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RESUMO

A resisténcia bacteriana (RAM) é um problema crescente de saude publica e afeta a
eficacia dos tratamentos com antibidticos, resultando na capacidade de sobrevivéncia
e multiplicagdo das bactérias quando expostas a esses farmacos. A RAM pode ocorrer
através de diversos mecanismos e a interacdo entre as bactérias resistentes em
diferentes ambientes aliado ao uso excessivo e inadequado de antibidticos,
impulsiona a cada dia a disseminagdo desses genes. Considerando os riscos das
aguas residuais hospitalares a saude publica, este estudo teve como objetivo
identificar e quantificar a comunidade microbiana e os genes de RAM em efluentes de
Pocos de Caldas — MG, com coletas realizadas em duas estagdes de tratamento de
esgoto (ETEs) e dois estabelecimentos de saude. e dividida em de trés etapas
distintas: i) Coleta piloto e identificagdo da comunidade microbiana, ii) Avaliagéo da
presenca e atividade de RAM e iii) Sequenciamento dos genes dos microrganismos
resistentes. Inicialmente o estudo teve como foco principal as espécies Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae, reconhecidas por seu potencial patogénico e sua
capacidade de adquirir e disseminar resisténcia. Através dos resultados obtidos na
identificacdo da comunidade microbiana e sequenciamento genético pode-se
observar que a composi¢cao bacteriana variou significativamente nos pontos de
amostragem, foram encontradas outras bactérias com importancia clinica, como as
dos géneros Pseudomonas, Salmonella e Acinetobacter, sugerindo um achado
relevante para confirmar a sua relacdo com RAM e disseminacdo em ambientes como
0 esgoto. A analise da abundancia relativa dos genes de resisténcia evidenciou a
predominancia do gene blaOXA, seguido por blaMOX e cphA, também expressivos
nas amostras. Nas principais classes de antimicrobianos encontrados, os beta-
lactdmicos sédo predominantes em todas as amostras seguida pelos aminoglicosideos
e trimetropina. Os achados demonstram que a identificacdo desses patdgenos esta
relacionada com altos indices de genes de resisténcia em isolados clinicos e
ambientais. Através das analises realizadas observou-se o papel dos efluentes
hospitalares no aumento da carga dos genes de resisténcia e da microbiota patégena
de volta ao meio publico e ambiental. Orienta-se através deste estudo buscar
estratégias mais eficientes no melhoramento das aguas residuais e impulsionar uma
gestdo para a construgdo de politicas publicas voltadas ao saneamento,
sustentabilidade e conservagao do meio ambiente.

Palavras-chave: aguas residuais; antibidtico; bactéria; saude publica.



ABSTRACT

Bacterial resistance (AMR) to antibiotics is a growing public health problem and affects
the effectiveness of antibiotic treatments, resulting in the ability of bacteria to survive
and multiply when exposed to these drugs. Resistance can occur through various
mechanisms, such as genetic mutations, enzyme production that neutralizes
antibiotics, and gene transfer between bacteria. The interaction between resistant
bacteria in different environments, combined with the excessive and inappropriate use
of antibiotics, drives the daily spread of AMR. Thus, it becomes a concern as it limits
the effectiveness of various antibiotics and makes it difficult to treat infections caused
by bacteria. Hospital wastewater is a significant source of pollution and poses public
health risks when it reaches supply systems. Therefore, the present study aimed to
identify and quantify the microbial community and AMR genes in hospital and domestic
waters in the municipality of Pogos de Caldas — MG. To this end, the research was
conducted in two WWTPs and two healthcare facilities and was divided into three
stages: metataxonomic analyses of the effluent microbiota, sequencing of bacterial
DNA fragments, and cultivation and isolation to identify the main microorganisms,
resistance genes, and their dissemination pathways.Through the results obtained, it
was observed that the bacterial community varied significantly at the sampling points;
the presence of several clinically relevant microorganisms with potential pathogenicity
was identified, among them Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, which are
emphasized in this research. Considering their frequent presence in hospital
environments, this finding is relevant to confirm their relationship with AMR and
dissemination in environments such as sewage. The findings demonstrate that the
identification of these pathogens is related to high levels of resistance genes in both
clinical and environmental isolates. Therefore, this research demonstrates its potential,
as it significantly contributes to the understanding of microbial diversity and the
presence of antimicrobial resistance genes in the research area, such as beta-lactams
and aminoglycosides. Through the analyses carried out, the role of hospital effluents
in increasing the load of resistance genes and pathogenic microbiota back into public
and environmental settings was observed. This study suggests seeking more efficient
strategies for wastewater improvement and encouraging management towards the
development of public policies focused on sanitation, sustainability, and environmental
conservation.

Keywords: wastewater; antibiotic; bacteria; public health.
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1 INTRODUGAO

Ambientes seletivos, como as unidades hospitalares, devido ao uso continuo e
excessivo de antimicrobianos, favorecem o aumento da prevaléncia de bactérias
resistentes, cujos residuos sao liberados nos efluentes das unidades de saude e,
eventualmente, no sistema de esgoto municipal (Beattie, 2020). A epidemiologia das
infeccbes por microrganismos multirresistentes é influenciada por fatores como
variagbes temporais, geograficas e estruturais, agravando-se com o descarte
inadequado de aguas residuarias, que serve como vetor de disseminacao,
aumentando infeccbes hospitalares e comunitarias e elevando a morbidade e
mortalidade (La Fauci; Alessi, 2018).

Um fator critico a ser evidenciado €é o destino dos compostos
farmacologicamente ativos administrados aos pacientes, que, apds absorgao,
distribuicao e metabolizagdo, podem ser excretados inalterados ou como metabdlitos
conjugados (Heberer, 2002). As unidades de saude s&o fontes significativas de
farmacos, especialmente antimicrobianos, que possuem alta relevancia ambiental
devido ao volume consumido, sua toxicidade e persisténcia no meio ambiente
(Carvalho et al., 2009).

Pesquisas anteriores (OMS, 2014; Kolar, Urbanek, Latal 2001; Tenover;
Hughes, 1996) demonstram que o uso indiscriminado de antimicrobianos no
tratamento de doencas humanas e animais vem resultando na disseminagao global
de bactérias resistentes, configurando uma crescente preocupacgao sanitaria mundial.
A pandemia de COVID-19 evidenciou essa problematica, com o0 uso excessivo de
antimicrobianos em servicos de saude e na comunidade, associado as praticas
inadequadas de controle de infec¢des, que contribuem para a selegcéo e propagagao
da RAM (ANVISA, 2021).

Em resposta a essa crise, o Brasil instituiu o Plano de A¢ao Nacional para
Prevencao e Controle da RAM (PAN-BR), com o objetivo de preservar a eficacia dos
antimicrobianos, promovendo seu uso racional para o tratamento seguro e eficaz de
doengas infecciosas (Brasil, 2019). No mesmo ano, o Brasil integrou o Sistema Global
de Vigilancia da RAM da OMS (GLASS) e intensificou a estratégia nacional de

monitoramento da RAM em ambientes hospitalares e comunitarios. Nesse contexto,
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foi iniciado no Parana um projeto-piloto voltado a padronizagao e sistematizagao da
coleta e analise de dados sobre RAM em hospitais, o BR-Glass (Brasil, 2024).

Em 2021, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu a RAM como
uma das principais ameagas globais a saude publica, com estimativas apontando que,
até 2050, a resisténcia bacteriana podera causar mais de 10 milhdes de mortes
anuais, superando outras causas como doengas cardiovasculares, cancer e acidentes
de transito (OMS, 2021; O’Neill, 2016).

O monitoramento da RAM em &guas residuais € essencial, pois reflete o
impacto das atividades antrépicas no ecossistema. A presenca de linhagens
bacterianas resistentes em aguas residuarias € um indicador preocupante, pois essas
bactérias dificultam o tratamento de infecgdes em humanos e animais, agravando
quadros clinicos previamente trataveis (Catania et al., 2024).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a forma de
influéncia dos efluentes gerados pelas unidades hospitalares do municipio de Pogos
de Caldas (Hospital Municipal e Unidade de Pronto Atendimento — UPA) nas
caracteristicas biolégicas das aguas residuais das estagdes de tratamento de esgoto
(ETEs), com foco especifico na quantificacdo de genes de interesse de
enterobactérias produtoras de KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) e ESBL
(Extended Spectrum Beta-Lactamases). Esses grupos sao de grande relevancia, pois
representam o0s principais mecanismos de resisténcia a carbapenémicos e
cefalosporinas, antibiéticos amplamente utilizados no tratamento de infec¢des graves.

A disseminagao desses genes em ambientes aquaticos € preocupante, visto
que contribui para a circulagdo de bactérias multirresistentes e aumenta o risco de
infecgdes dificeis de tratar. Esses dados trardo luz em relagcdo a disseminacio de
genes de resisténcia a antibidtico e bactérias patégenas, de forma a fomentar o
conhecimento e promover a viabilizagdo de implementagao de estratégias eficazes no

controle e prevencao, visando a saude publica.

1.1OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
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Identificar e quantificar a comunidade microbiana e os genes de RAM presentes
em aguas residuais hospitalares e domésticas do municipio de Pogos de Caldas —
MG.

1.1.2 Objetivos especificos

a) ldentificar e caracterizar a comunidade microbiana presente nos efluentes do
municipio de Pogos de Caldas:
- Coletar amostras de efluentes das ETEs e estabelecimentos de saude;
- Isolar e quantificar os microrganismos presentes;
- Avaliar a presenga de microrganismos potencialmente patogénicos e suas
implicagdes para a qualidade ambiental e a saude publica.
b) Analisar a diversidade microbiana das aguas residuais por meio de técnicas de
sequenciamento de ultima geragao:
- Extrair DNA das amostras;
- Analisar a diversidade da comunidade microbiana;

- Investigar a presencga de genes de resisténcia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EFLUENTES HOSPITALARES

Os efluentes hospitalares sdo compostos pelas aguas residuais de diversos
setores, abrangendo desde os menos criticos, como cozinha e lavanderia, até os mais
criticos, como laboratérios, departamentos de imagem, ambulatorios, alas de
internacado e enfermarias; centros cirurgico, de transfusdo e oncoldgicos (Carraro et
al., 2016).

Caracterizam-se como possiveis veiculos de disseminacdo de inumeros
microrganismos patogénicos, além de altas concentragdes de antibioticos e outros
medicamentos eliminados pelos fluidos corporais de pacientes (Vecchia et al., 2009).
Esses efluentes possuem misturas complexas capazes de gerar grandes problemas
ambientais, pois sdo de 5 a 15 vezes mais toxicos que os efluentes urbanos
domésticos (Panouilléres; Boillot; Perrodin, 2007).

Atuam como um vasto reservatorio de bactérias que carregam e trocam genes
de RAM por meio de elementos genéticos moveis, como plasmideos, bacteriéfagos,
integrons e transposons. Esses ambientes estdo sujeitos a exposicdo a diversos
agentes seletivos, o que favorece a evolugao e disseminagao de genes de resisténcia
(Dropa et al., 2024)

Entre os principais reservatorios genéticos estdo os esgotos hospitalares, que
apresentam alta conectividade biolégica e condicbes especificas de selegao,
tornando-se locais criticos para a disseminacdo da RAM. O uso excessivo de
antimicrobianos torna esse ambiente mais seletivo para a RAM influenciando
diretamente a eficacia da estacao de tratamento de esgoto, a populacao bacteriana
estudada, o agente antimicrobiano e sua concentragéo.

No Brasil, existem legislacbes e normativas que abordam o tratamento e
langamento de efluentes em corpos receptores, tanto urbanos quanto hospitalares. As
principais sdo emitidas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por
meio das resolugdes n° 357/2005 e n°® 430/2011, pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), através da RDC n° 306/2004 (ANVISA, 2020; CONAMA, 2005,
2011).
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A resolucéo n° 357 instituida em margo de 2005, dispde sobre a classificagao
dos corpos dagua e das diretrizes ambientais para o seu enquadramento.
Posteriormente a resolucdo n° 430 de maio de 2011, foi estabelecida para
complementar a anterior, ampliando as exigéncias para o tratamento de efluentes,
incluindo o esgoto sanitario (CONAMA, 2005).

De acordo com o § 3° da resolugdo n° 430/2011, os efluentes hospitalares
podem ser langados na rede coletora de esgotos sanitarios, desde que estejam
conectados a uma estagdo de tratamento e sigam os diretrizes da operadora do
sistema de coleta e tratamento de esgoto sanitarios. O Artigo 21 da mesma resolugao
especifica as condigdes para o langamento de efluentes provenientes de sistemas de
tratamento de esgoto sanitario, determinando parédmetros como temperatura, pH,
materiais sedimentaveis e demanda bioquimica de oxigénio (DBO), garantindo que os
efluentes tratados atendam aos padrbes ambientais necessarios para evitar impactos
negativos ao corpo receptor. (CONAMA, 2011).

No entanto, ainda ndo ha um levantamento adequado sobre uma destinacao
ou tratamentos implementados em efluentes gerados em instituicbes de saude, sendo,
na maioria das vezes, langados diretamente na rede publica de esgoto sem qualquer
tipo de tratamento (Abreu et al., 2010).

De acordo com Kimmerer (2001), os poluentes liberados por hospitais sdo
frequentemente negligenciados em relacdo aos padrbes estabelecidos pelas
legislagdes, e os farmacos utilizados se diferem significativamente daqueles de uso
residencial. Na auséncia de um sistema de tratamento especifico, essas instituicbes
podem estabelecer rotas de disseminagao de elementos patogénicos relacionados a

resisténcia (Baquero, 2004; Meirelles-Pereira et al., 2002).

2.1.1 Microrganismos patégenos presentes em efluentes hospitalares

O impacto do desequilibrio ecolégico na saude da populagdo, devido uso
indiscriminado de medicamentos estd se tornando cada vez mais evidente. A
crescente identificacdo de doencas associadas ao descarte inadequado de efluentes
hospitalares, torna paradoxal o fato de que essas instituicoes, cuja finalidade é a
promog¢ao do bem-estar, contribuam significativamente para a degradagdo do meio

ambiente (Angeloni et al., 2022).
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Diferentes microrganismos, estao associados a infecgdes humanas, sendo as
bactérias o grupo mais relevante, pois compdéem a flora humana e representam um
risco significativo no contexto hospitalar. A maioria desses microrganismos € de
origem entérica, ou seja, s&o eliminados junto com o material fecal e liberados no
esgoto, onde acabam entrando em contato com os corpos d’agua (ANVISA, 2020;
Tortora, Funke, Case, 2017).

A predominancia das bactérias encontradas em esgotos € observada nas
familias Enterobacteriaceae, Enterococcaceae e Streptococcaceae. Entre as
enterobactérias, destacam-se os géneros Enterobacter, Escherichia, Salmonella,
Shigella, Yersinia, Klebsiella e Vibrio (Madigan et al., 2004). Leclerc e seus
colaboradores (2004) ressaltam que géneros bacterianos como Campylobacter,
Helicobacter, Legionella, entre outros, apesar de ndo integrarem a familia
Enterobacteriaceae, estao fortemente associados a transmissao pela via feco-oral, o
que torna pertinente sua avaliagédo nos efluentes.

No Brasil, o primeiro estudo sobre microrganismos resistentes a antibiéticos
presentes em efluentes foi realizado em 1984, por Vinhas e Almeida focando em
Salmonella spp.. Os pesquisadores identificaram Salmonella
typhimurium e Salmonella agona como o0s sorotipos mais prevalentes, com alta
resisténcia a alguns antibiéticos como ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina (Vinhas;
Almeida, 1984).

A partir dos anos 2000, varias pesquisas focaram em efluentes hospitalares,
destacando a presenca de K. pneumoniae produtora de ESBL (46,5%) e resistente a
cefalosporinas e a gentamicina, evidenciando a ineficiéncia do tratamento
convencional em eliminar patégenos (Prado et al., 2008).

O quadro 1, elaborado por Abreu e colaboradores (2010), apresenta resultados

de bactérias isoladas de efluente hospitalar em Maringa/PR.

Quadro 1 - Colbnias de bactérias identificadas nas amostragens de efluentes
do Hospital Universitario Regional e Hemocentro de Maringad/PR

(continua)
Data Local de Coleta
Hospital Hemocentro
Yersinia enterocolitica Klebsiella pneumoniae (2)
25/09/2006 Serratia sp. Serratia liquefaciens
Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
Hafnia alvei
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Quadro 1 — Colbnias de bactérias identificadas nas amostragens de efluentes

do Hospital Universitario Regional e Hemocentro de Maringa/PR -
(conclusao)

D Local de Coleta
ata
Hospital Hemocentro
Escherichia coli Serratia marscescens
10/10/2006 serratia liquefaciens
Klebsiella pneumoniae (3)
Hafnia alvei
Hafnia alvei Enterbacter agglomerans (2)
25/10/2006 serratia liquefaciens Klebsiella pneumoniae
Yersinia enterocolitica klebsiella oxytoca
Providencia stuartti
09/11/2006 Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii Serratia sp. (2)
Klebsiella pneumoniae
24/11/2006 | Enterbacter aerogenes Serratia marscescens
Serratia marscescens Shigella sp.
Citrobacter freundii Serratia rudidae

Fonte: Abreu et al. (2010, p. 04)

Conte et al. (2017) encontraram E. colie K. pneumoniae com genes de
resisténcia a ciprofloxacina e enzimas como sulfhydryl variable (SHV) e cefotaximase-
munich (CTX-M) em esgotos hospitalares e urbanos em Curitiba, destacando o
ambiente como reservatorio de genes de resisténcia.

Na revisao realizada por Silva, Abrantes e Nogueira (2023), foram evidenciadas
presencgas significativas de bactérias multirresistentes em efluentes hospitalares,
incluindo cepas de E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter sp., Enterobacter spp. e
Pseudomonas aeruginosa, muitas delas portadoras de genes de resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos. Além disso, os autores observaram nos estudos
analisados uma grande correlagdo entre o uso intensivo de antibiéticos em unidades
hospitalares e 0 aumento da RAM nos efluentes.

O monitoramento dos efluentes hospitalares, a vigilancia ativa e continua, e a
implementacdo de estacbes de tratamento capazes de promover a remogao e
inativagao eficientes de microrganismos resistentes e seus genes associados torna-
se de suma importancia para a saude publica. Essas medidas sdo essenciais para

mitigar emergéncias e reemergéncias de doengas, e contribuem para a preservagao
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do equilibrio entre a saude humana, animal e ambiental (Silva; Abrantes; Nogueira,
2023).

Nesse contexto, o monitoramento de esgotos hospitalares torna-se essencial
para a saude publica, destacando-se também a necessidade de estudos mais
aprofundados sobre o papel desses efluentes na disseminagdo de patégenos

resistentes no meio ambiente.

2.1.1.1 Escherichia coli

Descrita em 1885 por Theodore Escherich, recebeu primeiramente a
denominagédo de Bacillus coli comune, mas apos uma revisao foi renomeada a
Escherichia coli (E. coli), em homenagem ao médico bacteriologista que a descobriu
(Meric et al.,2016). E um dos microrganismos mais intensamente estudados em
pesquisas de microbiologia e biologia molecular (Blount, 2015).

A espécie é visualizada como bacilo Gram negativo, que aparecem em cadeias
curtas, aos pares ou isoladas. Possuem tamanhos que variam de 1 a 2 ym de
comprimento, podem ou nao ser encapsuladas, tem motilidade variavel, ndo formam
esporos e sao anaerobias facultativas. Caracterizam-se também por nao utilizarem o
citrato como fonte Unica de carbono e por fermentarem a glicose, sendo conhecidas
como fermentadoras e patdogenas oportunistas (Hallmich; Gehr, 2010; Madigan,
2016).

A E. coli é a principal bactéria do grupo de coliformes termotolerantes, é
abundante nas fezes humanas e de animais de sangue quente, e € amplamente
utilizada como indicador exclusivo de contaminacéo fecal (Von Sperling, 2011).

E uma bactéria comensal, que esta entre as primeiras bactérias colonizadoras
do intestino humano apds o nascimento. Em seus hospedeiros, conferem protegcao
contra as bactérias patogénicas por competicdo de sitios de colonizagao e a sintese
de acidos graxos e vitaminas (K e B) (Khan; Petersen; Shekhar, 2019). No entanto,
em um hospedeiro debilitado ou imunossuprimido pode se comportar como um
organismo oportunista, desencadeando uma variedade de doengas, como infecgdes
do trato urinario, pneumonias hospitalares e diarreicas (Sousa, 2006).

Existem cepas patogénicas capazes de causar doengas intestinais em

humanos, como as E. coli diarreiogénicas (DEC), e cepas que causam doengas em
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sitios extra-intestinais, como as E. coli patogénicas extraintestinais (ExPEC) (Munhoz
et al., 2023).

Existem seis categorias de cepas DEC: E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC) ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC) (Souza et al., 2016). As EXPECs sao
classificadas quanto ao sitio de anatémico acometido, fazendo parte desse grupo: E.
coli uropatogénica (UPEC), E. coli associada a sepse (SEPEC) e E. coli associada a
meningite neonatal (NMEC) (Dale; Woodford, 2015).

A combinagdo e a identificacdo de determinados genes sao amplamente
utilizadas para caracterizar amostras de E. coli em grupos filogenéticos. Devido a sua
simplicidade e rapidez, a tipagem filogenética baseada na Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tornou-se uma ferramenta essencial. Inicialmente, era possivel
classificar as cepas em quatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D) (Clermont;
Bonacorsi; Bingen, 2000). No entanto, o método foi aprimorado em 2013 por Clermont
et al. com uma PCR quadruplex, e mais dois filogrupos (E e F) foram identificados.
Esse avango apresentou uma equivaléncia de 80 a 95% com a analise de Multi-Locus
Sequence Typing (MLST), demonstrando a aplicabilidade da técnica no estudo da
diversidade filogenética de E. coli (Gordon et al., 2008).

Devido a elevada flexibilidade do genoma dessa espécie bacteriana, estudos
demonstraram que a E. coli pode ser altamente resistente a muitos dos antibioticos
utilizados por humanos desde a década de 1930. Essa adaptabilidade proporciona
uma enorme capacidade de evolugao, permitindo o ganho e a perda de genes através

de mutagdes genéticas (Sthepens et al., 2020).

2.1.1.2 Klebsiella pneumoniae

Descrita pela primeira vez como bacilo encapsulado pelo microbiologista Carl
Friednlander, em 1882, apds isola-las dos pulmdes de pacientes que morriam de
pneumonia (Martin et al., 2018). Em 1886, em homenagem ao famoso microbiologista
alemao Edwin Kleb, foi designada Klebsiella spp. (Sathyavathy; Madhusudhan, 2020).

A K. pneumoniae é um bacilo encapsulado Gram negativo, anaerdbio

facultativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, tem tamanhos que variam de
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0,3 a 1ym de diametro e 0,6 a 6um de comprimento (Kumar, 2018). Dentre as varias
especies do género, a K. pneumoniae € a mais relevante do ponto de vista clinico,
principalmente as cepas que sao produtoras de carbapenemase (enzima que confere
resisténcia a antibidtico carbapémicos) (Miranda, 2019).

A K. pneumoniae é constituinte da microbiota intestinal dos seres humanos. No
entanto, em individuos imunodeprimidos pode causar diversas infec¢des. Essas
infecgbes ocorrem majoritariamente no trato urinario e respiratorio, mas a bactéria
também pode colonizar a pele, faringe e trato gastrointestinal. Em pacientes
hospitalizados, a K. pneumoniae apresenta-se como uma das principais causas de
pneumonia associada ao uso de ventilagdo mecanica, além de estar associada a
infecgdes de tecidos moles, septicemia, diarreia, bacteremia, doenca pulmonar
cronica e infecgdes do trato urinario (Cabral, 2011)

A Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) é restrita ao
ambiente hospitalar e tem como principal caracteristica a produgdo de uma enzima
betalactamase denominada carbapenemase. A principal propriedade da
carbapenemase € conferir resisténcia aos antibidticos carbapenémicos, que sao
utilizados para tratar infecgdbes graves por microrganismos multirresistentes,
especialmente linhagens produtoras de (-lactamases de espectro estendido (ESBL)
(Martins, 2014).

As infec¢des causadas por K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos
representam um desafio significativo, com altos indices de morbidade e mortalidade
globalmente. Atualmente, poucos antimicrobianos mantém atividade eficaz contra
esses patdgenos, entre eles aminoglicosideos, tigeciclina e ceftazidima combinada

com avibactam sao importantes opgdes de tratamento (Rossignolli; Stone, 2020).

2.2 ANTIBIOTICOS E RAM

No século XX, avancgos significativos no entendimento e tratamento de doencgas
e principalmente no combate as infecgdes bacterianas foram realizados. Nesse
contexto, a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928 foi um marco na
medicina, levando ao desenvolvimento de uma ampla variedade de antibidticos e

revolucionando o tratamento de doencgas infecciosas (Ramirez-Rendon, et al. 2022).
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Os antibiéticos sao medicamentos que interagem com microrganismos
causadores de infecgdo, sédo utilizados como agentes quimioterapicos para tratar
doencgas infecciosas em humanos, animais e plantas, desde que sejam
suficientemente n&o-toxicos para o hospedeiro (Tortora; Funke; Case, 2017).
Originalmente, eram compostos produzidos por microrganismos que destruiam ou
inibiam o crescimento de outros microrganismos, mas ao longo do tempo, essa
definicdo foi ampliada para a inclusdo de produtos sintéticos, que sédo totalmente
formulados através de processos quimicos em laboratério e semissintéticos, que por
sua vez sao derivados de antibidticos naturais modificados artificialmente para
aumentar sua eficacia (Madigan, 2016).

Sao classificados como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou
bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢ao do crescimento microbiano. Atuam em
alvos especificos nos microrganismos, como a sintese da parede celular, sintese
proteica, acidos nucleicos e permeabilidade celular. A seletividade desses agentes
quimioterapicos € baseada nas diferengas estruturais e quimicas entre células
procaridticas e eucaridticas (Tortora; Funke; Case, 2017).

Podem ser classificados com base em sua estrutura quimica, efeitos no
organismo método de sintese, agao contra o agente infeccioso e amplitude de agao,
que pode ser ampla, intermediaria ou baixa. (Brunton, 2015; Guardabassi et al., 1998;
Hilal-Dandan).

Os antibidticos constituem um grupo diversificado de produtos quimicos,
podendo ser agrupados em diferentes subgrupos com diversos mecanismos de acgao,

conforme descrito no quadro 2 (Chagas, 2011).

Quadro 2 - Principais grupos de antibiéticos e mecanismos de agao

(continua)
Classe Mecanismo de Agao
Inibem a sintese da parede celular, fixando-se as
Beta-lactamicos proteinas fixadoras de penicilinas, impedindo a

producgao de peptideoglicano.
Inibe a sintese protéica, fixando-se a subunidade
ribosomal 30S.
Inibem a sintese proteica, fixando-se a subunidade
ribosomal 30S.
Inibem a sintese de DNA, fixando-se as enzimas
DNA-girases.
Glicopeptideos Inibe a sintese da parede celular

Cloranfenicol

Aminoglicosideos

Quinolonas
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Quadro 2 - Principais grupos de antibiéticos e mecanismos de agao ~
(conclusao)

Classe Mecanismo de Acao
Inibem a sintese proteica, fixando-se a subunidade
ribosomal 30S
Atuacgao sobre o DNA. O mecanismo exato ainda
nao esta esclarecido
Atuacgao sobre o DNA. O mecanismo exato ainda
nao esta esclarecido

Macrolideos, Lincosamidas e
Streptogramina
Metronidazol

Nitrofurantoina

Polimixinas Rompem a membrana celular
. - Fixa-se as RNA-polimerases, inibindo a sintese de
Rifampicina RNA

Atuam sobre a via do acido fdlico, fixando-se a
enzima diidropterato-sintetase
Inibem a sintese proteica, fixando-se a subunidade
ribosomal 30S
Atuam sobre a via do acido félico, fixando-se a
enzima diidropterato-sintetase

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Trimetoprim

Fonte: Adaptado de Nogueira et al. (2020).

Os antibidticos foram categorizados como um grupo de risco em razao de sua
alta toxicidade e do seu potencial para o fendbmeno da resisténcia entre populagcées
naturais de bactérias, tornando-se uma das principais preocupacdes mundiais quanto
ao uso racional de medicamentos. O uso inadequado e indiscriminado desses
compostos, tanto para tratamento como para prevencdo de doencgas, tem resultado
em uma crescente pressao seletiva que favorece a selegdo e disseminagcdo de
bactérias cada vez mais resistentes (OMS, 2005).

Em seu discurso do Prémio Nobel em 1945, Fleming ja havia alertado para o
potencial de RAM. De fato, a introdu¢do de cada novo antibiético tem sido seguida
pela deteccdo de resisténcia as drogas anteriormente descobertas (OMS, 2014).
Penicilinas, aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e tetraciclinas sao classes de
antibioticos que ja tem a RAM constatada (Lewis, 2013).

Durante a pandemia de COVID-19, o uso abusivo e irracional de antibiéticos
aumentou de forma gradual. Em um estudo realizado em 2021 por Gaspar et al., foi
observado que cerca de 94% de pacientes com COVID-19 internados em UTls
receberam terapia antimicrobiana, sendo que apenas 15% deles apresentavam
infecgao bacteriana além do processo viral.

Temos uma média de mais de 150 compostos antimicrobianos e o custo anual
da industria farmacéutica em investigagdes e desenvolvimento de novos compostos €

cerca de 13.500 milhées de dolares (OMS, 2005). Embora o numero de agentes
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antibacterianos em desenvolvimento clinico tenha aumentado de 80 em 2021 para 97
em 2023, o ultimo antimicrobiano a ser descoberto, foi o Teixobactin, em 2015
(Brasil, 2024). Dessa forma, ha uma necessidade urgente de agentes novos e
inovadores contra infecgbes graves e para substituir aqueles que perderam eficacia
devido a utilizagao generalizada (OMS, 2024).

Dessa maneira, a era “pds-antibiética” tem se aproximado cada vez mais e
apesar de a RAM ser um fendmeno natural, quando acelerada pelo uso inadequado
e pela falta de cuidado humano, torna-se um problema significativo, tornando-se um
desafio global de saude publica, com consequéncias que ultrapassam fronteiras
ambientais e étnicas (OMS, 2005).

O surgimento da resisténcia € um fendbmeno que pode ser considerado
multifatorial, mas acredita-se que seja causado principalmente pelo aumento do uso
de antibidticos para a saude humana, animal e na produgdao de alimentos (OMS,
2024).

2.2.1 Beta-lactamicos

Os antibidticos beta-lactamicos estao entre os mais utilizados no tratamento de
infecgdes causadas por enterobactérias. E uma classe muito importante devido sua
baixa toxidade e alta eficacia terapéutica (Arruda et al., 2019). Juntos, esses
antibidticos representam mais da metade de todos os antibidticos produzidos e
utilizados no mundo (Madigan et al., 2016). Em geral, a abrangéncia terapéutica inclui
bactérias gram negativas, positivas e espiroquetas e ndo sdo ativos sobre os
micoplasmas e nem em bactérias intracelulares (Suarez; Gudiol, 2009).

Tipper e Strominger, em 1965, descreveram pela primeira vez o mecanismo de
acao dessa classe de antibidticos. Esses caracterizam-se por possuirem um anel
beta-lactamico, cuja estrutura quimica mimetiza a terminagédo D-alanina-D-alanina da
cadeia lateral pentapeptidica dos blocos de peptideoglicanos, que formam a parede
celular das bactérias. Dessa forma, se ligam a proteinas especificas chamadas PBP
(Penicillin-Binding Proteins), que sao enzimas envolvidas na etapa final da formagéao
da parede celular bacteriana. Ao inibir essas proteinas, é também impedida a
formagao de peptidoglicano, um componente essencial da parede celular bacteriana

(Tipper; Strominger, 1965).
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Baseados em sua estrutura molecular, sao divididos em quatro grupos (quadro
3). Trés deles, possuem uma estrutura biciclica, ou seja, um anel fundido ao anel beta-

lactdmico: penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. O quarto, o0s

monobactamicos, apresenta um sistema monociclico (Tooke et al., 2019).

Quadro 3 - Classificacdo dos antibioticos beta-lactamicos

Classe Subclasse Exemplos
Naturais penicilina G e penicilina V
Resistentes a .
o Oxacilina
Penicilinases
Aminopenicilinas: ampicilina e
amoxicilina; carboxipenicilinas:
s Amplo Espectro L R
Penicilinas carbenicilina e tiracilina;

piperacilina e mezlocilina

Inibidoras de beta-
lactamases

Ampicilina/sulbactam,
amoxicilina/acido clavulanico,
tircacilina/acido clavulanico e

piperacilina/tazobactam

Cefalosporinas

Primeira geragao

cefazolina, cefalotina e
cefalexina

Segunda geracao

cefuroxima e cefoxitina

cefotaxima, ceftriaxona e

Terceira geragao ceftadizima
Quarta geragao Cefepima
Monobactamicos - Aztreonam

Carbapenémicos

Imipenem, meropeném e
ertapeném

Fonte: Adaptado de Suarez e Gudiol (2009)

A Figura 1 apresenta a estrutura quimica de cada grupo dos beta-lactamicos:
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Figura 1 - Estrutura quimica do grupo dos beta-lactamicos

Penicilinas Cefalosporinas
I I
N~ — LI—NH R—— C——NH &
N B ,/
N /——N P
o/ COOH o/ 8
COOH
Monobactams Carbapenems
R
I 4
R—— C——NH R P S—R
% PN~
o)
>— N c=—o0
F ™ |
E OH

R = cadeia lateral
Fonte: Arruda et al. (2019, p.984)

Segundo Drawz e Bonomo (2013), as bactérias podem ser resistentes aos
beta-lactdmicos através de quatro principais mecanismos. O primeiro envolve a
produgdo de beta-lactamases, que sao enzimas capazes de inativar esses
antibidticos. O segundo acontece por modificagcbes no sitio ativo das proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs) que podem reduzir a afinidade dos antibidticos,
tornando-os menos eficazes. No terceiro mecanismo ha a redug¢ao da expressao de
porinas na membrana externa, dificultando a entrada dos antibiéticos na célula
bacteriana. E por fim, o quarto mecanismo envolve a agao de bombas de efluxo que
pode expulsar os antibidticos antes que eles exergam seu efeito.

Atualmente, dois esquemas de classificacdo para beta-lactamases sé&o
amplamente utilizados. O primeiro, a classificagcdo molecular, proposta por Ambler
(1980), divide as enzimas em quatro classes: As classes A C e D utilizam enzimas
serina no sitio ativo para inativar os antibiéticos, enquanto a classe B, as metalo-beta-
lactamases (MBL), utiliza ions metalicos, como o zinco, para romper o anel beta-
lactamico.

O segundo esquema é a classificacdo funcional, proposta por Bush, Jacob e
Medeiros em 1995 e expandida em 2010 por Bush e Jacob, que organiza as beta-

lactamases em grupos funcionais de 1 a 4 e subgrupos de A a F, com base no perfil
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de substrato e susceptibilidade a inibidores. As enzimas com atividades de
carbapenemazes estao incluidas nas classes A, B e D de Ambler e dentro dos grupos
funcionais 2f, 2df, 3a, e 3b de Bush e Jacoby (Bush; Jacoby; Medeiros, 1995; Bush,;
Jacoby, 2010).

Dentre estes mecanismos de resisténcia, a produgao de beta-lactamases
representa a maior ameacga a utilizagao terapéutica dos beta-lactamicos, pois estas
enzimas apresentam crescente diversidade tanto em termos de estrutura, como de
espectro de atividade. Além disso, as estruturas genéticas que abrigam os genes que
as codificam apresentam grande plasticidade, ou seja, tais genes comumente estao
localizados em elementos genéticos moveis, capazes de conferir resisténcia a
bactérias antes sensiveis através de trocas de material genético, inclusive entre

bactérias de géneros distintos (Picdo, 2009).

2.2.1.1 Betalactamases de espectro estendido (ESBL)

Em resposta a emergéncia de resisténcia a beta-lactamases classicas, as
cefalosporinas de amplo espectro foram introduzidas na pratica clinica no inicio dos
anos 80. No entanto, o uso abusivo e inadequado exerceu forte pressao seletiva sobre
as bactérias produtoras de beta-lactamases classicas e selecionou um novo
mecanismo de resisténcia, denominado beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL) (Drawz e Bonomo, 2013).

Essas enzimas agem na quebra da ligagdo amida no anel beta-lactamico.
Primeiramente, a enzima associa-se de forma nao covalente ao anel beta-lactamico
e, entdo, o radical hidroxila livre do residuo de serina, presente no sitio ativo da
enzima, ataca o anel beta-lactdmico, formando uma ligagéo covalente acil-éster. A
hidrolise do éster formado libera a enzima, que ainda possui atividade hidrolitica e o
antimicrobiano hidrolisados e, consequentemente, inativos (Picao, 2009).

As enzimas ESBL foram observadas inicialmente em bacilos Gram-negativos
isolados em pacientes da Europa e foram logo em seguida encontrados nos Estados
Unidos. Atualmente, essas enzimas sao descritas em nivel mundial, sendo um tipo de
resisténcia comum em K. pneumoniae, seguida por E. coli (Sader et al., 2004). Porém,

as ESBLs também sio encontradas em Citrobacter diversus, C. freundii, E. cloacae,
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Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, K. oxytoca, S.
marcescens e Salmonella spp. (Avila-Campos, 2024).

O desenvolvimento de novos beta-lactamicos, por sua vez, ndo ocorre com a
mesma velocidade com que a RAM se desenvolve. O conhecimento da epidemiologia
da produgao de beta-lactamases entre isolados clinicos, assim como o entendimento
de seu mecanismo de disseminagao, torna-se, portanto, imprescindiveis para
fundamentar a discussdo dos protocolos vigentes e, posteriormente, implantar
medidas de controle que visem diminuir a velocidade de dispersdo da RAM (Picéo,
2009).

2.2.1.2 Carbapenemazes do tipo KPC

A resisténcia aos carbapenémicos € uma ameaca global a saude publica, com
infeccdes por bactérias gram-negativas resistentes a esses antimicrobianos, cada vez
mais desafiadoras e preocupantes (Codjoe; Donkor, 2017). Enterobactérias
produtoras de enzimas de resisténcia vem sendo relatadas desde a década de 1980
e tiveram um aumento exponencial nos ultimos cinco anos, especialmente com a
emergéncia de cepas contendo multiplas carbapenemases (Chanal et al., 1988; Gao
etal., 2020). K. pneumoniae ¢é a principal portadora de duas ou mais carbapenemases,
embora Escherichia coli e Enterobacter hormaechei também sejam frequentemente
relatadas (Cuicapuza et al., 2024).

A maioria dos genes de carbapenemases estdo localizadas em elementos
genéticos moveis, como plasmidios e transposons. O que explica a rapidez com que
a disseminagao desses genes pode ocorrer, visto que esses elementos podem ser
transferidos horizontalmente e entre diferentes espécies (Redondo-Salvo et al., 2020).

As KPC sao beta-lactamases da classe A de Ambler, globalmente
disseminadas. A primeira carbapenemase, KPC-1, foi identificada em 1996 nos EUA,
em um isolado de Klebsiella pneumoniae, o que deu origem ao nome KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase). No entanto, essa enzima também é produzida por
outras enterobactérias. Apds a descricao da KPC-1, uma variante (KPC-2) foi relatada
na costa leste dos EUA. Mais tarde, descobriu-se que KPC-1 e KPC-2 eram, na
verdade, a mesma enzima, prevalecendo a denominacdo KPC-2. Atualmente, existem

21 variantes (KPC-2 a KPC-22), que diferem em suas propriedades cinéticas e na
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capacidade de hidrolisar beta-lactamicos, sendo as KPC-2 e KPC-3 as mais
prevalentes no Brasil e no mundo (Miranda, 2018).

Os antibidticos carbapenémicos sédo os unicos agentes beta-lactamicos ativos
contra cepas produtoras de ESBL e muito provavelmente o seu uso excessivo resultou
no surgimento da resisténcia em enterobacteriaceae. Como resultado, dois tipos
distintos de carbapenemases foram identificados, as metalo-beta-lactamases e as

Klebisiella pneumoniae carbapenemase (Rapp; Urban, 2012).

2.3 SAUDE E SANEAMENTO AMBIENTAL

Os efluentes provenientes de residéncias e hospitais representam um
reservatorio significativo de microrganismos resistentes e de genes que conferem
RAM. Os residuos de medicamentos, sdo também amplamente conhecidos como os
principais poluentes no ambiente aquatico em escala global (Akhter, 2024).

Durante o trajeto do esgoto até as ETEs, ocorre interagdo entre os
microrganismos presentes e o ambiente, o que pode favorecer a selegédo e o
desenvolvimento de novas resisténcias (Hamiwe et al., 2019). Ha também milhares
de micropoluentes que estao presentes no meio ambiente, dentre eles, os residuos
de antibidticos destacam-se globalmente devido ao amplo consumo desses
compostos farmacologicamente ativos. Suas principais fontes incluem hospitais,
esgoto domestico, descarte residencial e residuos da pecuaria (Montagner et al.,
2017).

Cada classe de contaminantes apresenta comportamentos distintos no
ambiente, e o aumento de sua concentracdo representa um grave problema
ambiental. Esses poluentes também causam impactos diversificados nos
ecossistemas e na saude humana, como a presenca de antimicrobianos em recursos
hidricos, que pode favorecer o desenvolvimento de RAM (Sauvé; Desrosiers, 2014).

Os processos de tratamento bioldégico, amplamente utilizados nas ETEs,
podem promover uma eliminacdo seletiva e/ou alteracbes nas proporgdes de
fendtipos e gendtipos bacterianos presentes nos efluentes (Korzeniewska; Harnisz,
2018). Quando as ETEs nao possuem tecnologias adequadas para remover

completamente esses compostos, tanto as bactérias resistentes quanto os residuos
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de antibiéticos podem ser liberados no meio ambiente por meio dos efluentes tratados
(Machado et al., 2023).

Além disso, com o descarte de aguas residuais tratadas, esses microrganismos
podem contaminar o solo, aguas superficiais, fontes de agua subterranea em areas
rurais e, eventualmente, até a agua potavel (Korzeniewska; Harnisz., 2018).

A contaminacdo de recursos hidricos por efluentes contendo residuos de
antibidticos também representa um risco significativo a saude humana,
particularmente em regides onde essas aguas sao reutilizadas para irrigagao agricola
OuU consumo.

A Figura 2 ilustra os diferentes mecanismos de transferéncia e aquisi¢ao de
genes de resisténcia por microrganismos em efluentes, que podem acontecer por trés
vias, sendo elas: a) transformagéo, onde o microrganismo interioriza fragmentos de
materiais geneéticos modveis com genes de resisténcia, integrando-os em seu
cromossomo; b) transducéo, onde um bacteriéfago insere seu material genético (DNA
ou RNA) com genes de resisténcia; e c) conjugagédo, onde uma bactéria duplica o
plasmideo portador de genes de resisténcia e, através do pilus sexual, transfere os

genes para 0os microrganismos sensiveis (Karkman et al., 2018).

Figura 2 - Mecanismos de transferéncia e aquisicao de genes de resisténcia por
microrganismos em efluentes
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Fonte: Karkman et al., (2018, p. 224).
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Diante do potencial contaminante dos esgotos, as ETEs foram projetadas para
tratar as aguas residuais dos municipios e devolvé-las ao ambiente com os menores
impactos a natureza. No entanto, as ETEs também podem funcionar como
biorreatores que facilitam a troca de genes entre os microrganismos, promovendo o
desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos e a disseminagcdo ambiental de

microrganismos resistentes (Auguet et al., 2017).
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3 METODOLOGIA

3.1 AREAS DE ESTUDO

3.1.2 Municipio de Pog¢os de Caldas, Minas Gerais

Localizado na mesorregido do sul/sudeste do estado de Minas Gerais,
geolocalizado a uma latitude 21°47'40" Sul e longitude 46°33'40" Oeste (Figura 3),
na altitude aproximada de 1.200 metros, e ocupa uma area territorial de 547,34 km?
(Cidade Brasil, 2024). A populacao estimada de Pocgos de Caldas no ultimo censo
foi de 163.742 habitantes, com densidade demografica de 299,37 hab/km? (IBGE,
2022).

Figura 3 - Mapa de localizagdo do municipio de Pogos de Caldas, Minas Gerais, Brasil
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Fonte: Autora (2024).

No geral, o municipio conta com uma estrutura de saude composta por 759
estabelecimentos, sendo oito hospitais, e 519 leitos disponiveis (Pogos de Caldas,
2017). Em termos de coleta de esgoto doméstico, a empresa responsavel pela
concessao da gestdo de saneamento basico declarou, no ultimo censo, a coleta e
tratamento de aproximadamente 98% dos domicilios existentes na cidade (IBGE,
2022). Esses 2% de esgoto nao tratado podem ter impacto direto na qualidade

ambiental e na saude publica, facilitando a contaminagao de recursos hidricos e a



30

propagacéo de doengas de origem hidrica. A Figura 4 ilustra o municipio de Pogos

de Caldas e os pontos de amostragem selecionados.

Figura 4 - Pontos de amostragem de afluentes no municipio de Pogos de Caldas
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Para a coleta nas ETEs, foi estabelecida uma parceria com o Departamento

Municipal de Agua e Esgoto (DMAE) de Pocos de Caldas. A escolha do local das

coletas seguiu os seguintes critérios: proximidade com areas sensiveis, origem do

efluente (urbano ou hospitalar), abrangéncia e capacidade de tratamento dos

afluentes. Com base nesses critérios, foram selecionadas duas das ETEs existentes.

A Figura 5 mostra a divisédo das estacbes escolhidas conforme seu afluente e o

sistema operacional utilizado para o tratamento.
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Figura 5 - Fluxograma representativo das ETEs conforme seu sistema operacional
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Fonte: Autora (2024).

Foram selecionados o Hospital Municipal, que é referéncia no municipio, e,
adicionalmente foi incluida a Unidade de Pronto Atendimento (UPA), que funciona
como porta de entrada para pacientes com diversas patologias, sendo responsavel

pelos atendimentos primarios e emergenciais.

Nas unidades de saude, foram analisados os pontos de saida das aguas
residuais e selecionados 0s que representassem maior relevancia quanto a
abrangéncia das areas. Para a selegéo desses pontos, foi realizado um mapeamento
interno em colaboragdo com a equipe responsavel pela manutengao, que possuia
conhecimento técnico sobre o sistema de esgoto dos estabelecimentos. A escolha
do local de coleta baseou-se na identificacdo dos bueiros que recebiam efluentes
provenientes das areas mais criticas, excluindo aqueles vinculados a setores nao
pertinentes ao estudo, como autoclaves, cozinhas e lavanderias. Dessa forma, foi
definido um ponto estratégico onde os efluentes de diferentes setores clinicos

convergiam antes de serem direcionados ao sistema de esgoto municipal.

3.1.3 Hospital Municipal

Através da necessidade de oferecer atendimento médico aos pacientes mais

carentes, a instituicdo surgiu com o objetivo de suprir as demandas de saude da
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populagdo local e promover a redugdo de custo, bem como a necessidade de
deslocamentos para tratamento de doengas em outras cidades. Reconhecido como
uma das maiores e mais completas unidades hospitalares da regido, o Hospital
Municipal Santa Casa de Pogos de Caldas oferece uma ampla gama de servigos
especializados, destacando-se a agéncia transfusional, cirurgia bariatrica,
cardiologia, centro cirurgico, centro de tratamento intensivo (CTl), oncologia, clinica
meédica geral, cuidados paliativos, hemodialise, maternidade, ortopedia, pediatria,
além dos servicos de urgéncia e emergéncia. Possui 83 leitos de internagéo,
destinados a pacientes particulares e de convénios, pacientes clinicos atendidos
pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e pacientes cirtrgicos do SUS. Através da
expansao dos servigos, recebe atualmente pacientes de diversas cidades da regiéo,
refletindo o crescimento e a complexidade de sua atuagéo na area da saude. (Santa
Casa de Pocos de Caldas, 2024).

3.1.4 Unidade de Pronto Atendimento

A Unidade de Pronto Atendimento (UPA) de Pogos de Caldas faz parte da rede
de atencédo as urgéncias, e tem o objetivo de concentrar os atendimentos de saude
de complexidade intermediaria, compondo uma rede organizada em conjunto com a
atencao basica e hospitalar (Brasil, 2013). A unidade funciona todos os dias da
semana, 24 horas por dia e presta assisténcia em diversas especialidades,
abrangendo desde urgéncias e emergéncias, até atendimentos clinicos, pediatricos,
neurolégicos e ortopédicos. O atendimento também inclui pacientes com sinais de
agravamento, como perda de consciéncia, descontrole pressorico, febre alta,
acidentes, fraturas, cortes, infarto e derrame. A unidade realiza também exames de

imagem, laboratoriais e atendimento fisioterapéutico (Pogos de Caldas, 2022).

3.1.5 Departamento Municipal de Agua e Esgoto

O Departamento Municipal de Tratamento de Agua e Esgoto (DMAE),
abrangendo atualmente trés estacbes de tratamento de esgoto (ETE): ETE 1
(Cdrrego D’Antas), ETE 2 (Rodovia do Contorno) e ETE 3 (Bortolan).
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Os sistemas de tratamento de esgoto sao divididos em trés etapas principais:
primaria, secundaria e terciaria. No municipio, as trés Estacbes de Tratamento de

Esgoto (ETEs) adotam essa abordagem combinada para o tratamento dos efluentes.

Na ETE 1, o sistema de tratamento inclui o tratamento preliminar composto por
gradeamento grosso e fino, seguido de uma caixa de areia quadrada utilizada para
remocédo de solidos grosseiros e sedimentaveis. No tratamento secundario, e o
tratamento biologico que ocorre por meio de um reator anaerébio do tipo UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), no qual ha microrganismos anaerébios que

degradam a matéria organica.

Ja na ETE Bortolan, o tratamento preliminar envolve uma peneira estatica
utilizada para remogéao de sélidos maiores, seguida por uma caixa de areia retangular
e um pogo de sucgdo. O tratamento secundario é realizado em um reator
compartimentado do tipo PAX®, que apresenta uma configuragdo anaerobia na parte
inferior e um sistema de aeracao na parte superior, permitindo permite a combinacao

de processos anaerobios e aerdbios para a degradacédo da matéria organica.

A extensao da rede de coleta de esgoto no municipio atualmente possui cerca
de 1000 quildmetros e com 10.458,15m?3 do volume de esgoto tratado por ano
(DMAE, 2020). Através de suas operagdes, que incluem a captacgao e tratamento de
agua potavel e a coleta e tratamento de esgoto, o departamento desempenha um

papel crucial no tratamento dos efluentes gerados pelo municipio (DMAE, 2020).

3.2 ACONDICIONAMENTO E PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

Todo material utilizado nas coletas foi previamente higienizado e esterilizado
por autoclavagem a 121°C por 15 minutos, a fim de se evitar contaminacao cruzada
de amostras e, portanto, garantir a integridade e a confiabilidade dos resultados.

Parametros como temperatura ambiente, umidade, precipitacao e temperatura
da amostra e pH foram registrados em todas as coletas. A temperatura ambiente,
umidade e precipitacdo foram obtidas por meio do site do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), enquanto a temperatura da amostra foi medida com um
termOémetro digital tipo espeto Simpla®, no momento da coleta e posteriormente no

laboratdrio foi analisado o pH em pHmetro convencional de bancada.



34

As coletas foram realizadas de forma composta, obtendo-se cerca de 100mL
de amostra a cada hora, resultando em um volume final de aproximadamente 500mL
de amostragem final (Figura 6). Apds a obtengao da amostra, o liquido foi armazenado
em frasco plastico, e imediatamente armazenado em caixa térmica com gelo para a
preservagao (Figura 7). Ao final da coleta, as amostras foram levadas ao laboratério

e submetidas imediatamente a filtragao, diluicdo e analises subsequentes.

3 de set. de 2024, 11:19:10

21" 46'43" S, 46° 37' 36" W
Avenida Jodo Pinheiro, 5300-5701
Jardim Kénnedy

Pocos de Caidas MG

Fonte: Autora (2024).
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3.3 COLETA E ANALISE DE DADOS
A coleta e analise de dados foi conduzida em trés etapas distintas:

3.3.1 Etapa 1: Coleta piloto e caracterizagcao da comunidade microbiana dos

efluentes

A etapa 1 (Figura 8) consistiu em uma coleta piloto, cujo objetivo foi a definicdo
e padronizagdo dos protocolos a serem adotados ao longo do estudo e a
caracterizagao preliminar da comunidade microbiana presente nos efluentes
analisados. Nesse primeiro momento, foram coletadas e analisadas amostras de trés

pontos: ETE1, ETE Bortolan e Hospital Municipal.

Figura 8 - Coleta piloto e caracterizacdo da comunidade microbiana dos efluentes
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Fonte: Autora (2025).

3.3.1.1 EXTRACAO DE MATERIAL GENETICO

O processo de extracdo de DNA foi realizado a partir de protocolo convencional
(anexo A), adaptado de Garcia et al. (2013).

Os critérios observados foram a quantidade da extragdo, medida em
espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000® (Thermo Scientific, Walthman, MA, USA), a

qualidade de DNA extraido, através de método fluorimétrico, medidos em Fluorédmetro


https://www.thermofisher.com/br/en/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit/models/qubit-4.html
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Qubit 4® (Thermo Scientific, Walthman, MA, USA) e a integridade do DNA, através da

técnica de eletroforese em gel de agarose.

3.3.1.2 Analise metataxon6mica da microbiota dos efluentes

Nesta etapa, as amostras de DNA extraido na etapa piloto foram encaminhadas
para amplificacao da regido V3 e V4, e sequenciamento do gene 16s rRNA, de forma
a se avaliar o perfil da comunidade existente no esgoto sanitario dos afluentes da
ETE1, ETE Bortolan e Hospital Municipal. Ao fim do sequenciamento, as amostras

foram processadas e blastadas contra banco de dados.

3.3.2 Etapa 2: Avaliacao da presenga dos genes de RAM

Na etapa 2 compreendeu-se 0 monitoramento dos pontos de amostragem:
ETE1, ETE Bortolan, Hospital Municipal e UPA.
Na etapa 2 (Figura 9) o objetivo foi avaliar a presenga dos genes associados a

resisténcia.

Figura 9 - Avaliagdo da presenca de genes
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Fonte: Autora (2025).

3.3.2.1 Extragdo de material genético

O DNA foi extraido seguindo um protocolo convencional (Anexo A), adaptado
de Garcia et al. (2013).


https://www.thermofisher.com/br/en/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit/models/qubit-4.html

37

3.3.2.2 Determinacéo de patégenos microbianos e genes de RAM

O procedimento de sequenciamento do material genético presente nas
amostras de esgoto bruto foi realizado pela Universidade Federal do ABC (UFABC) e
ocorreu a partir da utilizagédo do kit lllumina® RPIP — (Respiratory Pathogen ID/AMR
Enrichment Painel).

O lllumina® RPIP é uma tecnologia baseada em sequenciamento de nova
geracgao (NGS) projetada para a identificagdo de patdogenos respiratérios e a detecgéo
de genes associados a RAM. Com alta sensibilidade e especificidade, o RPIP
possibilita a detecgao simultdnea de multiplos patégenos e genes RAM, reduzindo a
necessidade de cultura microbioldgica e proporcionando uma analise mais rapida e
abrangente (lllumina, 2025).

O processo se iniciou no laboratério de microbiologia ambiental da UNIFAL/MG
com o preparo de um pull das amostras, de cada ponto, abrangendo os trés meses
de coleta, onde foi necessario garantir uma concentragao de 50ng em 30uL. Para as
analises, as amostras ETEs Bortolan e ETE1 foram combinadas em somente uma.
Em seguida o material foi enviado para a UFABC, onde foram realizadas as analises
subsequentes.

Com a tagmentacao do DNA, um processo que facilita a criagdo de fragmentos
de tamanho ideal para analise, que é realizado utilizando transposons ligados a beads
magnéticas para fragmentar o DNA e adicionar adaptadores especificos,
fundamentais para o sequenciamento na plataforma lllumina®. Apds esse processo,
o DNA foi submetido a amplificacdo por PCR e purificacdo utilizando beads
magnéticas, para remover residuos e impurezas.

O DNA purificado foi preparado para o enriquecimento, nessa etapa sondas
especificas sao hibridizadas as regides de interesse, como genes de RAM. O DNA
hibridizado foi capturado por beads magnéticas, seguido de lavagens rigorosas para
eliminar fragmentos nao especificos. Apds, foram realizadas novas etapas de
amplificagdo e purificagdo para garantir que houvesse material suficiente para o

sequenciamento remover residuos de reagentes e primers.
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A préxima etapa envolveu a quantificagcdo e o ajuste das amostras para
concentragbes uniformes, para garantir uma distribuicdo equilibrada de leituras
durante o sequenciamento.

Por fim, o sequenciamento da amostra foi realizado na plataforma Illumina
MiSeq. Apds o sequenciamento, os dados gerados foram processados e blastados
contra bancos de dados genbémicos usando o software BLAST, permitindo a

identificacdo dos microrganismos presentes e a detecgédo de genes de RAM.

3.4 ETAPA 3: SEQUENCIAMENTO DOS GENES DOS MICRORGANISMOS
RESISTENTES

Na terceira etapa (Figura 10), as analises de inoculagdo foram realizadas o
intuito de quantificar e isolar colénias de K. pneumoniae e E. coli vivas e puras.

Figura 10 - Sequenciamento dos genes dos microrganismos resistentes
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Fonte: Autora (2025).

3.4 .1 Crescimento e identificagao de E. coli e K. pneumoniae

O processo de isolamento e identificagao foi conduzido em conformidade com
o Protocolo para Isolamento e Identificagcdo de Bactérias Resistentes a Antibidticos,
fornecido pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia ETEs Sustentaveis e pela
Rede Revirae (2024). Todas as etapas foram realizadas em duplicata, uma para os
meios puros e outra para os meios suplementados com antibiéticos, o que permitiu

comparagao entre o crescimento de microrganismos resistentes e susceptiveis.
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Foram identificados os tubos de ensaio e uma aliquota de 9mL de solugao NaCl
0,9% foi adicionada a cada um deles. Homogeneizou-se a amostra bruta e transferiu-
se uma aliquota para um béquer previamente ambientado. Em seguida, 1000uL de
amostra bruta foi retirada e colocada no primeiro tubo, denominado 10-'. A solucéo
desse tubo foi homogeneizada e retirou-se 1000uL e passou-se para a préxima
diluigdo. Esse processo foi realizado até a finalizagéo da ultima diluigdo (10).

As diluicbes a serem analisadas passaram pela etapa de filtragdo em
membrana de celulose de 0,45um, as quais foram posteriormente depositadas nas
placas de Petri contendo os meios de cultura previamente preparados.

O isolamento foi realizado em meios de cultura ESBL ChromoSelect Agar
Base® e KPC ChromoSelect Agar Base®, especificos para o crescimento de E. coli e
K. pneumoniae, respectivamente. Os meios foram previamente preparados, de
acordo com as especificagbes do fabricante e solidificados em placas de Petri
estéreis. Para isso, pesou-se a quantidade necessaria, dissolveu-se em agua
destilada e aqueceu-se a solugdo em micro-ondas até completa dissolucdo. Em
seguida, a solucdo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos, resfriada até
aproximadamente 50°C e vertida em placas de Petri estéreis dentro de uma cabine
de fluxo laminar. Apds a solidificagao, as placas foram armazenadas em temperatura
controlada até o momento do uso.

A semeadura também foi realizada em meios utilizando ESBL ChromoSelect
Agar Supplement®, antibiéticos B-lactamicos e KPC ChromoSelect Agar Supplement®,
carbapenémicos. A diferenciacdo das cepas ocorreu conforme demonstrado na
Tabela 4:

Tabela 1 - Perfil de crescimento de E. coli e K. pneumoniae em presencga e auséncia de

suplemento
\Meio de cultura Sem Antibiético Com Antibiético
Apenas E. coliresistentes a B- lactdmicos
ESBL . .
Crescimento geral de E. coli crescem

Apenas K. pneumoniae resistentes a
KPC carbapenémicos crescem

Crescimento geral de K. pneumoniae

Fonte: Autora (2024).

Observando-se o crescimento de colbnias bacterianas, selecionou-se as placas

que continham entre 20 e 200 unidades formadoras de colénia (UFC). As col6nias
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foram contadas e, a partir dessas placas, isolaram-se cinco colénias distintas. O
procedimento de isolamento foi realizado pelo método de estriamento em trés regides
diferentes de uma nova placa. As colbnias puras que cresceram em meio com
antibidtico foram repicadas para posterior isolamento, enquanto aquelas que
cresceram em meio nao suplementado foram apenas contadas para fins

comparativos.

As novas placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18 a 24 horas. Apés o
crescimento, as coldnias isoladas foram armazenadas em tubos contendo caldo BHI-

glicerol 20%, e mantidas em freezer a -80°C para preservagao.

A Figura 11 apresenta o exemplo de separacao dos dois tipos de colbnias para
cada meio de cultura. E. coli em meio ESBL apresenta coloragao roxa, enquanto K.
pneumoniae em meio KPC apresenta coloragao verde. Posteriormente, ambas foram

novamente isoladas para a semeadura de culturas puras.

Figura 11 - E. coli em meio cromogénico ESBL (A) e K. Pneumoniae em meio cromogénico

Fonte: Autora (2024).

3.5 FILTRAGEM DAS AMOSTRAS

As amostras foram submetidas ao processo de filtragem utilizando um sistema
composto por bomba de vacuo, kitasato e funil de filtrag&do (Figura 12).
Para as andlises das etapas 1 e 2, optou-se pela utilizagdo do filtro com

porosidade 0,22 uym, o objetivo principal foi reter a maioria das bactérias presentes na
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amostra sem distingdo especifica. A escolha foi embasada considerando que grande
parte dos microrganismos possuem tamanhos superiores a essa porosidade,
permitindo uma avaliagdo mais abrangente da comunidade microbiana presente nas
amostras.

Ja na etapa 3, utilizou-se o filtro de 0,45 um, conforme protocolo, pois a E. coli
e a K. pneumoniae, que sao os microrganismos de interesse dessa etapa possuem
tamanhos superiores a essa micragem, permitindo sua retengdo para o cultivo
(Madigan, 2016; INCT, 2024).

Figura 12 - Método de filtragem de amostras

Fonte: Autora (2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ETAPA 1 - ANALISE METATAXONOMICA DA MICROBIOTA DOS EFLUENTES

As coletas para a realizagao do ensaio de 16s DNA foram realizadas no outono
(maio/2024). A tabela 1, apresenta os principais parametros fisico-quimicos e

ambientais registrados nos pontos de amostragem.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos e ambientais registrados nos pontos de amostragem

(maio/2024
Pluviosi

SCo!eta Local Data Horario pH 09 °C Umidade | dade

eriada ambiente | amostra (dia)
Coleta 1 08:44 18°C 23,3°C 75%
Coleta 2 ETE 09:44 21°C 23,3°C 65%
Coleta 3 Bortolan 14/05/24 10:44 6,07 22°C 22,9°C 60% 0%
Coleta 4 11:44 24°C 23,3°C 53%
Coleta 5 12:44 24°C 23,5°C 53%
Coleta 1 13:30 28°C 25°C 45%
Coleta 2 Hosnpital 14:30 26°C 23,6°C 53%
Coleta 3 Muni'::ipal 15/05/24 15:30 6,71 26°C 24,1°C 54% 0%
Coleta 4 16:30 24°C 23,6°C 56%
Coleta 5 17:30 24°C 23,6°C 56%
Coleta 1 08:09 16°C 24,6°C 99%
Coleta 2 09:09 19°C 24,9°C 93%
Coleta 3 ETE 1 16/05/24 10:09 6,00 22°C 24,6°C 81% 0%
Coleta 4 11:09 23°C 24,9°C 1%
Coleta 5 12:09 24°C 25,4°C 63%

Fonte: Autora (2024).

As amostras coletadas entre os dias 14 e 16 de maio de 2024 foram submetidas
ao processo de extracdo de DNA para viabilizagdo do sequenciamento gendémico,
identificacao e caracterizagdo da comunidade microbiana presente nos efluentes dos
locais de amostragem.

As analises de quantidade do DNA apds a extragao foram realizadas por meio
do espectrofotdbmetro NanoDrop®. Observou-se que a razdo 260/280 foi proxima ou
superior a 2,0 em todas as amostras, indicando alta pureza do DNA em relagao a
contaminagao por proteinas. De acordo com Bruijns et al. (2022), valores de 260/280
proximos de 1,8 sao considerados indicativos de DNA puro.

No entanto, a razdo 260/230 apresentou maior variagdo. Enquanto as amostras
da ETE 1 e do Bortolan exibiram valores préximos do ideal, a amostra do Hospital

Municipal mostrou um valor significativamente reduzido, sugerindo possivel presenca
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de contaminantes como sais ou solventes remanescentes. Bruijns et al. (2022) relatam
que valores de 260/230 para acidos nucleicos puros geralmente encontram-se na
faixa de 2,0 a 2,2.

As analises de quantidade de DNA foram realizadas a partir do método
fluorimétrico (Quibit®), que evidenciaram variagdes na concentragdo de DNA extraido
entre as amostras. A ETE1 foi o ponto onde observou-se a maior concentragcao de
DNA, enquanto o Hospital Municipal, com a menor concentragdo encontrada. Os

resultados desta etapa sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Dados de quantificacdo de DNA extraido

Amostras 260/280 260/230 Quibit (ng/pl)
ETE 1 2,17 1,94 244
Bortolan 2,14 2,14 19,5
Hospital Municipal 1,91 0,48 17,6

Fonte: Autora (2024).

O DNA extraido foi também analisado em gel de agarose 1,0%, conforme
protocolo adaptado de Sambrook e Russell (2001), de forma a verificar a integridade
das moléculas adquiridas apds o processo de extragao. O gel, apds o processo de
eletroforese, foi fotodocumentado e esta apresentado na Figura 13.

Por meio do gel, observaram-se bandas de mesmo tamanho em todas as
amostras, em regido superior ao padrao, indicando um tamanho molecular acima de
1000 pares de base, considerado satisfatério para analise de sequenciamento
posterior. As amostras também mostram alto nivel de degradagcdo de DNA nas
amostras em ETE1 e menores na amostra obtida em esgoto hospitalar.

De acordo com Sambrook e Russell (2001), trés critérios sdo essenciais para a
confirmacao do DNA: i) uma quantidade adequada de DNA,; ii) razbes de qualidade
satisfatorias; e iii) a presencga de bandas integras e de tamanho apropriado em pares

de base (pb). A partir desses critérios, as amostras puderam ser sequenciadas.
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Figura 13 - Gel de agarose ilustrando, da direita para a esquerda: Padréo 1KB, ETE1, ETE
Bortolan e Hospital Municipal

Hospital ETE 1 Padrio
1KB

Fonte: Autora (2024).

4.1.1 Composicao da comunidade (amplicon 16s)

Entre os trés pontos (tabela 3) de coleta analisados, a ETE Bortolan recebe
predominantemente efluentes domésticos e industriais, sem influéncia direta de
esgoto hospitalar, enquanto a ETE 1 recebe uma combinagao de efluentes urbanos,
industriais e hospitalares, incluindo o préprio efluente do Hospital Municipal analisado
neste estudo. O efluente do Hospital Municipal isolado, por sua vez, representa um

ambiente com alta carga de residuos biolégicos humanos.

Tabela 3 - Caracterizacdo dos pontos de coleta de efluentes analisados

Ponto de coleta Tipo de Efluente Caracteristicas Principais
ETE Bortolan Predomina efluentes domésticos e N&o ha recebimento direto de
industriais esgoto hospitalar
ETE 1 Combinagé&o de efluentes urbanos, Inclui efluentes de
industriais e hospitalares estabelecimentos de saude
Efluente Hospitalar | Efluente isolado do Hospital Municipal Alta carga de residuos
biolégicos humanos

Fonte: Autora (2025).

A composigao da comunidade microbiana variou significativamente entre os trés

pontos de amostragem (Figura 14).
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Figura 14 - Grafico de colunas empilhadas com a distribuicdo das abundancias relativas das
bactérias derivadas dos genes 16sDNA dos trés pontos de amostragem

100

80

D
o

Abrundancia Relativa (%)
D
o

20

ETE Bortolan

m Qutras

= Pseudomonas

m Acidovorax

m Christensenellaceae_R-7_group

= Enhydrobacter

= Comamonas

m#N/D (T34)

m Vitreoscilla

= Faecalibacterium
Elizabethkingia

mBosea

m Dorea

Fonte: Autora (2024).

Observa-se que na comunidade microbiana da ETE Bortolan, ha
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uma

dominéncia de Pseudomonas (34%), seguida por Acinetobacter (09%) e Trichococcus
(06%). Por outro lado, na composi¢ao da comunidade em ETE 1 ha o predominio de

géneros como Enhydrobacter (28%), Cloacibacterium (07%) e Acinetobacter (13%).
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Em ambas as ETEs, ha uma comunidade microbiana adaptada as condig¢des
de efluentes de tratamento, com alguns géneros dominantes que refletem a natureza
desse tipo de ambiente, mas quando comparamos as duas ETEs, podemos observar
que a presenga de efluentes hospitalares na ETE 1 tem um impacto significativo na
composi¢cao da comunidade microbiana, tornando-a mais semelhante a encontrada
no Hospital Municipal, especialmente na presenca de géneros potencialmente
associados a RAM como Klebsiella e Escherichia/Shigella.

No Hospital Municipal, a comunidade microbiana € marcada pela presenca
dominante de Faecalibacterium (08%) e Akkermansia (19%), ambos associados a
microbiota intestinal, mas de menor relevancia clinica (Martin, 2023). Além desses,
foram identificados  géneros  bacterianos associados a RAM, K
pneumoniae corresponde a aproximadamente 10% da abundancia relativa
encontrada na amostra hospitalar, enquanto o grupo Escherichia/Shigella representa
cerca de 5%.

Conforme destacado no Boletim Epidemioldgico publicado pelo Ministério da
Saude em janeiro de 2024 (Brasil, 2024), os géneros mais encontrados em ambientes
hospitalares sao: E. coli, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Streptococcus
pheumoniae, o complexo Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa.

Da Silva, Abrantes e Nogueira (2023), também identificaram a presenga de
microrganismos resistentes em efluentes hospitalares. Os autores observaram que,
além de bactérias como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, os efluentes também
continham Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, Enterococcus resistente a vancomicina.

No estudo de Nascimento (2008), foram identificadas em esgoto doméstico,
diversas bactérias potencialmente patogénicas, entre elas: E. coli, Salmonella
spp., Salmonella typhimurium Shigella spp. e Shigella dysenteriae, Enterococcus
spp. e Staphylococcus aureus.

Os resultados obtidos nas amostras desta pesquisa corroboram com os dados
do Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude (2024), bem como com os
encontrados por Da Silva, Abrantes e Nogueira (2023) e Nascimento (2008). Dentre
0s microrganismos identificados nos estudos, também foram identificados nas

amostras estudadas, conforme mostra a tabela 4.
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Tabela 4 - Abundancia relativa dos microrganismos potencialmente patogénicos encontrados
nos pontos de amostragem

ETE Bortolan ETE 1 Hospital Municipal

(%) (%) (%)
Escherichia coli 0,30 0,44 1,21
Klebsiella pneumoniae 0,35 0,10 0,14
Acinetobacter 8,90 13,00 0,42
Enterococcus 0,29 0,06 0,17
Pseudomonas aeruginosa 3,42 0,11 0,32
Salmonella spp 0 0 0
Staphylococcus aureus 0 0 0

Fonte: Autora (2025).

Ao analisar a comunidade especifica das enterobactérias nos trés pontos de
amostragem (figura 15), observou-se variagdes significativas na composicao
microbiana, especialmente nos géneros de interesse Klebsiella e
Escherichia/Shigella, que sao conhecidos por seu potencial de RAM.

Figura 15 - Grafico de colunas empilhadas com a distribuicao das abundéncias relativas das
bactérias do género enterobactérias, dos trés locais de amostragem
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Fonte: Autora (2024).

Na ETE Bortolan, observou-se uma maior diversidade entre os géneros
identificados. Os microrganismos mais abundantes foram Klebsiella (25,13%) e
Escherichia/Shigella (22,22%), seguidos pela Raoultella (21,49%). Os grupos N/D,

Enterobacter e a Yokenella foram encontrados em menor proporgao.
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Na ETE 1, comunidade microbiana €& amplamente dominada por
Escherichia/Shigella (45,40%) e com uma presenga significativa do grupo N/D
(28,25%). Seguido por Klebsiella (10,32%), Enterobacter e Yokenella.

Ja no Hospital Municipal, o grupo Escherichia/Shigella, nesse mesmo ponto foi
o predominante (46,94%), seguido da Raoultella (29,20%) e Yokenella (9,32%). A
Klebsiella, entre os trés locais analisados, apresentou no Hospital Municipal a menor
quantidade (5,38%).

Além da presenga em todos os pontos de amostragem dos microrganismos de
interesse, foi observado uma prevaléncia de Raoultella, o que chama atencgao, pois
nos ultimos anos essa bactéria tem despertado interesse clinico como patdégeno
causador de bacteremia, infecgdes do trato urinario e infec¢gées abdominais (Huang et

al., 2024).

A tabela 5 apresenta a distribuicdo aproximada das enterobactérias nos
diferentes pontos de amostragem.

Tabela 5 - Distribuicdo aproximada (%) das enterobactérias nos pontos de amostragem

ETE Bortolan ETE1 Hospital Municipal

(%) (%) (%)
Escherichia/Shigella 20 50 45
Klebsiella 25 10
Enterobacter 15 5
N/D 15 25 10
Raoutella 20 5 30
Yokenella 5 5 5

Fonte: Autora (2025).

Esses resultados corroboram com os achados de Machado et al. (2020), que,
em um estudo recente realizado em Belo Horizonte - MG, identificaram que 65,5%

das enterobactérias estavam presentes em amostras de esgoto doméstico.

4.2 ETAPA 2 - DETERMINACAO DE PATOGENOS MICROBIANOS E GENES DE
RAM

As amostras coletadas durante o periodo de trés meses (setembro, outubro e
novembro/2024) foram submetidas a extragdo de DNA para sequenciamento e analise
dos dados com o Painel RPIP da lllumina.
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A tabela 6 apresenta as dez espécies mais abundantes identificadas nos pontos

de coleta Hospital Municipal, UPA e ETEs.

Tabela 6 - Dez espécies mais abundantes nos pontos de coleta

Mu';"‘i’;g:ﬂ% | uPA ) ETEs (%)
Escherichia coli 10,52 6,19 3,86
Klebsiella pneumoniae 6,19 11,44 10,08
Acidovorax temperans - 1,60 2,09
Acinetobacter baumanii - - 217
Acinetobacter johnsonii - 2,12 1,95
Aeromonas caviae - 3,06 3,91
Aquaspirillum sp. LM1 - 1,69 -
Facecalibacterium duncaniae 3,28 - -
Kluyvera cryoscrescens - - 17,98
Moraxela osloensis - - 3,32
Pseudomonas aeruginosa 3,63 - 4,06
Pseudomonas juntendi 14,91 2,06 -
Pseudomonas sp. BIOMIG1BAC 3,17 - -
Salmonella enterica 5,04 6,36 4,00
Segatella copri - 5,94 -
Serratia marcescens 3,26 - -
Streptophomonas maltophilia 23,09 - -
Outras 13,57 - 11,23

Fonte: Autora (2025).

A presenca de E. coli e K. pneumoniae foi observada em todas as amostras, com
predominancia na UPA (6,19% e 11,44%, respectivamente), seguida pelo Hospital
Municipal (10,52% e 6,19%) e pela ETE (3,86% e 10,08%), evidenciando sua ampla
disseminagao no ambiente.

A E. coli destaca-se como um agente etioldgico significativo em infecgbes do trato
urinario e infecgdes intra-abdominais, sendo particularmente preocupante em
pacientes com infeccbes recorrentes que demandam o uso continuo de
antimicrobianos. Ja K. pneumoniae tem sido frequentemente associada a casos
graves de sepse, inclusive em pacientes jovens, especialmente quando resistente aos
carbapenémicos. Sua patogenicidade esta comumente relacionada a producéo de
carbapenemases, AmpC e ESBL. Esses achados corroboram os demais resultados

dos estudos realizados.
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Flores et al. (2020), destacaram em um estudo realizado em pacientes de UTls no
Rio de Janeiro, a disseminagédo de K. pneumoniae resistente e sua capacidade de
abrigar multiplas carbapenemases. Eles relataram que 16% das cepas isoladas de
swabs retais de pacientes de UTls no Rio de Janeiro, de 2016 a 2017, foram
fenotipicamente identificadas como produtoras de carbapenemase. Destas, os genes
prevalentes foram blaNDM, blaKPC, blaOXA-48 e blaVIM. Abdi et al. (2014),
identificaram em 20 cepas a produgéo de ESBL, nelas havia alta frequéncia dos genes
blaCTX-M (87%) e blaTEM (82%).

No Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude (2024), foram destacados os
genes de resisténcia mais prevalentes. Em enterobactérias, blaKPC e blaNDM tiveram
taxas de deteccdo de 68,6% e 14,4%, respectivamente, destacando-se a reducéao
anual de blaKPC (de 74,5% em 2015 para 55,1% em 2022) e o expressivo aumento
de blaNDM (de 4,1% para 39,4% no mesmo periodo).

Além de E. coli e K. pneumoniae, que sao o foco do estudo, outras bactérias de
relevancia clinica e com potenciais patogénicos também foram identificadas nos
pontos de amostragem e sdo descritas a seguir:

No Hospital Municipal, a Pseudomonas juntendi foi a espécie mais prevalente,
correspondendo a 14,91% das sequéncias. E uma bactéria Gram-negativa, aerdbia
em forma de bastonete, pertencente ao grupo Pseudomonas putida. E um patégeno
oportunista recentemente identificado, do qual o conhecimento ainda é limitado.

Estudos recentes identificaram essa espécie a partir de uma amostra de escarro
de um paciente hospitalar no Japao, destacando seu potencial papel em infeccbes
humanas (Tohya, 2019). Até o momento, sabe-se que as cepas de P. juntendi sao
frequentemente multirresistentes, o que complica o manejo clinico das infecgdes
(Jiang et al., 2024).

A cepa P. juntendi isolada por Jiang et al. (2024) carrega um megaplasmideo que
codifica os genes de resisténcia blaOXA-1e uma nova variante de blaIMP-1,
indicando a presenga de mecanismos genéticos associados a RAM a beta-lactamicos.
A detecgéao de P. juntendi, uma espécie recentemente descrita, refor¢ca a necessidade
de estudos adicionais para entender seu papel clinico e epidemioldgico.

Outras espécies do género Pseudomonas também representaram uma grande
parcela dos microrganismos encontrados nesse ponto. A pseudomonas aeruginosa
tém sido recorrentemente relatadas como multirresistente e até pan-resistente em

isolados clinicos (Lupo, 2018).
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Em um estudo realizado na Nigéria por John-Onwe et al. (2023) foi identificada a
coexpressao dos genes blaFOX e blaMOX em isolados de Pseudomonas aeruginosa,
analisando 500 amostras de urina e feridas. A bactéria foi detectada em 22,6% das
amostras, com taxas de resisténcia a multiplos antimicrobianos de 17,8% em feridas
e 25,3% em urina, sendo que todos os isolados carregavam os genes blaFOX e
blaMOX.

Em um outro estudo, realizado na Francga, foram identificadas bactérias produtoras
de B-lactamase de espectro estendido (ESBL), incluindo os genes blaSHV, blaTEM e
blaCTX-M, além de carbapenemases como KPC, OXA-48, VIM, IMP e NDM-1. No
estudo, foram analisados 25 isolados de Pseudomonas aeruginosa, dentre eles os
genes mais expressos foram o blaSHV e blaTEM (Carvalho et al., 2021; Lépez-
Causapé et al., 2017).

Stenotrophomonas maltophilia, detectado em 2,09% das amostras do hospital, é
um patoégeno importante em pacientes imunocomprometidos. Nos ultimos anos, vem
ganhando atencgédo, devido a associagado com infecgdes em pacientes admitidos em
UTI (Dimopoulos et al., 2023). Esse microrganismo esta principalmente associado a
infeccbes do trato respiratério, incluindo pneumonia e exacerbagdes agudas de
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (Mojica et al., 2022).

Em um estudo realizado por Furlan et al. (2018), foi investigado o perfil de RAM
de S. maltophilia, que revelou a presenga de uma ampla diversidade de genes de
resisténcia adquiridos, incluindo gnrA, qnrB, gnrS, ogxA, ogxB, blaSHV, blaCTX-M-
Gp1, blaPER, blaOXA-1-like, blaOXA-48-like e sul1, evidenciando o potencial desse
microrganismo como reservatorio de determinantes genéticos associados a
resisténcia.

De acordo com os achados nas amostras da UPA, conforme ja mencionado, a
principal bactéria identificada nesta amostra foi Klebsiella pneumoniae (11,44%),
seguida do género Salmonella (6,36%) que atualmente é dividido em duas espécies:
Salmonella bongori e Salmonella entérica (Jacobsen, et al. 2011). A espécie S.
enterica contém as linhagens patogénicas distribuidas em seis subespécies e 2.564
sorovares, todas patogénicas ao homem (Santurio et al. 2007).

Conforme estudo realizado por Paredes-Osses et al. 2020, foram conduzidos
ensaios fenotipicos de suscetibilidade a B-lactdmicos e identificados genes de

resisténcia a esse grupo de antimicrobianos em cepas de S. enterica. A analise
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genética revelou a presenca do gene blaCTX-M em 100% das cepas e do gene
blaCMY-2 em 4%.

O género Acinetobacter também encontrado na amostra (2,12%), € um dos
microrganismos mais patogénicos e desafiadores em meio clinico, pois chega a
possuir naturalmente até sete mecanismos de RAM. E associado a um amplo espectro
de infecgdes, incluindo pneumonia, bacteremia, meningite, infecgdes do trato urinario
e infecgbdes de feridas, tornando sua presenga uma preocupacgao significativa no
controle de infecgbes hospitalares.

O gerenciamento de infecgcbes causadas por Acinetobacter spp.
multirresistentes representa um grande desafio devido a sua capacidade de
sobrevivéncia no ambiente hospitalar e a persisténcia prolongada em superficies.
Esses fatores contribuem para sua disseminacédo e a ocorréncia de multiplos surtos
(Manchanda; Sanchaita; Singh, 2010).

Lupo, Haenni e Madec (2018) analisaram isolados clinicos de Acinetobacter
baumannii provenientes de infecgdes humanas e identificaram que a resisténcia aos
carbapenémicos predominantemente mediada pela aquisigdo de oxacilinases (OXAs),
entre essas enzimas, OXA-23 e OXA-58 sdo as mais frequentemente detectadas,
enquanto OXA-24/40 e OXA-143 ocorrem com menor frequéncia.

Nas amostras das ETEs, Kluyvera cryocrescens foi a espécie predominante
(17,98%), pertencente a familia Enterobacteriaceae, s&o bacilos Gram-negativos.
Consideradas saprofitas benignas, elas estdo amplamente distribuidas no ambiente e
no trato gastrointestinal humano (Mufoz-Acufa, 2016). No entanto, infecgdes por
esse microrganismo em humanos sao raras, e seu papel patogénico ainda nao esta
totalmente esclarecido (Gaibani et al. 2018).

Nos ultimos anos, estudos vem relatando casos esporadicos de infecgdes
causadas por espécies de Kluyvera. Gaibani et al. (2018) identificaram, na Italia,
cepas de K. cryocrescens portadoras de genes de carbapenemases de classe A,
como blaGES-5 e blaKPC-2, o que ressalta sua relevancia potencial na disseminacao
da RAM.

Nas amostras das ETEs, foram identificados outros microrganismos de relevancia
clinica, também presentes nas unidades de saude. Um exemplo € a Salmonella
entérica, detectada nas ETEs (4,00%), UPA (6,36%) e Hospital Municipal (5,04%), o
que levanta a hipotese de que essas bactérias possam estar sendo carreadas ao

longo do sistema de esgoto hospitalar até a estacédo de tratamento.
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Figura 16— Principais classes de genes de RAM encontrados nos pontos de amostragem
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Fonte: Autora (2025).

O grafico (Figura 16) representa a abundancia relativa de diferentes genes de
RAM nos trés diferentes pontos analisados. Observa-se que o gene que representa
maior proporg¢ao total em todas as amostras € o blaOXA, seguido por blaMOx e cphA,
que também aparecem em proporcdes consideraveis. Os demais aparecem com

menor abundancia, mas também contribuem para a composi¢ao geral.
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Figura 17 - Quantidade total classes de antibiéticos relacionadas aos genes de RAM
encontrados nas trés amostras analisadas
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Fonte: Autora (2025).

O grafico (figura 17) apresenta principais classes de antimicrobianos associados
aos genes de resisténcia encontrados nas trés amostras analisadas. Observa-se que
as ETEs possuem a maior carga total de genes de resisténcia, seguidas pelo Hospital
Municipal e UPA, indicando que os efluentes dessas unidades de saude podem
contribuir para o acumulo desses genes no ambiente. A classe predominante em
todas as amostras € a dos beta-lactamicos, representando a maior propor¢cdo da
resisténcia detectada, seguida pelos aminoglicosideos e trimetropina. Essa
similaridade na composi¢cao sugere que ha uma forte influéncia dos ambientes
hospitalares e das unidades de saude na carga microbiana presente nos efluentes

tratados pelas ETEs.
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Os resultados destas analises demonstram a presenca de microrganismos

clinicamente relevantes e genes de RAM em todas as amostras analisadas, com

destaque para P. juntendi no Hospital Municipal, K. pneumoniae na UPA e

K.cryocrescens nas ETEs. A identificagcdo desses patdgenos e de genes como

blaOXA, blaMOX e BlaKPC esta em concordancia com estudos anteriores (John-
Onwe et al., 2023; Lupo; Haenni; Madec, 2018 e Ministério da Saude, 2024), que

relataram altos indices desses genes de resisténcia em isolados clinicos e ambientais

4.3 ETAPA 3 - CRESCIMENTO E IDENTIFICACAO DE CEPAS RESISTENTES

4.3.1 Cultivo e contagem de E. coli e K. pneumoniae

Durante o periodo de trés meses (setembro, outubro e novembro/2024), foram

realizadas coletas mensais em cada ponto de amostragem. Parametros, como

temperatura ambiente, umidade, pH, precipitacdo e temperatura da amostra foram

registrados (tabela 7).

Tabela 7 - Principais parametros registrados dos pontos de amostragem (setembro, outubro

e novembro/2024)

pH °C Ambiente | °C amostra Precipitagdo Umiodade

(mm) (%)

Setembro 6,9 25,4 21,4 0 30,2

ETE Bortolan | Qutubro 7,5 22,8 23,5 0 49,8
Novembro 8,1 23 26,0 0 58

Hospital Setembro 6,7 22,0 22,0 0 40,8
Municipal Outubro 7,8 22,8 23,6 0 57,8
Novembro 7,6 18,4 22,5 0,2 88,2

Setembro 6,1 22,0 26,0 0 55,6

ETE 1 Outubro 7,3 23,0 24,8 0 58,0
Novembro 7,7 24 249 0 51,2

Setembro 6,2 25,0 24,8 0 43,8

UPA Outubro 7,0 20,4 24,6 0,1 80,2

Novembro 7,4 22,2 23,8 0 68,6

Fonte: Autora (2024).

Observou-se um aumento do pH em todos os locais de amostragem ao longo

dos trés meses de coleta. A temperatura ambiente e das amostras também sofreram

variagdes, sendo a maior temperatura ambiente registrada em setembro na ETE
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Bortolan (25,4°C) e a menor no Hospital Municipal (18,4°C) na coleta realizada em
novembro, enquanto a maior temperatura das amostras foi registrada na coleta de
setembro na ETE 1 (26,0°C) e a menor registrada também em setembro, porém na
ETE Bortolan (21,4°C). A precipitagdo nao variou na maioria dos pontos, exceto nas
coletas da UPA (0,1mm) em outubro e de novembro no Hospital Municipal (0,2mm),
periodos que coincidiram com aumento da umidade, atingindo 88,2% e 80,2%,
respectivamente.

As analises de inoculagao foram realizadas no laboratério com o intuito de

quantificar e isolar colénias puras (Figura 18).

Figura 18 - Crescimento bacteriano em meios especificos apos periodo de incubagédo. Meio
KPC sem antibiético (1), meio KPC com antibidtico (2), meio ESBL sem antibiético
(3) e meio ESBL com antibiotico (4)

L 'T.é;.._',;:

r:,\;\_

e )

nte: Autora (2024).

A tabela 8 apresenta a contagem de E. coli e K pneumoniae nos pontos de
amostragem, utilizando os meios especificos (ESBL e KPC), com e sem suplemento

antibidtico, ao longo dos meses de setembro, outubro e novembro.
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Tabela 8 - Contagem de E. coli e K. pneumoniae em meio especifico, com e sem
suplemento nos pontos de amostragem nos meses de setembro, outubro e

novembro/2024.
ESBL ESBL KPC KPC
(Sem antib.) (Com antib.) (Sem antib.) (Com antib.)
Setembro 2,3x103 2,9x103 8,6x10° 5,8x104
Outubro 5,5x10° 4,2x103 16,2x108 2,4x103
ETE Novembro 3,8x10° 3,4x10° 4,8x108 2,1x103
Bortolan | oo tembro 7,5x103 6,2x104 1,3x106 19,8x104
Outubro 10,7x105 3,4x105 5,6x106 4,4x105
Novembro 2,5x105 3,2x105 18,0x106 2,8x105
Setembro 4,7x10° 6,1x104 10,0x105 18,7x103
ETE 1 Outubro 4,7x10° 9,5x104 6,7x10° 14,4x103
Novembro 7,8x10° 2,6x104 2,4x106 5,56x103
Setembro 3,1x10° 4,3x104 7,3x107 13,1x103
UPA Outubro 9,0x104 2,2x104 5,6x108 2,4x104
Novembro 1,9x10%4 2,56x103 1,9x103 0

Fonte: Autora (2024/2025).

Figura 19 - Grafico de crescimento bacteriano, apds periodo de incubacdo em meio ESBL
sem antibidtico e com antibidtico
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Figura 20 - Grafico de crescimento bacteriano, apds periodo de incubagdo em meio KPC,
sem antibiético e com antibidtico
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Fonte: Autora (2025).

Com base nos dados obtidos apds a realizagao do crescimento em placa,
observou-se que em todos os pontos de amostragem, exceto no Hospital Municipal, a
contagem total de E. coli (ESBL sem antibiotico — barras vermelhas) foi maior do que
a de E. coli resistente (ESBL com antibi6tico — barras azuis), o0 que nos mostra que na
maioria das amostras ha uma quantidade microrganismos que possuem resisténcia
aos B-lactamicos. Para K. pneumoniae nos meios KPC, em todos os pontos, a
contagem total (sem suplemento — barras vermelhas) foi maior em relagéo a das cepas
resistentes (com suplemento — barras azuis), evidenciando que uma fragdo das
bactérias presentes nas amostras apresenta resisténcia aos carbapenémicos.

Analisando o grafico de crescimento bacteriano, apds periodo de incubagdo em
meio ESBL sem suplemento e com suplemento (Figura 19), observa-se que a ETE
Bortolan apresentou em todos os trés meses de coleta, os valores mais elevados,
indicando uma alta carga de E. coli nesse ponto. Enquanto no Hospital Municipal e na
UPA, foram obtidas quantidades menores, com variagbes de 102 a 107, mas ainda
significativas, o que sugere que esses locais podem atuar como reservatérios de
microrganismos resistentes. Em novembro, foi observado na UPA uma reducéo na
contagem de E. coli, com destaque para a diminuicdo do crescimento desses
microrganismos nas placas ESBL onde foi observada uma expressiva redugdo no

crescimento desses microrganismos nas placas ESBL contendo antibiético.
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Assim como no primeiro grafico, observa-se no grafico de crescimento
bacteriano, ap6s periodo de incubagdo em meio KPC, sem e com antibidtico (Figura
20) que a contagem total de K. pneumoniae (barras vermelhas - KPC sem suplemento)
€ na grande maioria, maior do que a contagem de K. pneumoniae resistente (barras
azuis - KPC com suplemento). AETE 1 e o Hospital Municipal apresentaram aumentos
evidentes na carga microbiana ao longo dos trés meses de coleta. Em novembro,
houve uma reducgao significativa da K. pneumoniae resistente na UPA, com auséncia
detectavel dessa bactéria resistente no meio com antibioético, que coincidiu com um
periodo de leves precipitagcbes. Segundo dados do INMET (2024) no més de
novembro, na Regido Sudeste, foram registrados acumulados de chuva superiores a
150 mm na maior parte do territério, sugerindo que esse resultado encontrado pode
estar relacionado a influéncia de fatores ambientais ou no uso de antibiéticos nesses
locais. Em novembro a ETE Bortolan, assim como no caso da E. coli, apresentou os
maiores valores de crescimento bacteriano para K. pneumoniae, destacando-se como
um grande ponto de proliferacdo bacteriana, em relagdo aos outros pontos de coleta.

Os graficos mostram que a RAM esta presente nos pontos analisados. Além
disso, a presenca de bactérias resistentes no Hospital Municipal e na UPA reforga a
necessidade de monitoramento constante desses locais e uma tentativa de
intervencdo para o uso racional de antibiéticos para evitar a disseminagédo da RAM. E
importante ressaltar que o efluente da ETE 1 apresenta caracteristicas semelhantes
as dos efluentes dos estabelecimentos de saude.

A queda na resisténcia em novembro, principalmente nas unidades de saude,
pode estar correlacionada a variagdes ambientais, como precipitacao e umidade, ou
mudangas no uso de antimicrobianos nas patologias tratadas nesses locais.

Os dados encontrados neste estudo vao de encontro aos dados obtidos por
Machado et al. (2020), onde a maioria das cepas resistentes isoladas pertence a
familia Enterobacteriaceae, incluindo espécies potencialmente patogénicas como K.
pneumoniae, E. coli, Enterococcus faecium e Salmonella spp. Os resultados também
corroboram com os achados do estudo anterior, evidenciando a presenga significativa
de bactérias resistentes a beta lactamicos nos pontos de amostragem.

Com a continuagcédo e desenvolvimento das demais metodologias espera-se
que este projeto traga ao municipio, bem como para toda a comunidade, dados

relevantes quanto a presenca quantificagao e disseminacao de organismos patégenos
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ao longo da rede de esgoto até que atinjam os corpos hidricos, bem como a

expressividade da dispersdo do gene de resisténcia a antibidtico associados a estes.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Diversas espécies bacterianas, sdo amplamente distribuidos em diferentes
ambientes. Nas aguas residuais tanto domésticas quanto hospitalares, grande parte
da comunidade microbiana tem origem do trato gastrointestinal de humanos e/ou
animais. Dessa forma, o presente estudo contribuiu significativamente para a
compreensao da diversidade microbiana e da presencga de genes de RAM em aguas
residuais do municipio de Pogos de Caldas — MG.

Nesse contexto, foram identificados K. pneumoniae e P. aeruginosa, que sao
microrganismos classificados como prioridade 1 (critica) pela OMS. A E. coli também
foi frequentemente isolada e embora esteja presente na microbiota intestinal é
considerada como um dos principais agentes causadores de infecgbes entéricas e
urinarias.

Os resultados obtidos mostraram uma diversidade consideravel de
microrganismos presentes nas amostras, com destaque para a alta presenca de
genes de RAM, como beta-lactdmicos e aminoglicosideos, corroborando com a
deteccao dos genes blaOXa e blaKPC nas amostras.

A analise dos resultados das culturas microbiologicas, realizadas paralelamente,
revelaram a presenca de cepas de E. coli e K pneumoniae resistentes aos beta-
lactdmicos e carbapenémicos, confirmando a correlagéo entre os genes de resisténcia
detectados e os isolados bacterianos cultivados.

Esses achados, que coincidem com o de outros estudos e reforgcam a ideia de que
os efluentes hospitalares sao fontes importantes de disseminagéo de microrganismos
potencialmente patogénicos e resistentes, como ja observado em investigacdes
anteriores.

Dessa forma, este projeto contribuiu substancialmente para o conhecimento
cientifico, orientando estratégias mais eficientes no melhoramento dos processos de
tratamento de aguas residuarias, além de agregar e impulsionar melhores estratégias
para gestdo e tomada de decisdes em relagéo as politicas publicas de saneamento,

sustentabilidade e conservagdo do meio ambiente.



62

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O estudo das epidemias baseado em aguas residuais € uma ferramenta muito
abrangente, pois permite monitorar a presenca diversas doengas que atingem o
esgoto quando excretados por meio de fezes, urina ou outras secre¢gdes humanas.
Além disso, possibilita a detecgao da presenca de metabdlitos de antibidticos e de
microrganismos RAM, que podem apresentar risco a saude e contribuir para a
disseminacgao da resisténcia para outras bactérias presentes no meio ambiente.

Este estudo representa um trabalho pioneiro no municipio de Pogos de Caldas
e na Universidade Federal de Alfenas. Uma vez evidenciada a influéncia das unidades
de saude na disseminagao de genes de resisténcia, os dados obtidos mostram o papel
dos efluentes hospitalares no aumento da carga dos genes de resisténcia e da
microbiota patégena de volta ao meio publico e ambiental e pode incentivar muitas
iniciativas de saude publica, como politicas de prevencdo para controlar a
disseminacgao de bactérias RAM e politicas de uso racional de antimicrobianos.

Estudos futuros podem abordar o conhecimento sobre a permanéncia e a
propagacao dos genes de resisténcia no ambiente, focar na correlagao entre dados
de vigilancia epidemiolégica e a presenga de patdgenos emergentes em efluentes,
contribuindo para o desenvolvimento de sistemas de alerta precoce de possiveis
surtos epidemiologicos. Outra frente relevante envolve a anélise temporal e sazonal
dos microrganismos e genes de resisténcia em diferentes pontos da rede de
esgotamento sanitario, bem como a avaliagdo do impacto do descarte de
antimicrobianos pela populagao e servigos de saude.

Além disso, podem ser realizadas a¢des quem incluam a divulgacao de boletins
informativos sobre os microrganismos mais prevalentes nos efluentes do municipio e
a concentragao de genes de resisténcia, além de campanhas de conscientizagao
sobre o uso racional de medicamentos e medidas de preveng¢ao quando for detectado
um aumento significativo na presengca doengas associadas a determinados

microrganismos identificados.
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APENDICES
APENDICE A - GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA IDENTIFICADOS NOS PONTOS DE
AMOSTRAGEM
Gene % Coverage % ldentity Accession
s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of
ample symbol tt
ype sequence sequence closest
sequence
macrolide efflux
AZITHROMYCIN/ WP_063853

ETEs mef(A) m;‘?At;ansporter AMR MACROLIDE ERYTHROMYCIN 50.25 96.10 6381
ANT(3")-la family

ETEs aagA1 2minoglycoside o AMINOGLYCOS! grpepromyciNk 56111 100.00 VP_001206
nucleotidyltransfer DE 315.1
ase AadA1

_ aminoglycoside
ETes M6 pucleotidyitransfer AMR AMINOGLYCOSI oroenromyein 57.14 10000 WP_002294
la DE 505.1
ase ANT(6)-la
ANT(3")-la family

ETEs aada7 aminoglycoside o AMINOGLYCOSI orpeptomycing— 100.00 9925 WP 010794
nucleotidyltransfer DE 258.1
ase AadA7
OXA-229 family

ETEs 0@OX  carbapenem- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 53.26 9048  WP_139419

A hydrolyzing class 2581
D beta-lactamase
quinolone
resistance

ETEs  qgnrS1  pentapeptide AMR QUINOLONE  QUINOLONE 100.00 10000 pr=001010
repeat protein '
QnrS1
quinolone
resistance

Etes  9"°  pentapeptide AMR QUINOLONE  QUINOLONE 100.00 10000 ‘e-903860
repeat protein '
QnrB64
EreA family WP_071846

ETEs ere(A) erythromycin AMR MACROLIDE ERYTHROMYCIN 100.00 94.33 336 1
esterase '
streptothricin N-

ETEs sal2  acetylransferase  AMR SN0 O'HRIC STREPTOTHRICIN - 100.00 10000 7000704
Sat2 '
trimethoprim-

ETEs dfra1 'esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 WP_000777
dihydrofolate 554.1
reductase DfrA1

w aminoglycoside
ant(3") ; AMINOGLYCOSI SPECTINOMYCIN/ST WP_005001

ETEs -l nucleotldylt“ransfer AMR DE REPTOMYCIN 100.00 95.04 597 1
ase ANT(3")-llc
tetracycline
resistance

ETEs tet(O) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 99.84 \2/:)5—?12669
protection protein '

Tet(O)
tetracycline efflux WP 015573
ETEs tet(40) MFS transporter AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 55.91 98.68 055.1

Tet(40)
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Gene % Coverage % ldentity Accession

s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of

ample symbol tt
ype sequence sequence closest
sequence
blaCT extended-spectrum

ETEs XM Class Abeta- AMR BETA-LACTAM CEPHALOSPORIN  100.00 10000 WP_001617

14 lactamase CTX-M- 865.1
14
trimethoprim-

ETEs  dfra32 esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 'WP_032084
dihydrofolate 013.1
reductase DfrA32
aminoglycoside 6'-

ETEs  22(6) N- AMR AMINOGLYCOSI \\iiNnoGLYCOSIDE  100.00 99.32  WP_051645

-30 acetyltransferase DE 529.1
AAC(6')-30
EreA family WP 071846

ETEs  ere(A) erythromycin AMR MACROLIDE ~ ERYTHROMYCIN  100.00 10000 o
esterase )
ANT(3")-Ia family

ETEs aagA2 2minoglycoside o AMINOGLYCOSI orpepromycine 100.00 100.00 VP_001261
nucleotidyltransfer DE 7401
ase AadA2
OXA-732 family

ETEs  52%% class D beta- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 100.00 99.25 Vgg5—(1)72678
lactamase )
streptothricin N-

ETEs sat4  acetylransferase AMR S"\TIREPTOTHR'C STREPTOTHRICIN  100.00 10000 00002
Sat4 .
23S rRNA
(adenine(2058)- ooy D CLINDAMYCINIMACR WP 002682

ETEs  em(F) N(6))- AMR e Ay OLIDE/ 100.00 0135 o
methyltransferase IN STREPTOGRAMIN '
Erm(F)
tetracycline-

ETEs tet(xe) nactivating AMR TETRACYCLINE TIGECYCLINE 100.00 99.74  WP_008651
monooxygenase 082.1
Tet(X2)
23S rRNA
(adenine(2058)- ooy e CLINDAMYCINIMACR WP 002662

ETEs  em(F) N(6))- AMR e Ay OLIDE/ 100.00 9962 o
methyltransferase IN STREPTOGRAMIN '
Erm(F)
trimethoprim-

ETEs dfrA2s resstant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 78.98 10000 WP_029391
dihydrofolate 998.1
reductase DfrA25
trimethoprim-

ETEs  dfra21 'esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 \VP_004187
dihydrofolate 529.1
reductase DfrA21
AAC(6')-Ib family

ETEs aac(6') aminoglycoside 6'- AMR AMINOGLYCOSI GENTAMICIN 100.00 100.00 WP_126123

db . N- DE 880.1
acetyltransferase
OXA-1 family
oxacillin-

ETEs 2% hydrolyzing class  AMR BETALACTAM  BETA-LACTAM 100.00 10000 932491
D beta-lactamase ’

OXA-4
OXA-211 family

ETEs DiaOX carbapenem- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 100.00 9380 WP 058951

A hydrolyzing class 4571

D beta-lactamase
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Gene % Coverage % ldentity Accession
s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of
ample symbol tt
ype sequence sequence closest
sequence
TetM/TetW/TetO/T
etS family

ETEs tet tetracycline AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 50.16 9657  P_063856
resistance 4221
ribosomal
protection protein
OXA-372 family

ETEs  0lAOX  carbapenem- AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 100.00 96.50  WP_109545

A hydrolyzing class 072.1
D beta-lactamase
aminoglycoside O- AMIKACIN/GENTAMI
aph(2" AMINOGLYCOSI CIN/ WP_021401
ETEs }IVa gh:;pHrzg:['r)Tvs;eras AMR DE KANAMYCIN/ 99.67 100.00 0241
TOBRAMYCIN
OXA-211 family
ETEs DlaOX carbapenem- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 85.40 97.44  WP_063861
A hydrolyzing class 666.1
D beta-lactamase
ANT(3")-la family

ETEs aadA4 2minoglycoside ——,y0 AMINOGLYCOSI grpenromycin 100.00 10000 WP_004356
nucleotidyltransfer DE 2821
ase AadA4
OXA-143 family

ETEs DlaOX carbapenem- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 91.27 9801 VP 063861

A hydrolyzing class 042.1
D beta-lactamase
tetracycline efflux WP 001297

ETEs te(C) MFStransporter ~AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 10000 i

Tet(C) :
23S rRNA AZITHROMYCIN/
erm(5  (adenine(2058)- ngggﬁ'\[")ga CLARITHROMYCINC WP 131386

ETEs ) N(6))- AMR g1 oGRAM LINDAMYCIN/ 75.29 9949 oo
methyltransferase IN ERYTHROMYCIN/VIR '
Erm(51) GINIAMYCIN

OXA-10 family
blaOX class D beta- WP_063860
ETES 201 |actamaseOxa.  AMR BETA-LACTAM  CEPHALOSPORIN  100.00 10000 47,
101
trimethoprim-

ETEs dfra1s esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 WP_001830
dihydrofolate 196.1
reductase DfrA15

ETEs bla  ClaSSAbeta- AVMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 97.95 9652  -011270
lactamase 171.1

OXA-46 family
ETEs DaOX oxacilin- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 54.14 9583 /032490
A hydrolyzing class 445.1
D beta-lactamase
OXA-46 family
ETEs DaOX oxacilin- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 57.89 10000 /P_032490
A hydrolyzing class 4451
D beta-lactamase
CphA family

ETEs cpha SubclassB2 AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 54.72 o712 WP 063865
metallo-beta- 2921
lactamase
macrolide efflux

AZITHROMYCIN/ERY WP_063853

ETEs  mef(A) MFStransporter AMR MACROLIDE THROMYCIN 64.20 9538 oo

Mef(A)
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Gene % Coverage % ldentity Accession

s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of

ample symbol tt
ype sequence  sequence closest
sequence
macrolide efflux
ETEs  mef(A) MFStransporter ~AMR MACROLIDE  AZITHROMYCINERY ¢, 5, 9808  VP_063853
THROMYCIN 563.1
Mef(A)
macrolide efflux
ETEs  mef(A) MFStransporter ~AMR MACROLIDE  AZITHROMYCINERY g, 59 96.65  NP_063853
THROMYCIN 698.1
Mef(A)
EreB family
. AZITHROMYCIN/ERY WP_032488
ETEs ere(B) erythromycin AMR MACROLIDE THROMYCIN 100.00 99.52 3431
esterase
w aminoglycoside N- GENTAMICIN/KANAM
ETEs  22%®) acetyitransferase  AMR %“Q'NOGLYCOS' YCIN/ 100.00 100.00 vglg?’_?zsezz
lla AAC(E')-lla TOBRAMYCIN :
quinolone
resistance
ETEs qgnrD1  pentapeptide AMR QUINOLONE  QUINOLONE 100.00 10000 912034
repeat protein ’
QnrD1
_ aminoglycoside
ETEs  2MO)r hucleotidyltransfer AMR AMINOGLYCOSI grpepromyein 5596 10000 WP_001255
la DE 866.1
ase ANT(6)-la
CMY-1/MOX family

ETEs t;I(aMO class C beta- AMR BETA-LACTAM CEPHALOSPORIN  66.84 0883 o 000
lactamase '
chloramphenicol WP 012300

ETEs  cmlA5 efflux MFS AMR PHENICOL CHLORAMPHENICOL 100.00 100.00 _

7721
transporter CmIAS
OXA-211 family
ETEs DAOX cabapenem- A\yg BETAIACTAM BETA-LACTAM 64.60 9831  Wr. 140423
A hydrolyzing class 3171
D beta-lactamase
tetracycline
resistance

ETEs  tet(W) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 10000 002080
protection protein .

Tet(W)
trimethoprim-

ETEs diraz resstant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 9383  WP_063844
dihydrofolate 403.1
reductase DfrA3
OXA-5 family class

ETEs 289X Hpeta-lactamase AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 100.00 10000 'WP_032492

A-129 122.1
OXA-129
trimethoprim-

ETEs  dira12 'esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 WP_001083
dihydrofolate 7251
reductase DfrA12
ANT(3")-la family

ETEs aadA1 amlnog_lycosme AMR AMINOGLYCOSI STREPTOMYCIN 96.44 98.15 WP_001749

6 nucleotidyltransfer DE 984.1
ase AadA16
oxacillin-
ETEs D@OX hydrolyzing class  \yp BETAACTAM  BETA-LACTAM 100.00 100.00 VP_000722
A-9 D beta-lactamase 315.1
OXA-9
w aminoglycoside N- GENTAMICIN/KANAM
ETEs aﬁg(G) acetyltransferase  AMR /E'\I/_:”NOGLYCOS' YCIN/ 100.00 10000 1209
- AAC(6')-lic TOBRAMYCIN :
ETEs DaGE carbapenem- AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 100.00 10000 WP_012658
S-5 hydrolyzing class 785.1
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Gene % Coverage % ldentity Accession

s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of

ample symbol tt
ype sequence  sequence closest
sequence
A beta-lactamase
GES-5
trimethoprim-

ETEs  dfrA17 esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 WP_001389
dihydrofolate 366.1
reductase DfrA17
type B-3
chloramphenicol

ETEs catB8 O- AMR PHENICOL CHLORAMPHENICOL 53.33 100.00 v2\/g>2_(1)o2075
acetyltransferase ’
CatB8

ETEs DAO0X OXA-2familyclass - \ye geTa|ACTAM  BETA-LACTAM 56.00 10000 WP-014386

A D beta-lactamase 4321
aminoglycoside O- AMIKACIN/GENTAMI
aph(2" AMINOGLYCOSI CIN/ WP_016439
ETEs Ml gh:;pHrEgt'r)ai\n:feras AMR DE KANAMYCIN/TOBRA 100.00 100.00 437 1
MYCIN
OXA-211 family
ETEs DaOX cabapenem- — ,yp BETAIACTAM BETA-LACTAM 65.69 9833 004697
A hydrolyzing class 403.1
D beta-lactamase
OXA-9 family
ETEs  DROX  oxacilin- AMR BETA-LACTAM  BETA-LACTAM 68.98 9153  \Wr_000722
A hydrolyzing class 315.1
D beta-lactamase
lincosamide

ETEs  Inu(B) nucleotidyltransfer AMR LINCOSAMIDE LINCOSAMIDE 71.16 95.26 Vglﬁ_?02294
ase Lnu(B) '
OXA-211 family

ETEs D@AOX cabapenem- — \yg BETA|ACTAM BETA-LACTAM 57.66 9937 WP 063861

A hydrolyzing class 6771
D beta-lactamase
trimethoprim-

ETEs dfrA1e 'esistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 WP_032490
dihydrofolate 158.1
reductase DfrA16
PSE family

ETEs  D1aPS  carbenicillin- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 100.00 9931 WP 063857

E hydrolyzing class 839.1
A beta-lactamase
tetracycline
resistance

ETEs  tet(Q) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 9938 009890
protection protein '

Tet(Q)
lincosamide WP 063851

ETEs Inu(D) nucleotidyltransfer AMR LINCOSAMIDE LINCOSAMIDE 57.93 98.95 3491
ase Lnu(D) '
OXA-10 family

ETEs 2% class D beta- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 100.00 99.62 vglgo_?oome
lactamase )
ANT(3")-la family

ETEs aadA1 2minoglycoside o AMINOGLYCOSI orpepromycing 8631 96.04  VP_001209
nucleotidyltransfer DE 508.1
ase AadA1
subclass B1

ETEs 00V metallo-beta- AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 100.00 10000 ' c900199

lactamase IMP-1
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Gene % Coverage % ldentity Accession

s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of

ample symbol tt

ype sequence sequence closest
sequence
macrolide efflux WP 014386

ETEs mef(C) MFStransporter AMR MACROLIDE  ERYTHROMYCIN 79.12 9938 goi
Mef(C) :
ANT(3")-la family

ETEs aadA7 2minoghycoside o AMINOGLYCOSI grpepromycine 5208 9638  WP_010794
nucleotidyltransfer DE 258.1
ase AadA7
CTX-M family

ETEs  DACT  extended- AMR BETA-LACTAM CEPHALOSPORIN  89.69 10000 WP_063859

X-M spectrum class A 976.1
beta-lactamase
ANT(3")-la family
ETEs aadA1 amlnog_ly005|de AMR AMINOGLYCOSI STREPTOMYCIN 61.73 93.57 WP_025991
0 nucleotidyltransfer DE 879.1
ase AadA10
OXA-211 family
ETEs DAOX cabapenem- sy BETALACTAM  BETA-LACTAM 50.00 o781  WB_058870
A hydrolyzing class 660.1
D beta-lactamase
trimethoprim-

ETEs dfc 'esstant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 76.97 10000 WP_000868
dihydrofolate 795.1
reductase DfrG
sulfonamide-

ETEs su3  'eSistant AMR SULFONAMIDE SULFONAMIDE 70.34 10000 VP_000034
dihydropteroate 420.1
synthase Sul3
quinolone
resistance

etes  9"™C pentapeptide AMR QUINOLONE  QUINOLONE 100.00 10000  yb-000%01
repeat protein '
QnrvVC4
macrolide efflux

ETEs  mef(A) MFS transporer AMR MACROLIDE ATﬂ;'gF:A?('\(’:'TNC'N/ERY 99.75 96.07 vg/g§(1)12102
Mef(A) :
macrolide efflux

ETEs  mef(A) MFStransporter ~AMR MACROLIDE  AZITHROMYCINERY 5, 54 9809  WP_063853

THROMYCIN 638.1
Mef(A)
OXA-229 family
ETEs DAOX cabapenem- — \yg BETA|ACTAM BETA-LACTAM 100.00 9964 WP 005034
A hydrolyzing class 5141
D beta-lactamase
trimethoprim-

ETEs dfA  resistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 79.62 9840  WP_001749
dihydrofolate 985.1
reductase DfrA
OXA-211 family

ETEs DaOX carbapenem- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 59.49 96.93 140423

A hydrolyzing class 313.1
D beta-lactamase
ANT(3")-la family

ETEs aadA1 2minoglycoside .o AMINOGLYCOSI grpepromycine 60.84 96.25  WP_001206
nucleotidyltransfer DE 316.1
ase AadA1
tetracycline
resistance WP 011526

ETEs  tet(W) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 99.84 9828 o

protection protein
Tet(W)
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Gene % Coverage % ldentity Accession
s Sequence name Elemen Class Subclass of reference to reference of
ample symbol tt
ype sequence sequence closest
sequence
blaCM CMY-2 family class WP_134216
ETEs < G betalactanace. AMR BETA-LACTAM CEPHALOSPORIN  100.00 9974 nue
tetracycline
resistance WP_000691
ETEs tet(S) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 99.84 o5
protection protein '
Tet(S)
OXA-372 family
ETEs DAOX cabapenem- A\yg BETAIACTAM CARBAPENEM 100.00 9377 ~ WP-063862
A hydrolyzing class 739.1
D beta-lactamase
ETEs  DROX classDbeta- AMR BETA-LACTAM  BETA-LACTAM 51.14 9037 WP 010672
A lactamase 256.1
OXA-211 family
ETEs 020X carbapenem- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 63.87 o.ge V- 063861
A hydrolyzing class 666.1
D beta-lactamase
OXA-48 family
carbapenem-
ETEs 229X pydrolyzing class  AMR BETA-LACTAM  CARBAPENEM 100.00 10000 V037428
A-252 895.1
D beta-lactamase
OXA-252
Mph(F) family
ETes  MPh(F macrolide 2 AMR MACROLIDE ~ ERYTHROMYCIN  100.00 10000 WP_021263
) phosphotransferas 608.1
e
NAD(+)--rifampin
ETEs ar  ADP- AMR RIFAMYCIN RIFAMYCIN 76.00 100.00 vg/1P6_(1300237
ribosyltransferase .
type B-3
chloramphenicol
ETEs catB3 O- AMR PHENICOL CHLORAMPHENICOL 100.00 10000 900189
acetyltransferase '
CatB3
23S rRNA
denine(2058)-
erm3 (@ LINCOSAMIDE/  CLINDAMYCIN/ERYT WP_006745
ETEs 5 N©)- AMR\IACROLIDE ~ HROMYCIN 100.00 B8 4691
methyltransferase
Erm(35)
, aminoglycoside O-
ETEs PN S ransieras AMR AMINOGLYCOSI AMIKACINKANAMYC 10 1 10000 WP_001096
Mila O SH3 Il DE IN 887.1
PSE family
ETEs  DiaPS  carbenicillin- AMR BETA-LACTAM BETA-LACTAM 60.42 o885  \P-002022
E hydrolyzing class 164.1
A beta-lactamase
cephalosporin-
ETEs cepH rvdrolyzingclass o peTA | ACTAM  CEPHALOSPORIN  100.00 96.60  /F_063843
C beta-lactamase 2341
CepH
tetracycline
resistance
ETEs  tet(32) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 10000 T-009505

protection protein
Tet(32)
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tetracycline
resistance
ETEs  tet(M) ribosomal AMR TETRACYCLINE TETRACYCLINE 100.00 99.84

protection protein
Tet(M)

WP_002414
694.1



ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

tet(L)

aadA1

blaMO

tet(M)

mef(A)

ant(3")
-llc

dfrA14

Inu(C)

mph(E
)

msr(E)

cphA

gnrB1

erm(G

erm(G

)

blaOX
A-
1158

tetracycline efflux
MFS transporter

Tet(L)

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer

ase AadA13

CMY-1/MOX family

class C beta-
lactamase
tetracycline
resistance
ribosomal

protection protein

Tet(M)

macrolide efflux
MFS transporter

Mef(A)

aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-lic

trimethoprim-
resistant
dihydrofolate

reductase DfrA14

lincosamide

nucleotidyltransfer

ase Lnu(C)
Mph(E) family
macrolide 2'-

phosphotransferas

e
ABC-F type
ribosomal

protection protein

Msr(E)
CphA family
subclass B2
metallo-beta-
lactamase
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrB19

23S rRNA

(adenine(2058)-

N(6))-

methyltransferase

Erm(G)
23S rRNA

(adenine(2058)-

N(6))-

methyltransferase

Erm(G)
class D beta-

lactamase OXA-

1158

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

TETRACYCLINE

AMINOGLYCOSI

DE

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

MACROLIDE

AMINOGLYCOSI

DE

TRIMETHOPRIM

LINCOSAMIDE

MACROLIDE

MACROLIDE/ST
REPTOGRAMIN

BETA-LACTAM

QUINOLONE

LINCOSAMIDE/

MACROLIDE/

STREPTOGRAM

IN

LINCOSAMIDE/

MACROLIDE/

STREPTOGRAM

IN

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

STREPTOMYCIN

CEPHALOSPORIN

TETRACYCLINE

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN

SPECTINOMYCIN/ST
REPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

LINCOSAMIDE

ERYTHROMYCIN

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/

STREPTOGRAMIN

CARBAPENEM

QUINOLONE

ERYTHROMYCIN/LIN

COSAMIDE/

STREPTOGRAMIN/

TYLOSIN

ERYTHROMYCIN/LIN

COSAMIDE/

STREPTOGRAMIN/

TYLOSIN

BETA-LACTAM

100.00

100.00

50.39

100.00

51.85

98.85

100.00

100.00

100.00

100.00

62.20

100.00

100.00

100.00

100.00

86

100.00

95.47

97.93

99.37

97.14

99.61

100.00

98.17

100.00

100.00

98.73

100.00

93.85

99.59

100.00

WP_001574
2771

WP_071846
269.1

WP_042649
345.1

WP_000691
737.1

WP_063853
602.1

WP_004758
588.1

WP_004201
280.1

WP_063851
341.1

WP_000155
092.1

WP_000052
512.1

WP_063865
2121

WP_012954
666.1

WP_014387
027.1

WP_063844
7911

WP_268871
870.1



ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

Inu(F)

aac(3)
-l

gnrvC

aph(6)
-ld

dfrA23

cphA1

Inu(F)

blaCT
X-M

blaOX

blaOX
A-72
dfrA33

blaOX

aadA5

blaOX
A-46

blaSC
O-1

lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(F)
AAC(3)-1 family
aminoglycoside 3-
N-
acetyltransferase
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrVC1
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(6)-Id
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA23
subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1
lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(F)
CTX-M family
extended-
spectrum class A
beta-lactamase
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-24 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-72
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA33
OXA-5 family class
D beta-lactamase
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA5
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-46

class A beta-
lactamase SCO-1

23S rRNA
(adenine(2058)-

erm(X) N(6))-

methyltransferase
Erm(X)

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

LINCOSAMIDE  LINCOSAMIDE

AI\DI\I/_:IINOGLYCOSI GENTAMICIN

QUINOLONE QUINOLONE

AMINOGLYCOST strepTOMYCIN

TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM CARBAPENEM

LINCOSAMIDE  LINCOSAMIDE

BETA-LACTAM CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM BETA-LACTAM

BETA-LACTAM CARBAPENEM

TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM BETA-LACTAM

ANNOGLYCOS! srrepTOMYCIN

BETA-LACTAM BETA-LACTAM

BETA-LACTAM BETA-LACTAM

AZITHROMYCIN/CLI
LINCOSAMIDE/ NDAMYCIN/
MACROLIDE/ ERYTHROMYCIN/LIN
STREPTOGRAM COMYCIN/
IN STREPTOGRAMIN
B/TYLOSIN

100.00

100.00

100.00

50.00

100.00

53.15

96.70

75.60

81.39

100.00

100.00

82.40

100.00

100.00

100.00

100.00

87

98.90

99.35

100.00

100.00

100.00

99.26

90.53

100.00

98.65

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.65

WP_000939
7271

WP_063840
256.1

WP_000415
714.1

WP_000480
968.1

WP_001143
450.1

WP_063844
2821

WP_000939
727.1

WP_044702
041.1

WP_290468
363.1

WP_000713
530.1

WP_071846
2421

WP_032488
4831

WP_000503
5741
WP_063864
090.1
WP_004197
546.1

WP_011117
480.1



ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

msr(D)

sul2

Inu(F)

tet(36)

blaCM

blaOX

aadA9

aac(3)
-la

cphA

blaOX
A-917

blaAl

mef(A)

aadS

icr-Mo

blaEC

blaOX
A
blaOX
A

dfrA22

ABC-F type
ribosomal
protection protein
Msr(D)
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul2
lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(F)
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(36)

CMY-2 family class
C beta-lactamase
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA9
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(3)-la

CphA family
subclass B2
metallo-beta-
lactamase
OXA-427 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-917

AIM family
subclass B3
metallo-beta-
lactamase
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(A)
aminoglycoside 6-
adenylyltransferas
e AadS
phosphoethanolami
ne--lipid A
transferase ICR-
Mo

BlaEC family class
C beta-lactamase
class D beta-
lactamase

class D beta-
lactamase
trimethoprim-
resistant

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

SULFONAMIDE

LINCOSAMIDE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

MACROLIDE

AMINOGLYCOSI
DE

COLISTIN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/

STREPTOGRAMIN B

SULFONAMIDE

LINCOSAMIDE

TETRACYCLINE

CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

GENTAMICIN

CARBAPENEM

CARBAPENEM

CARBAPENEM

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN

STREPTOMYCIN

COLISTIN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

63.24

100.00

100.00

90.62

74.54

51.09

100.00

53.90

100.00

100.00

66.67

60.54

100.00

99.82

65.78

75.38

81.82

100.00

88

95.45

100.00

100.00

93.10

98.24

99.29

100.00

100.00

98.82

100.00

97.03

99.19

100.00

96.15

98.39
91.46
95.37

100.00

WP_000420
317.1

WP_001043
260.1

WP_070342
360.1

WP_006744
283.1

WP_187259
226.1

WP_058870
660.1

WP_010991
842.1

WP_002089
484.1

WP_063865
292.1

WP_161507
793.1

WP_063857
820.1

WP_012102
963.1

WP_003013
318.1

WP_082741
435.1

ABS58643.1

WP_134696
937.1
WP_010672
256.1
WP_032667
553.1



ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ant(3")
-la

blaMO
X

blaCM
Y-8b

blaOX
A

blaOX

ere(A)

blaOX
A-2

aadA1

blaOX
A

mph(A
)

ant(3")
-llc

Inu(B)

aadA1
1

sull

aph(3"
)-lb

dfrA8

dihydrofolate
reductase DfrA22
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA
CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase
CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase CMY-8b
OXA-46 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-46 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
EreA family
erythromycin
esterase

oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-2

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA10
OXA-12 family
class D beta-
lactamase

Mph(A) family
macrolide 2'-
phosphotransferas
e

aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-llc
lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(B)
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA11
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul1
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(3")-Ib
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA8

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

MACROLIDE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

MACROLIDE

AMINOGLYCOSI
DE

LINCOSAMIDE

AMINOGLYCOSI
DE

SULFONAMIDE

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

CEPHALOSPORIN

CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

ERYTHROMYCIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/

SPIRAMYCIN/TELITH

ROMYCIN

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

LINCOSAMIDE

STREPTOMYCIN

SULFONAMIDE

STREPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

100.00

66.75

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

83.71

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

53.56

100.00

89

99.62

98.43

100.00

97.74

98.87

99.75

100.00

98.58

99.55

100.00

99.23

100.00

98.58

100.00

100.00

100.00

WP_011264
082.1

WP_223915
751.1

WP_063859
897.1

WP_032490
4451

WP_063861
588.1

WP_021566
672.1

WP_001007
673.1

WP_070342
359.1

WP_029305
121.1

WP_000219
3911

WP_004680
079.1

WP_002294
514.1

WP_048608
579.1

WP_000259
031.1

WP_001082
319.1

WP_000571
065.1



ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

ETEs

gnrB3

blaCA
RB-8

ant(6)-
Ib

blaOX
A

ant(3")
-llb
blaCM
Y

blaCT
X-M

qnrS2

quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrB38

RTG family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-8
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(6)-Ib
OXA-12 family
class D beta-
lactamase
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-llb
CMY-2 family class
C beta-lactamase
CTX-M family
extended-
spectrum class A
beta-lactamase
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrS2

23S rRNA
(adenine(2058)-

erm(B) N(6))-

tet(39)

dfrA19

blaCA
RB-4

blaOX

arr

blaSH

ant(2")
-la

aac(6")
Il

methyltransferase
Erm(B)
tetracycline efflux
MFS transporter
Tet(39)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA19
PSE family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-4

OXA-2 family class
D beta-lactamase
NAD(+)--rifampin
ADP-
ribosyltransferase
SHV family class A
beta-lactamase
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(2")-la
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6")-lI

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

QUINOLONE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI

DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI

DE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

LINCOSAMIDE/

MACROLIDE/

STREPTOGRAM

IN

TETRACYCLINE

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

RIFAMYCIN

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI

DE

AMINOGLYCOSI

DE

QUINOLONE

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

CEPHALOSPORIN

CEPHALOSPORIN

QUINOLONE

CLINDAMYCIN/ERYT

HROMYCIN/

STREPTOGRAMIN B

TETRACYCLINE

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

RIFAMYCIN

BETA-LACTAM

GENTAMICIN/KANAM

YCIN/
TOBRAMYCIN

AMIKACIN/KANAMYC

IN/
TOBRAMYCIN

100.00

100.00

100.00

65.91

90.49

63.78

54.98

100.00

100.00

100.00

57.67

100.00

74.55

57.33

100.00

75.71

100.00

90

100.00

100.00

100.00

96.55

92.86

98.35

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

98.84

99.31

100.00

100.00

WP_003020
537.1

WP_063859
363.1

WP_003454
325.1

WP_011707
905.1

WP_004773
276.1
WP_000976
514.1

WP_032489
598.1

WP_012537
714.1

WP_001038
790.1

WP_004856
455.1

WP_000019
304.1

WP_032489
168.1

WP_063864
223.1

WP_063857
695.1

WP_021440
083.1

WP_000381
802.1

WP_013263
788.1
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broad-spectrum

ETEs P9TE GassAbeta-  AMR BETALACTAM BETA-LACTAM 100.00 10000 'VP.000027
M-1 0571
lactamase TEM-1
ANT(3")-1I family
aadA2 aminoglycoside AMINOGLYCOSI SPECTINOMYCIN/ST WP_050041

ETEs 7 nucleotidyltransfer AMR DE REPTOMYCIN 100.00 98.85 693.1
ase AadA27

ETEs 0/aDH DHAfamilyclassC \yi2 BETA{ACTAM CEPHALOSPORIN  72.82 10000 WP_063860

A beta-lactamase 097.1
carbapenem-

ETEs 0@KP  hydrolyzingclass  \\i2 BETA{ACTAM  CARBAPENEM 100.00 10000 WP_004199

C-2 A beta-lactamase 234.1
KPC-2
ETEs 0/@DH DHAfamilyclassC \\i2 BETA|ACTAM CEPHALOSPORIN  100.00 9815  WP_004240
A beta-lactamase 4551
PHENICOLLLING - -1 orAMPHENICOL
. OSAMIDE/
Cfr family 23S OXAZOLIDINON /
RNA > CLINDAMYCIN/FLOR WP 011987

ETEs cof  (adenine(2503-  AMR S oo o FENICOL/ 99.42 oa4a Do
C(8))- v LINEZOLID/STREPT :
methyltransferase STREPTOGRAM 8GRAMINA/T IAMULI

IN
trimethoprim-

ETEs diF  resistant AMR TRIMETHOPRIM TRIMETHOPRIM 100.00 10000 WP_002322
dihydrofolate 211.1
reductase DfrF
OXA-211 family

ETEs 00X carbapenem- AMR BETA-LACTAM  BETA-LACTAM 100.00 9562  NP_058870

A hydrolyzing class 660.1
D beta-lactamase
macrolide efflux
ETEs mef(A) MFStransporter AMR MACROLIDE AZITHROMYCIN/ERY 90.93 99.73 WP_063853
THROMYCIN 638.1
Mef(A)
macrolide efflux
ETEs  mef(A) MFStransporter AMR MACROLIDE ~ AZITHROMYCIN/ERY 444 o o728  WP_063853
THROMYCIN 689.1
Mef(A)
broad-spectrum
blaOK class A beta- WP_080897

ETEs  oony OassAbets . AMR BETALACTAM BETALACTAM 100.00 10000 %=

1
blaCM CMY-2 family class WP_187259

ETEs S Y2 @MV oS AvR BETA-LACTAM — CEPHALOSPORIN 5223 04.97 o=
CphA family

ETEs cpha Subclass B2 AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 70.08 o775 WP 063865
metallo-beta- 292.1
lactamase
CphA family

ETEs cpha Subclass B2 AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 61.02 9935  I-063865
metallo-beta- 2121
lactamase
CphA family

ETEs cpha Subclass B2 AMR BETA-LACTAM CARBAPENEM 72.44 o783 063844
metallo-beta- 2811
lactamase
carbapenem-

blaOX hydrolyzing class WP_063861
HM s rolyzing class - AvR BETA-LACTAM  CARBAPENEM 100.00 10000 (/>

OXA-143



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

aadA1

cfr

dfrA12

aadA1

sul1

qnrS2

aac(6")
-Ib'

blaVI
M-2

aac(6")
-llc

blalM

aac(6")
-31

aadA1

blaOX
A-2

blaOX

tet(Q)

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA16

23S rRNA
(adenine(2503)-
C(8))-
methyltransferase
Cfr

trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA12
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA11
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul1
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrS2
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6")-1b'
subclass B1
metallo-beta-
lactamase VIM-2
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-llc

IMP family
subclass B1
metallo-beta-
lactamase
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-31
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA1
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-2

OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
tetracycline
resistance
ribosomal

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMINOGLYCOSI
DE

PHENICOL/LINC
OSAMIDE/
OXAZOLIDINON
E/
PLEUROMUTILI
N/
STREPTOGRAM
IN

TRIMETHOPRIM

AMINOGLYCOSI
DE

SULFONAMIDE

QUINOLONE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

STREPTOMYCIN

CHLORAMPHENICOL

/

CLINDAMYCIN/FLOR

FENICOL/

LINEZOLID/STREPT

OGRAMINB/
TIAMULIN/
VIRGINIAMYCIN

TRIMETHOPRIM

STREPTOMYCIN

SULFONAMIDE

QUINOLONE

GENTAMICIN

CARBAPENEM

GENTAMICIN/KANAM

YCIN/

TOBRAMYCIN

CARBAPENEM

AMINOGLYCOSIDE

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

85.41

100.00

100.00

98.22

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

73.82

70.36

92

95.83

100.00

100.00

98.55

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.59

100.00

100.00

100.00

98.52

99.33

WP_001749
984.1

WP_001010
505.1

WP_001083
725.1

WP_048608
579.1

WP_000259
031.1

WP_012537
714.1

WP_014454
105.1

WP_003108
247 1

WP_012695
484.1

WP_032490
175.1

WP_044424
439.1

WP_001206
316.1

WP_001007
673.1

WP_004977
7011

WP_004293
868.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

catB3

rmtD1

dfrA5

aac(6")
-lla

blaOX
A-101

vanY-

tet(W)

dfrA1

Inu(C)

aadA2

tet(40)

erm(C

Inu(B)

erm(X)

protection protein
Tet(Q)

type B-3
chloramphenicol
O-
acetyltransferase
CatB3

16S rRNA
(guanine(1405)-
N(7))-
methyltransferase
RmtD1
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrAS
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-lla
OXA-10 family
class D beta-
lactamase OXA-
101

D-Ala-D-Ala
carboxypeptidase
VanY-A
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(W)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA1
lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(C)
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA22
tetracycline efflux
MFS transporter
Tet(40)

23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(C)
lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(B)

23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(X)

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

PHENICOL

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

GLYCOPEPTIDE

TETRACYCLINE

TRIMETHOPRIM

LINCOSAMIDE

AMINOGLYCOSI
DE

TETRACYCLINE

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

LINCOSAMIDE

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

CHLORAMPHENICOL

AMINOGLYCOSIDE

TRIMETHOPRIM

GENTAMICIN/KANAM

YCIN/
TOBRAMYCIN
CEPHALOSPORIN

VANCOMYCIN

TETRACYCLINE

TRIMETHOPRIM

LINCOSAMIDE

STREPTOMYCIN

TETRACYCLINE

CLINDAMYCIN/ERYT

HROMYCIN/
STREPTOGRAMIN
B/TYLOSIN

LINCOSAMIDE

AZITHROMYCIN/CLI

NDAMYCIN/

ERYTHROMYCIN/LIN

COMYCIN/
STREPTOGRAMIN
B/TYLOSIN

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

82.13

70.69

52.05

100.00

100.00

93

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

98.17

93.98

99.30

100.00

98.50

99.65

WP_000186
237.1

WP_019726
361.1

WP_001317
507.1

WP_023622
803.1

WP_063860
937.1

WP_001812
592.1

WP_011526
261.1

WP_000777
554.1

WP_063851
341.1

WP_071846
321.1

WP_024407
615.1

WP_001003
263.1

WP_002294
5141

WP_011117
480.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

blaOX

sul2

vanA

aadA7

aph(3'
)-Vla

anrS1

dfrG

ant(6)-
la

dfrB5

blaOX

aac(6")
-lb-cr

aadD1
bleO

blaOX
A-10

mph(E

msr(E)

OXA-22 family
class D beta-
lactamase
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul2
D-alanine--(R)-
lactate ligase
VanA

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA7
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(3')-Vla
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
Qnrs1
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrG
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(6)-la
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrB5
OXA-427 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
fluoroquinolone-
acetylating
aminoglycoside 6'-
N-
acetyltransferase
AAC(6')-Ib-cr
aminoglycoside O-
nucleotidyltransfer
ase ANT(4')-1a
bleomycin binding
protein

oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-10

Mph(E) family
macrolide 2'-
phosphotransferas
e

ABC-F type
ribosomal
protection protein
Msr(E)

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

SULFONAMIDE

GLYCOPEPTIDE

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

QUINOLONE

TRIMETHOPRIM

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE/
QUINOLONE

AMINOGLYCOSI
DE

BLEOMYCIN

BETA-LACTAM

MACROLIDE

MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

BETA-LACTAM

SULFONAMIDE

VANCOMYCIN

STREPTOMYCIN

AMIKACIN/KANAMYC

IN

QUINOLONE

TRIMETHOPRIM

STREPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

CARBAPENEM

AMIKACIN/KANAMYC

IN/

QUINOLONE/TOBRA

MYCIN

KANAMYCIN/TOBRA

MYCIN

BLEOMYCIN

CEPHALOSPORIN

ERYTHROMYCIN

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/
STREPTOGRAMIN

93.55

100.00

100.00

73.58

100.00

100.00

100.00

70.86

100.00

100.00

50.54

100.00

51.49

100.00

100.00

100.00

94

98.85

100.00

99.71

100.00

98.46

100.00

100.00

95.33

100.00

99.24

100.00

100.00

98.55

100.00

100.00

100.00

WP_102607
461.1

WP_001043
260.1

WP_001079
845.1

WP_010794
258.1

WP_000422
636.1

WP_001516
695.1

WP_000868
7951

WP_001255
864.1

WP_063844
4821

WP_161507
793.1

WP_063840
320.1

WP_001795
128.1

WP_001242
578.1

WP_000846
390.1

WP_000155
092.1

WP_000052
512.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

blaGE
S-5

blaOX
A-4

tet(O)

blaMO

blaCT
X-M-
15

blakP
C-2

blaOX

cphA

dfrA42

msr(C)

blaCT
X-M-2

blaCA
RB-8

aadA5

dfrA17

cmx

carbapenem-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
GES-5

OXA-1 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-4
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(O)
CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase
extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
15

carbapenem-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
KPC-2

OXA-12 family
class D beta-
lactamase

CphA family
subclass B2
metallo-beta-
lactamase
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA42
ABC-F type
ribosomal
protection protein
Msr(C)
extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
2

RTG family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-8
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA5
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA17
chloramphenicol
efflux MFS
transporter Cmx

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

PHENICOL

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

CEPHALOSPORIN

CEPHALOSPORIN

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

CARBAPENEM

TRIMETHOPRIM

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/
STREPTOGRAMIN
B/TYLOSIN

CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

CHLORAMPHENICOL

100.00

100.00

60.88

54.31

100.00

100.00

70.83

100.00

72.32

86.99

100.00

100.00

100.00

100.00

53.20

95

100.00

100.00

99.74

99.52

100.00

100.00

99.47

98.43

100.00

98.13

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

WP_012658
785.1

WP_032491
311.1

WP_063856
405.1

WP_128343
957.1

WP_000239
590.1

WP_004199
234.1

WP_029305
121.1

WP_063865
2921

WP_045475
347.1

WP_002314
314.1

WP_025368
620.1

WP_063859
363.1

WP_000503
573.1

WP_001389
366.1

WP_005297
378.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

OXA-211 family
blaOX carbapenem-
A hydrolyzing class
D beta-lactamase
23S rRNA
(adenine(2058)-
erm(B) N(6))-
methyltransferase
Erm(B)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA14
quinolone
qnrB1 resistance_
9 pentapeptide
repeat protein
QnrB19
OXA-1238 family
class D beta-
lactamase
OXA-46 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-205
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(C)
ABC-F type
ribosomal
protection protein
Msr(C)
OXA-211 family
blaOX carbapenem-
A hydrolyzing class
D beta-lactamase
aminoglycoside 6'-
aac(6') N-
acetyltransferase
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(Q)
Mph(A) family
mph(A macrolide 2'-
) phosphotransferas
e
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(W)
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-46
cephalosporin-
hydrolyzing class

dfrA14

blaOX

blaOX
A-205

mef(C)

msr(C)

tet(Q)

tet(W)

blaOX
A-46

cepS

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

TRIMETHOPRIM

QUINOLONE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

MACROLIDE

MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI

DE

TETRACYCLINE

MACROLIDE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

CLINDAMYCIN/ERYT
HROMYCIN/
STREPTOGRAMIN B

TRIMETHOPRIM

QUINOLONE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

ERYTHROMYCIN

AZITHROMYCIN/ERY
THROMYCIN/
STREPTOGRAMIN
B/TYLOSIN

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSIDE

TETRACYCLINE

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/
SPIRAMYCIN/TELITH
ROMYCIN

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

CEPHALOSPORIN

57.45

100.00

100.00

100.00

56.16

100.00

79.12

54.07

59.49

58.70

53.35

100.00

82.94

100.00

97.91

96

97.47

100.00

100.00

100.00

96.77

100.00

99.69

99.62

98.77

98.15

99.42

100.00

100.00

100.00

94.92

WP_004977
701.1

WP_002292
226.1

WP_004201
280.1

WP_012954
666.1

WP_338424
126.1

WP_063861
588.1

WP_014386
804.1

WP_002314
314.1

WP_063861
666.1

WP_071846
334.1

WP_002560
998.1

WP_000219
391.1

WP_002586
627.1

WP_063864
090.1

WP_063843
235.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

C beta-lactamase
CepS
aminoglycoside 6-
adenylyltransferas
e AadS
tetracycline-
inactivating
monooxygenase
Tet(X2)
blaCM CMY-2 family class
Y C beta-lactamase
blaMO CMY-1/MOX family
X class C beta-
lactamase
23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(G)
carbapenem-
blaOX hydrolyzing class
A-58 D beta-lactamase
OXA-58
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-llc
bleomycin binding
protein Ble-MBL
subclass B1
M-1 metallo-beta-
lactamase NDM-1
QnrA family
quinolone
gnrA  resistance
pentapeptide
repeat protein
BlaB family
subclass B1
metallo-beta-
lactamase
CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase
BlaEC family class
C beta-lactamase
QnrVC family
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrB1
GOB family
blaGO subclass B3
B metallo-beta-
lactamase

aadS

tet(X2)

erm(G

)

ant(3")
-llc

ble

blaB

blaMO
X

blaEC

gnrVC

qnrB1

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMINOGLYCOSI
DE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BLEOMYCIN

BETA-LACTAM

QUINOLONE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

QUINOLONE

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

TIGECYCLINE

CEPHALOSPORIN

CEPHALOSPORIN

ERYTHROMYCIN/LIN

COSAMIDE/

STREPTOGRAMIN/T

YLOSIN

CARBAPENEM

SPECTINOMYCIN/ST
REPTOMYCIN

BLEOMYCIN

CARBAPENEM

QUINOLONE

CARBAPENEM

CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM

QUINOLONE

QUINOLONE

CARBAPENEM

100.00

100.00

61.68

57.70

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

91.28

72.29

100.00

69.76

98.62

100.00

83.79

97

100.00

100.00

97.87

98.19

99.59

100.00

99.61

100.00

100.00

100.00

100.00

99.48

98.10

97.67

100.00

94.65

WP_003013
318.1

WP_008651
082.1

WP_103283
398.1

WP_010673
861.1

WP_063844
7911

WP_002002
480.1

WP_004680
079.1

WP_004201
167.1

WP_004201
164.1

WP_024266
192.1

WP_078795
346.1

WP_042649
345.1

AAZ85968.1

WP_032495
607.1

WP_014386
481.1

WP_078678
126.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

tet(S)

blaCT
X-M-9

blaTE
M-1

dfrA21

blaOX
A-129

gnrvC

gnrVC

ere(A)

ere(A)

ant(2")
-la

tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(S)
extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
9

broad-spectrum
class A beta-
lactamase TEM-1
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA21
OXA-5 family class
D beta-lactamase
OXA-129
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrvVC4
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrVC1

EreA family
erythromycin
esterase

EreA family
erythromycin
esterase
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(2")-la
aminoglycoside 6'-

aac(6') N-

blaBl
M-1

blaOX
A

dfrA15

blaOX
A-488

ant(6)-

acetyltransferase
subclass B1
metallo-beta-
lactamase BIM-1
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA15
OXA-50 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-488
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(6)-la

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

QUINOLONE

MACROLIDE

MACROLIDE

AMINOGLYCOSI

DE

AMINOGLYCOSI

DE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI

DE

TETRACYCLINE

CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

QUINOLONE

ERYTHROMYCIN

ERYTHROMYCIN

GENTAMICIN/KANAM

YCIN/
TOBRAMYCIN

AMINOGLYCOSIDE

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

54.97

100.00

78.18

100.00

100.00

54.64

98

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

91.49

100.00

98.14

100.00

100.00

100.00

WP_000691
7221

WP_032489
926.1

WP_000027
057.1

WP_004187
529.1

WP_032492
1221

WP_000361
704.1

WP_000415
7141

WP_032084
014.1

WP_021566
672.1

WP_000381
802.1

WP_071846
259.1

WP_099592
7351

WP_004977
701.1

WP_001830
196.1

WP_003097
028.1

WP_001255
866.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

cphA1
blaOX
A-9
blaSC
0O-1

tet(Q)

gnrB

tet(M)

cphA1

blaOX

blaGO

blaOX
A

ant(3")
-llc

aadA1
0

blaCA
RB-4

aadA7

mef(A)

blaPS

subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-9

class A beta-
lactamase SCO-1
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(Q)

QnrB family
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(M)

subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1
OXA-18 family
class D beta-
lactamase

GOB family
subclass B3
metallo-beta-
lactamase
OXA-48 family
class D beta-
lactamase
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-llc
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA10
PSE family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-4
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA7
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(A)

PSE family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

QUINOLONE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

MACROLIDE

BETA-LACTAM

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

QUINOLONE

TETRACYCLINE

CARBAPENEM

CEPHALOSPORIN

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN

BETA-LACTAM

74.80

100.00

100.00

100.00

65.42

64.48

74.80

55.39

100.00

69.81

56.49

100.00

100.00

100.00

80.00

100.00

99

96.84

100.00

100.00

99.22

100.00

100.00

98.95

100.00

99.32

100.00

96.27

98.22

100.00

96.60

96.91

99.65

WP_063844
282.1

WP_000722
315.1

WP_004197
546.1

WP_063856
4071

WP_001749
994.1

WP_050232
631.1

WP_063844
282.1

WP_277915
7231

WP_086979
105.1

WP_015059
991.1

WP_005001
597.1

WP_070342
359.1

WP_032489
168.1

WP_001436
322.1

WP_058621
816.1

WP_063857
839.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

blaCT
X-M-8

Inu(G)

blaOX

blaOX

blaOX

cepH

aadA2

arr-2

ant(6)-
la

blaOX

Isa(A)

cphA1

dfrF

tet(32)

blaDH
A-1

erm(3
5)

extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
8

lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(G)
OXA-60 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-372 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-1238 family
class D beta-
lactamase
cephalosporin-
hydrolyzing class
C beta-lactamase
CepH

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA2
NAD(+)--rifampin
ADP-
ribosyltransferase
Arr-2
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(6)-la
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
ABC-F type
ribosomal
protection protein
Lsa(A)

subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrF
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(32)
extended-spectrum
class C beta-
lactamase DHA-1
23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

RIFAMYCIN

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/
STREPTOGRAM
IN

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE

CEPHALOSPORIN

LINCOSAMIDE

BETA-LACTAM

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

CEPHALOSPORIN

STREPTOMYCIN

RIFAMYCIN

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/STRE

PTOGRAMIN

CARBAPENEM

TRIMETHOPRIM

TETRACYCLINE

CEPHALOSPORIN

CLINDAMYCIN/ERYT

HROMYCIN

100.00

50.94

50.55

99.22

66.30

86.39

100.00

100.00

58.54

63.50

59.64

100.00

100.00

60.09

100.00

96.62

100

100.00

100.00

100.00

94.12

97.27

98.48

100.00

100.00

100.00

96.55

100.00

96.06

100.00

99.74

100.00

98.83

WP_032489
598.1

WP_002333
496.1

WP_064808
881.1

WP_063862
739.1

WP_338424
126.1

WP_063843
234.1

WP_001261
740.1

WP_000237
816.1

WP_002294
505.1

WP_004697
403.1

WP_002398
829.1

WP_063844
282.1

WP_002322
2111

WP_003505
402.1

WP_004236
386.1

WP_006745
469.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

methyltransferase
Erm(35)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA46
subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1
subclass B1
metallo-beta-
lactamase IMP-16
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA23
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(3)-la
ANT(3")-la family
aadA1 aminoglycoside
3 nucleotidyltransfer
ase AadA13
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul3
CTX-M family
blaCT extended-
X-M  spectrum class A
beta-lactamase
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(A)
cephalosporin-
hydrolyzing class
C beta-lactamase
CepS
streptothricin N-

dfrA46

cphA1

blalM
P-16

dfrA23

aac(3)
-la

sul3

mef(A)

cepS

sat4 acetyltransferase
Sat4
, aminoglycoside O-
e;ﬂnf phosphotransferas
e APH(3')-llla
quinolone
resistance
gnrD1  pentapeptide
repeat protein
QnrD1
23S rRNA
(adenine(2058)-
erm(F) N(6))-
methyltransferase
Erm(F)
blaCM CMY-2 family class
Y C beta-lactamase
erm(4 23S rRNA
2) (adenine(2058)-

N(6))-

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

AMINOGLYCOSI

DE

AMINOGLYCOSI

DE

SULFONAMIDE

BETA-LACTAM

MACROLIDE

BETA-LACTAM

STREPTOTHRIC

IN

AMINOGLYCOSI

DE

QUINOLONE

LINCOSAMIDE/

MACROLIDE/

STREPTOGRAM

IN

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/

MACROLIDE

TRIMETHOPRIM

CARBAPENEM

CARBAPENEM

TRIMETHOPRIM

GENTAMICIN

STREPTOMYCIN

SULFONAMIDE

CEPHALOSPORIN

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN

CEPHALOSPORIN

STREPTOTHRICIN

AMIKACIN/KANAMYC

IN

QUINOLONE

CLINDAMYCIN/MACR

OLIDE/
STREPTOGRAMIN

CEPHALOSPORIN

CLINDAMYCIN/ERYT

HROMYCIN

100.00

70.08

100.00

100.00

100.00

100.00

96.96

50.86

99.75

50.52

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

101

98.73

96.63

100.00

99.46

100.00

100.00

100.00

100.00

98.53

97.41

100.00

100.00

100.00

99.25

99.21

100.00

WP_063844
461.1

WP_063844
282.1

WP_063860
576.1

WP_001143
450.1

WP_002089
4841

WP_001424
636.1

WP_000034
420.1

WP_001617
865.1

WP_012102
963.1

WP_063843
235.1

WP_000627
290.1

WP_001096
887.1

WP_012634
4511

WP_002682
030.1

WP_134216
345.1

WP_052259
183.1



HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

UPA

UPA

dfrA22

blaOX

ere(A)

dfrA16

vanB

aph(2"
)-lla

aadA2
7

aac(6")
-30

aac(6")
Il

catB8

sat2

blaSH
V-1

aph(3"
)-lb

cphA1

aph(2"
)>-IVa

blaOX
A

methyltransferase
Erm(42)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA22
OXA-46 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
EreA family
erythromycin
esterase
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA16
D-alanine--(R)-
lactate ligase
VanB

aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(2")-lla

ANT(3")-II family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA27
aminoglycoside 6'-
N-
acetyltransferase
AAC(6')-30
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-II

type B-3
chloramphenicol
O-
acetyltransferase
CatB8
streptothricin N-
acetyltransferase
Sat2
broad-spectrum
class A beta-
lactamase SHV-1
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(3")-Ib
subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1

aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(2")-IVa

OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

MACROLIDE

TRIMETHOPRIM

GLYCOPEPTIDE

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

PHENICOL

STREPTOTHRIC
IN

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

ERYTHROMYCIN

TRIMETHOPRIM

VANCOMYCIN

AMIKACIN/GENTAMI

CIN/

KANAMYCIN/TOBRA

MYCIN

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

AMINOGLYCOSIDE

AMIKACIN/KANAMYC

IN/
TOBRAMYCIN

CHLORAMPHENICOL

STREPTOTHRICIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

CARBAPENEM

AMIKACIN/GENTAMI

CIN/

KANAMYCIN/TOBRA

MYCIN

BETA-LACTAM

100.00

69.92

52.15

70.70

100.00

100.00

100.00

99.32

100.00

100.00

71.84

100.00

100.00

83.07

100.00

100.00

102

100.00

94.62

100.00

100.00

99.71

100.00

98.47

99.31

100.00

99.05

100.00

100.00

99.63

98.10

100.00

96.35

WP_032667
553.1

WP_032490
4451

WP_015059
985.1

WP_032490
158.1

WP_002593
938.1

WP_016439
4371

WP_050041
693.1

WP_051645
529.1

WP_013263
788.1

WP_010635
894.1

WP_000704
156.1

WP_001620
095.1

WP_001082
319.1

WP_063844
282.1

WP_021401
024.1

WP_063861
666.1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

AIM family
blaAl  subclass B3
M metallo-beta-
lactamase
streptothricin N-
acetyltransferase
Sat2
ANT(3")-la family
aadA1 aminoglycoside
1 nucleotidyltransfer
ase AadA11
trimethoprim-
resistant
dfrA22 " ihydrofolate
reductase DfrA22
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(3")-Ib
CphA family
subclass B2
metallo-beta-
lactamase
w aminoglycoside
e}ﬂgs) nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-llc
blaSC class A beta-
O-1 lactamase SCO-1
AAC(3)-I family
aac(3) aminoglycoside 3-
-l N-
acetyltransferase
23S rRNA
(adenine(2058)-
erm(T) N(6))-
methyltransferase
Erm(T)
NAD(+)--rifampin
ADP-
ribosyltransferase
Arr-2
broad-spectrum
class A beta-
lactamase SHV-1
OXA-372 family
blaOX carbapenem-
A hydrolyzing class
D beta-lactamase
ANT(3")-la family
aminoglycoside

sat2

aph(3"
)-lb

cphA

aadAt nucleotidyltransfer
ase AadA1
trimethoprim-
resistant

dfrA14 dihydrofolate
reductase DfrA14
OXA-48 family

t,)AIaOX class D beta-

lactamase

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

STREPTOTHRIC
IN

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

RIFAMYCIN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

CARBAPENEM

STREPTOTHRICIN

STREPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

STREPTOMYCIN

CARBAPENEM

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

BETA-LACTAM

GENTAMICIN

ERYTHROMYCIN/LIN
COSAMIDE/
STREPTOGRAMIN/
TYLOSIN

RIFAMYCIN

BETA-LACTAM

CARBAPENEM

STREPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

81.85

60.92

100.00

61.82

100.00

85.04

55.21

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

91.22

100.00

69.06

103

98.39

100.00

100.00

100.00

100.00

97.69

93.01

100.00

99.35

100.00

100.00

100.00

93.77

100.00

100.00

100.00

WP_063857
820.1

WP_000704
156.1

WP_048608
579.1

WP_032667
553.1

WP_001082
319.1

WP_063865
2921

WP_004680
079.1

WP_004197
546.1

WP_063840
256.1

WP_002345
002.1

WP_000237
816.1

WP_001620
095.1

WP_063862
739.1

WP_001206
315.1

WP_004201
280.1

WP_063862
7821



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

aac(3)
-lid

dfrA33

cfr

blaCM
Y-182

dfrA23

blaCM

mph(A

erm(4

tet(M)

blaOX

dfrF

blaCT
X-M-2

blaND

ble

tet(Q)

aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(3)-IIld
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA33

Cfr family 23S
rRNA
(adenine(2503)-
C(8))-
methyltransferase

class C beta-
lactamase CMY-
182
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA23

CMY-2 family class

C beta-lactamase
Mph(A) family
macrolide 2'-

phosphotransferas

e
23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(42)
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(M)

OXA-12 family
class D beta-
lactamase
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrF

extended-spectrum

class A beta-

lactamase CTX-M-

2

subclass B1
metallo-beta-
lactamase NDM-1
bleomycin binding
protein Ble-MBL
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(Q)

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

PHENICOL/
LINCOSAMIDE/
OXAZOLIDINON
E/
PLEUROMUTILI
N/
STREPTOGRAM
IN

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

MACROLIDE

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BLEOMYCIN

TETRACYCLINE

GENTAMICIN

TRIMETHOPRIM

CHLORAMPHENICOL

/

CLINDAMYCIN/FLOR

FENICOL/
LINEZOLID/

STREPTOGRAMIN

A/TIAMULIN

CEPHALOSPORIN

TRIMETHOPRIM

CEPHALOSPORIN
AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/

SPIRAMYCINTELITH

ROMYCIN

CLINDAMYCIN/ERYT

HROMYCIN

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

CEPHALOSPORIN

CARBAPENEM

BLEOMYCIN

TETRACYCLINE

70.28

69.70

94.77

100.00

100.00

100.00

100.00

99.00

100.00

87.12

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

104

100.00

100.00

94.48

100.00

98.92

99.74

100.00

100.00

99.53

98.26

100.00

100.00

100.00

100.00

98.75

WP_000557
4541

WP_071846
2421

WP_011987
126.1

WP_103283
398.1

WP_001143
450.1

WP_060855
400.1

WP_000219
391.1

WP_014325
825.1

WP_000691
736.1

WP_040068
451.1

WP_002322
211.1

WP_025368
620.1

WP_004201
164.1

WP_004201
167.1

WP_063856
407 .1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

erm(F)

aadA1

Inu(B)

aadA5

erm(5

dfrG

tet(39)

aac(6")
-lb-cr

dfrA16

dfrA32

tet(Q)

blaOX

sul1

mph(F

23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(F)
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA10
lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(B)
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA5

23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(51)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrG
tetracycline efflux
MFS transporter
Tet(39)
fluoroquinolone-
acetylating
aminoglycoside 6'-
N-
acetyltransferase
AAC(6')-Ib-cr
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA16
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA32
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(Q)

oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-2
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul1
Mph(F) family
macrolide 2'-
phosphotransferas
e

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

AMINOGLYCOSI
DE

LINCOSAMIDE

AMINOGLYCOSI
DE

LINCOSAMIDE
/MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

TRIMETHOPRIM

TETRACYCLINE

AMINOGLYCOSI
DE/
QUINOLONE

TRIMETHOPRIM

TRIMETHOPRIM

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

SULFONAMIDE

MACROLIDE

CLINDAMYCIN/MACR

OLIDE/
STREPTOGRAMIN

STREPTOMYCIN

LINCOSAMIDE

STREPTOMYCIN

AZITHROMYCIN/CLA
RITHROMYCIN/CLIN

DAMYCIN/

ERYTHROMYCIN/VIR

GINIAMYCIN

TRIMETHOPRIM

TETRACYCLINE

AMIKACIN/KANAMYC

IN/

QUINOLONE/TOBRA

MYCIN

TRIMETHOPRIM

TRIMETHOPRIM

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

SULFONAMIDE

ERYTHROMYCIN

100.00

100.00

100.00

100.00

50.95

61.21

87.09

58.70

100.00

100.00

56.79

100.00

100.00

100.00

105

100.00

98.93

100.00

100.00

99.25

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

96.43

100.00

100.00

100.00

WP_002682
030.1

WP_070342
359.1

WP_002294
514.1

WP_000503
574.1

WP_131386
768.1

WP_000868
795.1

WP_004856
455.1

WP_063840
320.1

WP_032490
158.1

WP_032084
013.1

WP_063856
409.1

WP_001007
673.1

WP_000259
031.1

WP_021263
608.1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

blaMO

blaOX

blaOX

tet(W)

ant(3")
-llc

blaDH
A-1

blaOX
A

blaOX
A-
1158

blaCT
X-M-
15

blaCT

X-M-
14

dfrA8

aac(6")
-lic

blaCA
RB-2

CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase

class D beta-
lactamase
OXA-46 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(W)
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(3")-lic
extended-spectrum
class C beta-
lactamase DHA-1
OXA-372 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
class D beta-
lactamase OXA-
1158
extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
15
extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
14

trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA8
carbapenem-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
GES-5

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA16
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-9
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-llc

PSE family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-2

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

AMINOGLYCOSI

DE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

CEPHALOSPORIN

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

CEPHALOSPORIN

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

CEPHALOSPORIN

CEPHALOSPORIN

TRIMETHOPRIM

CARBAPENEM

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

GENTAMICIN/KANAM

YCIN/
TOBRAMYCIN

BETA-LACTAM

66.75

60.61

100.00

100.00

100.00

100.00

57.20

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

70.46

100.00

100.00

100.00

106

100.00

95.00

95.11

100.00

99.23

100.00

97.28

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.49

100.00

98.97

100.00

WP_268871
858.1

WP_010672
256.1

WP_032490
4451

WP_011526
261.1

WP_004680
079.1

WP_004236
386.1

WP_109545
072.1

WP_268871
870.1

WP_000239
590.1

WP_001617
865.1

WP_000571
065.1

WP_012658
785.1

WP_001749
984.1

WP_000722
315.1

WP_012695
4841

WP_001931
4741



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

tet(O)

ant(3")
-la

mef(A)

dfrA22

blaOX
A

aac(6")
-Im

aph(2"
)-lla

blaVl
M

dfrA5

blaCT
X-M-8

gnrS1

blaOX

A-101

Inu(F)

blalM

cphA1

tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(O)
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(A)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA22
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-Im

aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(2")-lla

VIM family
subclass B1
metallo-beta-
lactamase
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA5
extended-spectrum
class A beta-
lactamase CTX-M-
8

quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrS1

OXA-10 family
class D beta-
lactamase OXA-
101

lincosamide
nucleotidyltransfer
ase Lnu(F)

IMP family
subclass B1
metallo-beta-
lactamase
subclass B2
metallo-beta-
lactamase CphA1

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

TETRACYCLINE

AMINOGLYCOSI
DE

MACROLIDE

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

AMIKACIN/KANAMYC

IN/
TOBRAMYCIN

AMIKACIN/GENTAMI

CIN/

KANAMYCIN/TOBRA

MYCIN

CARBAPENEM

TRIMETHOPRIM

CEPHALOSPORIN

QUINOLONE

CEPHALOSPORIN

LINCOSAMIDE

CARBAPENEM

CARBAPENEM

100.00

72.41

79.41

100.00

52.55

54.49

100.00

92.48

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

53.54

107

99.69

99.47

96.60

100.00

100.00

100.00

99.67

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

98.37

98.53

WP_012669
4451

WP_011264
082.1

WP_063853
698.1

WP_032667
553.1

WP_063862
698.1

WP_010708
502.1

WP_063840
674.1

WP_003108
247 1

WP_001317
507.1

WP_032489
598.1

WP_001516
695.1

WP_063860
937.1

WP_000939
7271

WP_063860
575.1

WP_063844
282.1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

blaMO

aac(6")
-ll

tet(W)

aadA2

blaPS

ant(6)-
la

tet(Q)

aph(4)
-la

qnrB1

sul2
mef(C)
blaMO
X

ere(A)

tet(X2)

blaOX
A-21

mef(A)

CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6")-lI
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(W)

ANT(3")-II family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA27

PSE family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(6)-la
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(Q)
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(4)-la
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrB19
sulfonamide-
resistant
dihydropteroate
synthase Sul2
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(C)
CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase

EreA family
erythromycin
esterase
tetracycline-
inactivating
monooxygenase
Tet(X2)

OXA-2 family
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-21

macrolide efflux
MFS transporter
Mef(A)

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM
AMINOGLYCOSI
DE

TETRACYCLINE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

TETRACYCLINE

AMINOGLYCOSI
DE

QUINOLONE

SULFONAMIDE

MACROLIDE

BETA-LACTAM

MACROLIDE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

MACROLIDE

CEPHALOSPORIN

AMIKACIN/KANAMYC

IN/
TOBRAMYCIN

TETRACYCLINE

SPECTINOMYCIN/ST

REPTOMYCIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

TETRACYCLINE

HYGROMYCIN

QUINOLONE

SULFONAMIDE

ERYTHROMYCIN

CEPHALOSPORIN

ERYTHROMYCIN

TIGECYCLINE

BETA-LACTAM

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN

66.84

100.00

100.00

100.00

68.06

57.14

64.90

100.00

100.00

100.00

100.00

99.74

100.00

100.00

100.00

99.75

108

100.00

100.00

100.00

100.00

97.96

100.00

97.60

100.00

100.00

100.00

99.75

95.05

100.00

99.74

100.00

98.53

WP_128343
957.1

WP_013263
788.1

WP_002586
627.1

WP_050041
693.1

WP_029628
776.1

WP_002294
505.1

WP_002560
998.1

WP_000742
814.1

WP_012954
666.1

WP_001043
260.1

WP_014386
804.1

WP_032488
864.1

WP_021566
672.1

WP_008651
082.1

WP_014386
432.1

WP_012102
963.1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

erm(G

)

msr(D)

dfrA3

blaOX

blaOX

aadA2

aac(6")
-Ib’

aadA4

aadA2

blaOX
A-46

aadS

tet(32)

blaTE
M

23S rRNA
(adenine(2058)-
N(6))-
methyltransferase
Erm(G)

ABC-F type
ribosomal
protection protein
Msr(D)
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrvVC4

ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA13
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA3
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA2
aminoglycoside N-
acetyltransferase
AAC(6')-1b'
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA4
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA22
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-46
aminoglycoside 6-
adenylyltransferas
e AadS
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(32)

TEM family class A
beta-lactamase

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

QUINOLONE

AMINOGLYCOSI
DE

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

ERYTHROMYCIN/LIN
COSAMIDE/STREPT

OGRAMIN/
TYLOSIN

AZITHROMYCIN/ERY

THROMYCIN/

STREPTOGRAMIN B

QUINOLONE

STREPTOMYCIN

TRIMETHOPRIM

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

GENTAMICIN

STREPTOMYCIN

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

STREPTOMYCIN

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

100.00

69.20

100.00

94.34

100.00

50.00

81.02

100.00

100.00

100.00

98.48

100.00

100.00

100.00

69.58

109

99.59

96.44

100.00

99.20

99.38

98.54

97.75

100.00

100.00

100.00

95.37

100.00

100.00

99.84

100.00

WP_063844
791.1

WP_000420
317.1

WP_000361
704.1

WP_001424
636.1

WP_063844
4031

WP_063861
677.1

WP_140423
313.1

WP_001261
740.1

WP_014454
105.1

WP_004356
282.1

WP_024198
2941

WP_063864
090.1

WP_003013
318.1

WP_003505
402.1

WP_000027
057.1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

carbapenem-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
KPC-2

blaOX class D beta-

A lactamase
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrS2
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(S)

RTG family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-8
oxacillin-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-10
ANT(3")-la family
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase AadA7
OXA-211 family
blaOX carbapenem-

A hydrolyzing class
D beta-lactamase
quinolone
resistance
pentapeptide
repeat protein
QnrB1
tetracycline
resistance
ribosomal
protection protein
Tet(Q)
CMY-1/MOX family
class C beta-
lactamase

23S rRNA
(adenine(2058)-

erm(X) N(6))-
methyltransferase
Erm(X)

23S rRNA

(adenine(2058)-
erm(B) N(6))-
methyltransferase
Erm(B)
trimethoprim-
resistant

blakP
C-2

qnrS2

tet(S)

blaCA
RB-8

blaOX
A-10

aadA7

qnrB1

tet(Q)

blaMO

dfrA

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

QUINOLONE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

LINCOSAMIDE/
MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

TRIMETHOPRIM

CARBAPENEM

BETA-LACTAM

QUINOLONE

TETRACYCLINE

BETA-LACTAM

CEPHALOSPORIN

STREPTOMYCIN

BETA-LACTAM

QUINOLONE

TETRACYCLINE

CEPHALOSPORIN

AZITHROMYCIN/CLI
NDAMYCIN/
ERYTHROMYCIN/LIN
COMYCIN/
STREPTOGRAMIN
B/TYLOSIN

CLINDAMYCIN/ERYT

HROMYCIN/
STREPTOGRAMIN B

TRIMETHOPRIM

100.00

53.03

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

65.33

100.00

100.00

53.26

100.00

100.00

95.54

110

100.00

95.00

100.00

100.00

100.00

100.00

99.25

96.65

100.00

90.80

90.69

99.65

100.00

98.00

WP_004199
234.1

WP_010672
256.1

WP_012537
714.1

WP_000691
7221

WP_063859
363.1

WP_000846
390.1

WP_010794
258.1

WP_140423
313.1

WP_014386
481.1

WP_063856
4071

WP_268871
859.1

WP_011117
480.1

WP_002321
849.1

WP_000777
554.1



UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

UPA

blaCA
RB-4

dfrA21

mef(A)

msr(E)

mph(E
)

blaOX
A

blaOX
A-129

tet(L)

dfrA15

ant(6)-
la

sat4

aph(3'
)-llla

cphA

ere(B)

dfrB1

qgnrE

dihydrofolate
reductase DfrA
PSE family
carbenicillin-
hydrolyzing class
A beta-lactamase
CARB-4
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA21
macrolide efflux
MFS transporter
Mef(A)

ABC-F type
ribosomal
protection protein
Msr(E)

Mph(E) family
macrolide 2'-
phosphotransferas
e

OXA-211 family
carbapenem-
hydrolyzing class
D beta-lactamase
OXA-5 family class
D beta-lactamase
OXA-129
tetracycline efflux
MFS transporter
Tet(L)
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrA15
aminoglycoside
nucleotidyltransfer
ase ANT(6)-la
streptothricin N-
acetyltransferase
Sat4
aminoglycoside O-
phosphotransferas
e APH(3")-llla
CphA family
subclass B2
metallo-beta-
lactamase

EreB family
erythromycin
esterase
trimethoprim-
resistant
dihydrofolate
reductase DfrB1
QnrE family
quinolone
resistance

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

AMR

BETA-LACTAM

TRIMETHOPRIM

MACROLIDE

MACROLIDE/
STREPTOGRAM
IN

MACROLIDE

BETA-LACTAM

BETA-LACTAM

TETRACYCLINE

TRIMETHOPRIM
AMINOGLYCOSI
DE

STREPTOTHRIC
IN

AMINOGLYCOSI
DE

BETA-LACTAM

MACROLIDE

TRIMETHOPRIM
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ANEXOS

ANEXO A - PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE DNA

Protocolo de extracdo de DNA, adaptado de Garcia et al. (2013):

VI.

VII.

VIII.

Uma aliquota de 30 mL de amostra foi lentamente depositada no funil,
e com o auxilio da bomba de filtracdo a vacuo, aguardou-se a
passagem completa pelo filtro de membrana MCE 0,22 ym x 47mm
(GVS®), garantindo uma filtragem uniforme e continua

Apos a filtracdo, a membrana foi cuidadosamente removida e cortada
em pequenos fragmentos com tesoura de acgo inoxidavel, em
pequenos fragmentos que foram transferidos para tubos de
microcentrifuga de 2 mL (Eppendorf).

No tubo eppendorf contendo a amostra, adicionou-se 100 uL de CTAB
1%, 280 uL de NaCl 1,4 M, 5 uL de proteinase K (20 mg/mL) e 615 pL
de tampado TE, e a amostra foi homogeneizada em voértex para
completa mistura.

A mistura foi incubada em banho-maria a 55°C por 1 hora, com
homogeneizac&o nos primeiros 30 minutos.

Ap0s a incubacgao, a amostra foi retirada do banho-maria, e adicionou-
se 167 uL de fenol e 334 uL de cloroférmio. A amostra foi submetida
ao Vvortex para completa homogeneizacdo e, em seguida,
centrifugada a 13.000 rpm por 30 minutos, a 4°C.

Apo6s a centrifugacéao, a fase superior foi cuidadosamente transferida
para um novo tubo Eppendorf de 2 mL.

Adicionou-se 500 pL de cloroférmio, e a amostra foi homogeneizada
em vortex e centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos, a 4°C.

Apods a centrifugagao, a fase superior foi transferida para um novo
tubo Eppendorf de 1,5 mL seco e limpo.

Adicionou-se 500 pL de etanol PA gelado e 40 uL de NaCl 0,2 M,
observando-se a formagao de precipitado. Em seguida, a amostra foi

incubada overnight no freezer.
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XIl.

XII.

XIV.

XV.

XVI
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No dia seguinte, retirou-se a amostra do freezer e centrifugada a
10.000 rpm por 30 minutos, a 4°C.

Ap0s a centrifugacgao, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado
para preservar o pellet formado.

Adicionou-se 500 pL de etanol 70% gelado e a amostra foi
homogeneizada cuidadosamente para que o pellet fosse totalmente
ressuspenso.

A amostra foi centrifugada a 10.000 rpm e 4°C por 20 minutos.

Ap0s a centrifugagao, o sobrenadante foi novamente descartado, com
cuidado para preservar o pellet formado.

Aguardou-se a completa secagem do tubo, para a evaporagao
completa do etanol.

Apos a secagem, o pellet foi ressuspenso em 50 pyL de agua milli-Q

autoclavada.
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