonas hidrophyla) (Figura 21).
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Figura 21: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene aac(6)’lb-cr. MM: marcador de peso
molecular; CP: controle positivo; CN: controle negativo; pogos 2 e 3:
negativos; pogos 1e 6: posivitos.

6.2.6 Detecgcdao de genes de resisténcia a quinolonas em bactérias gram-

negativas

Todas as cepas gram-negativas foram submetidas a analise molecular. Trés
cepas (2,97%) apresentaram o gene qnrS: 279 (Aeromonas spp.), 295 (Escherichia
coli) e 297 (Escherichia coli) (Figura 22).
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Figura 22: Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de
amplificagdo de PCR para gene qnrS. MM: marcador de peso
molecular; CP: controle positivo; CN: controle negativo; pocgos 1, 2 e 3:

6.3 ENSAIO DA PRODUGAO DE BIOFILME

positivos.

Das amostras testadas para a produgdo de biofilme, a maior parte (10

amostras) se apresentou fracamente aderente (55,6%), seguida por cinco amostras

nao aderentes, (27,8%), duas amostras moderadamente aderentes (11,1%) e

apenas uma fortemente aderente (5,6%). Esse ensaio mostra que a presenga de

genes de resisténcia e viruléncia podem nao interferir na producao de biofiime de

uma cepa bacteriana.

Tabela 7: Ensaio de produgéao de biofilme.

AMOSTRA CLASSIFICACAO GENE
126 Moderadamente aderente Sea
168 Fracamente aderente Seb
178 Fortemente aderente mecA
196 Moderadamente aderente blaSHV




25
26
215
220
221
222
223
278
279
280
295
297
298
2101
251
272
2110
2118

6.4

Nao aderente
Fracamente aderente
Nao aderente
Nao aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Nao aderente
Nao aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Fracamente aderente
Nao aderente

Fracamente aderente

SEQUENCIAMENTO
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blaTEM

blaTEM

blaSHV
blaCTXM
blaSHV

blaSHV

tetA, aac(6’)Ib-cr
blaTEM, tetA, aac(6’)Ib-cr,
qnrS

blaTEM, tetA
qnrS

qnrS

blaSHV

blaSHV

tetM, seb

tetM, seb

tetM, sea, seb

tetM, sea, seb

A presenca dos genes foi confirmada por meio de sequenciamento genético,

enquanto a identificagdo das cepas foi realizada utilizando o BLAST, comparando as

sequéncias obtidas com aquelas disponiveis em bancos de dados publicos. Alguns

amplicons, embora tenham sido amplificados com sucesso, ndo resultaram em

sequenciamento adequado (Figuras 23 a 36).
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Staphylococcus aureus strain NCH16-69 PBP2a, 1S1182 family transposase, delta MecR1, and truncated 1S1272 family transposase
genes, complete cds
Sequence ID: MF278653.1 Length: 6761 Number of Matches: 1

Range 1: 238 to 751 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
950 bits(514) 0.0 514/514(100%) 0/514(0%) Plus/Minus

Query 1 ATGGTAAAGGT TGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAG 68

Shjct 751 ATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAG 692

Query 61 GGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTG 126

\II\IIIIII\I\IIIIII\IIIIII\I\\I\III\IHIIIIIIIHIIIIII\HIII
Sbjct 691 TGETAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTG 632

Query 121 CTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTG 13@

\II\IIIIII\I\IIIIII\IIIIII\I\\I\III\IHIIIIIIIHIIIIII\HIII
Sbjct 631 CTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAA 572

Query 181 TTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATT 248

Shjct 571 TTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCA 512

Query 241 TAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACC 308

Shjct 511 TAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACC 452

Query 301 CAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTC 360
\II\IIIIII\I\IIIIII\IIIIII\I\\I\III\IHIIIIIIIHIIIIII\HIII

Sbjct 451 CAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTC 392

Query 361 TATTAAAAGACAC 420
\II\IIIIII\I\IIIIII\IIIIII\I\\I\III\IHIIIIIIIHIIIIII\HIII

Shjct 391 ACTTATTAAAAGACACGAA 332

Query 421 TCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTT 480
\II\IIIIII\I\IIIIIIHIIIII\I\\I\III\IHIIIIIIIHIIIIIIHHII
Sbjct 331 TCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAA 272
Query 481 ATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCEG 514
FECLLLL L ELLLE L ETEEET LT

Sbjct 271 ATAGATCTTATGCAAACTTAATTGGCAAATCCGG 238

Figura 23: Sequenciamento da amostra 178, para o gene mecA.

Enterococcus faecalis strain CQJXZ21-076 plasmid pJXZ076-85K, complete sequence
Sequence ID: CP117505.1 Length: 85315 Number of Matches: 1

Range 1: 9120 to 9465 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
625 bits(338) 2e-174 343/346(99%) 1/346(0%) Plus/Minus
Query 1 GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTYAGAGAGGAATTACAAT 60

Sbjct 9465 GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTACAAT 9486

Query 61 TCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCC 12@

Sbjct 9425 TCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCC 9346
Query 121  AGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAAT 18@

Sbjct 9345 AGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAAT 9286

Query 181  TCTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCACT 24

Sbjct 9285 TCTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCACT 9226

Query 241  TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGA 388

Sbjct 9225 TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGA 9166
Query 381  TTTATCAACGGTTTATCAGGATATTAAAGAGAAMCTT-CTATGGAA 345

Sbjct 9165 TTTATCAACGGTTTATCAGGATATTAAAGAGAAACTTTCTATGGAA 912@

Figura 24: Sequenciamento da amostra 251, para o gene tetM.
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& Download v GenBank Graphics ¥ Next

Streptococcus pyogenes tet(M) gene for tetracycline resistance ribosomal protection protein Tet(M), complete CDS
Sequence ID: NG_048245.1 Length: 2120 Number of Matches: 1

Range 1: 208 to 609 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
728 bits(394) 0.0 398/402(99%) 0/402(0%) Plus/Plus

Query 1 GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTYAGAGAGGAATTACAAT 60

|I||||I|II|I||I||H|IHHH\HIHIIHIIIIII |I||||I||I|I||I|
Sbjct 208 GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTACAAT 267

Query 61  TCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCC 120
CELCELELEEEE R LR L LT E e

Sbjct 268 TCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCC 327

Query 121 AGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAAT 188

Sbjct 328 AGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAAT 387

Query 181 TCTACTGATTTCTGC ATTATTTCATECACT 248
|I||||||I||I||I||I\|I\\I\H\\\I\\II\IIIIIIIIIIIII||||||I||I

Sbjct 388 TCTACTGATTTCTGCAAAAGAT ACAAACTCGTATATTATTTCATGCACT 447

Query 241 TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGA 309
CELLLLRLLEEEEE LR EEre et et e e ee e

Sbjct 448 TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGA 507
Query 381 TTTATCAACGGTTTATCAGGATAT CCGAAATTETAATC 360
|I||||||I||I||I||H|IHHHH\IHIIHIIIIIIIIIIII||||||I||I|
Sbjct 588 TTTATCAACGGTTTATCAGGATAT CCGAAATTETAATC 567
Query 361 RAAGGTAGAACTGTATCCTAATATGTGTGTGACRAAYTTTAC 482
FECLELEELEEL LR e

Sbjct 568 GAAGGTAGAACTGTATCCTAATATGTGTGTGACGAACTTTAC 609

Figura 25: Sequenciamento da amostra 272, para o gene tetM.
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Enterococcus faecalis TetM (tetM) gene, partial cds
Sequence ID: KR270482.1 Length: 406 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 404 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
725 bits(3592) 0.0 397/402(59%) 0/402(0%) Plus/Plus

Query 1  GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTYAGAGAGGAATTACAAT 60
II\IIII\II\HIHIIIIIIIII\II\I\IIIIIIIIIIH [LLLEELETTELLL

Sbjct 3 GACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTACAAT

Query 61  TCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCC 120

Sbjct 63 GACAGGAATAACCT AAGGTGAACATCATAGACACGCC 122
e ?’?‘fﬂ?ﬁ?‘iﬂ Iﬂﬁ?TTT?‘?‘?TTWT‘FH??HTW??THT?TTWT?? Y.
Sbjct 123 AGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAAT 182

Query 181 TCTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAMACTCGTATATTATTTCATGCACT 248

Sbjct 183 TCTACTGATTTCTGCAAAAGAT AAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCACT 242
Query 241 TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGG 300
IHIIII\II\HIHIIIIIIIIIHIHHIIIIIIIIHII\HII|I|||\IHH
Sbjct 243 TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCARAATGG 362
Query 381 TTTATCAACGGTTTATCAGGATATTAAAGAGAAACTTTCTATGGAAATTATAATC 360
IHIIII\II\HIHIIIIIIIII\II\I\IIIIIIIIII\II\HIIIIIII\II\H
Sbjct 303 TTTATCAACGGTTTATCAGGATAT ATGGAAATTATAATC 362

Query 361 RAAAGTARAGCTGCACCCTAATATGTGTGTGACRAAYTTTAC 482

Sbjct 363 GAAAGTAGAGCTGCACCCTAATATGTGTGTGACGAACTTTAC 484

Figura 26: Sequenciamento da amostra 2110, para o gene tetM.
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Enterococcus faecalis isolate 28157_4#363 genome assembly, chromosome: 1
Sequence ID: LR962509.1 Length: 2933254 Number of Matches: 1

Range 1: 2502093 to 2502494 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
725 bits(392) 0.0 397/402(99%) 0/402(0%) Plus/Minus
Query 1 GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTYAGAGAGGAATTACAAT 6@

Sbjct 2502494 GGACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTACAAT 2582435

Query 61 TCAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACGCC 120
o o P AT e
Query 121 AGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGT TTTAGATGGGGCAA 130
MO 1 et vt e
Query 181 TCTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCACT 248

Sbjct 2502314 TCTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCACT 2502255

Query 241 GGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTT CCAARATGGAA 300
IIHHIIIHIHIIHIHHIHIHIIHIHHHIHHIIIIHHIIIHH

Sbjct 2502254 TAGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTT CCAARATGGAA 2562195

Query 301 TTTATCAACGGTTTATCAGGATAT TAAAGA CTGCCGAAATTGTAATCAAACA 360
IIHHIIIHIHIIHIHHIHIHIIHIHHHIHHIIIIHHIIIHH

Sbjct 2502194 TTTATCAACGGTTTATCAGGATATTAAAG CTGCCGAAATTGTAATCAAACA 2502135

Query 361 RAAGGTAGAACTGTATCCTAATRTGTGTGTGACRAAYTTTAC 482

Sbjct 2502134 GAAGGTAGAACTGTATCCTAATGTGTGTGTGACGAACTTTAC 2502093

Figura 27: Sequenciamento da amostra 2118, para o gene tetM.

& Download + GenBank Graphics ¥ Next

Escherichia coli strain RHB13-S0-C01 chromosome, complete genome
Sequence ID: CP099237.1 Length: 4860370 Number of Matches: 1

Range 1: 4499250 to 4499751 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
917 bits(496) 0.0 500/502(95%) 0/502(0%) Plus/Minus
Query 5 GCGATGTGCAGCTGTTCAGTGCGGAAACGGTGAAGATGTTCACCACCAGCTCTAAGGAAG 64

Sbjct 4499751 GCGATGTGCAGCTGTTCAGTGCGGAAACGGTGAAGATGTTCACCACCAGCTCTAAGGAAG 4499692

Query 65 ATGCCACTTTTGGCCTCGGCTGGCGCGTGAATGGTAATGCCACCATGACGCCGACGTTTG 124

Sbjct 4499691 ATGCCACTTTTGGCCTCGECTGGCGCGTGAATGGTAATGCCACCATGACGCCGACGTTTG 4499632
Query 125 GCACGCTGGCAAGCCCGCAAACCTACGETCACACTGGCTGGACCGGAACGGTGACCGTTA 184

Sbjct 4499631 GCACGCTGGECAAGCCCGCAAACCTACGETCACACTGGCTGGACCGGAACGGTGACCGTTA 4499572

Query 185 TCGATCCGGTGAATCATATGGCGATTGTGATGTTAAGCAACAAGCCACATTCGCCGGTTG 244

Sbjct 4499571 TCGATCCGGTGAATCATATGGCGATTGTGATGTTAAGCAACAAGCCACATTCGCCGGTTG 4499512

Query 245 CCGATCCGCAAAAGAATCCCAATATGTTCGAAAGCGGTCAGCTGCCGATTGCAACGTATG 304

Sbjct 4499511 CCGATCCGCAAAAGAATCCCAATATGTTCGAAAGCGGTCAGCTGCCGATTGCAACGTATG 4499452

pe ?H?T?ﬁ‘ﬂﬁ?ﬁ‘?‘fﬂﬂﬂ?ﬁ?f?ﬂ?ﬁ| i
Sbjct 4499451 GTTGGGTAGTTGATCAGGTGTATGCGGCGTTAAAGC GTAATAARAAAGGCCAGTCAG 4499392
Query 365 TAATGTTACTGCCTGGCCTTTAATCAATGAATCAGAAACGCTTACAGCGCCATCAACTTG 424

Sbjct 4499391 TAATGTTACTGCCTGGCCTTTAATCAATGAATCAGAAACGCTTACAGCGCCATCAACTTG 4499332

Query 425 TCCAGCGACGGTGCGAAATAATAGCCGCCGGTTACCGGTTTGGTGAAACGCAACATCGCA 484

Sbjct 4499331 TCCAGCGACGGTGCGAAATAATAGCCGCCGGTTACCGGTTTGGTGAAACGCAACATCGCA 4499272
Query 485 TCACGCTTACCAACGATATCGC 586

Sbjct 4499271 TCACGCTTACCATCGGTATCGC 4499250

Figura 28: Sequenciamento da amostra 2100, para o gene blaCTX-M.
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Klebsiella pneumoniae strain dm740a plasmid p_dm740a_NDM1, complete sequence
Sequence ID: CP095646.1 Length: 215581 MNumber of Matches: 1

Range 1: 115200 to 115550 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
519 bits(335) 8e-173 343/351(98%) 0/351(0%) Plus/Minus
Query 4 TGAGKGGSTAAATYGATYTCAWATYGTYGAGT GGTGGGEESGRAGAAGAAGCACGCCCGAC 63

Sbjct 115558 TGAGTGGLTAAATCGATCTCATATCGTCGAGTGGTGGGECGGAGAAGAAGCACGCCCGAC 115491

e e ML NI >
Sbjct 115498 ACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCC 115431
Query 124 ATACATTGCAATGCTGAATGEAGAGCCEATTGOGTATGCCCAGTCATACGTTALTCTTGE 183

Sbjct 115438 ATACATTGCAATGCTGAATGEAGAGCCGATTGGATATGCCCAGTCATACGTTGLTCTTGE 115371

Query 184 ACGGATGGTEGGAAGAAGAAACCGATCCAGEAGTACGCGEAATAGACCAGTC 243
. |||||||II\|||||||||H||||||||IHIIIIIIIIHHIIIIIIIHHIIIII

sbjct 115370 ATCCAGGAGTACGCGEARTAGACCAGTC 115311

Query 244 ACTGGCGAATGCATCACAA AAGCTGGTTCGAGCTCTGGT 383

Sbjct 115318 ACTGGCGAATGCATCACAACTGGGCAAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGET 115251

Query 384 TGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTC 354

Sbjct 115258 TGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTC 115288

Figura 29: Sequenciamento da amostra 223, para o gene aac(6')/b-cr.

Klebsiella pneumoniae strain dm740a plasmid p_dm740a_NDM1, complete sequence
Sequence ID: CP095646.1 Length: 215581 Number of Matches: 1

Range 1: 115158 to 115550 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
£31 bits(274) 0.0 385/394(98%) 1/394(0%) Plus/Minus
Query £ TGAGKGGSTAAATYGATY TCAWATYGTYGAGTGATGEEESEEAGAAGAAGCACGCCCGAC B3

Sbjct 115558 TGAGTGGCTAAATCGATCTCATATCGTCGAGTGGTOGEGCEEAGAAGAAGCACGCCCGAC 115481

Query &4 ACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCE 123
) PELCCERTPTERT LR R L R R e e e e
Sbjct 115498 ACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCC 115431

Query 124 ATACATTGCAATGCTGAATGEAGAGCCGATTGGETATECCCAGTCETACGTTGLTCTTRE 183

Sbjct 115438 ATACATTGCAATGCTGAATGGAGAGCCGATTGEGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTCTTGE 115371

Query 134 AAGCGGEEACGEATGETGGEAAGANGAAACCGATCCAGGAGTACGOGEAATAGACCAGTC 243
) IIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIII
sbjct 115378 AAGCGGEGACGGATGETEEGAAGA CGATCCAGGAGTACGCGEAATAGACCAGTC 115311

Query 244 GCAAAGECTTEEGAACCAAGCTGETTCRAGCTCTGRT 383

Sbjct 11531@ AAGECTTEEGAACCAAGCTEGETTCRAGCTCTGET 115251

Query 3e4 TGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGEACCCGTCROCGAGCA 363
IIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘!IIIIIIIIIIIIIIIIIHIIII

sbjct 115258 TGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGEACCCOTCGCCGAGCAA 115191

Query 364 CTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAGAARAGCGEE 397

Sbjct 1151%@ CTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAGAAA-GCGEE 115158

Figura 30: Sequenciamento da amostra 278, para o gene aac(6')Ib-cr.
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Escherichia coli strain DR162-CEF plasmid pDR162-CEF-A, complete sequence
Sequence ID: MW651977.1 Length: 237048 Number of Matches: 1

Range 1: 120728 to 121519 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1264 bits(684) 0.0 738/792(93%) 0/792(0%) Plus/Minus
Query 3 CGECWTCGGCCTGATTAKGCCGEKGCTGCCGEGCCTCCKECSCRATCTGGTTCACTCRAA 62

Sbjct 121519 CGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGOGCGATCTGGTTCACTCGAA 121468
Query 63 CRACGTCMCCGCCCACTATGGMATTCTGCTGGSGCTGWATGCGTTGATGCAATTTGCCKG 122

Sbjct 121459 CGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGATGCAATTTGCCTG 121498

Query 123 CSCACCTGKGCTGEESGCGCTEYCGEATCGT TTCGGECGESGECCEEYCTTGCTCGTCTC 182

L LV DL L LT L L L L]
sbjct 121399 CGCACCTGTGCTGEGCGCGCTGTCGGATCGTTTCEGGCEECEGCCRGTCTTRCTCATCTC 121348

Query 182 GYTGGCCGGSGCTGLTGYCRACTACSCCATCAKGGCRACGGCSCCTTTCCTTTGGGTTCT 242

I LLCEEEE DELRLEE L EEEE TR TE CELEE LRl
sbjct 121339 GCTGECCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGGTTCT 121288

Query 243 CTATATCGGGSGGATCGKGGCCGGCATCMCCGGGGCRACKGGGGCGGTAGCCGRCSCTTA 362

LLCLLLLLEL VL L L L L LT L]
Sbjct 121270 CTATATCGGGCGGATCGTGGCCGGCATCACCGGGGCGACTGGEGCEETAGCCEGCGCTTA 121228

Query 303 TWTKGCCRATATCACTGATGGCRATRAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGASCGLCTG 362

UL TLEEEEEE L T TR LT TLELL ]
Sbjct 121219  TATTGCCGATATCACTGATGGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTG 121168

g i ittt
Sbjct 121159 TTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGGGACCTGTGCTCGGTGGECTGATGGGCGGTTTCTCCCC  1211@8

AATTTCCTGACGGGYTGTTT 482

TC
LULLLLLLLLEL L] LT
TC

Query 423 CCACSCTCCGTTCTTCGCCGCGACAGCCTTGAACGGCC
I
AATTTCCTGACGGGCTGTTT 121848

c
) LUL LLLLL LT LT ]
Sbjct 121899 CCACGCTCCGTTCTTCGLCGCGGCAGCCTTGAACGL

|
c
e e M T T ™

sbjct 121839 CCTTTTGCCGEAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCCGTTACGCCGEGAGGCTCTCAACCC 120988

Query 543 GCTCGCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGLGGTCTT

T
) DL L LU L L LT UL LT L LT ]
sbjct 128979 GCTCGCTTCGTTCCGGTGGECCCGEGGCATGACCETCETCGCCGCCCTGATGECEETCT

| 682
T 120920

ettt
Sbjct 120919 CTTCATCATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGA 120868

Query 6632 TCGCTTTCACTGGGACGCRACCMCGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCA 722

LECLELLEL LD FL LU TR
sbjct 120859 TCGCTTTCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCA 120808

Query 723 TTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGCGAAAGGCGGGE 782

sbjct 128799 TTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGECAARAGGCGEEE 120748

e e

Figura 31: Sequenciamento da amostra 223, para o gene tetA.

100 sequences selected [?]
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Escherichia coli 2017.04.03CC plasmid p20170403CC-1 DNA, complete sequence
Sequence ID: AP025206.2 Length: 92278 Number of Matches: 2

Range 1: 23973 to 24275 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand

425 bits(230) Je-114 272/303(80%) 7/303(2%) Plus/Minus
Query 1 TGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGKGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGAYCTGGTTCACTC 6@

Sbjct 24275 TGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTGGTTCACTC 24216

e T AT TP TR T 22
Sbjct 24215 GAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGATGCAATTTGC 24156

Query 121 CTGCGCACCTGKGCTGGGCGCGCTGYCGGATCGTTTCGGGSGGSGEECGEYCTTGCTCGT 180

Sbjct 24155 CTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGCGGCGGLCGGTCTTGCTCGT 24896

Query 181 CTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCRACTACGCCATCATGGCGACRACGCCTTTCCTTTGGGT 240

Sbjct 24095 CTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGACGCCTTTCCTTTGGGT 24036
Query 241 T-TCTAT-TCGGS - GGAWCG-GGCCGGCWYC - CCGGGGSRACKGGGS -GGTAGCCGG-GC 293
Sojet 24035 TeTtIATAMbbochiArtbrebittddantalttdbcortribboctbtAbtidcl 2307
Query 294 TTA 296

I
Sbjct 23975 TTA 23973

Range 2: 38504 to 38809 GenBank Graphics A Previous Match 4 First Match

Figura 32: Sequenciamento da amostra 297, para o gene tetA.




Figura 33: Sequenciamento da amostra 2100, para o gene tetB.

Escherichia coli strain TUM1223 ch I
Sequence ID: CP135722.1 Length: 5012486 Number of Matches: 1

Range 1: 4998548 to 4999254 GenBank Graphics

4999195

Score Expect Identities Gaps Strand

1240 bits(671) 0.0 689/707(97%) 0/707(0%) Plus/Minus

Query 1 TTGCCAACGTTATTACGTGAATTTATTGCTTCGGAAGATATCGCTAACCACTTTGGCGTA 68
MO 3ttt it
Query 61 TTGCTTGCACTTTATGCGTTAATGCAGGTTATCTTTGCTCCTTGGCT TG 120

HHHIHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH H |
Sbjct 4999194 TTGCTTGCACTTTATGCGTTAATGCAGGTTATCTTTGCTCCTTEECTTGGAAAAATGTCT

Query 121 GACCGATTTGGTYGGCGCCCAGTGCTGT TGTTGTCATTAATAGGCGCATCGCTGGATTAC

L L LR ELETEL T
sbjct 4999134 GACCGATTTGGTCGGLGCCCAGTGCTGTTGTTGTCATTAATAGECGCATCGCTGGAT TAC

ol iyttt
TGCTGGCTTTTTCAAGTGCGCTTTGRATGCTGTATTTAGGCCGTTTGCT TTCAGGG

Il
Sbjct 4999674 TTAT!
B 1111
Sbjct 4999814 ATCACAGG

BN 1ty it oy v o

Sbjct 4998954 CAACGCGTGAAGTGGTTCGGTTGGTTAGGGH GGCTTGGTTTAATAGCGGEE
e I
Sbjct 4098894 CCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATAGTCCCTTTTTTATCGCTG

Query 421 TTGCTARATATTGTCGCTTTCCTTGKGGTTATGTTTTGGT TCCGTGAAACCAAAAATA
\ I \ \ I

HHHIHHHHHHHHH \HHHHHHHHHH\H\
Sbjct 4998834 TTGCTAAATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTTTEGTTCCETG:

O i i i i
Sbjct 4998774 CGTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACT

Query 541 TTATTTARAACGATGCCCMTTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAA

HHHHHHHHH LLLLLLELLLELL LT L LELT LT
Sbjct 4998714 TTATTTAAAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGECCAA

Query 601 ATTCCCGCAACGGKGTGGGTGCTATTTACC TTTTGGATGGAATARCATGATG
MO 1t st it
Query 661 GGCTTTTCATTAGCGGGTYTTGGTYTTTTACMCTCAGTATTCCA 787
NS oo M 1

& Download v  GenBank Graphics

AGCTACTGGGGCTGTCGCGGCATCGGTCATTGCCGATACCHCCTCAGCTTYT
|

AGCTACTGGGGC TATCGLGGCATCGGTCATTGUCGATACCACCTCAGCTTCT

4999135
138
4999875
248
4939015
300
4998955
360
4998895
428
4998835
488
4998775
540
4998715
608
4998655
660
4998595

Klebsiella pneumoniae isolate 211 LEN-3 beta-lactamase gene, partial cds
Sequence ID: AY130286.1 Length: 823 Number of Matches: 1

Range 1: 34 to 781 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps Strand

1334 bits(722) 0.0 735/748(28%) 0/748(0%) Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

Figura 34: Sequenciamento da amostra 215, para o gene blaSHV.

& GGTATACGCCGGTCCACAGCCGCTTGAGCAGATT, GAAAGCCAGCTGTCGGG

¢

UL L L] \\\\\\\\\\ \\I\I\I\I\I [
34 GGTATACGCCGGTCCACAGCCGCTTGAGCAGATTAAACAAAGCGRARGCCAGCTGTC
66  CCGCGTGEGGATGGTGGAMATGGATCTEGCCAGCGGLCGCACGCTEGCCGECTEGC
|

G
|
24  CCGCGTGGGGATGGTGGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGGCCGCCTGGLG!

126  CGATGAACGCTTTCCCATGGTGAGCACCTTTAARAGTGCTGCTGTGCGGCGCGGTGCTGGT

CECLCELELT LR LELE DL TP R L LELELEEL LT
154  CGATGAACGCTTTCCCATGGTGAGCACCTTTAAAGTGCTGCTGTGCGGCGCGGTECTGEC

186 GCGGGTGGATGCCGGGCTCGAACAACTGGATCGGCGGATCCACTACCGCCAGCAGGAT

c T
[11] LLLLHL UL L L LU LT
214  GCGEGTGGATGCCGEECTCGAACAACTGGATCGGECGEATCCACTACCECCAGCAGGATCT

246 GGTGEACTACTCCCCGGTCAGCGAAARACACC TCGACGGGATGACGATCGGLGAA

TG GAACT
HI\I\I\I\\H\\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\H\\I\I\I\IH\I\I\I\I\IH
274 GGTGGACTACTCCCCGGTCAGC CACCTTGTCGACGGGATGACGATCGECGAACT

386 CTGCGCCGCCGCCATCACCCTGAGCG CGCTGGCAATCTGCTGCTGGCCA

cceT
I\I\I\I\I\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\I\I\I\I\I\I\I\I\Ié

334 (TGCACCGCCGCCATCACCCTGAGCGATAACAGCGCTGGCAATCTGCTGCTGGCCA

366 CGGCGGCCCCGCGGGATTAACTGCCYTTYTGCGCCAGATCGGTGACAACGTCMCCCGTYT

A A AR s |
394  CGGCGGCCCCGCGGGATTAACTGCCTTTCTGCGCCAGATCGGTGACAACGTCACCCGTCT

426 TGACCGCTGGGAAACGGCMCTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCGCGCGACACCACCHC

454 TGACCGCTGGGAAACGGCACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCGCGCGACACCACCAC

486 CCCGGCCAGCATGGCCGCCMCGCTGCGCAAAMTACTGACCGCGCAGCATYTGAGCG

c ¥
DLLELL LR LT TLLTTT

546  TTCGC ITCCTGCAGTGGATGGTGGACGAT!

CGGGTTECCGECCCGCTGA
1l \l |\ \\ TLLLLEL L L LT L LT

574  TTCGCAACAGCAAC CAGTGGATGGTGGACGATCGGETTECCEECCCGLTG
T
|

6a6 TTATYGCCGAC

CGGGGC
1] \H\\\\H\\I\IH\
CGGGG

|
T
T
| |

TTTATCGCCGAC CTGEC

] \ \ 111 11]
CGCAACAGCAACTCCTG GeC
[yttt T
634 CGCCGTGCTGCCGCCEGGUTEE GCGAACEGGE
G

|

|
iCs
G
|
G
666 GCGCG
|
726  TYTGCGGGATACCCCGGCGAGTATGGCC 753

754  TCTGCGGGATACCCCGGCGAGTATGGCC 781

CGCCCE
I LT
514 CCCEGECCAGCATGGCCGCCACGCTGCECAAACTACTGACCGCGCAGCATCTGABCGCCCE
i
ATCC
GGGTGC
[T
GGGTGC
CGGCATTGTCGCCCTGCTCRGECCCGGACGRCARACCGGAGCGCATTGTGETGATCTA

CELLELLCLELELELE LT EV LR EEEL LT LT
694 GCGCGGCATTGTCGCCCTGCTCGGCCCGGACGECARACCGGAGCGCATTGTGGTGATCTA

65

93

125
153
185
213
245
273
385
333
365
303
425
453
485
513
545
573
685
633
665
693
725
753
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strain FF1083 ch lete g

Sequence ID: CPO77812.1 Length: 5167508 Number of Matches: 1

Range 1: 1437457 to 1438244 GenBank Graphics

Score: Expect Identities Gaps Strand
1456 bits(788) 0.0 788/788(100%) 0/788(0%) Plus/Plus
Query 1 CGCAGCCGCTTGAGCAAAT TAAA GCCAGCTGTCGGEE 60
. I\\I\\I\\\I\\\\\\I\\\I\\II\\I\\ \\\\I\\\\\\\\\\I\\II\\I\\\I\\
Sbjct 1437457 CGCAGCCGCTTGAGCAAAT TAAACTAAGCGAAAGCCAGCTGTCGGGC 1437516
Query 61 CGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGC CAGCGGCCGCACGC TGACCGCCTAGORCACC 120
LU LR EECEL UL LT LT ]
sbjct 1437517 CGCGTAGECATGATAGAAATGGATCTEGCCAGCGGCCECACGCTGACCGCCTGECECGLC 1437576
Query 121 AACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGECGCAGTGCTGGCG 188
I\\I\\I\\\I\\\\\\I\\\I\\II\\I\\ LLELELLLLLELTLELEL LT
Sbjct 1437577 TTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGCGCAGTGCTGGLG 1437636
Query 181 CGGTGACGAACAGC TEGAGCGABAGATCCACTATCGCCAGCAGGATCTG 248
. LU LR LLEL L LT L] \\\\I\\\\\\\\\\I\\II\\I\\\I\\
Sbjct 1437637 CGGGTEGATGCCEGTGACGAACAGC TEGAGCGARAGATCCACTATCGCCAGCAGGATCTG 1437696
Query 241 GTGGACTACTCGCCGGTCAG ACCTTGCCGACGECATGACGGTCGGCGAACTC 300
I\\I\\I\\\I\\\\\\I\\\I\\II\\I\\ \\\\I\\\\\\\\\\I\\II\\I\\\I\\
Sbjct 1437697 GTGGACTACTCGCCGGTCA CTTGCCGACGGCATGACGGTCRGCGAACTC 1437756
N ittty i
sbjet 1437757 TECGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTGCTGECCACCGTC 1437816

Query 361
Sbjct 1437817
Query 421
sbjet 1437877
Query 481
Sbjct 1437937
Query 541
sbjct 1437997

Query 661

Sbjct 1438057
Query 661
Sbjct 1438117
Query 721
Sbjct 1438177
Query 781
sbjet 1438237

Figura 35: Sequenciamento da amostra 221, para o gene blaSHV.

AACG c
I\\I\\I\\\I\\\\\\I\\\I\\II\\I\\ [LCELCTCLCTECTLLTELL T T
GCAA( C

L
TCCGTGCTG
CGCGGG
I
CGCGGGATT

CTGC
1111
CTGC

ATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAACGTCACCCGCCTT 420
|
ATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAACGT CACCCGCCTT 1437876

GAAACGGAACTGAATGAGGCG
\\I\\\\\\I\\\I\\II\\
GAAACGG

s /i\cc 430
AACTGAATGAGGCG

i
C ACTACC 1437936
AGCCAGCGTCTGAGCGCCCGT 546

LU LT
AGCCAGCGTCTGAGCGCCCGT 1437996

a
8=8

GACCCTE
111
GACCCTt

GCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGACCGTTGATCCGE 608

|
CGGCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGRACGATCGGGTCGOCGEACCGTTGATCCGE 1438056

GAACGGGGTGCG 660

GGCTGE
| | 1]

GAACGGGGTGCG 1438116
T

GAGCTG
|

TGCCGCG TTTATCGCCGATAAGACCGH GC
LU UL L]
CCGECEGGLTGGTTTATCGCCGATAAGACCEGAGCTGEC

CCCTGCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGAGCGCATTGTGGTGATTTAT 720

H\\I\\\I\\IH\I\\\\\\IH\\\\\\\\I\II\\I\\\I\

CCCTGCTTGGC CGCATTGTG

GTGATTTAT 1438176

ATTGTCG
LI

GTCE G
GGGATACGCCEGEGAGCATGGCCGAGCGARATCAGCAAATCGCCGGGATCGGCGCG 780
\AH\\H\\\HI\HIL\A \\\H\IH\\\H\\H\\H\\H\\IH

1
GGGATACGCCGGCGAGC ATGGCCGAGCGAAATCAGCAATCGCCGGGATCGECGCE 1438236

a—

T 1438244

Klebsiella pneumoniae strain 2018S07-013 ch I
Sequence ID: CP044380.1 Length: 5142695 Number of Matches: 1

Range 1: 1288254 to 1289003 GenBank Gra

s P! g

Score
1360 bits(736)

Expect Identities Gaps strand
0.0 746/751(99%) 1/751(0%) Plus/Plus

Query
shjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
shict
Query
shict
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
sbict

Figura 36: Sequenciamento da amostra 222, para o gene blaSHV.

1
1288254
61
1288314
121
1288374
181
1288434
241
1233494
301
1288554
361
1288614
421
1288674
431
1288734
541
1288794
a1
1233354
661
1288914
721
1288973

GGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAN ICGAAAGCCAGCTGTCGGG

GGETACACGCCAGCCCGCAGCCGCT TGAG! CGAAAGCCAGCTGTCEGG

CCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACCGCCTGECGCGC

CCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGLGGLCGCACGLTGACCGLLTGELGLGT
GATGAACGCTTTCCCATGATGAGH AAAGTABCGCTCTGCGGCGCAGTGCTGI

e CACCTTT Gc
é\l\\\\l\\\\\\I\\I\\\\I\I\\I\\\\I\I\\\\I\II\I\\\\I\II\I\\\\I

GATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGCGCTCTGLGECGCAGTGLTGGC

GOGGEGTGEATGCCGGTGACGAACAGC TGGAGCGAAAGATCCACTATCBCCAGCAGGATCT

GCGGGTGEATGCCGGTGACGAACAGC TGGAGCGAAAGATCCACTATCGCCAGCAGGATCT

GTGGACTACTCGCC: CCGACGGCATGACGGTCGGCG)

G GGTCAG ACCTTG AACT
| \\\\I\\\\\\I\\I\\\\I\I\\I\\\\I\I\\\\I\II\I\\\\I\II\I\\\\I

111
GGETGGACTACTCGCCGGTCAGC CTTGCCGACGGCATGACGGTCGGCGAACT

CTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTGCTGECCACCGT

RN AN |
CTGCGCCGCCECCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTGCTGECCACCGT

GGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAACGTCACCCGLCT

C GATG
LU L LELELL L LT
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6.5 ANALISE ESTATISTICA

6.5.1 Analise descritiva simples

A tabela 9 mostra os percentuais de sensibilidade e resisténcia aos
antibioticos testados, além da presencga dos principais genes de resisténcia. Entre as
bactérias Gram-positivas, as maiores taxas de resisténcia foram observadas para
ERI (42,9%) e PEN (42,9%), seguidas por OXA (36,5%), TET (20,7%), SUT (23,8%),
AMP (15,9%) e AMO (30,2%). Nas gram-negativas, destacaram-se AMO (67,6%) e
TET (41,6%) como os antibidticos com maior resisténcia, enquanto CFO (27,7%),
ENO (19,8%), TOB (15,8%), CIP (4,0%) e FLF (3,0%) apresentaram menores
indices.

Entre os genes, as Gram-positivas apresentaram tetM (6,3%), mecA (1,6%),
sea (11,3%) e seb (36,5%). Ja nas Gram-negativas, os genes blaCTX-M (2,0%),
blaSHV (5,9%), blaTEM (4,0%), tetA (3,0%), tetB (1,0%), aac(6’)-Ib-cr (2,0%) e qnrS

(3,0%) mostraram baixa frequéncia.

Tabela 8: Analise de frequéncias da resisténcia bacteriana em amostras

provenientes de diferentes fontes na piscicultura ornamental.

Indicadores Variaveis Tipo Bactéria

Gram Positiva | | Gram Negativa

Antibiético AMO Sensivel 69,82 32,4b
N Resistente | | 30,2b 67,62
AMP Sensivel 84,1 -

Resistente 15,9 -

SUT Sensivel 76,2 -
Resistente 23,8 -




ERI Sensivel 57,4 -
Resistente 429 -
OXA Sensivel 63,5 -
Resistente 36,5 -
PEN Sensivel 57,1 -
Resistente 42,9 -
CFO Sensivel - 72,3
Resistente - 27,7
CcIP Sensivel - 96,0
Resistente - 4.0
ENO Sensivel - 80,2
Resistente - 19,8
TET Sensivel 79,3a 58,4b
Resistente 20,7b 41,6a
TOB Sensivel - 84,2
Resistente - 15,8
FLF Sensivel - 97,0
Resistente - 3,0
CLI Sensivel 72,4 -
Resistente 27,6 -
Genes
blaCXTM Ausente - 98,0
Presente - 2,0
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blaSHV Ausente - 941
Presente - 59
blaTEM Ausente - 96,0
Presente - 4.0
tetA Ausente - 97,0
Presente - 3,0
tetB Ausente - 99.0
Presente - 1,0
tetM Ausente 93,7 -
Presente 6,3 -
mecA Ausente 98,4 -
Presente 1,6 -
Sea Ausente 88,7 -
Presente 11,3 -
Seb Ausente 63,5 -
Presente 36,5 -
Aac(6’)lb-cr | Ausente - 98,0
Presente - 2,0
Qnrs Ausente - 97,0
Presente - 3,0
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6.5.2 ANALISE FATORIAL

6.5.2.1 Gram-positivas

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada para as bactérias
Gram-positivas, com o objetivo de identificar correlacdo entre padrdes de resisténcia
e presenca de genes. A variancia total explicada indicou que os trés primeiros
componentes explicam aproximadamente 65,7% da variancia dos dados, sendo que
o primeiro componente explicou 27,2%, o segundo 22,3% e o terceiro 16,2% apoés
rotacao, evidenciando que a maior parte da informagao pode ser resumida nesses
trés fatores. A adequacido da amostra para PCA foi avaliada pelo teste de Kaiser-
Meyer-Olkin (KMO = 0,619), considerado aceitavel, e o teste de esfericidade de
Bartlett foi significativo (x* = 48,483; df = 28; p = 0,010).

A matriz de componentes rotacionados revelou que o componente 1 esta
mais fortemente associado aos antibiéticos OXA, CLI, ERI, tetM e TET, sugerindo
um padrdo de resisténcia multipla a macrolideos, penicilinas e tetraciclinas. O
componente 2 apresentou maior carga no gene seb e associacdo negativa com
PEN. O componente 3 destacou o gene sea, associado a resisténcia a ERI e tetM.

A analise de correlagdo mostrou associagdes significativas entre alguns
antibiéticos: ERI e CLI (r = 0,602; p = 0,000), OXA e tetM (r = 0,533; p = 0,002), OXA
e CLI (r=0,503; p = 0,003) e PEN e OXA (r = 0,382; p = 0,022). Além disso, 0 gene
tetM apresentou correlagao positiva com TET (r = 0,343; p = 0,037), indicando co-
resisténcia entre tetraciclinas. Por outro lado, os genes sea e seb mostraram
correlagdes baixas ou nao significativas com a maioria dos antibioticos, sugerindo

que sua presenca esta mais relacionada a viruléncia do que a resisténcia.
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Figura 37: Biplot da analise de componentes principais para bactérias Gram-

positivas.

Tabela 9: Variancia total explicada da PCA para bactérias Gram-positivas.

Variancia total explicada®

Component

e

Somas de extracdo de|Somas rotativas de
carregamentos aolcarregamentos ao
\Valores proprios iniciais|quadrado quadrado
%  de[% %  de[% %  de[%
varianci [cumulativ varianci [cumulativ varianci [cumulativ
Totalla a Totalfa a Totalla a
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§)

2,74

1,29

1,22

,995
,607
,012
377
,252

34,27

16,17

15,26

12,43
7,590
6,400
4,711
3,145

9 34,279

9 150,458

4 165,722

3 [78,155
85,745
92,144
96,855
100,000

2,74

1,29

1,22

34,279 34,279

16,179 (60,458

15,264 (65,722

2,17

1,78

1,29

27,225 27,225

22,272 49,497

16,225 (65,722

Tabela 10: Teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e Esfericidade de Bartlett.

Teste de KMO e Bartlett?

IMedida Kaiser-Meyer-Olkin de adequac&o de amostragem. ,619
Teste de esfericidade de Bartlett Aprox. Qui-quadrado 48,483
Df 28
Sig. ,010
Tabela 11: Matriz de componentes.
Componente
1 2 3
ERI ,639 ,190 -,545
OXA ,809 -,227 111
PEN ,490 -,668 -,166
tetM ,649 ,104 ,568




76

Seb ,315 ,841 ,088
CLlI , 747 ,060 -,383
TET ,552 ,097 ,149
Sea ,238 -,172 ,620
Tabela 12: Matriz de correlagdes entre antibidticos e genes.
ERI |OXA |PEN |[tetM [Seb [CLI TET |sea
Correlagago  ERI |1,000 |,337 |[,224 |(,122 |,244 |,602 |,236 [-,026
OXA},337 [1,000 |,382 |,533 |,026 |,503 [,438 |[,152
PEN|,224 |(,382 (1,000 |,189 |-224 |,333 |,140 |[,101
tetM |,122 |,533 |,189 [1,000 [,304 (,236 |,343 |,284
seb |,244 |,026 |-224 |,304 |1,000 [,258 [,153 [,026
CLI |,602 |[,503 |,333 |,236 |,258 [1,000 (,162 |,101
TET |,236 |,438 |,140 |,343 |[,153 |(,162 (1,000 |-,016
sea |-,026 |,152 |,101 |,284 |[,026 (,101 (-016 |1,000
Sig. (1 ERI ,040 |,126 |[,269 [,105 |[,000 |,113 |,448
extremidade) OXA|,040 ,022 |,002 |,448 |[,003 |,010 |[,221
PEN|,126 |,022 ,168 |,126 |,042 [,239 [,305
tetM |,269 |,002 |,168 ,058 |,114 |,037 |,071
seb |,105 |,448 |,126 |,058 ,092  |,219 |,448
CLI |,000 [,003 |,042 |,114 |,092 ,206 |,305
TET |,113 |,010 |[,239 |(,037 [,219 |,206 467
sea |,448 |,221 |,305 |,071 |,448 [,305 |[,467

6.5.2.2

Gram-negativas

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada com o objetivo de
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investigar padroes de associagao entre antibidticos e genes de resisténcia em
bactérias Gram-negativas. Antes da extracdo dos componentes, a adequagéo da
amostra foi avaliada pelo teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e pelo teste de
esfericidade de Bartlett. A medida KMO apresentou valor de 0,547, indicando
adequacao da amostra, enquanto o teste de Bartlett foi significativo (Qui-quadrado
aproximado = 319,534, df = 66; p < 0,001).

A variancia total explicada mostra que os trés primeiros componentes
concentram quase metade da variabilidade dos dados, com 46,9% da variancia
acumulada. O primeiro componente explica 19,62% da variancia, seguido pelo
segundo (14,25%) e pelo terceiro (13,04%). Apds a rotagédo varimax, que facilitou a
interpretacdo, a variancia explicada pelos trés primeiros componentes manteve-se
significativa, com 19,16%, 13,86% e 12,16%, respectivamente, totalizando 45,18%
cumulativamente.

A matriz de componentes quais variaveis influenciam mais cada componente.
O primeiro componente é fortemente influenciado pelos genes tetA (0,884),
aac(6’)lb-cr (0,855) e blaTEM (0,634), sugerindo uma relagdo entre esses genes
plasmidiais. O segundo componente apresenta associagdao com blaCXT-M (0,808) e
tetB (0,807). O terceiro componente destaca fluoroquinolonas, com CIP (0,736) e
ENO (0,603)

A analise das correlagdes entre antibidticos e genes de resisténcia mostra
correlagdo elevada e significativa entre tetA e aac(6’)lb-cr (r = 0,812; p < 0,001),
assim como entre tetB e blaCXT-M (r = 0,704; p < 0,001), indicando agrupamentos
de genes associados a resisténcia plasmidial e tetraciclina. Entre antibioticos,
fluoroquinolonas como CIP e ENO apresentaram correlagdo moderada (r = 0,409; p

< 0,001), sugerindo resisténcia cruzada.
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Figura 38: Biplot da analise de componentes principais para bactérias Gram-

negativas.

Tabela 13: Variancia explicada pelos componentes principais em bactérias Gram-

negativas.

Variancia total explicada?

Component

e Total

Somas de extracdo de|Somas rotativas de
carregamentos aolcarregamentos ao
\Valores proprios iniciais|quadrado quadrado
%  del% %  del% %  de%
varianci cumulativ varianci [cumulativ varianci cumulativ
a a Totalja a Totalla a
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1 2,55 2,55
] 19,624 (19,624 ] 19,624 (19,624
2 1,85 1,85
) 14,246 (33,870 ) 14,246 (33,870
3 1,69 1,69
13,038 (46,908 13,038 {46,908
3 3}
4 1,22 1,22
9,450 56,359 9,450 56,359
19 9
5 1,20 1,20
9,254 165,613 9,254 165,613
3 3
S ,950 |7,305 72,918

,816 16,276 79,194
,721 15,550 84,744

|19 ,642 14,936 89,680
10 ,519 (3,990 193,670
11 ,409 3,144 196,814
12 ,285 (2,189 199,002
13 ,130 [,998 100,000

2,49

1,80

1,58

1,33

1,32

19,162 (19,162

13,863 (33,025

12,157 45,182

10,276 [65,458

10,155 65,613

Tabela 14: Teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e Esfericidade de Bartlett.

Teste de KMO e Bartlett?

IMedida Kaiser-Meyer-Olkin de adequagao de amostragem.

Teste de esfericidade de Bartlett Aprox. Qui-quadrado
Df
Sig.

047
319,534

|66
,000

Tabela 15: Matriz de correlagbes entre antibiéticos e genes de resisténcia em

bactérias Gram-negativas.
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Bla [Bla [Bla ac(6’
CFO |ICIP[ENO [TET [TOB [FLF |CXTM[SHV [TEM|tetA [tetB [Ibcr |gnrS

ICorrelacdo CFO
1,000(,214,136 |-,029(,155 |,022 |,229 |,156[,101 [,108,161 |-,088,163

CIP ,214 11,00,409 |,241 |,190 [,036[,029 |-,051},041}-,036-,020-,029,025
ENO ,136 |,4091,000[,034 |,057 |,059 [-,071 [-,125,154|,059 |-,050-,071}-,014]
TET -,029 1,241,034 (1,000,184 (207 |,024 |,042-,068-,029,119 (,024 |-,048]
TOB ,155 1,190,057 (184 |1,000,244 [-,062 [-,109,051 |,244 |-,043(,328 [,215
FLF ,022 |-,03(,059 |,207 |,244 |1,00¢-,025 |-,044|,264 |,313 |-,017|,394 |-,022,

blaCXTM|,229 [-,02},071|,024 |-,062},025(1,000 |-,036-,029-,025(,704 |-,020-,018]
blaSHV |-,156 |,05},125(-,042}-,109},044}-,036 (1,00¢-,051}-,044}-,025-,036-,032
blaTEM |,101 [-,04|,154 |-,068|,051 |,264 [-,029 |-,051|1,00(,563 |-,020(,336 |-,026]
tetA -,108 [-,03(,059 |-,029(,244 313 |,025 |-,044(563 [1,00¢-,017/,812 |-,022
tetB ,161 |,02¢-,050(,119 |-,043},017(,704 [,025-,020,017)1,00(-,014-,013
Aac(6’)Ibg-,088 |-,02{,071),024 (,328 |,394 |-,020 |-,036[,336 |,812 |-,014{1,00¢-,018
qnrS ,163 |,025-,014(-,048|,215 |-,022-,018 [-,032-,026-,022-,013-,018{1,00(
Sig. (CFO

lextremidade

,01€,087 (,.387 |,060 |,414 |,010 (060,157,140 (053,191,051

CIP ,016 ,000 |,008 (,029 |,362 |,387 [,306 (,341 (362 [,420 |,387 |, 404
ENO ,087 {,000 ,366 |,287 (278 241 |,107 062|278 |,311 [,241 444
TET ,387 1,008,366 ,033 |,019 405 (338,249,386 ,119 405,316
TOB ,060 |,029,287 (,033 ,007 ,270 |,139,306 [,007 (,333|,000 |,015
FLF 414 1,362,278 (,019 |,007 ,403 |,3311,004 |,001 (,431 [,000 |,412
blaCXTM|,010 (,387,241 |,405 |,270 |,403 ,361 1,387 1,403 |,000 (,421 |,428
blaSHV [,060 |,306,107 (,338 |,139 [,331 |,361 ,306 [,331 1,402 |,361 |,374
blaTEM |,157 |,341,062 (,249 |,306 |,004 |,.387 (306 ,000,420 1,000 |,398
tetA ,140 1,362,278 (,386 |,007 [,001 (403 [:331|000 ,4311,000 412
tetB ,053 |,420,311 (119 |,333 (431 000 (402|420 |431 ,444 1,449
aaclber |,191 |,387,241 (405 |,000 [,000 (421 |,361 /000|000 [,444 ,428

gnrS ,051 1,404,444 (316 |,015 |412 428 (374|398 412449428
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Tabela 16: Matriz de componentes rotacionados para bactérias Gram-negativas.

Matriz de componente®?

[Componente

1 2 3 4 5
CFO -,027 ,539 ,297 ,332 327
CIP ,038 ,284 , 736 ,052 -,233
ENO 17 ,145 ,603 ,443 -,339
TET ,(104 ,266 ,306 -,667 -,340
TOB ,466 ,184 377 -,353 ,386
blaCXTM -,120 ,808 -,406 ,042 -,045
blaTEM ,634 ,029 -,097 ,482 -,092
tetA ,884 -,022 -,198 ,(144 -,041
tetB -,100 ,807 -,382 -,044 -,104
aaclbcr ,855 -,003 -,196 -,096 ,038
qnrS ,018 , 112 217 -,013 , 792
FLF ,600 ,089 ,027 -,268 -,092

6.5.3 Analise de Correspondéncia Multipla

A analise de correspondéncia, de acordo com a figura 39, permitiu visualizar a
relacado entre as espécies bacterianas isoladas e suas respectivas fontes de origem.
As duas primeiras dimensdes explicaram praticamente toda a variagao observada
(Dimenséao 1 = 87,2%; Dimenséao 2 = 82,3%), indicando um alto ajuste do modelo (a
= 0,85 e a = 0,79) (coeficiente alfa de Cronbach (a) 0,60 < a < 0,75 - Moderada ;0,75
<a<=0,90 — Alta, e a > 0,90 — Muito alta).

As cepas de Staphylococcus lentus apresentaram forte associacdo com a
fonte ave, sugerindo que essa espécie € mais comum em amostras aviarias. A fonte
suino apareceu proxima ao mesmo agrupamento, indicando similaridade no perfil
bacteriano entre amostras de aves e suinos, com presenca de espécies de
Staphylococcus semelhantes.

O grupo formado por Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae e Proteus
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vulgaris mostrou-se relacionado a fonte agua, indicando afinidade dessas bactérias
com ambientes aquaticos. Ja Escherichia coli, Klebsiella spp. e Citrobacter freundii
agruparam-se proximos as fontes bovino e felino, o que indica que essas
enterobactérias sdo comuns na microbiota intestinal desses animais.

As espécies Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus simulans
apresentaram associagao direta com a fonte canino e sdo espécies frequentemente
isoladas de caes. Além disso, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e
Klebsiella oxytoca apareceram proximas entre si e relacionadas a multiplas fontes,
sugerindo uma distribuicdo mais ampla e um potencial de disseminagao entre

diferentes ambientes e hospedeiros.

Cedecea davisae

Ave Citrobacter braaki
Staph_lentus Serraria marcensces  Staph_warneri
Pseudomaonas s -Eﬁt—E—-j@
1 Suing PP Erterchacteriacea<
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Figura 39: Plotagem bidimensional da Analise de Correspondéncia Multipla entre
Espécie bacteriana identificada e fonte de obtengao. Proximidade entre
centroides (médias multivariadas com formatos de asterisco e
diamante) indica maior associagao.
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Na figura 40, foi realizada a analise de correspondéncia para a relagao entre
diferentes espécies de Staphylococcus e a presenga ou auséncia dos genes de
enterotoxinas sea e seb. As duas dimensbes principais explicaram parte da
variabilidade total dos dados (Dimensdo 1 = 55,3% e Dimensao 2 = 37,2%),
indicando uma boa representagao das associagées observadas, sendo classificada
baixa para a dimensao 2 e alta para a dimensao 1 (coeficiente alfa de Cronbach (a)
0,60 <a<0,75 - Moderada ;0,75 < a < 0,90 — Alta, e a > 0,90 — Muito alta).

O gene seb apresentou forte associagdo com  Staphylococcus
pseudintermedius, sugerindo que essa espécie foi a principal portadora desse gene
entre as amostras analisadas. Ja o0 gene sea mostrou-se relacionado a
Staphylococcus aureus, espécie normalmente descrita como o principal produtor da
enterotoxina A.

As condi¢cbdes de auséncia dos genes sea e seb agruparam-se proximas as
espécies Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus lentus
e Staphylococcus scuri, indicando que a presenca de genes de enteroxinas estao

relacionadas a cepas coagulase positivas.
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Figura 40: Plotagem bidimensional da Analise de Correspondéncia Multipla entre
Espécie de Staphylococus e genes sea e seb. Proximidade entre
centroides (médias multivariadas com formatos de asterisco e circulo
colorido) indica maior associagao.

7 DISCUSSAO

Dentre os antibidticos testados, a tetraciclina foi o que apresentou a alta taxa
de resisténcia entre as bactérias Gram-negativas (40,6%), resultado que pode ser
atribuido ao uso frequente e, por vezes, em altas concentracbes desse
antimicrobiano tanto para tratamento quanto para profilaxia de infec¢cdes bacterianas
em sistemas aquicolas. Essa pratica contribui para a presenga de residuos de
antibioticos em produtos da piscicultura e, consequentemente, para o
estabelecimento de forte pressdo seletiva no ambiente aquatico, favorecendo a
disseminagdo de genes de resisténcia (BOJARSKI, 2020). Tal cenario é

especialmente relevante, considerando que a oxitetraciclina € uma das poucas
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drogas autorizadas para uso terapéutico na aquicultura brasileira, juntamente com o
florfenicol (EMBRAPA, 2023), o que reforca a importadncia do monitoramento
continuo do uso dessas substancias e da implementagao de estratégias de manejo
que reduzam a dependéncia de antimicrobianos. Resultados semelhantes foram
observados por Dewi et al. (2022), que relataram resisténcia a tetraciclina em até
70% das cepas bacterianas isoladas de amostras de agua e peixes, e por Araujo et
al. (2024), que identificaram a tetraciclina entre os trés antimicrobianos com maiores
indices de resisténcia.

Apesar do alto indice de resisténcia fenotipica, apenas trés cepas
apresentaram o gene tetA, um apresentou tetB, e trés apresentaram tetM. Esses sao
alguns dos genes de resisténcia a tetraciclina mais estudados e cada um é
associado a um mecanismo distinto. O gene tetM atua por protecdo ribossomal,
impedindo que o antibidtico se ligue ao ribossomo, fazendo com que a sintese
proteica prossiga mesmo na presenca da droga. tetA e tetB sdo mais comuns em
Gram-negativas, apresentando mecanismos bomba efluxo ativo, responsavel por
expulsar a tetraciclina da célula (GROSSMAN, 2016). Assim, a baixa prevaléncia
desses genes, apesar de divergir de estudos como Araujo (2025), onde tetA foi
detectado em mais de 73% dos casos, sugere que é possivel que outros genes ou
mecanismos nao investigados estejam contribuindo para a resisténcia observada.

Mesmo sendo um dos dois unicos antibidticos autorizados para uso na
piscicultura no Brasil, ao contrario da tetraciclina, o florfenicol apresentou a menor
taxa de resisténcia, com apenas trés cepas resistentes e sem detecgao do gene floR
em nenhuma delas. A presenca de resisténcia ao florfenicol e sua associagcdo ao
gene floR ja foi relatada em cepas de Aeromonas spp. isoladas de ambientes
aquaticos por Silva et al. (2018). De forma semelhante, Verner-Jeffreys et al. (2009)
detectaram o gene floR em 16 dos 93 isolados provenientes de peixes ornamentais.
Por outro lado, Carraschi (2011) identificou que a concentragdo eficaz de
oxitetraciclina é significativamente maior do que a de florfenicol, corroborando os
achados do presente estudo, que demonstrou uma alta taxa de resisténcia a
tetraciclina, enquanto a resisténcia ao florfenicol permaneceu baixa. Em 2019,
Saenz concluiu, através da administracdo de florfenicol em peixes, que a
administracdo de antibiéticos induz um aumento nos genes responsaveis pela
resisténcia a esse antibidtico, sugerindo que a baixa presencga de resisténcia na

regido do presente estudo pode estar relacionada ao uso ainda restrito do florfenicol.
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A presenca resisténcia fenotipica elevada mas com baixa detecgédo dos genes
de resisténcia pesquisados foi um resultado recorrente no presente estudo. Essa
divergéncia entre o fendtipo e o gendtipo também foi relatada por outros autores,
como Bolkenov et al. (2024) e Wistrand-Yuen et al. (2018), que encontraram perfis
semelhantes em cepas resistentes sem a presencga dos genes classicos. Os autores
sugerem que essa discrepancia pode ocorrer por diversos fatores, como mutagdes
cromossOmicas, expressdo de bombas de efluxo, exposicdo a subdoses de
antibidticos, regulagdo génica ou até limitagdes dos primers utilizados, que nao
abrangem todos os determinantes possiveis. Assim, a resisténcia observada nem
sempre esta diretamente ligada a presenga dos genes pesquisados.

Em Staphylococcus spp., a resisténcia a oxacilina esta diretamente
relacionada a presenga do gene mecA, considerado um determinante genético que
torna os microrganismos intrinsecamente resistentes também a outras drogas -
lactdmicas (MIMICA e MENDES, 2007). No entanto, das 23 (36,5%) cepas de
Staphylococcus que apresentaram resisténcia fenotipica a oxacilina, apenas uma
amostra foi positiva para o gene mecA. Esse resultado sugere que as demais cepas
podem ser classificadas como BORSA (Borderline  Oxacillin-Resistant
Staphylococcus aureus), caracterizadas por apresentarem resisténcia intermediaria
a oxacilina (MIC entre 1 e 8 pg/mL) devido a hiperprodugdao de B-lactamase ou
alteragcdes em PBPs nativas, mas sem a presenga do gene mecA ou mecC que
codificam a proteina PBP2a (Hryniewicz e Garbacz, 2017). Além disso, observou-se
que muitas das cepas Gram-positivas apresentaram resisténcia a penicilina (42,9%),
seguida de amoxicilina (30,2%) e ampicilina (15,9%). Algumas dessas cepas, no
entanto, permanecerem sensiveis a oxacilina e a outros antibiéticos do mesmo
grupo, podendo ser classificadas como MSSA (Methicillin-Susceptible S. aureus),
nas quais a resisténcia se limita a acdo enzimatica da [-lactamase, sem
envolvimento de genes especificos de resisténcia a meticilina (AIRES-DE-SOUSA,
2007).

A Unica cepa mecA positiva foi também a unica que apresentou forte
aderéncia no teste de producdo de biofilme em placas, sugerindo uma possivel
relagcado entre esse gene e a formagao de biofilme. Essa associagdo se torna ainda
mais evidente quando se comparam as demais cepas portadoras de genes de
resisténcia e viruléncia, como tetM, seb e sea, que apresentaram apenas aderéncia

fraca ou moderada, indicando que esses fatores nao estdo diretamente relacionados



87

ao aumento da formagao de biofilme. Multiplos estudos corroboram a associagéo
entre a produgao de biofilme e a presenga do gene mecA. Shan (2019) demonstrou
que isolados de S. aureus mecA positivos de mastite bovina apresentaram biofilme
forte ou moderado, com correlagdo significativa entre a presengca do gene e a
aderéncia in vitro. De forma semelhante, Leshem (2022) avaliou a capacidade de
producao de biofilme de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de pacientes
hospitalizados em Israel, observando que as cepas de MRSA tenderam a ser
maiores produtoras de biofilme do que as cepas de MSSA, associando a presenca
de mecA a produgao de biofilme.

No presente estudo, também foi pesquisada a presenca de enterotoxinas
estafilococicas, sendo que, entre as cepas analisadas, 23 apresentaram o gene seb,
enquanto sete apresentaram o gene sea, considerada a mais frequente na literatura
(LIM, 2023). As enterotoxinas s&o conhecidas por estarem associadas a intoxicagao
alimentar em humanos (LER, 2006). Embora esse efeito seja mais relevante na
piscicultura destinada a alimentagédo, a presenga desses genes de viruléncia na
piscicultura ornamental chama atengcdo devido ao seu potencial de transferéncia
horizontal , podendo ser transferidos entre diferentes linhagens de S. aureus através
de fagos residentes, facilitando sua disseminacdo (MCCARTHY, 2014), podendo
contaminar o0 meio ambiente e a agua, com possivel exposigdo a humanos. Além
disso, estudos anteriores sugerem uma associagao entre a presenga de genes de
enterotoxinas estafilococicas e a resisténcia antimicrobiana. Wang et al. (2017)
observaram que cerca de 50% das cepas de MRSA carregavam pelo menos um
gene de enterotoxina, enquanto Ibrahim et al. (2023) concluiram que a presenca
desses genes apresentou associagao significativa com a resisténcia aos antibiéticos
testados.

O sequenciamento realizado neste estudo utilizou primers especificos para
cada gene para confirmar a presenca dos mesmos nas cepas-alvo. No entanto,
foram observadas divergéncias entre os resultados dos testes de identificagdo
fenotipicos e genotipicos, como no caso da cepa resistente a oxacilina, positiva para
0 gene mecA, mas com resultado negativo no teste de coagulase e de uma cepa
positiva para o gene tetM, que apresentou morfologia e testes bioquimicos
compativeis com Staphylococcus (catalase e coagulase positivas, cocos em
cachos), porém o sequenciamento indicou identificagdo como Enterococcus. Essas

inconsisténcias podem decorrer de falhas pontuais nos testes bioquimicos,
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contaminagao dos isolados durante o cultivo ou extracdo do DNA, ou ainda de
eventos de transferéncia horizontal de genes, que é um fendbmeno frequente em
bactérias e contribui para a rapida disseminacdo de determinantes de resisténcia e
viruléncia entre espécies distintas; assim, o DNA amplificado pode ser proveniente
de um plasmideo originalmente pertencente a outra espécie bacteriana (OCHMAN,
2000; JUHAS, 2009; LAND, 2015). Além disso, o sequenciamento para a
identificacdo bacteriana geralmente é feito a partir do gene 16S rRNA, que é
considerado uma ferramenta de referéncia por conter regides conservadas e
variaveis que permitem a diferenciacdo taxondbmica (CLARRIDGE. 2004),
diferentemente do presente estudo, onde o sequenciamento realizado foi plasmidial,
tornando a analise restrita a fragmentos extracromossémicos de DNA, né&o
permitindo a determinagdo exata da espécie de origem do gene. A identificagao
tradicional de bactérias baseada em caracteristicas fenotipicas, embora util,
apresenta limitagdes de precisdo quando comparada aos métodos moleculares
(JANDA e ABBOTT, 2007). Ainda assim, variagdes genéticas como duplicagdes,
delecdes e eventos de recombinagdo podem levar a resultados divergentes entre a

caracterizagao fenotipica e o sequenciamento (YARZA, 2014).

8 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as bactérias isoladas de propriedades de
piscicultura ornamental apresentam elevados percentuais de resisténcia aos
antimicrobianos, quando avaliado o perfil de susceptibilidade, especialmente
eritromicina e penicilina para Gram-positivas e amoxicilina e tetraciclina em Gram-
negativas. Esse percentual de resisténcia observado deve ser considerado, visto
que interfere diretamente no tratamento terapéutico, seja em animais ou em
humanos, ja que muitos dos antibioticos usados sdo comuns nas areas veterinaria e
humana.

Apesar disso, a frequéncia de todos os genes de resisténcia analisados foi
baixa, indicando que, embora haja potencial para disseminacdo de resisténcia, a
presenca desses genes especificos ainda € limitada na regido estudada e que a
resisténcia fenotipica encontrada se deve a outros mecanismos ou genes nao

investigados.
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No ensaio de produgao de biofilme em cepas com presenga de genes de
resisténcia, a maioria das amostras se mostrou fracamente aderente, sugerindo que
nao ha associagao clara entre esses genes e a producao de biofilme nessas cepas.

Observou-se também alta frequéncia dos genes seb e sea, que, na
piscicultura ornamental, ndo sao relevantes para intoxicagdo alimentar em humanos,
mas podem indicar contaminagdo ambiental e possibilidade de transferéncia
horizontal.

Os dois antibidticos permitidos na piscicultura brasileira, tetraciclina e
florfenicol, apresentaram resultados opostos. Enquanto a tetraciclina apresentou
grande numero de amostras resistentes, o florfenicol apresentou baixa resisténcia,
com apenas trés amostras, sugerindo que seu uso ainda néo € tdo disseminado na
regiao.

Esses resultados destacam a importancia do uso controlado de
antimicrobianos e da vigilancia continua, visando reduzir a disseminacdo de
resisténcia antimicrobiana e proteger tanto espécies domésticas quanto o ambiente

aquatico.
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APENDICE

APENDICE A - AMOSTRAS GRAM-POSITIVAS

Tabela 17: Identificacdo das amostras Gram-positivas.

Amostra Bactéria Origem da ATB Resistentes
Amostra

11 Staphylococcus Canino ERI
pseudintermedius

12 Staphylococcus Canino ERI
pseudintermedius

13 Staphylococcus Canino PEN
xilosus

14 Staphylococcus Canino AMO,PEN
aureus

18 Staphylococcus Ave ERI,PEN
lentus

19 Staphylococcus Ave ERI
lentus

110 Staphylococcus Ave ERI,OXA,PEN
lentus

111 Staphylococcus Felino PEN
simulans

126 Staphylococcus Canino
aureus

127 Staphylococcus Ave AMO,ERI,PEN
lentus

128 Staphylococcus Ave AMO
lentus

131 Staphylococcus Ave

lentus

106

Genes

Presentes

seb

sea



134

136

137

140

142

144

145

146

147

149

150

151

167

168

169

170

171

Staphylococcus
lentus
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
lentus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
lentus

Staphylococcus

pseudintermedius

Staphylococcus
lentus
Staphylococcus
lentus
Staphylococcus
scuri
Staphylococcus
lentus

Staphylococcus

pseudintermedius

Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
aureus

Staphylococcus

Ave

Canino

Canino

Ave

Canino

Canino

Canino

Suino

Canino

Canino

Suino

Canino

Agua

Agua

Agua

Canino

Canino

107

ERI,OXA,PEN

AMO,PEN

AMO

ERI

AMO,PEN

ERI,PEN

AMO,AMP,PEN seb

OXA

OXA,PEN

AMO,ERI,OXA,P
EN
AMO,ERI,OXA,P
EN

AMP

AMO,AMP,ERI,O
XA,PEN
AMO,AMP,ERI,O  seb
XA,PEN
AMO,AMP,ERI,O
XA,PEN
AMO,AMP,ERI,O  seb
XA,PEN
AMO,OXA,PEN



172

173

175

176

178

248

249

250

251

252

253

254

257

259

269

271

aureus
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
warneri
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Enterococcus
faecalis
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus
spp.
Staphylococcus

pseudintermedius

Ave

Peixe

Peixe

Peixe

Agua

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

Peixe

Agua

Agua

Peixe

108

AMO,AMP,ERI,O
XA,PEN
AMO,AMP,ERI,O
XA,PEN
AMO,0XA,PEN

AMO,AMP,0OXA,P

EN

AMO,AMP,0XA,P mecA
EN

seb
ERI seb
ERI,CLI seb
TET tetM,seb
ERI seb
ERI,CLI seb
ERI,OXA TET
ERI,OXA,CLI seb

seb
ERI,PEN



272

2104

2105

2106

2107

2108

2109

2110

2112

2113

2114

2115

2116

2117

2118

2119

2120

Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
pseudintermedius
Staphylococcus
spp.
Enterococcus
faecalis
Staphylococcus
pseudintermedius

Staphylococcus

Peixe

Canino

Canino

Canino

Canino

Canino

Canino

Agua

Canino

Suino

Canino

Canino

Canino

Canino

Canino

Canino

Canino

ERI,OXA,TET,CLI

OXA,PEN,CLI

TET

ERI,OXA,PEN,TE
T,CLI

OXA,TET,CLI

ERI,CLI

TET

OXA

109

tetM,seb

seb

Sea

seb

seb

sea

tetM,sea,seb

sea,seb

seb

sea,seb

seb

seb

tetM,sea,seb



110

pseudintermedius
2121 Staphylococcus Canino

pseudintermedius

APENDICE B - AMOSTRAS GRAM-NEGATIVAS

Tabela 18: Identificacdo das amostras Gram-negativas.

Amostra Bactéria Origem da ATB Genes
Amostra Resistentes Presentes

112 Escherichia coli Canino

113 Escherichia coli Felino CFO

114 Escherichia coli Ave TET

115 Escherichia coli Agua

116 Escherichia coli Canino

119 Escherichia coli Ave TET

122 Escherichia coli Bovino CFO

124 Escherichia coli Canino

152 Escherichia coli Agua TET

153 Escherichia coli TET,CFO

154 Escherichia coli Canino TET

155 Escherichia coli TET

156 Escherichia coli Canino

157 Escherichia coli Canino

158 Escherichia coli Canino TET

159 Escherichia coli Canino TET,ENO,FLF

160 Escherichia coli Felino

161 Escherichia coli Felino TET

162 Escherichia coli Canino

164 Escherichia coli Canino

165 Escherichia coli Canino



166
181
182
186
187
188
189
191
196

197

198

1100
1101
1102
1104
1106
1110

1111
1112
1113
1114
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123

1124

Escherichia coli
Citrobacter freundi
Cedecea davisae
Citrobacter braaki
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Citrobacter mulinae
Klebisiella
pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Citrobacter freundi
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Proteus vulgaris

Enterobacteriacea
Proteus vulgaris
Kluviera ascorbata
Escherichia coli
Proteus vulgaris
Enterobacteriacea
Proteus vulgaris
Enterobacteriacea
Edwardsiella tarda
Enterobacteriacea
Citrobacter diversus
Enterobacteriacea

Enterobacteriacea

Canino
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Peixe
Agua
Agua

Peixe
Canino
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua

Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua

Agua

111

CFO
CFO
CFO

blaSHV

CFO
CFO
TET
ENO
TET

TET
TET,CIP,ENO,C
FO

TET,ENO

TET

TET

TET

TET

TET

TET,CFO

TET,ENO,CFO
TET

TET
TET,CIP,ENO,C
FO



1125

1126

1127
1128
1129
1130
1132
1133
1134
1135
1136
1139
1144
21

25
26
21
215

216

220

221

222

223

228

229
230

Enterobacter
taylorae
Enterobacter
aerogenes
Enterobacteriacea
Enterobacteriacea
Escherichia coli
Enterobacteriacea
Enterobacteriacea
Proteus vulgaris
Escherichia coli

Escherichia coli

Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp.

Enterobacter
cloacae
Klebsiella oxytoca
Enterobacteriacea
Klebsiella oxytoca
Klebsiella
pneumoniae
Escherichia coli
Klebsiella spp.
Klebsiella
pneumoniae
Klebisiella
pneumoniae
Klebisiella
pneumoniae
Aeromonas spp.
Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

Agua

Agua

Agua
Agua
Agua
Agua
Peixe
Peixe
Ave

Ave

Agua
Agua
Peixe

Peixe

Peixe
Peixe
Peixe

Peixe
Peixe
Agua
Peixe
Agua
Peixe
Peixe

Peixe

Agua

ENO

ENO

TET

TET
TET,CFO,FLF
ENO,CFO
TET,CFO
TET

TET

ENO

ENO

AMO,CFO
ENO,CFO
AMO,CFO

AMO
AMO

CFO

AMO

AMO,TET

AMO

AMO

AMO
AMO,TET,CFO

112

blaTEM
blaTEM

blaSHV

blaCXTM

blaSHV

blaSHV

tetA,aac(6')Ib-cr



243
245
247
277
278

279

280
281
282
283
284
285
287
288
291
295
296

297
298

299
2100
2101

2102
2103

Pseudomonas spp.

Aeromonas Spp.

Pseudomonas spp.

Shigella spp.
Aeromonas
hydrophila

Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

Pseudomonas spp.

Aeromonas spp.
Aeromonas spp.
Aeromonas spp.
Serratia spp.
Enterobacter spp.
Shigella spp.
Escherichia coli

Klebsiella spp.

Escherichia coli
Klebisiella
pneumoniae
Shigella spp.
Escherichia coli
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella spp.
Shigella spp.

Agua
Agua
Agua
Agua

Peixe

Peixe

Peixe
Agua
Agua
Peixe
Peixe
Peixe
Canino
Canino
Canino
Agua
Agua

Canino

Canino

Canino
Canino

Canino

Canino

Canino

TET,CFO
AMO,ENO,CFO

AMO,TET,FLF

AMO,TET,CIP,E
NO,CFO
AMO,ENO
AMO,ENO,CFO
AMO,ENO
AMO,CFO
AMO,CFO

AMO,CFO
TET

TET,ENO
AMO,TET,CIP,E
NO

AMO,TET
AMO,TET

AMO,TET,ENO
AMO,TET,CFO
AMO

113

blaTEM,tetA,aac(
6')Ib-cr
qnrS

blaTEM

qnrS

gnrS, tetA
blaSHV

blaCXTM,tetB
blaSHV
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