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RESUMO

Rodrigues. V. Larissa. Genotipos e Fendtipos de Resisténcia a Metais Pesados e
Agrotoxicos em Patogenos de Alto Risco em Sadde Unica 2022. Dissertacdo
(Mestrado) -Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo. S&o
Paulo, 2022.

As atividades industriais e de agronegdcio, embora necessarias para o desenvolvimento
da sociedade, tem causado sérios problemas ambientais devido a eliminagéo inadequada
de seus efluentes, sendo o tratamento destes um dos assuntos mais importantes em relacao
ao controle de poluicdo. Os microrganismos podem ser utilizados como biomarcadores
de contaminacao, portanto, o conhecimento de mecanismos associados a resisténcia e a
capacidade de imobilizacao e biotransformacédo de poluentes € um fator importante para
a identificacdo de linhagens adaptadas, que podem ser eficientes no tratamento e na
recuperacdo de areas contaminadas. O objetivo do presente projeto foi avaliar o perfil de
tolerancia de patogenos bacterianos de alto risco em salde Unica, aos metais pesados
(mercurio, prata, teltrio e arsénio) e ao agrotoxico glifosato; identificando o resistoma
associado. A correlacdo fendtipo-genotipo foi avaliada em isolados de Klebsiella
pneumoniae (n= 35), Escherichia coli (n=46), e Salmonella spp. (n=19), determinando a
CIM pelo método de microdiluicdo, e analisando as respectivas sequéncias genémicas.
Entre os isolados de K. pneumoniae, 32 cepas apresentaram CIM elevadas (64-
512ug/mL) para o metal prata, dos quais 20 carregam o operon silPABCRSE responsavel
por conferir resisténcia. Uma cepa de K. pneumoniae carregando genes terABCE
apresentou uma CIM de 64 pug/mL para teldrio. Seis cepas de E. coli apresentaram uma
CIM >32 pg/mL para telurio, sendo que 3 cepas carregam os genes tehA/B. Outras 6 cepas
de E. coli apresentaram CIM para prata de 256-512 pg/mL, mas s6 duas carregaram genes
SilPFCE. Duas cepas de Salmonella apresentaram CIM 64-128 pg/mL para tellrio, e
carregam genes tehA/B e terABCDEF. Em relacdo ao arsénio, 24 cepas de E. coli
apresentaram uma CIM > 512 pug/mL, e destas, 12 cepas carregam os genes arsRBC.
Salmonella spp., que carregam o gene merR apresentaram CIMs de 8-16 pg/mL para
mercurio. N&o foi possivel correlacionar a presenga do operon phnC-P (sugerido como
responsavel pela toleréncia ao glifosato) com CIMs elevadas para este composto. Os
resultados obtidos suportam a hipdteses que a exposicao de bactérias de origem humana,
animal e ambiental, aos metais pesados pode estar contribuindo para a selecdo de
linhagens tolerantes, sendo que a toleréncia a prata mediada pelo operon silPABCRSE em
K. pneumoniae foi predominante no grupo clonal CG258, caracteristica com potencial de
biomarcador que pode ser utilizado para monitorar o impacto do uso deste metal nas
diferentes atividades humanas. Neste trabalho foi possivel padronizar a técnica de PCR
com os genes do operon sil de interesse.

Palavras chaves: Bactérias multirresistentes, Resisténcia antimicrobiana, Resistoma,

Metais pesados, Salde Unica, Prata, Biomarcador.



ABSTRACT

Industrial and agribusiness activities have caused serious environmental problems due to
the inadequate disposal of their effluents, the treatment of which being one of the most
important issues in relation to pollution control. Microorganisms can be used as
biomarkers of contamination, therefore the knowledge of mechanisms associated with
resistance and the immobilization and biotransformation capacity of pollutants can be an
important factor for the identification of adapted strains, efficient in the treatment and
recovery of contaminated areas. The aim of this study was to evaluate the tolerance profile
of critical priority bacterial pathogens relevant in One Health, to heavy metals (mercury,
silver, tellurium, and arsenic) and to the pesticide glyphosate, identifying the associated
resistome. The phenotype-genotype correlation was evaluated in antibiotic-resistant
isolates of Klebsiella pneumoniae (n= 35), Escherichia coli (n= 46), and Salmonella spp.
(n=19), by MIC determination using the microdilution method, and by analysis of their
respective genomic sequences. Among the isolates of K. pneumoniae, 32 strains showed
elevated MIC (64-512 pg/mL) for silver metal, of which 20 carried the silPABCRSE
operon responsible for conferring resistance. A strain of K. pneumoniae carrying terrace
genes showed a MIC of 64 pug/mL for tellurium. Six strains of E. coli showed an MIC>
32 pg/mL for tellurium, with 3 strains carrying the Thea/B genes. Other 6 strainsof E. coli
showed MIC for silver of 256-512 pg/mL, but only two carried silPFCE genes. Two
strains of Salmonella showed MIC 64-128 pg/mL for tellurium and carried the/B and
terABCDEF genes. In relation to arsenic, 24 strains of E. coli had a MIC > 512 pg/mL,
and of these, 12 strains carried the arsRBC genes. Salmonella spp., which carriedthe mer
gene, had MICs of 8-16 pug/mL for mercury. It was not possible to correlate thepresence
of the phonic-P operon (suggested as responsible for glyphosate tolerance) with
elevated MICs for this compound. The silver tolerance mediated by the operon sil was a
predominant feature in K. pneumoniae strains belonging to the clonal group CG258,
suggesting a intrinsic property that has contributed to the persistence and wide
dissemination of CG258 within a One Health context, which could be as a biomarkerto
monitor the impact of the use of silver compounds and silver-based biomaterial on
different human activities. In this work it was possible to standardize the PCR technique

with the genes of the sil operon of interest.

Keywords: Multidrug-resistant bacteria, Antimicrobial resistance, Resisted, Heavy

metals, One Health, Silver, Biomarker.
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1. INTRODUCAO
1.1. Selecéo de populagdes bacterianas resistentes aos antimicrobianos

Os ambientes contaminados por metais toxicos e agrotdxicos normalmente sdo
derivados de atividades agricolas, industriais ou domesticas, permitindoo seu acumulo,
visto que estes ndo sdo degradados. Vérios estudos realizados apresentaram dados
mostrando um aumento na concentracdo de metais e agrotdxicos no ambiente, que
podem induzir um aumento da tolerdncia na comunidade dos microrganismos,
principalmente das bactérias. Assim de acordo com as varias pressoes seletivas do meio
(que inclui os contaminantes e antimicrobianos), muitos microrganismos que possuem
genes de resisténcia a diferentes moléculas podem ser selecionados (CONGEEVARAM
et al., 2007; DOPSON e HOLMES, 2014; OROZCO et al., 2019).

Os mecanismos de resisténcia incluem bombas de efluxo, transporte ativo, exclusdo
atraves da barreira de permeabilidade, desintoxicacdo enzimatica, e até mesmo por uma
reducdo da sensibilidade dos alvos celulares a ions metalicos. Estes mecanismos séo
frequentemente adquiridos pela transferéncia horizontal de genes que séo carreados por
plasmideo, contribuindo para a adaptacdo da comunidade bacteriana ou até mesmo por
transformacdo (CONGEEVARAM et al., 2007; DOPSON e HOLMES, 2014; OROZCO
etal., 2019).

As bactérias que adquirem resisténcia formam subpopulacdes que toleram aos
efeitos dos agentes antimicrobianos- antibiéticos, desinfetantes, metais pesados ou
agrotoxicos. Especificamente, a exposicdo a metais pesados e agrotoxicos causam um
estresse oxidativo em bactérias e estimula a presenca das cepas resistentes (OROZCO et
al., 2019).

1.2 Metais pesados

Nos paises em desenvolvimento, o rapido crescimento populacional e a urbanizagao
aumentam a geracdo de grandes quantidades de residuos sélidos, muitos destes sdo
despejados em lencdis freaticos e nos solos, inclusive hd metais pesados nestes locais. Os
metais pesados que se encontram em ambientes naturais se originam de atividades
industriais, como na fabricacdo de produtos quimicos, pigmentos, tintas, petroquimicos e
baterias (CHITAMBAR, 2010; KOMAREK; VANEK e ETTLER, 2013).
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Os metais sdo um grupo de elementos quimicos, que em seu estado puro sdo solidos,
possuem brilho, dureza, boa condutividade térmica e elétrica. Dentro deste grupo, existem
alguns elementos que apresentam uma densidade mais elevada (>4,0 g/cmq), os quais s&0
denominados metais pesados. Eles possuem valores elevados em sua massa especifica,
massa atbmica, e nimero atémico (KOMAREK; VANEK e ETTLER, 2013).

Alguns metais pesados causam efeitos nocivos em organismos por terem
propriedades cancerigenas, mutagénicas e acumulativas. Suas principais propriedades séo
os elevados niveis de bioacumulacéo e reatividade no organismo, no qual afetam diversas
reacbes em seu metabolismo, sdo agentes toxicos porque ndo sdo sintetizados nem
destruidos (CHITAMBAR, 2010).

O mercurio e arsénio foram utilizados por muitos anos em alguns medicamentos
quimioterapicos e até em antimicrobianos, porém, seu uso foi reduzido quase totalmente
nos Gltimos 50 anos. Outros metais como prata e o cobre tem sido utilizados em produtos
de consumo, na medicina, agricultura, fabricacdo de teclados de computador e na
confeccdo de roupas (KOMAREK; VANEK e ETTLER, 2013).

Os metais pesados sdo altamente toxicos para a maioria dos microrganismos, no
entanto existem bactérias que possuem uma variedade de mecanismos de resisténcia queas
tornam capazes de tolerar elevadas concentracbes destes metais, assim esses
microrganismos podem ser utilizados como agentes de remogédo de metais (biorremediacao)
por meio de mecanismos de absorcdo e adsor¢do (CONGEEVARAM et al.,, 2007;
GAYLARDE et al., 2005). Espécies bacterianas resistentes podem sobreviver em ambientes
contaminados por metais pesados independentemente dos niveis de contaminacdo, se
tornando predominantes nestes ambientes. Em relacdo a tolerdncia a estes metais, 0
mecanismo principal que regula as concentragfes de metal intracelular esta relacionado com
0 transporte de membrana (DOPSON e HOLMES, 2014; ZHANG et al., 2018). Outro
mecanismo de resisténcia das bactérias aos metais pesados esta relacionado na producdo de
exopolissacarideos (EPSs), os quais possibilitam uma maior capacidade de adsor¢do de
metais, sendo associada aos grupos funcionais presentes nos EPSs (COLIN et al., 2013;
WANG, 2007).

Um dos metais utilizados neste estudo foi a prata, essa que compfe materiais
antibacterianos h& milhares de anos, atualmente ela tem sido utilizada de forma
predominante em ambientes hospitalares e no cotidiano (em filtros, medicamentos e no
revestimento de varios materiais domésticos). O consumo descontrolado de materiais que
conttm a prata, pode aumentar a disseminacdo da resisténcia/tolerdncia a prata em
microrganismos, o que vem sendo relatado em muitos estudos atuais (TALAPKO et al.,
2020).
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1.3 Agrotoxicos

Na agricultura, o uso de agrotdxicos visa controlar ervas daninhas que prejudicam
a produtividade no campo, entretanto estes produtos séo utilizados de forma exagerada
em campos agricolas. Os alimentos contaminados séo a principal fonte de colonizacdo e
infeccdo de humanos e um fator de risco para a transferéncia de genes de resisténcia
antimicrobiana. Alguns microrganismos possuem mecanismos de adaptacdo para
sobreviver em ambientes impactados, os quais podem ser baseados na degradacdo dos
herbicidas; contudo, sabe-se pouco sobre o mecanismo de agdo dos herbicidas nos
organismos procariontes, assim como a sua influéncia na diversidade e na fungédo das
comunidades microbianas afetadas (IMFELD e VUILLEUMIER, 2012).

O Brasil é um dos maiores produtores agricolas do mundo, no qual exporta
produtos como soja, milho e café, entre outros, consequentemente este setor utiliza
diversos artificios para melhorar e aprimorar a producdo, como o uso de fertilizantes e
agrotoxicosde forma intensiva, atingindo diversos ambientes como as dguas superficiais,
o0 solo, o ar,e até mesmo os proprios alimentos. Indiretamente, o setor da agropecuaria
pode ser afetado, onde solos e aguas contaminadas podem entrar em contato com o
alimento dos animais de producdo (ex., frangos, suinos e bovinos) (PIGNATI, et al.,
2017; BOTE et al., 2019).

Os herbicidas mais utilizados entre os anos de 2012 & 2018 no Brasil foram o
glifosato, 2,4-D, atrazina, haloxifope-P-metilico, lactofem, diquate, flumetsulam,
imazetapir. Neste projeto foi estudado o herbicida de amplo espectro denominado
glifosato, N- (Fosfonometil) glicina, € um dos pesticidas mais usados no mundo para
eliminar todos os tipos de ervas daninhas, ele tem como alvo a enzima 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS) na via do chiquimato e interrompe a
formacdo de aminoacidos aromaticos e outros compostos vegetais secundarios da planta.
A presenca de contaminantes dos componentes dos herbicidas na soja e no milho
tratados com glifosato expde a microbiota dos animais de campo (PIGNATI, et al.,
2017; BOTEet al., 2019).

1.4 Genes envolvidos na resisténcia aos metais pesados e agrotoxicos

Em diversos ambientes contaminados, alguns metais podem selecionar algumas
variantes genéticas resistentes a metais pesados e a alguns antimicrobianos, muitas bactérias
possuem mecanismos genéticos especificos de resisténcia a metais toxicos, ha uma
variedade de genes responsaveis pela resisténcia aos metais pesados, sendo: ars (para
arsénio), cadC (cadmio), nik e rcn (niquel), rcn (cobalto), teh e ter (telurio), fet (ferro), mer
(mercario), pco (cobre), sil (prata) e pbr (chumbo) (HANCZVIKKEL et al., 2018;
LINCOPAN, 2018).
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Os sistemas de resisténcia a metais e a outros antimicrobianos, sdo cromossémicos

ou estdo plasmideos, estes podem se complementar, como exemplo uma mutacdo pode
acarretar em um alto nivel de tolerancia a prata, em Escherichia coli a resisténcia a prata é
relatado desde 1969. As bactérias resistentes a prata sdo frequentemente isoladas de
ambientes clinicos, queimaduras, feridas e placasdentes (devido ao uso crescente de prata
para fins médicos) (HANCZVIKKEL et al., 2018).

Compostos nocivos como metais pesados e agrotoxicos muitas vezes entram na
celula através dos sistemas de transporte de nutrientes. Na figura 1 se observa uma bomba
de efluxo conhecida também como sistemas de transporte ativo, € 0 maior sistema de
resisténcia a metais, os quais podem ser codificados por plasmideos ou pelo cromossomo.
Esse mecanismo evita danos aos componentes celulares. O operon sil é composto por
nove ORFs, sete séo genes estruturais (SilE, silC, silF, silB, silA, ORF105 e silP) e dois
(siIR e silS) que de acordo com Bernardo et al., (2019), codificam um circuito regulador
putativo de dois componentes (Figura 1 e 2) (IMFELD, G. e VUILLEUMIER, 2012;
NEETA; MAANSI; HARPREET, 2016).

Figura 1: Esquema ilustrativo do sistema de efluxo da resisténcia a prata em bactérias-transporte de ions.

A
o7bp 10bp 113bp sy
silP silG silA silB | silF silC silR sils silE
824aa 105 1048aa 430aa 96 461aaI 228 a497aa I 143
aa aa aa aa
210bp S1bp 190bp 256bp
B

Outer Membrane

o Pl

silE © . sneo‘.'
= . "
;? S

~
S Periplasm
Inner Membrane

) ATP
hee 2>
ADP

O = Ag”* ——
P~D SilR

D ———
DDAV

Legenda: (A) llustra a sequéncia genética do operon sil e inclui as lacunas/sobreposi¢des do par de bases

do DNA intergénico (bp) e o comprimento do aminoacido (aa). (B) Representacdo grafica do arranjo de

proteinas conhecido em fungdes do sistema de efluxo de Sil ligado @ membrana. Criado em Inkscape (A) e

BioRender (B).

Fonte: Randall et al., 2015.

O sequestro intracelular e extracelular de compostos quimicos inorganicos € um
mecanismo que geralmente ocorre em microrganismos, 0s quais acumulam elementos
toxicos dentro do citoplasma ou fora da célula, para evitar a exposi¢do dos componentes
celulares essenciais (NEETA, MAANSI e HARPREET, 2016).
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Figura 2: Representacao ilustrativa dos mecanismos antibacterianos multialvo de nanoparticulas de prata

(NAQ) na superficie celular e no citoplasma celular.
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Legenda Figura 2: (A) Adesio e “pitting” da membrana celular, internalizagdo do NAg, e passagem do Ag+ através
dos canais de porina da membrana externa (OMP), (B) desacoplamento da cadeia respiratéria pelo Ag+, (C) danos as
biomoléculas por reacéo reativa. (D) interrupcao da sinalizagdo celular através da desfosforilacdo de proteinas. Criado
em BioRender.

Fonte: Dakal et al., 2016.

A resisténcia ou tolerancia a prata envolve varios mecanismos, dentre eles estdo
presentes alguns genes que compdem o operon sil com nove ORFs (frames de leitura
aberta) dispostos em trés unidades de transcricdo (silCFBAGP, silRS e silE ), que sdo
expressos a partir de um promotor diferente. A primeira unidade de transcricdo é
composta por silCFBAGP, esta que codifica um complexo de proteina da membrana
interna formado por trés subunidades (silA, silB e silC). Esses trés componentes formam
uma bomba de efluxo que é membro da familia dos transportadores de resisténcia,
nodulacdo e divisao celular (RND). silP € um membro da familia ATPase de resisténcia
a metais pesados, silG e silF sdo chaperonas responsaveis por sequestrar os ions de prata
e transporta-los para silP e silCBA complexos (MARCO et al., 2019).

A segunda unidade de transcrigdo é a silE e na sequéncia desta, hd um par de genes
silRS, que codifica uma proteina reguladora da resposta transcricional e uma cinase de
deteccdo de membrana. Por fim a ultima unidade de transcri¢do é composta por silE, que
codifica uma proteina periplasmatica que também se liga a Ag+. Entre silA e silP e
entre silC e silB, existem duas ORFs de 105 e 96aa, respectivamente, de funcdo nao
identificada. As bombas de efluxo sdo sintetizadas a partir da expressdao dos genes
mencionados (SilCBA e silP), que estdo envolvidos no mecanismo de resisténcia as
nanoparticulas de prata, por meio da expulsdo dos ions de prata, evitando que eles afetem
0s componentes internos da bactéria (MARCO et al., 2019).

Os genes que codificam as proteinas de resisténcia ao mercudrio estdo presentes
nos plasmideos e transposons, em diferentes posi¢des, envolvendo os genes reguladores,
transportadores e replicons, que estdo dentro das células, que € o operon mer composto
pelo os genes merABCDERPT. O gene merR ¢é responsavel por codificar uma proteina
regulatéria dos ions de mercdrio que tem a maior seletividade destes ions, o merT

codifica um sistema de captacdo de ions H+, 0 merE nédo tem fungdo conhecida, porém
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alguns estudos citam que este gene pode ter funcdo de transporte de ions (CHIOU,

2015; AZAN, 2018).

Os genes envolvidos na resisténcia ao teltrio sdo o terABCDEFWXY e 0s genes
tehA, tehB,umambiente redutor de elétrons € necessario para tehAtehB mediar altos niveis de
resisténcia ao telurito de potassio. Ha também o mecanismo de resisténcia enddgena ao
telurito que envolve os processos de tiol redox, nitrato redutase e superoxido dismutase
(TAKAHASHI e OKAMURA, 2019).

Os genes envolvidos na codificacdo dos sistemas de desintoxicacdo do metal
arsénio sdoencontrados tanto nos plasmideos quanto nos  Ccromossomos;
normalmente, 0s genes ars sdo organizados como operons, como arsRBC (é o mais
comum encontradoem E. coli) , arsRABC e arsRDABC, mas alguns genes ars existem
individualmente (EDMUNDSON e HORSFALL,2015; SUTTERLIN et al., 2018).

Em relacdo a toleréncia ao herbicidade glifosato, alguns estudos identificaram a
via bioquimica responsavel pela transformacéo do fésforo do glifosato, que é uma fonte
de fosforo para alguns microrganismos, os genes phnC-P codificam as enzimas para
essa Vvia, este genes estdo amplamente difundidos entre espécies bacterianas. Também
existe 0 gene aroA, a atividade da 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase da via do
glifosato (codificada por aroA) de muitas espécies bacterianas € insensivel ao glifosato.
De acordo com novos estudos hé outros genes envolvidos na tolerancia ao glifosato que
ainda estdo sendo estudados e identificados (SUN et al., 2005; JENSEN, ZECHEL e
JOCHIMSEN, 2014).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Identificar fenotipos e geno6tipos de tolerancia a metais pesados e agrotdxicos em
patdgenos bacterianos de alto risco em sadde Unica, isolados de amostras clinicas (animais

e seres humanos), alimentos e ambientes aquaticos poluidos.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar a tolerancia bacteriana aos metais pesados e agrotdxicos utilizando o método
de microdiluigdo em caldo.
- Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de metais pesados e do herbicida
glifosato;
- Identificar e anotar os genes envolvidos na resisténcia/tolerancia aos metais pesados
e do herbicida glifosato a partir de genomas sequenciados.
- Correlacionar fenotipo e genotipo de tolerdncia aos metais pesados e agrotoxicos
testados.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Selecéo de cepas bacterianas

Neste estudo foram investigados 102 isolados de uma colec¢do bacteriana obtida
de estudos de monitoramento de bactérias Gram-negativas clinicamente significantes
OneBR,

http://www.onehealthbr.com/). Os isolados correspondem a cepas de importancia clinica.

circulando na interface humana-ambiente-animal (projeto
Os resultados contém informacdes obtidas a partir de 102 cepas: Klebsiella pneumoniae
(n=33), Escherichia coli (n=50) e Salmonella (n= 19). Como controles foram incluidas
as cepas ATCC de Klebsiella pneumoniae (n= 2), Escherichia coli (n=2) e Salmonella
spp.(n=4) (Tabela 2).

Os genomas dos isolados estudados foram obtidos por sequenciamento completo
utilizando as plataformas Illumina MiSeq e/ou NextSeq. As informacdes e identificacdo

dos isolados selecionados para este estudo sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas e genotipos de resisténcia das cepas selecionadas

Numero de cepas Origem Espécie Pais Ano de

isolamento

24 Humano K. pneumoniae BR 2003- 2019

13 Ambiente aquético K. pneumoniae BR 2011

1 Animal de producgéo K. pneumoniae BR 2011

2 Animal de companhia K. pneumoniae BR 2015

4 Animal silvestre K. pneumoniae BR 2017

1 Ambiente doméstico K. pneumoniae BR 2017

1 Alface K. pneumoniae BR 2018

1 Rucula K. pneumoniae BR 2018

11 Humano E. coli BR/BO 2012- 2017

8 Animal de companhia E. coli BR 2013

3 Ambiente aquético E. coli BR 2016

3 Animal de produgéo E. coli BR 2014

1 Alimento E. coli BR 2013

2 Animal silvestre E. coli BR 2017-2018

2 Animal silvestre E. coli CH 2018

1 Espinafre E. coli BR 2018

2 Repolho E. coli BR 2018

3 Alface E. coli BR 2018

1 Alimento frango salgado S. Enteritidis BR 2012

4 Alimento frango de corte S. Heidelberg BR 2016

1 Animal S. Infantis BO 2018

1 Alimento carne de frango S. Infantis BR 2015

1 Infecgdo humana S. Muenchen BR 2013

1 Alimento carne de frango | S. Minnesota BR 2010

4 Alimento frango de corte S. Typhimurium BR 2015

1 Alimento figado de suino S. Typhimurium BR 2000

1 Humano S. Typhimurium ARG 2014

1 Alimento carne de suino S. Typhimurium BR 2000

1 Alimento carne de frango S. Typhimurium BR 2010

Legenda: BR: Brasil, CH: Chile, ARG: Argentina, BO: Bolivia


http://www.onehealthbr.com/
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Foram utilizadas cepas ATCC como controle para a padronizacdo dos métodos de

microdiluicdlo em caldo para determinacdo das CIMs aos metais. Dados do
sequenciamento de algumas cepas ATCC foram obtidas da base de dados GenBank
(Tabela 2).

Tabela 2. Cepas ATCC selecionadas para o presente estudo

Identificagdo  Espécie NuUmero de acesso
ATCC 25922 E. coli CP009072
ATCC 8739 E. coli NC_010468.1

ATCC13883 K. pneumoniae ~ JOOWO00000000
ATCC700603 K. pneumoniae = CP014696
ATCC14028 S. Typhimurium  MTFWO00000000.1
ATCC 10708  S. Choleraesuis  NZ_CP012344.2
ATCC 6537 S. Typhi -

ATCC 13076  S. Enteritidis LSHA00000000.1

3.2 Recuperacéo dos isolados

Os isolados previamente armazenados em glicerol, no freezer -80 °C, foram
reativados inoculando 30 pL em tubos contendo 3 mL de caldo BHI e, posteriormente

incubadas em estufa a 37 °C durante um periodo de 18-24 h.

3.3 Determinacdo da CIM (concentragdo inibitéria minima)

N&o ha padrdes para testar CIMs de herbicidas e metais pesados, contudo foi
realizado o protocolo de teste de suscetibilidade de acordo com Wiegand et al., (2008),
que estd em conformidade com os padrdes CLSI. A concentracdo inibitéria minima
(MIC) das cepas foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton
cation ajustado, o qual foi disposto em placas de polietileno com 96 pocos, cada qual com
100 pl de caldo liquido, as cepas foram semeadas com um auxilio de uma al¢a de metal
nas devidas concentracdes estabelecidas- e em outra placa para controle foram semeadas
as cepas ATCC. Estas foram incubadas a 37°C durante 16-24h. A concentragdo minima
de cada metal pesado que inibiu o crescimento do isolado foi definida como sua CIM. Os
sais de metais pesados utilizados foram o Tecls (tetracloreto de telurio), AgClI (cloreto de
prata), AsCls (cloreto de arsénio) e HgCl. (cloreto de mercurio), estes metais foram
utilizados na formulacdo cloreto pois sdo solGveis em agua e sdo considerados
biodisponiveis em diversos ambientes, estes metais foram testados nas concentragdes
(512 pg/mL na concentragdo inicial mais alta & 1 pg/mL na concentragdo final).
(AZAM et al., 2018). Para o teste com o herbicida glifosato também foi determinada
CIM, utilizando os produtos glifosato (SIGMA, PESTANAL, Produto n° 45521); Peso
250 mg na concentracdo Inicial (Cl): 15 mg/mL e Final (CF): 0,012 mg/mLe o produto
BioCarB(1%) sal de Glifosato na Cl: 5 mg/mL e CF: 0,009 mg/mL. Usando como


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP014696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MTFW00000000.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LSHA00000000.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6509229/#B59
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referéncia estudos de Bote et al., (2019).

3.4 Extracdo de DNA e Sequenciamento

Os DNAs genémicos de todos os isolados foram extraidos usando um
PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. Todo o genoma foi sequenciado na plataforma
[llumina NextSeq PE (Illumina Inc., San Diego, CA). Usando A ferramenta De Novo. A
montagem dos genomas foram realizados utilizando o CLC Genomics Workbench 12.0.3

ou Unicycler v0.4.8. (https://github.com/rrwick/Unicycler).

3.5 Identificacio de genes de resisténcia a metais pesados in silico

As sequencias de DNA obtidas foram montadas utilizando o programa Unicycler
e/ou CLC (WYCK et al., 2018); ap6s a montagem, os contigs foram anotados
automaticamente utilizando o programa PROKKA (MARTINS et al., 2018). O contetido
anotado foi a base para a selecdo de genes e proteinas que podem estar relacionados com
a resisténcia aos metais pesados, estes que ja estdo descritos nos bancos de dados publico
com o GenBank (NCBI).

A andlise dos genes de interesse foi realizada pelo programa BLASTN, através da
plataforma do NCBI e atraveés de um comando de linha realizado a partir do programa
Abricate que abriga um banco curado com os genes de interesse. Os genes que obtiveram
na curadoria 98% de identidade e cobertura ao nivel de nucleotideo foram anotados na
tabela 3.

3.6 Analise de genes de resisténcia a metais pesados

Para identificar genes de resisténcia a metais pesados nos genomas, foi utilizado
ABRIicate v1.0.1 (https://github.com/tseemann/abricate) juntamente com bancos de
dados construidos in house com genes de resisténcia a metais pesados. Além disso, para
genomas de K. pneumoniae foi utilizado um banco de dados baseado em genes de
resisténcia a metais pesados contidos no banco de dados Klebsiella locus/sequence do

Institut Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella). Os limites de cobertura e identidade

foram definidos em 98% para ambos.


https://github.com/rrwick/Unicycler
https://github.com/tseemann/abricate
https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella
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3.7 Filogendmica

CSI Phylogeny v1.4 (GARCIA et al., 2020) foi utilizado com configuracdes
padrdo para gerar uma arvore filogenética baseada em polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) com os 18 genomas de K. pneumoniae, juntamente com outros 20 genomas
de isolados K. pneumoniae ST258 oriundos da Australia ,Estados Unidos e Uruguai . A
sequéncia cromossdmica do isolado de K. pneumoniae HS11286 (RefSeq:NC_016845.1)
foi utilizada como genoma de referéncia.

Genes de resisténcia a metais pesados dos genomas contidos na arvore
filogenética foram identificados utilizando ABRicate conforme descrito acima.

A arvore foi enraizada no ponto médio utilizando iTOL v6, que também foi utilizado para
anotar a arvore com os metadados dos isolados e com um heatmap com presencga/auséncia

de genes de resisténcia a prata, mercurio, arsénio e telurio.

3.8 Extracdo de DNA para PCR

Os DNAs genémicos de todos os isolados foram extraidos usando o Kit DNA
GenomicPureLink Extraction da Thermo Fisher, seguindo o protocolo do fabricante. A

concentragdo do DNA foi aferida no NanoDrop.

3.9PCR

Foi realizada a técnica de PCR convencional, utilizando primers especificos
descritos na literatura e alguns desenhados neste estudo. Os primers desenhados neste
estudo foram determinados através da ferramenta PrimerBlast do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e os descritos por Woods et. al. 2009

foram desenhados utilizando o programa Primer3 como descreve 0s autores.

A amplificacdo dos genes-alvo foi realizada em reagdes de 25 pL. contendo 100
ng de DNA; tampdo de PCR 1X [Tris-HCI (pH 8,4)] (Sinapse), 1,6 mM de MgCl:
(Sinapse); 0.2 mM de cada ANTP (Sinapse); 0.2 uM de cada primer e 1-2,5 U de Taq
DNA polimerase (Sinapse). As condic¢des de amplificagdo foram: 1 ciclo de 94 °C por 2
min, 30 ciclos de 94°C por 30 seg, anelamento com temperatura e tempo especificos como
segue a tabela 4, extensdo a 72°C por 1 min; e extenséo final com 1 ciclo de 72°C por 5

min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Foi utilizado o marcador de massa molecular de DNA 1kb Plus (Thermo Fisher
Scientific).
Em relacdo aos primers de Woods et al., foram testados os parametros descritos

na literatura de referéncia, porém a temperatura de anelamento foi adaptada.



3.9.1 Sequéncias de primers dos genes envolvidos na resisténcia e tolerancia a prata
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Para desenhar os primers deste estudo, foram utilizados como base os genes descritos na literatura que estdo envolvidos na resisténcia e

toleréncia a prata, estes que estdo depositados no banco do NCBI, seguindo aa tabela abaixo:

Tabela 3: Genes do banco de NCBI utilizados como base para o desenho dos Primers.

GENE Id (NCBI) Descri¢do Acesso (NCBI) ESPECIE Tamanho PUBMED link
pb
SilA 15486577 Cu(+)/Ag(+) efflux RND NC_021198.1 K. pneumoniae CG43 3147 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23658651/
transporter permease subunit (strain: CG43)
SilA (WP_004098958.1)
silC 39628060 Cu(+)/Ag(+) efflux RND NZ_CP035776.1 K. pneumoniae CG43 1543 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25341126
transporter outer membrane (strain: CG43)
channel SilC
SilE 2657493 protein coding NC_005249.1 K. pneumoniae CG43 549 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15276215/
(strain: CG43)
silF 15486578 Cu(+)/Ag(+) efflux RND NC_021198.1 K. pneumoniae CG43 363 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25341126
transporter periplasmic adaptor (strain: CG43)
subunit SilB (WP_004213579.1)
silS 40046687 copper/silver sensor histidine NZ_CP025516.1 K. pneumoniae CG43 1478 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25341126

kinase SilS

(strain: CG43)



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23658651/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25341126
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15276215/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25341126
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25341126
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Os oligonucleotideos que foram utilizados para a confirmagdo da presenca de

genes Silver in vitro estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados neste estudo, temperatura de anelamento e tamanho dos

primers.
Genes Sequéncia (5’-3°) T° de Tamanho  Tamanho  Referéncia
anelamento do do
primer(pb)  produto
(pb)
SilAF (Foward) | GATGCCAATCCTGACCCCAA  59,4°C (30s) 20 Este estudo
SiIAR (Reverse) | TTACGGGACAATTCCGGGTG  59,4°C (30s) 20 028 Este estudo
SiICF (Foward) | CGCCGAAATAGCCAAACGAG  59,4°C (305) 20 Este estudo
SiICR (Reverse) | AGCGTGTCGGAAACATCCTT  59,4°C (30s) 20 468 Este estudo
SiIEF (Foward) | AACACCGGTTGTACTTCCCC  59,4°C (305) 20 Este estudo
SiIER (Reverse) | CGGTCATACGAGGAGCAGTC  59,4°C (305) 20 224 Este estudo
silSF (Foward) | CACCTGCCCCTTCGTAATGT  59,4°C (30s) 20 Este estudo
SilSR (Reverse) | CCTGCACTCTTCCGTGATGT  59,4°C (30s) 20 766 Este estudo
silBF (Foward) | CAAAGAACAGCGCGTGATTA  56,3°C (30s) 20 Woods et al.,
233 2009
SilBR (Reverse) | GSTCAGACATTGCTGGCATA  56,3°C (30s) 20 Woods et al.,
2009
SilFF (Foward) | CGATATGAATGCTGCCAGTG  55,2°C (30s) 20 224 Woods et al.,
2009
silFR (Reverse) | ATTGCCCTGCTGAATAAACG  55.2°C (30s) 20 Woods et al.,
2009

3.9. 2 Arvore Filogenética

Uma éarvore filogenética foi gerada para as espécies de K. pneumoniae, através

do método de verossimilhanca maxima com os dados gendmicos dos isolados de K.

pneumoniae que obtiveram um MIC de 256-512 pg/mL (foi encontrado in silico os

genes envolvidos na tolerdncia e resisténcia bacteriana) utilizando as configuracfes

padréo do CSI Phylogeny v1.4. A sequéncia de cromossomo da cepa de K. pneumoniae
HS11286 (numero de acesso NCBI RefSeq: NC_016845.1) foi usada como genoma de

referéncia. A arvore foi enraizada no ponto médio utilizando iTOL v6, que também foi

usado para anotar a arvore com origem das amostras, ST (sequencia tipo), CC (clonal

complex) e genes de resisténcia a metais pesados.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da determinacao da CIM aos metais pesados estudados, e seus genotipos de resisténcia sao apresentados na tabela 3.

Tabela 5. Gendtipo e fendtipo de resisténcia aos metais pesados em K. pneumoniae estudadas

ID DA CEPA! ORIGEM | Estado | Anode | ST GENE DE RESISTENCIA AOS METAIS MICs para metais pesados
coleta PASADOS (ug/mL)
HgCl. | Tecls | AgCl AsCls
Ec ATCC 25922 Humano - 2013 73 | tehA, tehB, cusA, cusB, cusC, cusR, cusS 2 8 64 2
Ec ATCC 8739 Humano - - 3021 | arsC, arsB, arsC, arsR, tehA, tehB, silP, silF, 2 4 512 <1
silC, silE, cusA, cusB, cusC, cusR, cusS

Kp ATCC 13883 Humano - - NT | silA, tehA, tehB <1 16 512 <1
Sa ATCC 14028 Humano - - NT | - <1 8 32 <1
Sa 10708 Humano - - NT | - <1 8 16 <1
Sa 6537 Humano - - NT | - <1 16 128 <1
Sa 13076 Humano - - 11 | tehA, tehB, 2 4 32 <1
Kp ATCC 700603 | Humano - - 489 | silAtehB, cusF, cusR 16 8 8 512
Kp KP488 Humano SP/BR 2011 silA, silB, silC, silE, silF, silP, silR, sillS, arsA, 4 <1 512 <1

258 | arsB, arsC, arsD, arsR, merC, merR, merT,
merP, merA, merD, silG, tehA, tehB

Kp KPHU468 Humano SP/BR 2015 29 silA, silC, silE, silF, silB, arsB, arsR, arsD, arsH <1 <1 128 <1
silP cusF

Kp 1194 Humano SP/BR 2011 258 merA, merC, merE, merR, terA, terB, terC, terE, 2 64 64 <1
silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS

Kp KPN535 Humano SP/BR 2011 silA, silB, silC, silG silE, silF, silP, silR, sillS, 2 2 512 4

258 | merC, merR, merD merT, arsB, arsR, arsD, arsH,
tehB, tehA, cusF

Kp BL-1-05(3) Humano | AM/BR | 2013 | 258 | merR, silE silR,silS, silP, tehA 2 2 =512

KPC45 Humano | MG/BR | 2015 | 198 | merR, merC, arsR,arsC, tehA, tehB <1 <1 64

KPBr1 Humano SP/IBR | 2003 | 258 | arsA, arsC, merR, arsB,arsD, tehA, tehB <1 2 | 2512




KpHu421 Humano SP/BR 2012 29 silA, silB, silC, silE, silF, silR, silS, tehA, tehB, <1 8 256 <l
cusF
Kp 1ECKPC Humano LI/PE 2017 258 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, tehA, <1 <l >512 <l
tehB, cusF, arsA, arsB, arsC, arsD , arsR
Kp KpHuU585 Humano SP/BR 2015 29 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silG, arsA, <1 <l >512 <l
arsB, arsC, arsD, arsR, tehA, tehB, cusF
Kp KPBL-III- Humano AM/BR | 2013 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, silG, <1 <l 512 <l
02(1) 307 | arsA, arsB, arsC, arsD , arsR, tehA, tehB, cusF,
merA, merC, merD, merE
Kp KPBL-111-03(1) | Humano AM/BR | 2013 merR, silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, <1 <1 512 <1
198 | silG, arsA, arsB, arsD, arsH,arsR, tehA, tehB,
cusF, merA, merC, merD, merE
Kp Kp148 Ambiente SP/BR 2011 258 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silG, silP, <1 <1 512 <1
aquatico arsA, arsB,arsC, arsD, arsR, tehA, tehB, cusF
Kp IBL2.4 Ambiente | SP/BR 2013 258 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, silG, <1 <1 >512 <1
aquatico arsA, arsB,arsC, arsD , arsR, tehA, tehB, cusF
Kp Kpl71 Ambiente SP/BR 2011 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, merR, <1 <l >512 <l
aquatico 258 | merC, arsH, tehA, tehB, silP, merT, arsB, arsC,
arsD , arsR, cuskF
Kp 606B Animal de | MG/BR | 2011 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, merR, merC, <1 <1 >512 <1
producédo 258 | tehA, tehB, silP, merT, merP, silG, arsA, arsB,
arsC, arsD, arsH, arsR, cusF
Kp KP76 Animal de | PB/BR 2015 <1 4 128 <1
companhia 231
merA, merD, merC, merE, tehA
Kp SIC4 Animal de | SP/BR 2017 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, merT, <1 <l >512 <l
companhia 340 | merC, merR, merP, silG,arsA, arsB,arsD ,
arsR,tehA, tehB, cusF
Kp S8.3 Animal SP/BR 2017 NT silB, silC, silE, silP, silR, sillS, cusS, ausR, cusC, <1 <1 >512 <1
silvestre cusF, cusA
Kp S10 Animal SP/BR 2017 merA, merC, ,merD, silA, silB, silC, silE, silF, 2 16 512 <1
silvestre 11 | silR, sillS. silP, silG, arsA, arsB, arsC, arsD ,
arsR, tehA, tehB, cusF
Kp S7 Animal SP/BR 2017 258 <l 2 64 <l

silvestre

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, tehA, tehB
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Kp S3.2 Animal SP/BR 2017 merA, merC, merD, merE, silA, silB, silC, silE, <1 8 256 <1

silvestre 11 | silF, silR, sillS, silP, silG, arsA, arsB, arsD, arsR,
tehA, tehB, cusF
Kp AKP Ambiente | SP/BR 2017 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, silG, <1 <1 256 <l
L 307
doméstico arsA, arsB arsC, arsD, arsR
Kp ALF301 Alimento: | SP/BR 2016 tehA, tehB, merC, merA, merD, merE <1 16 2 16
Alface 198
Kp RUC232 Alimento: | SP/BR 2016 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, arsA, <1 16 4 512
Racula 2739 | arsB, arsC, arsD, arsR, tehA, tehB, cusF
Kp B29 Humano RN/BR 2010 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, merA, merC, 4 16 512 1

340 | merD, merE, merT, merP, silG, arsA, arsB, arsC,
arsD, arsR, cusF, tehA, tehB

Kp B35 Humano MG/BR | 2016 11 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, silG, <1 16 512 <1
arsA, arsB, arsC, arsD, arsR, tehA, tehB, cusF

Kp B03 Humano RS/MG | 2013 437 | - <1 16 512 |

Kp B17 Humano GO/BR | 2010 443 arsR, silA, silB, silF, silR, silS, silP, tehA, tehB, <1 16 512 <1
cusF

Kp B11 Humano DF/BR 2016 11 | - 4 16 512 <1

Kp B15 Humano PR/BR 2016 11 silA, silB, silC, silE, silF, silR, silS, silP, <1 16 512 <1
merOperon

Kp B16 Humano MG/BR | 2009 437 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, silG, <1 8 512 <1
arsA, arsB, arsC, arsD, arsR, tehA, tehB, cusF

Kp B30 Humano PB/BR 2016 437 | tehA, tehB <1 8 512 <1

Legenda-Tabela: Kp: Klebsiella pneumoniae. ST: Sequéncia tipo, MIC: Concentragéo inibitoria minima. HgClz: Cloreto de mercurio, Tecls. Tetracloreto de telGrio, AgCI:
Cloreto de prata. AsCls . Cloreto de arsénio.

BR; Brasil, DF: Distrito Federal, GO: Goias, LI: Lima, MG; Minas Gerais, PB; Paraiba, PR: Parana,RN; Rio Grande do Norte, RS: Rio Grande do Sul; PB: Paraiba, PR;

Parand, PE; Per(, SP; Sao Paulo,



Tabela 6. Gendtipo e fen6tipo de resisténcia aos metais pesados em E. coli estudadas

IDDACEPA! | ORIGEM | Estado/ | Anode | ST GENE DE RESISTENCIA AOS MICs para metais pesados (ug/mL)
Pais coleta METAIS PASADOS HgCl. Tecls AgCl AsCl3
Ec HECO1 Humano SP/BR 2017 tehA, tehB, merE, merD, merA,merC, merR, <1 2 256 <1
117
arsB,cusA, cusB, cusF, cusC, cusR, cusS
Ec ICBEC79H Humano RN/BR 2016 tehA, tehB, arsB,arsR, arsC, arsB,cusS,, <1 0 256 <1
224
CUSA, cusB, cusF, cusC, cusR, cusS
Ec ICBEC72H Humano RN/BR 2016 101 tehA, tehB, arsC, arsB, arsR, cusS, CusA, <1 <-1 256 <1
cusB, cusC, cusR
Ec 278H Humano SP/BR 2017 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, <1 8 256 <1
624 tehA, tehB, merA, merC, merD, merE,
merR, cusA,cusB, cusC, cusF,terB. terC,
terD, terZ, terW
2Ec 277H Humano SP/BR 2017 NT arsA. arsB, arsR silR, silS, sIB, silP, tehA, 2 8 8 <1
tehB,cusB, cusC,cusF,cusA, cusR, cusS
Ec 14071 Humano PR/BR 2017 224 tehA, tehB, arsR, arsB, silB, silC, silE, <1 0 4 <1
silR,silP, sillS, cusA, cusB, cusC, cusR, cusS
Ec 14462 Humano PR/BR 2017 silP. silB, silR, silS, arsC, arsB, arsR, <1 2 16 <1
NT | merC, merD, merR, cusS, cusR, cusC, cusF,
CUSA
Ec05 Animal de | AM/BR 2013 6993 cusF, cusA, cusB, cusC <1 2 2 <1
companhia
Ec 44924 Animal de SP/BR 2012 - <1 2 2 <1
) 2844
companhia
Ec ICBECG2 Animal de SP/BR 2017 648 tehA, tehB, cusA, cusB, cusC <1 2 4 <1
companhia
Ec ICBECG4 Animal de SP/BR 2017 648 tehA, tehB, cusA, cusB, cusC <1 2 2 <1
companhia
Ec SIC2 Animal de SP/BR 2017 648 tehA, tehB, cusA, cusB, cusC <1 4 4 >512
companhia
Ec SIC1 Animal de SP/BR 2017 tehA, tehB, merE, merR, merD, merA, 8 4 4 >512
. 648
companhia merC, cusA, cusB, cusC
Ec 44921 Animal de SP/BR 2012 457 | ° 4 4 4 >512
companhia




Ec ICBEC2AM Ambiente SP/BR 2016 10 tehA, tehB , arsC, arsB, arsR, cusA, cusF, <1 16 4 >512
aquatico cusC, cusR,cusS
Ec ICBEC3AM Ambiente SP/BR 2016 46 arsR, arsB, arsC, cusS, cusR, cusC, cusB, <1 4 4 16
aquatico cusA, merA, merC, merD, merE
Ec 34VL Animal de SP/BR 2014 23 tehA, tehB, arsB, arsR, cusA, cusB cusC, <1 16 4 512
producédo cusF, cusR, cusS
Ec 13B Animal de SP/BR 2014 arsB, arsR,merA, merC, merD merE, 8 <-1 4 >512
x 23
producéo merR,cusB, cusC, cusF, cusS, cusR
Ec 16VS Animal de SP/BR 2014 23 |~ <1 8 4 <1
producédo
Ec ECCF1 Alimento SP/BR 2013 tehA, tehB, arsR, arsB, arsC, silA, silB, <1 8 4 512
93/- | silC, silE, silR, sillS, silP, merR, cusA,
cusB, cusC, cusF, cusS, cusR
Ec ICBECPX6 Peixe SP/BR 2017 arsC, arsB, arsR, terB, terC, terD, terZ, 4 16 2 >512
marinho 10 | terW, tehA, tehB,merA, merC, merD, merE
merR,cusA, cusF, cusC, cusR,cusS
Ec ECTALHA Animal SP/BR 2017 mera, merD, merE, merR, tehA, tehB, terB, <1 32 4 512
silvestre NT | terC, terD,terZ, terW, arsB, arsC,
arsR,cusA,cusB cusC, cusF, cusR, cusS
Ec 63 Animal NB/CH 2018 106 tehA, tehB, arsA, cusB cusC, cusF, cusR, 0 8 4 512
silvestre
Ec MLT Humano CB/BO 2017 1508 | tehB cusC, cusR 0 16 4 16
Ec IB36 Humano CB/BO 2016 457 | tehA, tehB,cusF,cusA, cusB cusC, cusR 0 8 4 >512
Ec R-3 Humano CB/BO 2017 457 | tehA, tehB,cusF,cusA, cusB cusC, cusR 0 32 4 >512
Ec N1 Humano ARG 2012 tehA, tehB, arsC, arsB, arsC, arsR,cusA, 8 8 4 512
8125
cusF, cusC,cusS, cusR, merC, merD, merE
Ec ESP110 Alimento: SP/BR 2016 arsR, arB, arsC, tehA, tehB,cusA, cusB, <1 16 4 512
. 4012
Espinafre cusF, cusC,cusR, cusS
Ec REP237 Alimento: SP/BR 2016 38 terC, terD, tehA, tehB. cusA, cusB, cusC, <1 32 512 16
Repolho cusF
Ec EM1CRO Ambiente SP/BR 2016 457 tehA,tehB, cusA, cusF, cusB, cusC, cusR <1 4 8 <1
aquatico
Ec ICBEC7TAM Ambiente SP/BR 2016 tehA,tehB, arsR, <1 8 8 512
aquatico 10 | arsB,arsC,silR,silS,silB,silP,cusA, cusB,

cusF, cusC, cusR
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Ec ICBECSBAM Ambiente SP/BR 2016 155 tehA tehB,silB,silR,silS,silP,arsR,arsB,cusA, <1 <-1 8 512
aquatico cusB, cusF, cusC
Ec ICBEC12AM Ambiente SP/BR 2016 1284 tehB, tehA,arsR, arsB, arC, cusA,cusB <1 4 8 512
aquatico cusF, cusC,cusR,cusS
Ec ICBEPXS8 Peixe SP/BR 2016 746 <1 32 4 512
marinho tehA, tehB, arsR, arsB, arsC
Ec 5MCRO Peixe SP/BR 2016 38 <1 4 4 256
marinho tehA, tehB, cusA
Ec MOCRO Peixe PB/BR 2016 131 <1 8 8 32
marinho tehA,tehB,
Ec SIC19 Peixe PB/BR 2016 NT <1 <-1 4 128
marinho -
Ec PBLE39 Peixe PB/BR 2012 NT 8 4 4 128
(5.3mcr) marinho tehA,tehB,arsR,arsB,arsC, merR
Ec 40H Humano SP/BR 2017 tehA,tehB,arsR,arsB, silA, silB, silC, silE, <1 8 8 512
210 | silP, silR, sillS
Ec 50H Humano SP/BR 2017 354 | - 4 2 2 64
Ec 200H Humano SP/BR 3024 | silPsilBsilR,silS,tehA tehB,arsR,arsB,arsC 2 16 8 512
Ec ECPET3 Humano SP/BR 2017 silP,silB,silR,silS,tehA,tehB,arsR,arsB,cusA, 4 64 16 512
212 | cusB,, cusF, cusC,cusR, cusF
Ec ECPET11 Humano SP/BR 2017 tehA, tehB, arsR, arsB, arsC, merR, 16 4 8 512
cusA,cusB, cusC cusF, cusR, cusS, merA,
744 | merC, merD, merE
Ec ECPET13 Humano SP/BR 2017 tehA,tehB,silP,silB,silR,silS,arsR,arsB,arsC, 2 64 16 512
212 | cusA, cusB, cusR cusF, cusC, cusS

Legenda-Tabela: ‘Ec, Escherichia coli. ST: Sequéncia tipo. CIM: Concentragdo inibitéria minima. HgCla: Cloreto de mercurio, Tecls: Tetracloreto de teltrio, AgCl: Cloreto
de prata. AsCls: Cloreto de arsénio. BR; Brasil, PB; Paraiba, RN; Rio Grande do Norte, PR; Paran, AM; Amazonas, SP; Sdo Paulo, NB; Nuble, ARG; Argentina, BO;
Bolivia, CB; Cochabamba.



Tabela 7: Gendtipo e fendtipo de resisténcia aos metais pesados em Salmonella spp. estudadas

ID DA CEPA! | ORIGEM | Estado/ | Anode | ST GENE DE RESISTENCIA AOS CIMs para metais pesados (pg/mL)
Pais coleta METAIS PASADOS HgCL | Tecls AgCI AsClz

Sa ST018 Alimento SP/BR 2016 tehA, tehB <1 4 8 32
Frango de 15
corte

Sa ST019 Alimento SP/BR 2016 tehA, tehB <1 4 8 32
Frango de NT
corte

Sa ST013 Alimento PR/BR 2015 tehA, tehB, terA, terB, terC, terD, terE, 8 128 8 32
Frango de 19 terF, terW, terZ, merA, merC, merD, merE,
corte merR, silR, silB, silS, silP

Sa ST014 Alimento SP/BR 2015 silA, silB, silC, silE, silF, silP, silR, 8 4 >512 32
Frango de 4556 | sillS,merA, merC, merD, merR, tehA,
corte tehB

Sa ST06 Alimento PR/BR 2015 silR, silS,silB, merR, tehA, tehB, terA, terB, 16 64 8 32
Frango de NT terC, terD,terE, terF
corte

Sa ST015 Alimento SP/BR 2015 tehA, silS, silR, silB,silP 2 8 8 32
Estomago 19
de suino

Sa S105 Alimento SC/BR 2015 silP, silE, silB, silC, silR, sillS, tehA, tehB <1 4 8 32
carne de 32
frango

Sa SF10 Alimento SP/BR 2016 tehA, tehB 16 4 4 4
peito de 15
frango

Sa SF12 Alimento SP/BR 2016 tehA, tehB 8 4 8 8
peito de 15
frango

Sa ST2 Alimento PR/BR 2000 merC, merD, merE, merR, terA, terB, terC, 16 16 16 16
Figado de 11 | terD, terE, terF, terW, terZ silS, silR, silB,

suino

silP, tehA, tehB
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SaSTY13 Alimento PR/BR 2000 silB, silR, silS, silP, tehA, tehB, merA, 16 32 16
carne de 19 | merC, merD, merE, merR, terA, terB, terC,
suino terD, terZ, terW

Sa SAL14 Infeccdo SP/BR 2013 112 merE, tehB, terA, terB, terC, terD, terE, 8 32 16
humano terF, terW, terZ, merR, merT

Sa SAL65505 Alimento MS/BR 2010 tehA <1 4 16
Carne de 3088
frango

Sa67A Animal: MS/BR 2018 32 arsH, merR, tehA, tehB <1 4 8
Coruja

Sa 97 Humano ARG 2014 19 | tehA, tehB <l 4 16

30

Legenda- Tabela7: Sa: Salmonella spp. ST: Sequéncia tipo. CIM: Concentragdo inibitéria minima. HgClz: Cloreto de mercurio, Tecla. Tetracloreto de teldrio, AgCl: Cloreto

de prata. AsCls. Cloreto de arsénio. BR; Brasil, PR; Parana, SC; Santa Catarina, MS; Mato Grosso do Sul, SP; Sdo Paulo, ARG; Argentina.
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Neste trabalho foi possivel identificar nos isolados bacterianos genes de resisténcias a
metais pesados, aparentemente para algumas cepas pode existir uma correlacdo com CIMs altas
que poderia ser interpretado como tolerancia. A prata foi o metal para a qual as cepas testadas
apresentaram uma maior tolerancia. Com relacao a isto, o contexto genético do mecanismo de

resisténcia a prata identificado, é apresentado na Figura 3.

Figura 3: Esquema ilustrativo do contexto genético de genes conferindo resisténcia a prata.

Sil Genes
BEE sir > [siE s > silB
1476bp Edbp A95kp 13E6hp GE1bp 1293bp 314 7hp

-
11.310bp

1bp
K. pneumaoniae

[site > SRR sils [ sic > ISR ISEp | sic >

247Bbp 3147bp 1293bp 1386bp t81bp 1476bp 4450
1bp E. coli 11.3mbp
sile_> [SIATED sie > sic SR ISR | sic >
2478bp  3147Bp 1293bp 1386bp E81bp 1482bp 432bp
1be 10,899
Salmonella spp. EHhp

Legenda Figura 3: A disposi¢do dos genes foi predito utilizando anélises de nucleotideos com a ferramenta
BlastN e Map to Reference usando o software Geneious.

Fonte: Este estudo.

O metal prata é altamente tdxico para 0s microrganismos, porém pode existir uma
selecdo e adaptacdo para este composto, decorrente de uma exposicdo constante ao metal. Estes
genes de resisténcia podem estar presentes no cromossomo, mas é mais comum em plasmideos
(POOLE, 2017; ZHANG et al., 2018).

De acordo com os resultados deste estudo as cepas que continham os genes do operon
sil apresentaram uma CIM de 256-512 ug/mL, o que corrobora os estudos de Randall (2015),
no qual as cepas de E. coli estudadas que continham o operon sil completo apresentaram uma
CIM a AgNOs de 256 pg/mL.

Foi possivel observar que a Klebsiella pneumoniae possui uma maior tolerancia ao
metal prata com uma concentragdo CIM em média de 512 pg/mL. Este valor da CIM corrobora
0s estudos de Bernardo et al (2019), onde cepas de K. pneumoniae apresentaram CIMs > 600
pg/mL. Esta espécie foi predominante em termos de carregar o operon sil (silABCERSF).

K. pneumoniae € um patdgeno de importancia clinica presente em queimaduras e

infec¢cdes nosocomiais, € uma Enterobacteria cosmopolita, gram-negativa, ela é responsavel por
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infeccbes comunitarias associadas a pneumonia e infecgdes do trato urinario, esta presente em
varios ambientes ecoldgicos, em humanos/animais e até em ambientes naturais como rios
poluidos (WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011; CERDEIRA, 2019; BEN et al.,
2021).

Figura 4. PCR com os genes de interesse de Prata. Isolado

1kb - C- silA silC silE  silS silB silF | silA silC silE  silS silB  silF  1kb

Legenda Figura 4: A: Isolado KPHU568 (ST29) K. pneumoniae, B: Isolado KPBLII02 (ST 307)- K.
pneumoniae. 1kb: Marcador molecular 1kb. C-: Controle negativo.

Fonte: Este estudo.
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Figura 5. Arvore filogenética com isolados de Klebsiella pneumoniae

N
S
Q 2
8 Y mownoaretOoMEEEnogqe2T T
b S83nseesssoocllBRLgLELEEE  °
KPBL-1I-03  198/- BR (2013)
KPBL-III-02  198/- BR (2013)
AKP 307/307 BR (2017)
I e KpHu585  29/29 BR (2015)
<) S3.2  11/258 BR (2017)
KP488 11/258 BR (2011)
S10  11/258 BR (2017)
B35 11/258 BR (2016)
IBL2.4  11/258 BR (2013)
606B 340/258 BR (2011)
1ECKPC 340/258 PE (2017)
SIC4 340/258 BR (2017)
Kp171 340/258 BR (2011)
B29 340/258 BR (2010)
KPN535 340/258 BR (2011)
B16 437/258 BR (2009)
{ Kp148 437/258 BR (2011)
GCA_021949875.1 258/258 US (2017)
GCA_003574335.1 258/258 Uy (2011)
GCA_001238585.1 258/258 AU (2014)
GCA_021948495.1 258/258 US (2016)
GCA_021945495.1 258/258 US (2017)
GCA_021948135.1 258/258 US (2016)
GCA_021947745.1 258/258 US (2017)
GCA_015912485.1 258/258 UY (2018)
GCA_012102235.1 258/258 BR (2014)
GCA_011601045.1 258/258 BR (2014)
GCA_021945155.1 258/258 US (2016)
GCA_022316225.1 258/258 US (2015)
GCA_022316075.1 258/258 US (2012)
GCA_000597905.1 258/258 US (2010)
GCA_000598005.1 258/258 US (2010)
GCA_021950235.1 258/258 UsS (2017)
GCA_021948055.1 258/258 US (2018)
GCA_021946235.1 258/258 US (2016)
GCA_021951025.1 258/258 US (2016)
GCA_021948035.1 258/258 US (2018)
Tree scale: 1
Origem: Genes de resisténcia: Pais:
® Humano ‘:I Prata AU Australia
» Ambiente aquatico .
- BR Brasil
Ambiente doméstico |:| Mercdrio
s . PE Peru
B Animal de companhia D Arsénio

B Animal de producgéo US Estados Unidos

B Animal silvestre B Telrio UY Uruguai
Legenda- Figura 5: Origem das amostras, MLST (tipagem de sequéncias multiloco) em colorido representa a

presenca do gene, em branco a auséncia de genes de resisténcia a metais pesados. 1ST: tipo de sequéncia. 2CC:
complexo clonal. BR: Brasil, AU: Australia US: Estados Unidos, UY: Uruguai.
Fonte: Este estudo.
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Na analise filogendmica como é possivel observar na Figura 5, 76,07% do genoma de
referéncia foi coberto por todos os genomas analisados, correspondendo a 4.057.511 posicdes.
A contagem de SNP entre os genomas variou entre 6 e 17.748.

Foi construida uma arvore filogenética de 37 isolados de K. pneumoniae, 17 utilizadas
neste estudo e 20 isolados selecionados do NCBI de K. pneumoniae ST258, uma anélise in
silico para comparar uma possivel disseminacdo de genes envolvidos na resisténcia/tolerancia
ao metal prata. E possivel observar que 81% destes isolados possuem 0s genes
SilABCEFGPRS que estdo envolvidos na resisténcia/tolerancia a prata e arsABCDR que estao
envolvidos na resisténcia/tolerancia ao arsénio.

A prata é utilizada ha anos como um agente antimicrobiano; bactérias resistentes a este
metal tém sido isoladas em ambientes clinicos e ndo clinicos, ela também é utilizada em filtros
de agua, em tratamentos para dgua potavel e até como algicida para piscinas. Queimadurase
feridas tém sido comumente tratadas com compostos de prata, que também sdo usados em
uma grande variedade de produtos (ndo) médicos, em infec¢des de feridas como em curativos
contendo prata e em filtros de agua, o que interfere na satde publica pois como observado neste
estudo essas cepas que possuem uma maior tolerdncia a prata, sdo de amostras humanas
(BERNARDO et al., 2019; BEN et al., 2021).

A prata é utilizada com frequéncia em hospitais e ambulatérios, este metal € classificado
como um agente desinfetante eficiente, que pode ser utilizado em varios revestimentos de
produtos e aparelhos médicos. A resisténcia a prata foi recentemente relatada em diversos
estudos no qual foi classificado comoum problema emergente no género Enterobacteriaceae
(HANCZVIKKEL et al., 2018).

Neste estudo foi possivel observar que as cepas de K. pneumoniae com 0 ST258 tiveram
uma maior predominancia e alta tolerancia a prata com CIM de 64-512 pug/mL em isolados de
amostras de humanos, esta cepa € considerada um clone de alto risco, multirresistente que pode
causar infeccOes hospitalares graves associadas a assisténcia a saude em todo o mundo,
representando uma séria ameaca aos pacientes.

A resisténcia de alto nivel a prata pode evoluir rapidamente como consequéncia de uma
mutacdo de ponto Unico no gene cusS do sistema de efluxo cusCFBARS codificado
cromossomicamente ou no gene silS do plasmideo. (, neste estudo foram identificados em
alguns isolados 0s genes cusABC e uma maior predominancia do cusF, no qual foi identificado
em 54% dos isolados de K. pneumoniae e E. coli. O cusF é uma proteina periplasmatica
envolvida no transporte de ions de prata (GARCIA et al., 2012; RANDALL et al., 2015;
HANCZVIKKEL et al., 2018).
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De acordo com Hanczvikkel et al., (2018), cepas de K. pneumoniae ST258 em recentes
estudos mostraram a alta resisténcia a medicamentos, produzindo a carbapenemase KPC; ela é
considerada um patdgeno nosocomial em todo o mundo, causando epidemias de proporcdes
nacionais e internacionais, e estes isolados também apresentam uma alta tolerancia a metais
(cobre, prata e arsénio). Os clones que sdo multirresistentes e de alto risco de como a K.
pneumoniae ST258 sdo capazes de evoluir e transmitir resisténcia de alto nivel a prata.

As nanoparticulas de prata (NAg) possuem propriedades fisico-quimicas uUnicas e
atividade antibacteriana de amplo espectro, esta formulacdo da prata esta presente em muitos
produtos da area da saude. Muitos estudos relatam bactérias resistentes a prata. Como citado
anteriormente a resisténcia a prata cationica (Ag*) foi identificada ha muitos anos, mas
recentemente descobriu-se que a resisténcia bacteriana ao NAg, a exposi¢do de bactérias a
metais pesados toxicos como a prata pode induzir o surgimento de resisténcia ou tolerancia a
antibidticos atraves do processo de co-selecdo (OLIVER et al., 2021).

Em um ambiente aquoso, 0 NAg pode interagir com o oxigénio molecular (O2), o0 que
leva a dissolucdo oxidativa, levando a lixiviacdo de ions de prata (Ag* ) da nanoparticula, que
séo cruciais para a atividade antibacteriana do NAg (OLIVER et al., 2021).

As nanoparticulas de metal, como as de prata (AgNPs) sintetizadas usando métodos
fisicos, quimicos ou bioldgicos, possuem atividade antibacteriana promissora, como exemplos
nas aplicagdes em curativos compostos ou hidrogéis para o tratamento de infec¢des de feridas
topicas. Ao longo de varios anos, um namero crescente de estudos foi publicado descrevendo
o fendmeno da resisténcia em espécies bacterianas em resposta a diferentes formas de agentes
de prata, incluindo NAg (MULANI et al., 2019; OLIVER et al., 2021).

Para 0 metal telrio, uma cepa de K. pneumoniae carregando os genes terABCDEWXY
de resisténcia, apresentou uma CIM de 64 pug/mL ao teltrio. Duas bactérias que possuem uma
CIM de 64-128 pg/mL de Salmonella enterica foram encontrados os genes tehA, tehB,
terABCDEF. Essas bactérias possuem uma variedade de mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos como metais pesados que as tornam capazes de tolerar elevadas concentragdes
destes elementos toxicos, para a sua sobrevivéncia elas possuem mecanismos de absor¢édo e
adsorcdo de metais (MALTMAN, 2017; MUNAR; TAKAHASHI e OKAMURA, 2019).

De todas as cepas de E. coli estudadas (46), 61% destas cepas possuem
0 operon tehAtehB presente em cromossomo, 0s CIMs variaram de 4-128 pg/mL, este operon
medeia a resisténcia ao telurito de potassio (K2TeOs). Um ambiente redutor de elétrons é
necessario para tehAtehB mediar altos niveis de resisténcia ao telurito de potassio. Também

pode existir o mecanismo de resisténcia enddgena ao telurito que envolve os processos de tiol
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redox, nitrato redutase e superoxido dismutase. Os resultados desse trabalho corrabora com os
estudos de Turner, Weiner e Taylor (1995) que também obtiveram CIM em E. coli de 128
pg/mL, esta cepa também possuia o operon tehAB (CHASTEEN et al., 2009).

Durante os ultimos anos, as aplicacdes de Te nas industrias eletronicas, Otica, baterias e
de mineracéo se expandiram, aumentando a contaminagdo ambiental por este metal, permitindo
o0 isolamento de varias bactérias resistentes ao telurito de ocorréncia natural e da clinica. A
resisténcia ao telrio esta relacionada com a presenca de genes e proteinas responsaveis na
exclusao ou desintoxicacao desse metal, sdo genes de manutencdo como flavoproteinas ligadas
a membrana celular e oxidorredutases citosélicas importantes na resisténcia ao telurio,
susceptibilidade, transporte, ligacdo, acumulacéo, influxo/efluxo e reducdo de ions deste metal
(MALTMAN, 2017; MUNAR; TAKAHASHI e OKAMURA, 2019).

Foi possivel observar que 24 cepas de E. coli tiveram um CIM alto para o metal arsénio
de 256-512 pg/mL, destas apenas 18 cepas carregam 0s genes arsRB ou arsRBC; a maioria
destas amostras sdo isolados de animais de producdo e de peixe marinho. O pescado tem sido
reconhecido como a maior fonte de arsénio que possui forma orgéanica e inorganica, sendo a
organica a mais frequente, a arsenobetaina é a forma organica mais abundante em peixes
(SILVA, 2016).

O arsénio (As) ocorre de forma natural nos ambientes terrestres e aquaticos, é um
produto do intemperismo das rochas e eroséo de solos, em fontes antropogénicas estdo presentes
nas atividades de mineracdo, no uso de pesticidas e estd presente nos alimentos em varias
formas quimicas, sendo a inorgénica a mais toxica. Como observado nos resultados houve uma
CIM alta nos isolados de animais silvestres e de producéo, ressaltando que na area da medicina
veterinaria o arsénico ainda € utilizado como um agente antiparasitario e como aditivo em racao
animal, pois auxilia o crescimento do animal de forma acelerada (SILVA, 2016).

A contaminacdo por arsénio € um grande problema globalmente, tanto de fontes
humanas quanto geologicas, niveis altos de arsénio sdo encontrados no solo de muitas areas, a
contaminacdo geoldgica de terras agricolas por arsénio é exacerbada pelo uso de &gua
contaminada por este metal na irrigacdo, o que corrobora com os resultados ja que os isolados
de animais selvagens e de producdo obtiveram um CIM mais alta para o metal As. Fontes de
agua potavel geralmente contém alguns microgramas de arsénico por litro ou menos, grandes
quantidades de arsénico podem ser encontradas em fundi¢des de industrias, frutos do mar,
herbicidas, produtos agricolas, em municéo, ligas e placas de chumbo de baterias elétricas; o

arsenito € utilizado na composicdo de alguns herbicidas e 0 arsenato € usado em alguns
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inseticidas. O arsénio é considerado a toxina ambiental mais prevalente (KLAASEN e
WATKINS, 2003).

As bactérias sdo capazes de absorver contaminantes de arsénio e de converté-lo em
outras formas menos nocivas. Como observado nos resultados foi possivel identificar 16
isolados de Escherichia coli com 0s genes que conferem resisténcia ao arsénico que sdo arsBCR
e dessas 7 obtiveram um CIM para arsénico de >512 pg/mL. Os genes envolvidos no processo
de desintoxicacao do arsénio sdo encontrados tanto nos plasmideos quanto nos cromossomos,
0S genes ars sdo organizados como operons, como arsRBC (o mais comum encontrado em E.
coli), arsRABC e arsRDABC (EDMUNDSON e HORSFALL, 2015; SUTTERLIN et al.,
2018).

Os resultados da CIM deste trabalho do arsénio corrobora com os estudos de Sutterlin
et al., (2018), no qual todas as cepas com CIMs de arsenito de sédio foi de 128 pg/mL,
carreando o0 operon cromossdmico arsRBC ou arsRDABC; arsB €é a proteina repressora do
operon, 0 mecanismo de resisténcia ao arsénio nativo de E. coli é codificado em um operon que
contém os genes arsRDABC (SUTTERLIN et al., 2018).

E possivel observar nos resultados que 23 cepas possuem uma CIM de 64-512 pg/mL
ao cloreto de arsénio, porém ndo foi encontrado o operon ars in silico, é possivel que haja outros
genes envolvidos nessa resisténcia, a mesma situacdo ocorreu para a resisténcia a prata em
alguns isolados de E. coli e Salmonella.

Em relagdo ao mercurio nas bactérias Gram-negativas, a resisténcia a este metal
necessita da presenca do operon merRTPADE. 19 isolados deste estudo tiveram uma CIM de
4-16 pg/mL, dessas 10 isolados possuem o merR; em algumas cepas ha a presenca dos genes
merR, merC emerT. O gene merR foi predominante nestas cepas estudadas, este gene é
responsavel por codificar uma proteina regulatéria dos ions de mercurio que tem a maior
seletividade destes ions, a maior prevaléncia deste foi em amostras de humano. Foi
encontrado em um isolado de Salmonella spp. os genes merRET, esta cepa teve um CIM de
mercurio de 8 pg/mL, o merT codifica um sistema de captacao de ions H*, o merE ndo tem
funcéo conhecida, porém algunsestudos citam que este gene pode ter funcéo de transporte de
fons. Estudos de Azam et al., (2018) teve uma CIM de 7,8 pg/mL ao cloreto de mercurio em
isolados de E. coli, corroborando com os resultados deste estudo (CHIOU, 2015; AZAN,
2018).

Nos microrganismos, a resisténcia a maioria dos metais normalmente ocorre por efluxo,
a fim de remover metais do citoplasma e sequestro extracelular do contaminante. O metal
mercurio é usado na producdo de cloro e soda caustica, amalgamas dentarias, fungicidas (na

preservacdao de plasticos, madeira e papel), em aparelhos de hospitais (termémetros,
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barémetros, esfigmoman6émetros), em tintas em preparagdes farmacéuticas e 6leos lubrificantes
(KRASTANOQV et al., 2013; POOLE, 2017; ZHANG et al., 2018).

Espécies bacterianas resistentes podem sobreviver em ambientes contaminados com
metais pesados e outros compostos, como a K. pneumoniae e E. coli que sdo Enterobacterales
ou seja sdo bacilos Gram-negativos, da familia Enterobacteriaceae, estas cepas sdo patogénicas
e podem causar infecches oportunistas em pacientes internados em hospitais ou
imunocomprometidos, elas se localizam em tratos respiratorios e em vias urinarias
(GAYLARDE et al., 2005; CERDEIRA, 2019).

A resisténcia a metais esta relacionada a mecanismos especializados, como a
internalizacdo do metal, alguns microrganismos exibem uma ou mais combinacBes de
mecanismos de resisténcia, mas o principal mecanismo que regula as concentracdes
intracelulares de metal estd relacionado ao transporte de membrana, que podem estar
envolvidos com bombas de efluxo (DOPSON e HOLMES, 2014).

A bomba de efluxo, conhecida também como sistemas de transporte ativo, € 0 maior
sistema de resisténcia a metais, podem estar em plasmideos ou cromossomos. Por meio de
sistemas de transporte de nutrientes e alguns metais ndo essenciais que podem entrar na célula,
eles sdo rapidamente exportados do citoplasma através dessas bombas de efluxo e ajudam a
evitar danos aos componentes celulares (IMFELD, G. e VUILLEUMIER,2012; NEETA;
MAANSI; HARPREET, 2016).

Os metais pesados sdo elementos quimicos altamente reativos e bio-acumulativos, ou
seja, acumulam-se com o tempo no organismo que € incapaz de elimina-los; neste projeto foi
estudado experimentalmente cloretos dos metais prata, arsénico, teldrio e mercurio, estes que
tém sido utilizados como agentes antibacterianos desde os primordios, a prata (Ag) tém sido
utilizados para manter a qualidade em &gua potavel armazenada, vérios sais metalicos, como
mercurio (Hg), teldrio (Te) e arsénico (As) eram utilizados no tratamento de doengas
infecciosas como hanseniase, tuberculose, gonorreia e sifilis. Mais recentemente, metais como
a prata tornaram-se amplamente utilizados em varios produtos e desinfetantes, que sdo usados
regularmente em hospitais, industrias e outros locais para higienizagdo (DOPSON e HOLMES,
2014).

Em relagdo ao herbicida glifosato foi possivel fazer a analise fenotipica de 54 isolados
e genotipica de 90 cepas (dados na tabela 8 suplementar em anexo). Neste estudo ndo foi
possivel fazer a relacdo entre o experimento de bancada com os dados in silico com este
herbicida, ja que os isolados tiveram uma média de CIM de 437-935 pug/mL com estudos de
Gly puro (SIGMA) e um CIM de 1875-7500 pg/mL com o Glifosato da BioCarb (1%), diferente
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dos estudos de Bote et al., (2019) que observaram valores de CIM para E.coli que variaram de
1250 & 20.000 pg/mL para GLY e 20.000 a 80.000 pg/mL para glifosato com a formulacéo de
sal.

O glifosato é o herbicida mais utilizado em todo o mundo, tem alta toxicidade, é
utilizado para matar ervas daninhas em producdes agricolas; porém ndo ha padrdes estipulados
no estudo de resisténcia a esse composto em microrganismos que infere a importancia de novos
estudos neste tema tdo importante que engloba a satde Unica. Em relacdo ao genes encontrados
in silico, 31 cepas apresentam pelo menos 1 gene do operon phnC-P (composto por 14 genes),
destas apenas 7 possuem 10 a 14 genes do operon estas que obtiveram uma CIM de 312,5
pg/mL (Gly puro-SIGMA) e 3750 pg/mL (Glifosato 1%-BioCarb).

Estudos identificaram a via bioquimica responsavel pela transformacdo do fésforo do
glifosato, que é uma fonte de fdsforo atil para microrganismos, os genes phnC-P codificam as
enzimas para essa Vvia, estdo amplamente difundidos entre as espécies bacterianas. Também foi
identificado o gene aroA em 21 cepas de E. coli e 16 cepas de Salmonella spp. e em nenhum
isolado de K. pneumoniae, a atividade da 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase da via do
glifosato (codificada por aroA) de muitas espécies bacterianas é insensivel ao glifosato. De
acordo com novos estudos ha outros genes envolvidos na tolerancia ao glifosato que ainda estdo
sendo estudados e identificados. (SUN et al., 2005; JENSEN, ZECHEL e JOCHIMSEN, 2014).

5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel identificar e avaliar cepas bacterianas com uma tolerdncia aos
metais, estas que carreiam genes de resisténcia/tolerancia a metais pesados altamente toxicos,
com uma maior predominancia de genes de resisténcia ao metal prata, que corroborou com os
testes fenotipicos. Uma limitacdo do estudo tem sido a dificuldade para definir uma cepa como
resistente a0 metal, uma vez que ndo existem critérios definidos e padronizados
internacionalmente. Essa area de resisténcia a metais pesados e agrotoxicos necessita de mais
estudos e protocolos padronizados para o auxilio de novas pesquisas, € de extrema
importancia esse tema na abordagem de Saude Unica no qual proporciona um melhor
entendimento das comunidades microbianas em diversos ambientes, inclusive na area de
bioindicadores e biorremediacéo, € algo promissor e inovador para o nosso futuro.

Foi possivel padronizar a técnica de PCR com os genes de interesse envolvidos na tolerancia a
prata e foi montado um banco de dados curado manualmente para o desenvolvimento deste

projeto.
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ANEXOS

Tabela 8. Gendtipo e fenétipo de resisténcia ao herbicida Glifosato nas Enterobacterales estudadas

CIM Glifosato CIM Glifosato
Origem | GENES de Resisténcia SIGMA (15 Biocarb 10
ID ao Glifosato mg/mL) mg/mL
Ec ATCC 25922 | Humano - 312 1875
Ec ATCC 8739 Humano | aroA, phnFGHJKLMN 312 1875
Kp ATCC 13883 | Humano - 312 1875
Sa ATCC 14028 Humano - 312 1875
Sa 10708 Humano - 312 1875
Sa 6537 Humano - 312 1875
Sa 13076 Humano aroA 312 1875
Kp ATCC 700603 | Humano - 312 1875
Kp KP488 Humano - 312 1875
Kp KPHU468 Humano - 625 3750
Kp 1194 Humano - 312 1875
Kp KPN535 Humano - 312 3750
Kp KPC45 Humano } 312 1875
Kp KPBrl1 Humano } 312 1875
Kp KpHu421 Humano ) 312 3750
Kp 1IECKPC Humano - 312 3750
Kp KpHu585 Humano } 625 7500
Kp KPBL-111-02(1) | Humano B 312 7500
Kp KPBL-111-03(1) | Humano ) 312 7500
Ambiente -
Kp Kpl48 aquatico - -
Ambiente -
Kp1BL2.4 aquético - 7500
Ambiente -
Kp Kp171 aquatico 625 7500
Animal de -
Kp 606B producéo 625 7500
Animal de -
Kp KP76 companhia 625 7500
Animal de -
Kp SIC4 companhia 625 7500
Kp 8.3 Aln'ma'
silvestre | bhnCDFGHIJKLMNOP 1250 7500
Kp S10 Ammal
silvestre 1250 7500
Kp S7 Anlmal
silvestre 1250 7500
Kp S3.2 Animal
silvestre 1250 7500




Kp AKP

Ambiente

doméstico 1250 7500
Ec HECO1 Humano - 1250 7500
Ec ICBEC79H Humano aroA, phnkK 625 7500
Ec ICBEC72H Humano aroA, phnDk 625 3750
Ec 278H Humano phnE 3125 3750
Ec 277H Humano aroA , phnJ 3125 3750
Ec 14071 Humano aroA , phnK 3125 3750
Ec 14462 Humano aroA,
phnCDFGHIJKLMNOP 312,55 3750
Ec EcO5 Animal r(]j_e
companhia | aroA, phnCDFGHIJKL 3125 3750
Ec 44924 Animal de
companhia - 312,5 3750
EcICBECG2 | Animal ﬁ.e
compannia aroA, phnk 312,5 3750
EcICBECG4 | Animal ﬁ.e
compannia aroA, phnE 312,5 3750
EcSIC? Animal r(]j_e
companhia aroA, phng - 3750
EcSICl Animal r?e
companhia aroA, phng 625 3750
Ec 44921 Animal de
companhia - 3125 3750
Ec ICBEC2aM | Ambiente
aquatico } 625 58
Ec ICBEC3AM | Ambiente
aguatico aroA 1250 7500
Ec 34VL AnlrJ]aINde
producao aroA, phnL 312,5 7500
Ec 13B Anlr(;1al~de
producdo aroA, phnDL 78 7500
Ec 16VS Anlmal~de
produgdo . 312,5 7500
. aroA,
Ec ECCF1 Alimento phnFGHIKLMNOP 3125 7500
Peixe aroA,
ECICBECPX® | marinho | phnCDFGHIJKLMNOP 3125 3750
Ec ECTALHA Aln'ma'
stlvestre aroA 312,5 3750
Ec 67B 'f]”'ma'
stlvestre aroA 3125 3750
Ec 63 Anlmal
silvestre } 312,5 7500




Ec MLT

Humano

Ec 1B36

Humano

Ec R-3

Humano

Ec N1

Humano

aroA,
phnCDFGHIJKLMNOP

Sa STO018

Alimento
Frango de
corte

aroA

Sa ST019

Alimento
Frango de
corte

aroA

Sa ST013

Alimento
Frango de
corte

aroA

Sa ST014

Alimento
Frango de
corte

aroA

Sa ST06

Alimento
Frango de
corte

aroA

Sa STO015

Alimento
Estomago
de suino

aroA

Sa SI05

Alimento
carne de
frango

aroA

Sa SF10

Alimento
peito de
frango

aroA

Sa SF12

Alimento
peito de
frango

aroA

Sa ST2

Alimento
Figado de
suino

aroA

SaSTY13

Alimento
carne de
suino

aroA

Sa SAL14

Infecgdo
humano

aroA

Sa SAL65505

Alimento
Carne de
frango

aroA

Sa67A

Animal:
Coruja

aroA

Sa 97

Humano

aroA

Kp ALF301

Alimento:
Alface




Alimento:

Kp RUC232 Rucula . -
Ec ESP110 Al'menfm: aros

Espinafre | phnDFGHIJKLMNOP -

Ec REP237 A;melnt;m:
epolho aroA, phnk -

Kp B29 Humano

Kp B35 Humano

Kp B03 Humano

Kp B17 Humano

Kp B11 Humano

Kp B15 Humano

Kp B16 Humano

Kp B30 Humano

Ec EMLCRO Ambllejnte
aquatico phnE -

Ec ICBECTAM | Ampiente
aquético aroA, -

ECICBEC8AM | Ambiente
aquatico aroA .

Ec ICBEC12AM | Ampiente
aquatico aroA '

Legenda-Tabela 4: 'Ec, Escherichia coli, Kp: Klebsiella pneumoniae, Sa

: Salmonella spp.



Tabela 9. Gendtipo e fendtipo de resisténcia aos metais pesados em K. pneumoniae estudadas

ID DA CEPA!

ORIGEM

ST

GENE DE RESISTENCIA AOS
METAIS PASADOS

GENE DE
RESISTENCIA AOS
ANTIBIOTICOS

Referéncia

Kp ATCC
700603

Humano

489

silA tehB, cusF, cusR

fosA6, mph(A),
aac(6")-1b-cr, blaoxa-1,
catB3, sull, dfrAl4,
aph(3"-la, blactx-m-1s,
blakpc-2, blashv-1e2,
aac(3)-11d, gyrA S83l,
parC S80I, ogxB,
0QXxA, blaokp-s-7, foaA,
0QXxA, ogxB

Elliot et al.,
2016

Kp KP488

Humano

258

silA, silB, silC, silE, silF, silP silR, sillS,
arsA, arsB, arsC, arsD, arsR, merC, merR,
merT, merP,merA, merD, silG, tehA, tehB

aacA4, aac(3)-lla,
blaKPC-2,blaSHV-11,
blaTEM-1B, blaOXA-
2, fosA, ogxA, ogxB,
catAl, dfrA30, sull.

Cerdeira et
al., 2018

Kp KPHU468

Humano

29

silA, silC,silE, silF, silB, arsB, arsR, arsD,
arsH silP cusF

aac(6")Ib-cr, aac(3)-
Ila, aph(6)-Id,
aph(3")-1b, blaSHV-
83, blaTEM-1B,
blaOXA-1, blaCTX-M-
15, ogxB, ogxA,
gnrB1, fosA, catB4,
sul2, tet(A), dfrAl4.

Moura et
al., 2017

Kp 1194

Humano

258

merA, merC, merE, merR, terA, terB, terC,
terE,silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS

aph(3”)-lb, aadAl,
aac(6")-1b3, aac(3)-
I1d, rmtG, aph(6)-1d,
aadA2, blaTEM-1B,
blaSHV-182, ,blaCTX-
M-15, blakPC-2,
blaOXA-9., ogxB,
0QxA, gnrB19,
catAl,ARR-6, sull,
sul2, tet(B), dfrA8,
dfrAl4, dfrAl5.

Cerdeira et
al., 2018

Kp KPN535

Humano

258

silA, silB, silC, silG silE, silF, silP, silR,
sillS, merC, merR, merD merT, arsB, arsR,
arsD, arsH, tehB, tehA, cusF

aadAl, aph(3")-Via,
aph(3"-la, aac(3)- lld,
aadA2, blaSHV-11,
blaKPC-2,blaCTX-M-
15, qnrB19, ogxA,
fosA, cmLA1,sul3,sull,
dfrAl4, dirAl12

Cerdeira et
al., 2018

Kp BL-1-05(3)

Humano

258

merR, silE silR,silS, silP, tehA

aac(6")-Ib-cr, aac(3)-
Ila, aph(6)-Id,
aph(3”)-lb, blaTEM-
1B, blaSHV-81,
blaCTX-M163,
blaOXA-1., aac(6")-1b-
cr, 0gxB, ogxA, gqnrB1,
fosA, catB3,
catAl,sul2, tet(A),
dfrAl4.

Néo
publicado.

KPC45

Humano

198

merR, merC, arsR,arsC, tehA, tehB

blaCTX-M-15,
blaSHV-11, blaKPC-2,
00xB, 0gxA, fosA, sul2.

Cerdeira et
al., 2018




KPBr1

Humano

258

arsA, arsC, merR, arsB,arsD, tehA, tehB

aph(3)-Via, aadAl,
aac(6")-31, blaSHV-
110, blaCTX-M-9,
blalMP-1, ogxB, ogxA,
fosA, sull

Lincopan
et al., 2005

KpHu421

Humano
(blood)

29

silA, silB, silC, silE, silF, silR, silS, tehA,
tehB, cusF

aac(3)-1la, aac(6")Ib-
cr, aph(6)-1d, aph(3")-
Ib, blaCTX-M-15,
blaSHV-83, blaTEM-
1B, blaOXA-1, ogxB ,
0gxA , qnrB66,
aac(6")Ibcr, fosA, sul2,
tet(A), dfrAl4.

Né&o
publicado.

Kp 1ECKPC

Humano

258

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP,
tehA, tehB, cusF, arsA, arsB,arsC, arsD ,
arsk

aadAl6, aacA4,
aadA2, blaTEM-1A,
blaSHV11, blaOXA-
2,blaKPC-2, aac(6')-
Ib-cr, 0gxB, 0gxA,
gnrB52, fosA, mph(A),
arr-3,sull, tet(D),
dfrA27

Cerdeira et
al., 2018

Kp KpHu585

Humano

29

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silG,
arsA, arsB,arsC, arsD , arsR, tehA, tehB,
cusk

aac(3)-1la, aph(6)-Id,
aph(3")-1b, aac(6")Ib-
cr, blaCTX-M-15,
blaSHV-83,
blaTEM1B, blaOXA-1,
0gxB, ogxA, aac(6")1b-
cr, qnrB66, fosA,
catB4, sul2, tet(A),
dfrAl4

Né&o
publicado.

Kp KPBL-I11-
02(1)

Humano

307

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP,
silG,arsA, arsB,arsC, arsD , arsR, tehA,
tehB, cusF, merA, merC, merD,merE

aac(6")-1b-cr, aac(3)-
Ila, aph(6)-Id,
aph(3”)-lb, blaTEM-
1B, blaSHV-81,
blaCTX-M-15,
blaOXA-1, ogxB,
aac(6")-1b-cr,
gnrB1,00xA, fosA,
catB3, catAl,sul2,
tet(A), dfrA14.

Né&o
publicado.

Kp KPBL-III-
03(1)

Humano

198

merR, silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS,
silP, silG, arsA, arsB, arsD, arsH,arsR,
tehA, tehB, cusF, merA, merC, merD,merE

aac(6")-1b-cr, aac(3)-
Ila, aph(6)-Id,
aph(3”)-lb, blaTEM-
1B, blaSHV-81,
blaCTX-M163,
blaOXA-1., aac(6")-1b-
cr, 0gxB, ogxA, gnrB1,
fosA, catB3,
catAl,sul2, tet(A),
dfrAl4.

Né&o
publicado.

Kp Kp148

Ambiente
aquatico

258

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS
,SilG,silP,,arsA, arsB,arsC, arsD ,
arsR,tehA, tehB, cusF

aac(6")1b-cr, aph(3")-
la,blaSHV-11,
blaCTX-M15,
blaOXA-1, blaKPC-2,
0gxB, ogxA, fosA,
mph(A), catB4, catAl,
sull, tet(A), dfrA30

Cerdeira et
al., 2018.

Kp IBL2.4

Ambiente
aquatico

258

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP,
silG, arsA, arsB,arsC, arsD , arsR, tehA,
tehB, cusF

blaSHV-11, blaKPC-
2,0xA, 0gxB, fosA,
tet(A), dfrA30.

Néo
publicado.




Kp Kp171

Ambiente
aquatico

258

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP,
merR, merC, arsH, tehA, tehB, silP, merT,
arsB, arsC, arsD , arsR, cusF

aadA2, aac (3)-11d,
blaSHV-11, blaTEM-
1B, blaKkPC-
2,blaCTX-M-15, ogxA,
00xB, gnrB2, fosA,
catA2,sull, tet(D)

Cerdeira et
al., 2018.

Kp 606B

Animal de
producédo

258

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, merR,
merC, tehA, tehB, silP, merT, merP, silG,
arsA, arsB, arsC, arsD, arsH, arsR, cusF

aadA2, aac(3)-11d,
strA, aph(3)-1a,
aph(6)-Id, blaTEM-1A,
blaSHV-11, blaCTX-
M-15, gnrS1, ogxB,
ogxA, mph(A), catA2,
floR, sull, sul2, tet(A),
tet(D), dfrAl4, dfrAl12

Cerdeira et
al., 2018.

Kp KP76

Animal de
companhia

231

merA, merD, merC, merE, tehA

ant(2")-la, aph(3")-la,
aac(6")Ib-cr, aac(3)-
Ila, aph(3")-1b,
aph(6)-1d, aadA2,
aadAl, blaSHV-1,
blaTEM-1B, blaOXA-
1, blaCTXM-15,00xB,
0QxA, fosA, gnrB1,
mph(A), sul2, sull,
catB4, tet(A), dfrAl4,
dfrAl12, dfrA21

Silva et al.,
2018

Kp SIC4

Animal de
companhia

340

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP,
merT, merC, merR, merP, silG,arsA,
arsB,arsD , arsR,tehA, tehB, cusF

aph(3")-la, aac(3)-11d,
aadA2, blaTEM-1B,
blaCTX-M-15,
blaSHV-11, gqnrB19,
00xB, 0gxA, fosA,
mph(A), sull, tet(D),
tet(A), dfrA12, dfrA25.

Né&o
publicado.

Kp S8.3

Animal
silvestre

617

silB, silC, silE, silP, silR, sillS, cusS, ausR,
cusC, cusF, cusA

blaCTX-M15

Néo
publicado.

Kp S10

Animal
silvestre

11

merA, merC, ,merD, silA, silB, silC, silE,
silF, silR, sillS. silP, silG,arsA, arsB, arsC,
arsD , arsR, tehA, tehB, cusF

aacA4, aac (3)-lla,
blaSHV-11, blaTEM-
1B, blaOXA-2,
blaKPC-2,aac (6') Ib-
cr, 0gxB, ogxA, fosA,
mph(A), catA, sull.

Né&o
publicado.

Kp S7

Animal
silvestre

258

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, tehA,
tehB

aac (3)-11d,
aadA2,rmtB, aph (3")-
Ib, aph (6)-1d,
blaSHV-11, blaTEM-
1B, blaKPC-
2,blaCTXM-14, ogxA,
0gxB,qnrB19, fosA,
erm(42), sull, sul2,
tet(G), dfrA12.

Néo
publicado.

Kp S3.2

Animal
silvestre

11

merA, merC, merD, merE, silA, silB, silC,
silE, silF, silR, sillS, silP, silG,arsA,
arsB,arsD , arsR, tehA, tehB, cusF

aph(3')-la, aacA4,
blaOXA-2, blaSHV-11,
blaKPC-2,blaCTX-M-
2, 00xB, ogxA,
aac(6")lbcr, fosA,
mph(A), catAl,sull

Né&o
publicado.

Kp AKP

Ambiente
domeéstico

307

silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP,
silG,arsA, arsB arsC,arsD , arsR

aph(3")-1b, aac(6")Ib-
cr, aph(6)-1d, blaTEM-
1B,blaSHV-28,
blaOXA-1, blaCTX-M-
15, aac(6")Ib-cr, 0gxA,

Néo
publicado.




0gxB, qnrB66, fosA,
sul2, tet(A), dfrAl4.

Kp ALF301 Alimento: tehA, tehB, merC, merA, merD, merE blactx-m-15, blaoxa-1,
Alface blagnv-11, aac(3)-11a,
aac(6°)Ib-cr, 0gxA,
00xB, drfAl4, catAl,
198 catB3, tet(A), fosA
Kp RUC232 Alimento: silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, blactx-m-15, blaoxa-1, Lopes et
Racula arsA, arsB, arsC, arsD,arsR, tehA, tehB, blatem-1g, blasmv-2s, al., 2017
cusF StrA, strB, aac(6°)I1b-
cr, gnrB66, ogxA,
0gxB, sul2, catB3,
2739 tet(A), fosA
Kp B29 Humano silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS ,merA, Nao disponivel. Fuga et al.,
340 merC, merD, merE, merT, merP, silG,arsA, 2017
arsB, arsC, arsD , arsR, cusF, tehA, tehB
Kp B35 Humano silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, Néo disponivel. Fuga et
11 silG,arsA, arsB,arsC, arsD , arsR, tehA, al., 2017
tehB, cusF
Kp B03 Humano 437 |- Néo disponivel. Fuga et
al., 2017
Kp B17 Humano 443 arsR, silA silB,silF, silR, silS, silP, tehA, Néo disponivel. Fuga et
tehB, cusF al., 2017
Kp B11 Humano 1 - Néo disponivel. Fuga et
al., 2017
Kp B15 Humano silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS,silP, Néo disponivel. Fuga et
11
merOperon al., 2017
Kp B16 Humano silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, Nao disponivel. Fuga et
437 silP,silG, arsA, arsB, arsC, arsD , arsR, al., 2017
tehA, tehB, cusF
Kp B30 Humano tehA, tehB Néo disponivel. Fuga et
437
al., 2017

Legenda-Tabela: Kp: Klebsiella pneumoniae



Tabela 10. Genétipo e fen6tipo de resisténcia aos metais pesados em E. coli estudadas

ID DA CEPA! | ORIGEM | ST GENE DE RESISTENCIA AOS GENE DE Referéncia
METAIS PASADOS RESISTENCIA AOS
ANTIBIOTICOS
Ec HECO01 Humano aph(6)-1d, aph(3")-1b, | Fernandes
blaCTX-M-8, etal., 2018
117 blaTEM1B, blaCTX-
tehA, tehB,merE,merD,merA,merC, merR, M-55,f 0sA3, sul2,
arsB,cusA, cusB, cusF,cusC, cusR, cusS dfrA5.
Ec ICBEC79H | Humano aph (39-la, aadAl, Né&o
994 aac(3)-Via, blaCTX- publicado
tehA, tehB,arsB,arsR,arsC, arsB,cussS,, M-2, sul2, sull, tet(A),
CusA, cusB, cusF,cusC, cusR, cusS mcr- 1
Ec ICBEC72H | Humano 101 tehA, tehB, arsC, arsB,arsR,cusS ,CusA, mer- 1 Fernandes
cusB, cusC, cusR etal., 2016
Ec 278H Humano aph(6)-1d , aadAl, aph | Néo
(3”)-Ib, aadA2, aph publicado
624 silA, silB, silC, silE, silF, silR, sillS, silP, (4)-1a, aac(3)-1V,
tehA, tehB, merA, merC, merD, merE, blaTEM-1B, mcr-1.1,
merR,cusA,cusB,cusC,cusF,terB. terC, mdf(A), catAl, cmLAL,
terD, terZ, terW sul3, tet(A), dfrAl.
Ec 277H Humano aac(3)-1ld, blaTEM- Néo
NT | arsA. arsB, arsR silR, silS, sIB, silP, tehA, 1B,blaSHV-12, mcr- publicado
tehB,cusB, cusC,cusF,cusA, cusR, cusS 1.1
Ec 14071 Humano aph (3°)-la, aadAl, Néo
aadA2, blaCTX-M-8, publicado
224 blaTEM-1A, mcr-1.1,
tehA, tehB, arsR, arsB, silB, silC, silE, mdf(A), cmLAL, sul3,
silR,silP, sillS, cusA,cusB, cusC, cusR, cusS | tet(A), dfrA12.
Ec 14462 Humano silP. silB, silR, silS, arsC, arsB, arsR, aph (3°)-la, aadAl, Né&o
NT | merC, merD, merR, cusS, mcr-1.1, gnrB19, floR, | publicado
cusR,cusC,cusF,cusA sul2, tet(B).
Ec05 Animal de 6993 cusF,cusA, cusB, cusC blaCTX-M-14, Né&o
companhia blaTEM-1B, erm(B) publicado
Ec 44924 Animal de ogaa | - blaCTX-M-8, tetB. Melo L.C
companhia etal., ,2018
Ec ICBECG2 Animal de tehA, tehB, cusA, cusB, cusC aac(3)-Via, aadAl, Fernandes
companhia 648 blaCTX-M-2, gnrB19, | etal., 2018
sull, sul2, tet(B),
blaCTX-M-2
Ec ICBECG4 Animal de tehA, tehB, cusA, cusB, cusC aadA5, blaTEM-1B, Fernandes
companhia 648 blaCTX-M-15, erm(B), | etal., 2018
mph(A), sull, tet(B),
dfrAl7.
Ec SIC2 Animal de tehA, tehB, cusA, cusB, cusC ac(3)-lla, aac(6")Ib-cr, | Nao
companhia aadA5, blaCTX-M15, publicado
648 blaOXA-1,aac(6")Ib-
cr, mph(A), sull,
tet(B), tet(A), dfrA17.
Ec SIC1 Animal de tehA, tehB, merE, merR, merD, merA, aadA5, ant(2”)-1a, Né&o
companhia 648 merC, cusA, cusB, cusC aadAl, blaCTX-M-15, | publicado
catAl, sull, tet(B),
dfrAl7.
Ec 44921 Animal de 457 | ° blaCTXM-2, gnrA, Melo L.C
companhia qnrB etal., 2018
Ec Ambiente 10 tehA tehB , arsC, arsB, arsR,cusA, cusF, mcr-1.1 Fernandes
ICBEC2AM aguatico cusC, cusR,cusS etal., 2017




Ec
ICBEC3AM

Ambiente
aquatico

46

arsR, arsB, arsC, cusS, cusR, cusC, cusB,
CusA, mera, merC, merD, merE

aadAl, aph(6)-Id,
aph(3")-1b,blaTEM-
1B, mcr-1, gnrB19,
catAl, sul2,sull,
tet(A), dfrAl, dfrA8

Fernandes
et al., 2017

Ec 34VL

Animal de
producéo

23

tehA, tehB, arsB, arsR, cusA, cusB cusC,
cusF, cusR, cusS

aph(3)-la, aadAb5,
aac(3)-11d, aph(3")-1b,
aph(6)-Id, blaTEM-1B,
blaCTX-M-15,
gnrB19, mph(A), sul2,
sull, tet(B), dfrAl7

Né&o
publicado

Ec 13B

Animal de
producéo

23

arsB, arsR,merA, merC, merD merE,
merR,cusB, cusC, cusF, cusS, cusR

aph (39-la, aph(6)-Id,
aac(3)-11d, aadA5,
aph(3")-Ib, blaTEM-
1B, blaCTX-M-15,
mph(A), sul2, sull,
tet(B), tet(A), dfrA8,
dfrAl7.

Sartori et
al., 2017

Ec 16VS

Animal de
producéo

23

aph (3°)-la, aadA5,
aac(3)-lld, aph (3)-
Ib, aph(6)-1d, blaCTX-
M-15, blaTEM-1B,
mph(A), sul2, sull,
tet(B), dfrA12

Né&o
publicado

Ec ECCF1

Alimento

93/-

tehA, tehB, arsR, arsB, arsC, silA, silB,
silC, silE, silR, sillS, silP, merR,cusA, cusB,
cusC, cusF, cusS, cusRk

aph(3”')-1b, aph(6)-1d ,
aac(3)-11d, blaTEM-
1B, blaCTX-M-8

Casella et
al., 2015

Ec ICBECPX6

Peixe
marinho

10

arsC, arsB, arsR, terB, terC, terD, terZ,
terW, tehA, tehB,merA, merC, merD, merE
merR,cusA, cusF, cusC, cusR,cusS

aadA5, aph(3")-Ib,
aph(4)-1a, aph(6)-1d,
aac(3)-1Va, blaCTX-
M-2, blaTEM-1B,
mph(A), mph(B),
catAl, floR, sull, sul2,
tet(A), tet(B), dfrA17,
dfrA7

Sellera et
al., 2018

Ec ECTALHA

Animal
silvestre

NT

mera, merD, merE, merR, tehA, tehB, terB,
terC, terD,terZ, terW, arsB, arsC,
arsR,cusA,cusB cusC, cusF, cusR, cusS

aadAl6, aadAl,
aph(3"-la, aac(3)-Vla,
blaTEM-1B, blaCTX-
M-, mdf(A) sull,
tet(A), dfrA27.

Né&o
publicado

Ec 63

Animal
silvestre

106

tehA, tehB, arsA, cusB cusC, cusF, cusR,

blaCTX-M-8

Né&o
publicado

Ec MLT

Humano

1508

tehB cusC, cusR

aph (3"-la, aph(6)-Id,
aph(3")-Ib,
blaTEM1B, blaCTX-
M-69, mcr-1.1,
gnrB19, fosA3, floR,
sul2, tet(A), dfrAl.

Né&o
publicado

Ec 1B36

Humano

457

tehA, tehB,cusF,cusA, cusB cusC, cusR

aadAl, aac(6’)-1b, aph
(3")-Ib, aph(6)-1d
aadA2, blaCTX-M-8,
blaCTX-M-
69,blaTEMN&o
publicado 36
1C,blaOXA-9 , mcr-
1.1, aac(6’)-Ib-cr,
fosA3, mdf(A), floR,
cmlAl, sul3, sul2,
tet(A), dfrA12.

Né&o
publicado




Ec R-3 Humano tehA, tehB,cusF,cusA, cusB cusC, cusR aph (3)-1b, aph(6)-1d, | N&o
457 blaTEM-1B, mdf(A), publicado
mph(A), sul2, tet(B),
dfrA8
Ec N1 Humano tehA, tehB, arsC, arsB, arsC, arsR,cusA, aac(3)-1la ,aac(6")1b3, | Nao
cusF, cusC,cusS, cusR, merC, merD, merE | blaCTX-u-2, publicado
8125 blaTEM1B, blaOXA.,,
aac(6")Ib-cr,sull,
dfrA8
Ec ESP110 Alimento: arsR, arB, arsC, tehA, tehB,cusA, cusB, blacrx-m-15, blatem-18, | Lopes et
Espinafre cusF, cusC,cusR, cusS StrA, strB, aacA4, al., 2017
aac(3)-11d, aac(6")Ib-
4012 cr, aadAb5, sul2,
dfrA17, cmlAl, floR,
tet(A)
Ec REP237 Alimento: terC, terD, tehA, tehB. cusA, cusB, cusC, blacTx-m-15, blaoxa-1, Lopes et
Repolho 38 cusF aac(6’)1b-cr, aadAb5, al., 2017
sull, drfAl7, catB3,
tet(A), mph(A)
Ec EM1CRO Ambiente 457 tehAtehB, cusA, cusF, cusB, cusC, cusR - Né&o
aquatico publicado
Ec Ambiente tehA,tehB, arsR, blacTx-m-s, qnrB5, Fernandes
ICBEC7TAM aquético 10 | arsB,arsC,silR,silS,silB,silP,cusA, cusB, gnrB19 et al., 2020
cusF, cusC,cusR
Ec Ambiente tehA,tehB,silB,silR,silS,silP,arsR,arsB,cusA, | mdf(A), blacrx-m-s, Fernandes
ICBECSAM aquatico cusB, cusF, cusC blacrx-m-ss, blatem-1 et al., 2020
155 gyrA S83L, gyrA
D87Y, parC S80I,
parE S458A
Ec Ambiente tehB, tehA,arsR, arsB, arC, cusA,cusB mdf(A), sull, aadA5, Fernandes
ICBEC12AM aquatico cusF, cusC,cusR,cusS dfrAl7, ant(3")-la, etal., 2020
mph(A), aac(3)-11a,
1284 aac(6")-1b-cr, blactx-w-
15, b|aOXA.1, gyrA
S83L, gyrA D87Y,
parC S80I, parE
S458A
Ec ICBEPXS8 Peixe 746 blatem-1, blacTx-m-ss, Sellera et
marinho tehA tehB,arsR,arsB,arsC dfrAl al., 2018.
Ec 5SMCRO Peixe 38 blacTx-m-14, aac(3)- Fernandes
marinho tehA,tehB, cusA Ila, strA, strB, sul2 etal., 2020
Ec MOCRO Peixe 131 - Fernandes
marinho tehA,tehB, et al., 2020
Ec SIC19 Peixe blakpc-2 , blacx-m-5, Sellera et
marinho NT aadA5, gnrSi, al., 2018.
mph(A), erm(B)], sull,
- tet(B),dfrA17
Ec PB39 Peixe NT - Sellera et
(5.3mcr) marinho tehA,tehB,arsR,arsB,arsC, merR al., 2018
Ec 40H Humano mdf(A), sul3, ant(3")- | Oliveiraet.,
la, cmlAl, aadA2, al 2018
dfrA12, mer-1.1,
aph(6)-1d, aph(3")-1b,
tet(A, blactx-m-s,
aph(3")-la, gyrA S83L,
tehA,tehB,arsR,arsB, silA, silB, silC, silE, gyrA D87N, parC
210 | silP, silR, sillS S80I
Ec 50H Humano - mdf(A), aph(6)-1d, Oliveira et.,
aph(3")-Ib, sul2, al 2018
354 blarem-1a, sul3, aac(3)-




11d, tet(A), aph(3')-la,
sull, floR, dfrAl4,
blaCTx.M.z, me-l.l,
blacrx-m-14, gyrA
S83L, gyrA D87N
parC S80I, parC
E84G, parE 1355T

Ec 200H

Humano

3024

silP,silB,silR,silS,tehA,tehB,arsR,arsB,arsC

mdf(A), sul3, aph(3")-
la, cmLA1, aadA2,
dfrA12, mer-1.1,
aph(6)-1d, aph(3")-Ib,
tet(A), gyrA S83L,
gyrA D87N, parC
S80R, parE L416F

Oliveira et.,
al 2018

Ec ECPET3

Humano

212

silP,silB,silR,silS,tehA,tehB,arsR,arsB,cusA,
cusB,, cusF, cusC,cusR, cusF

blacrx.w-s5, mdf(A),
gyrA S83L

Carvalho et
al., 2020

Ec ECPET11

Humano

744

tehA, tehB, arsR, arsB, arsC, merR,
cusA,cusB, cusC cusF, cusR, cusS, mera,
merC, merD, merE

mdf(A), catAl,
ant(3")-la, dfrAl7,
aadAb5, sull, aac(3)-
11d, tet(B), ant(3")-Ia,
cmlAl, aadA2, aph(6)-
Id, aph(3™)-Ib, sul2,
fOSA3, b|ac'|'x.|v|.55,
blarem-104, aph(3')-|a,
gyrA S83L, gyrA
D87N, parC S80I,
parC A56T

Carvalho et
al., 2020

Ec ECPET13

Humano

212

tehA,tehB,silP,silB,silR,silS,arsR,arsB,arsC,
CUSA, cusB, cusR cusF, cusC,cusS

tet(A), aadAl, aa(3)-
Iva, aph(4)-la, aph(6)-
Id, aph(3™)-Ib, aph(3’)-
la, dfrA7, mdf(A),
b|aCTx.M.2, SU|1, SU|2,
gyrA S83L

Carvalho et
al., 2020

Legenda-Tabela: 'Ec, Escherichia coli,

Tabela 11: Genétipo e fen6tipo de resisténcia aos metais pesados em Salmonella spp. estudadas

ID DA CEPA!

ORIGEM

ST

GENE DE RESISTENCIA AOS
METAIS PASADOS

GENE DE
RESISTENCIA AOS
ANTIBIOTICOS

Referéncia

Sa STO18

Alimento
Frango de
corte

15

tehA, tehB

aac(6’) -laa , blaCMY
-2, fosA7, sul2, tet(A)

Né&o
publicado

Sa STO019

Alimento
Frango de
corte

NT

tehA, tehB

aac(6’) -laa , blaCMY
-2, fosA7, sul2, tet(A)

Nao
publicado

Sa ST013

Alimento
Frango de
corte

19

tehA, tehB, terA, terB, terC, terD,
terE, terF, terW, terZ, merA,
merC, merD, merE, merR, silR,
silB, silS, silP

aac(6’) -laa , aac(3) -
lla, aadAl,blaTEM-
1A, gnrE1, sull, tet

(A).

Nao
publicado

Sa ST014

Alimento
Frango de
corte

4556

silA, silB, silC, silE, silF,silP, silR,
sillS, merA, merC, merD, merR,
tehA, tehB

adA2b, aac(6’) -laa ,
blaTEM-1B , tet(M),
tet (A), drfAl2.

Né&o
publicado




Sa ST06 Alimento silR, silS,silB, merR, tehA, tehB, aph (3") -Ib, aph (6" - Né&o
Frango de terA, terB, terC, terD,terE, terF Id, aac(3) -1la, aadAl, publicado
corte NT aac(6’) -laa,

blaTEM-1B, gnrE1,
floR, sull, tet (A),
drfA.

Sa ST015 Alimento tehA, silS, silR, silB,silP aph (3”) -1b, aph (6") - | Néo
Estomago Id, aac(6’) -laa, publicado
de suino 19 blaTEM-1A,00xA,

0gxB, floR, sul2, tet
(B)

Sa SI05 Alimento silP, silE, silB, silC, silR, sillS, aac(6’) -laa , blaCTX | Néo
carne de 32 | tehA, tehB -M-8,blaTEM -1B, | publicado
frango floR, tet(A), dfrA8.

Sa SF10 Alimento tehA, tehB aac(6’)-laa, blaCMY- | Néo
peito de 15 2, fosA7, sul2, tet(A). publicado
frango

Sa SF12 Alimento tehA, tehB aac(6’)-laa, blaCMY- | Nao
peito de 15 2, fosA7, sul2, tet (A) publicado
frango

Sa ST2 Alimento merC, merD, merE, merR, terA, aac(6’)-laa, aadAl, N&o
Figado de terB, terC, terD,terE, terF, terW, aac(3)-1la, blaTEM- publicado
suino 11 | terZsilS, silR, silB, silP, tehA, 1B, gnrE1, floR, sull,

tehB tet (A), drfAl.

SaSTY13 Alimento silB, silR, silS, silP, tehA, tehB, aac(3)-I1la , aac(6’)- | Néo
carne de 19 merA, merC, merD, merE, merR, laa, aadAl,blaTEM- | publicado
suino terA, terB, terC, terD, terZ, terW 1B, gnrEL, floR, sull,

tet (A), drfAl.

Sa SAL14 Infecgéo merE, tehB, terA, terB, terC, terD, | aph(3’)-la, aac(6’)- Moura et al.,

humano 112 | terE, terF, terW, terZ, merR, merT | laa, aadAl, blaCTX- 2018.
M-2, sull, tet(A).

Sa SAL65505 | Alimento tehA aac(6’)-laa, blaCMY- | Mouraetal,,
Carne de | 3088 2, tet(A). 2018.
frango

Sa67A Animal: arsH, merR, tehA, tehB aph(3’)-la, aph(4)-la, | Néo
Coruja aadAl, aac(6)-laa, publicado

32 aac(3)-1V, blaCTX-M-
65., floR, sull, tet(A),
dfrAl4.

Sa 97 Humano 19 tehA, tehB blaCTXM-14,qnrB19. | Néo

publicado

Legenda-Tabela: Sa: Salmonella spp.



