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RESUMO

Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae sdo importantes patégenos causadores de
InfeccOes relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), podendo apresentar diferentes genes
de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos. O objetivo desse estudo foi caracterizar e
comparar genomicamente isolados de E. aerogenes e E. cloacae multidrogas resistentes
(MDR), provenientes de um Hospital publico de Recife-PE entre 2011 e 2013, através da
investigacdo de genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos e a viruléncia, como
também analisar o perfil plasmidial e relagdo clonal dos isolados. Portanto, este estudo foi
dividido em trés etapas: (1) caracterizar fenotipicamente e genotipicamente 51 isolados de
E. aerogenes e E. cloacae provenientes de infeccdo ou colonizagdo em pacientes de um
hospital publico de Recife-PE, Brasil, através de perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos, analises de genes de B-lactamase por PCR e sequenciamento de DNA,
perfil plasmidial e ERIC-PCR; (2) realizar o primeiro sequenciamento genémico de 2
isolados de E. aerogenes, blakpc.» positivos, provenientes de colonizacdo (Eab5A) e de
infeccdo (Ea7A) em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um
mesmo hospital, além de analise comparativa com 2 cepas de E. aerogenes sequenciadas
anteriormente e (3) realizar sequenciamento gendmico de 2 isolados de E. cloacae, blacx-
m-15 Positivos, provenientes de infecgbes: Ec2A (secrecdo ocular) e Ec7A (hemocultura)
em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva neonatal (UTI neo) de um
mesmo hospital, além de analise comparativa com cepas de E. cloacae sequenciadas
anteriormente. Em ambas as espécies houve deteccdo de altas taxas para ESBL (41%) e
carbapenemases (18% para E. cloacae e 88% para E. aerogenes), com identificacdo das
variantes: blargm-1, blacrx-m-15 € blakpc-2. Os isolados apresentaram disseminacdo clonal,
com E. cloacae blactx.m positivo disseminado na UTI neonatal e E. aerogenes blaxpc
positivo na UTI e em outros setores do hospital. Foi visto que apesar dos isolados
apresentarem relacdo clonal pela ERIC-PCR apresentaram diferentes perfis plasmidiais e
de resisténcias, além de, diferentes genes de resisténcia. O sequenciamento gendmico
permitiu a detecgdo de: (1) vasto arsenal de genes de resisténcia a beta-lactdmicos, assim
como, genes de resisténcia a outras classes de antimicrobianos, (2) diversos genes de
viruléncia relacionados a adesinas fimbriais, sideroforos, capsula e biofilme e (3) cinco
tipos de sistemas de efluxo e quatro tipos de sistemas de secrecdo, relacionados

pricipalmente & resisténcia e viruléncia, respectivamente. Em relagdo a analise comparativa



dos genomas, foi visto que apesar de serem clones pela ERIC-PCR e provenientes do
mesmo setor hospitalar, ambas as espécies apresentaram diferencas sutis no quantitativo de
genes totais, genes de resisténcia, genes de viruléncia, sistemas de efluxo e secrecao, além
de caracteristicas exclusivas de cada isolado. Também foi possivel detectar que dentre os
isolados de E. aerogenes, foi visto que o isolado proveniente de colonizacdo (Ea5A),
apresentou genes de viruléncia potenciais para estabelecer a infeccdo, além de elementos
genéticos mdveis capazes de transmitir diversos genes para outras bactérias presentes na
microbiota entérica do paciente, o que reforca a importancia da colonizacdo no contexto de
IRAS. Considerando os isolados de E. cloacae sequenciados genomicamente, o isolado
proveniente de hemocultura (Ec7A) mostrou maior nimero de determinantes de resisténcia
(beta-lactamases e sistemas de efluxo) que o isolado proveniente de secrecdo ocular, o que
pode dificultar o tratamento e consequentemente favorecer a evolucdo para estagios mais
severos como sepse e choque séptico. Os resultados aqui apresentados evidenciam o vasto
arsenal de genes de resisténcia e viruléncia albergados pelos isolados de E. aerogenes e E.

cloacae o que pode facilitar o estabelecimento da infeccéo e dificultar o tratamento.

Palavras-chave: Enterobacter aerogenes. Enterobacter cloacae. Resisténcia. Viruléncia.
Beta-lactamases.
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1. INTRODUCAO

Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae séo bacilos gram-negativos da familia
Enterobacteriaceae que destacam-se clinicamente como bactérias oportunistas e tém emergido
como patdgenos causadores de InfecgBes relacionadas a Assisténcia a Salde (IRAS)
principalmente, infec¢fes envolvendo o trato urinario, trato respiratorio baixo, pele e tecidos
moles, feridas e sistema nervoso central (LEE et al., 2010; DAVIN-REGLI; PAGES, 2015).
Estas espécies estdo associadas com resisténcia as cefalosporinas de 3% e 42 geracOes
sugerindo 0 aumento das cepas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS)
(TUON et al., 2015). Enterobacter produtores de ESBLs sdo usualmente susceptiveis apenas
aos carbapenémicos, tratamento de escolha para diversas infec¢Bes. Entretanto, a emergéncia
de Enterobacteriaceae produzindo carbapenemases tem severamente desafiado a terapia
antimicrobiana, uma vez que conferem alto nivel de resisténcia a todos os beta-lactamicos e
niveis distintos de resisténcia aos carbapenémicos (TUON et al., 2015).

Carbapenemase do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) tem sido o
principal determinante de resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae (TAVARES
et al., 2015). Estas enzimas tornaram-se endémicas em todo o mundo, inclusive no Brasil,
sendo frequentemente detectada em isolados de Klebsiella pneumoniae provenientes de
Recife-PE (CABRAL et al., 2012; DE CASSIA ANDRADE MELO et al., 2014; TUON et
al., 2015). A resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias € um grave problema de
salde publica de ambito mundial, particularmente pela elevada mortalidade e pelo reduzido
numero de opgdes terapéuticas (ANVISA, 2013). Algumas publicacbes evidenciam taxas de
mortalidade de 40% a 50% em 30 dias (TUMBARELLO et al., 2012; NAVARRO et al.,
2013).

Além da indiscutivel importancia da resisténcia bacteriana no contexto de infeccdes,
as bactérias envolvidas em infeccBes extra-intestinais possuem propriedades associadas com a
viruléncia. A capacidade das bactérias em aderirem as superficies de tecido no hospedeiro €
um passo importante no desenvolvimento da infeccdo. Essa adesdo ocorre principalmente
através de dois tipos de adesinas fimbriais, tipo 1 e tipo 3 (STRUVE et al.,, 2009).
Adicionalmente, mecanismos de absorcdo de ferro sdo necessarios para as bactérias
proliferarem com sucesso no organismo hospedeiro, por isso as bactérias desenvolveram
varias estratégias para sequestrar ferro de tecidos infectados, como por exemplo, a produgédo
de siderdforos dos tipos aerobactina, enterobactina e yersiniabactina (MOKRACKA et al.,
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2004).

Geralmente isolados de Enterobacter envolvidos em infec¢Oes apresentam relagdo
clonal. A disseminacao de clones bacterianos é preocupante, mas pode ser evitada ao reforcar
medidas de vigilancia (MARCHAIM et al., 2008). Dentre as vérias técnicas de tipagem
bacteriana, perfil plasmidial e ERIC-PCR (PCR das sequéncias consenso-intergénicas
repetitivas de Enterobactérias) tém sido utilizadas com sucesso para caracterizar a relacéo
clonal entre isolados de Enterobacter (QUILES et al., 2015; STUMPF et al., 2005).

O sequenciamento genémico esta sendo cada vez mais utilizado, substituindo
sequenciamento de amplicons de PCR ou métodos de tipagem. Dentre as suas aplicabilidades,
destacam-se: analise filogenética, tipagem, identificagdo de genes de resisténcia e viruléncia,
Sequence Tiping (ST), fagos, plasmideos e outras sequéncias especificas, além de permitir o
mapeamento do ambiente circundante aos genes e analises comparativas entre os dados de
dominio publico (EDWARDS; HOLT, 2013). Alguns autores tém sequenciado
genomicamente amostras de E. aerogenes e E. cloacae (DIENE et al., 2012; SHIN et al.,
2012; LIU et al., 2013; WILSON et al., 2014), esses resultados contribuem para um maior
conhecimento desses patdgenos.

Diante da emergéncia de isolados de Enterobacter spp. multidroga resistentes (MDR)
envolvidos em IRAS no Brasil, inclusive em Recife-PE, e considerando que s@o raros 0s
estudos que determinam ESBLs e carbapenemases nesse género bacteriano no Brasil, torna-se
importante a caracterizacdo genética de isolados clinicos de Enterobacter spp. provenientes
de um hospital publico de Recife-PE, através da pesquisa dos genes de resisténcia blaspy,
blatem,blactx-m, blakpc, blages, blaviv, blaype € blaspm, dos genes de viruléncia relacionados
a adesinas fimbriais, sideroforos, capsula e biofilmes, de sistemas de efluxo e secrecdo e das
técnicas de tipagem: perfil plasmidial e ERIC-PCR. Adicionalmente, o sequenciamento
genémico ird permitir um maior conhecimento sobre o patégeno acerca da resisténcia e
viruléncia, além de permitir a identificacdo de genes exclusivos e compartilhados entre as
amostras analisadas nesse estudo e entre genomas publicados em outros estudos. O
conhecimento do contetudo genético de Enterobacter spp. permitira um melhor entendimento
dos mecanismos de resisténcia e viruléncia nesse género bacteriano, sendo importante para

orientar medidas profilaticas e terapéuticas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enterobacter spp.

Enterobacter spp. sdo bacilos gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, podem ser encontrados no solo, na &gua e em vegetais e sdo constituintes
da microbiota intestinal da maioria dos animais, incluindo o homem. Algumas espécies desse
género estdo emergindo como importantes patdgenos causadores de IRAS, principalmente
infeccbes envolvendo o trato urindrio, trato respiratdrio baixo, pele e tecidos moles, feridas e
sistema nervoso central (LEE et al., 2010). Bactérias entéricas sdo oportunistas e causam
infeccdes em hospedeiros com defesas imunitarias suprimidas. Criancgas, idosos e pacientes
com doencas de base ou imunossupressdo estdo sujeitos a tais infeccbes (JANDA; ABBOTT,
2006).

Entre as 13 espécies reconhecidas como membros do género Enterobacter, E.
aerogenes e E.cloacae sdo as espécies mais frequentemente associadas a doengas humana
(GONCALVES et al., 2000). Estudos brasileiros com Enterobacter, quando realizados a nivel
de espécie detectam principalmente E. aerogenes e E. cloacae (BONNET et al., 2001;
DROPA et al., 2009; ZAVASCKI et al., 2009; CHAGAS et al., 2011; ANDRADE et al.,
2011).

Enterobacter aerogenes tem se destacado como um importante patégeno hospitalar. A
prevaléncia desta espécie bacteriana aumentou consideravelmente desde a introducdo das
cefalosporinas de espectro estendido na pratica clinica (BIENDO et al., 2008). Foi
originalmente chamado Aerobacter aerogenes, e posteriormente foi incluido no género
Enterobacter em 1960. Em 1971, foi proposto que esta espécie fosse renomeada Klebsiella
mobilis devido a mobilidade conferida por flagelos peritriquios e seu parentesco genético com
o género Klebsiella. E interessante notar que as diferencas fenotipicas entre E. aerogenes e 0
género Klebsiella incluem ndo somente a motilidade, mas também a presenca de ornitina
descarboxilase (ODC) e a falta de atividade de urease em E. aerogenes (DIENE et al., 2012) .
No entanto, o sequenciamento gendmico de um isolado clinico MDR (resistentes a um ou
mais antimicrobiano de trés ou mais categorias testadas) sugeriu uma possivel reclassificacao
das espécies no género Klebsiella, sob o nome de K. aeromobilis (DIENE et al., 2012;
DAVIN-REGLI; PAGES, 2015).

Espécies do complexo E. cloacae sdo amplamente encontrados na natureza, mas
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também sdo agentes patogénicos, E. cloacae e E. hormaechei sdo mais freqlientemente
isolados de espécimes clinicos humanos (DAVIN-REGLI; PAGES, 2015). O complexo E.
cloacae foi identificado a partir de 1970 como patdgenos nosocomiais (PAAUW et al., 2009)
e foi mostrado ser evolutivamente dividido em duas classes geneticamente distintas. Baseado
na diversidade genética, a primeira foi subdividida em dois grupos e a segunda em cinco
(PAAUW et al., 2008). Apesar da relevancia do E. cloacae como patégeno nosocomial, 0s
mecanismos patogénicos e fatores que contribuem na doenca associada com o complexo E.
cloacae ainda ndo sdo entendidos; isto pode ser devido a escassez e a dispersao de
informacgdes disponiveis. Capacidade de formar biofilmes e secretar vérias citotoxinas séo
importantes para sua patogenicidade (DAVIN-REGLI; PAGES, 2015).

A origem da infeccdo com Enterobacter esta relacionada a translocacdo bacteriana do
trato intestinal, o habitat deste patogeno (TUON et al., 2010) e nos Gltimos anos, sdo uma
causa crescente de infecgdes adquiridas na comunidade (MARCHAIM et al., 2008).

De acordo com o boletim informativo da ANVISA Ano 1V, n® 07, Marco de 2014,
Enterobacter spp. ocupou a 9% posicdo em micro-organismos notificados como agentes
etioldgicos de infeccdo primaria de corrente sanguinea confirmada laboratorialmente (IPCSL)
em pacientes adultos hospitalizados em UTIs, 7% posicdo em UTI pediatrica e 5% posicdo em
UTI neonatal (Brasil, 2012). De acordo com a regido geografica, a frequéncia de Enterobacter
spp. variou de 4,1% no Nordeste a 6,9% no Norte dentre 0s principais micro-organismos
notificados como agentes etioldgicos de IPCSL em pacientes adultos hospitalizados em UTIs,
de 2,9% no Sul a 6,6% no Centro-oeste em UTI pediatrica e de 5,5% no Centro-Oeste a
12,8% no Norte em UTI neonatal (Brasil, 2012) (ANVISA, 2014).

Ribeiro et al. (2013), analisando Enterobactérias de um servico de vigilancia regional
do Sudeste, identificaram Enterobacter spp. como o micro-organismo mais frequente,
representando 64,9% (224/345) da amostra. Dentre os Enterobacter spp. 75% foram E.
cloacae, 2.7% E. aerogenes and 22.3% foram identificados apenas a nivel de género.
Gongcalves et al. (2000), relataram um surto de bacteremia associado a terapia intravenosa na
cidade de Campinas, Sdo Paulo. As espécies E. cloacae e E. agglomerans foram identificadas
como agentes etioldgicos do surto, que acometeu 49 pacientes com 12 mortes. Para Rocha et
al. (2008), Enterobacter, dentre outras Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de 3% e
4* geracdo, foram responsaveis por 43,7% dos casos de pneumonia associada a ventilagéo
mecanica na cidade de Uberlandia, Minas Gerais. Pneumonia adquirida no hospital é a
principal causa de mortalidade atribuida a IRAS, além de aumentar a permanéncia e custos
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hospitalares (KOLLEF, 2004). Tuon et al. (2010), realizaram um estudo de coorte
retrospectiva em um Hospital universitario de Curitiba. Cinquenta e oito pacientes com
bacteremia devido a Enterobacter spp. foram selecionados (sendo 28 casos, Enterobacter
positivos para ESBLs e 30 controles, Enterobacter negativos para ESBLS), a espécie mais
comum foi E. aerogenes (71%), seguida de E. gergoviae (17%) e E. cloacae (12%).

De acordo com Tuon et al. (2010), Enterobacter € um micro-organismo associado
com resisténcia a cefalosporinas de 3% geracdo devido ao gene cromossdmico Amp-C. No
entanto, tem-se observado uma diminuicdo progressiva da susceptibilidade a cefalosporinas
de 4% geracdo, sugerindo o aumento de isolados produtores de ESBL além da eminente
resisténcia aos carbapenémicos, devido a carbapenemases. Entretanto a literatura médica
prioriza outras bactérias produtoras de ESBL (Escherichia coli e K. pneumoniae), havendo
poucos relatos desse mecanismo de resisténcia em espécies de Enterobacter. Da mesma
maneira, a resisténcia aos carbapenémicos entre espécies de Klebsiella tem sido bem
estudada, enquanto ha raros estudos clinico ou epidemiolégico focando a resisténcia aos
carbapenémicos em Enterobacter spp. (MARCHAIM et al., 2008).

De acordo com o boletim informativo da ANVISA Ano 1V, n® 07, Marco de 2014,
dentre as porcentagens de resisténcia e sensibilidade entre os micro-organismos mais
frequentemente notificados como agentes etiolégicos de IPCSL em pacientes adultos
hospitalizados em UTIs (Brasil, 2012), 55,7% dos isolados de Enterobacter spp. foram
sensiveis as cefalosporinas de 4% geracdo e carbapenémicos, 32,9% foram resistentes as
cefalosporinas de 42 geracdo, mas sensiveis a carbapenémicos e 11,4% foram resistentes as
cefalosporinas de 4% geracdo e carbapenémicos. Assim como a frequéncia dos patdgenos
variou entre as distintas regides geograficas, os fendtipos de resisténcia também variaram. A
frequéncia de Enterobacter spp. resistentes as cefalosporinas de amplo espectro e
carbapenémicos variou de 3% no Sul a 26,2% no Nordeste.

Em relacdo as UTIS pediatricas os percentuais obtidos para Enterobacter spp. foram:
68,1% de sensiveis as cefalosporinas de 42 geragédo e carbapenémicos, 23,9% de resistentes as
cefalosporinas de 4% geracdo, mas sensiveis a carbapenémicos e 8,0% de resistentes as
cefalosporinas de 4% geracdo e carbapenémicos. Enterobacter spp. resistentes as
cefalosporinas de amplo espectro e carbapenémicos ndo foram detectados no Norte e Sul, e
detectados nos percentuais de 6,6% no Sudeste, 13,3% no Nordeste e 23,1% no Centro-Oeste
do pais (ANVISA, 2014).

Em relagdo as UTIS neonatais os percentuais obtidos para Enterobacter spp. foram:
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62,8% de sensiveis as cefalosporinas de 42 geragdo e carbapenémicos, 33,6% de resistentes as
cefalosporinas de 4% geracdo, mas sensiveis a carbapenémicos e 3,6% de resistentes as
cefalosporinas de 42 geracdo e carbapenémicos. Enterobacter spp. resistentes as
cefalosporinas de amplo espectro e carbapenémicos ndo foram detectados no Nordeste e Sul,
e detectados nos percentuais de 0,9% no Norte, 5,1% no Sudeste e 16,7% no Centro-Oeste do
pais (ANVISA, 2014).

Através de estudos microbioldgicos e genéticos € possivel entender como essas
bactérias resistentes estdo surgindo e determinar o seu modo de disseminagdo, com isso,
prever o comportamento epidemioldgico destes patdgenos, fornecendo dados necessarios para
implementar medidas de controle mais adequadas. Estudos adicionais de métodos moleculares
sdo necessarios para facilitar a deteccdo mais acurada e rapida de bactérias gram-negativas
resistentes, para melhor definir os mecanismos de resisténcia e viruléncia e para desenvolver
novas drogas antimicrobianas (JASKULSKI et al., 2013).

2.2. Plamideos

Além do cromossomo bacteriano, as bactérias podem conter pequenas moléculas
circulares de DNA de dupla fita, denominadas plasmideos (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005). Esses elementos genéticos autoduplicam-se de forma independente da replicacdo
cromossdmica, podendo existir em numero variavel dentro da célula bacteriana e tendo
funces diversas e seletivas. Portanto, podem ser classificados como plasmideos de resisténcia
(Plasmideos R), de viruléncia, metabdlicos e conjugativos (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).

Diferentes plasmideos R quando presentes na mesma célula podem se recombinar.
Transposons e integrons estdo frequentemente associados aos plasmideos de resisténcia das
enterobactérias. Os plasmideos podem ser transferidos de uma bactéria para outra
principalmente por conjugagdo e transformagdo. A transferéncia destes plasmideos de
resisténcia pode ocorrer intra e inter-espécie, facilitando a disseminacdo da resisténcia
(OZGUMUS et al., 2008). Verma et al. (2001), sugerem que a persisténcia de estirpes MDR
no trato digestivo e urindrio provavelmente facilita a conjugacdo de plasmideos de cepas
multirresistentes a outras enterobactérias. A transferéncia de genes de resisténcia entre as
bactérias potencialmente patogénicas no trato gastrointestinal resulta em bactérias MDR que
podem causar infeccdes e se espalhar para organismos diferentes levando a falha de
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tratamento. Portanto, a microbiota pode atuar como um reservatorio de transferéncia de genes
de resisténcia a bactérias patogénicas, que podem levar a infeccbes com possibilidades
limitadas de tratamento (SCHJORRING; STRUVE; KROGFELT, 2008). Cepas resistentes de
diferentes géneros de Enterobacteriaceae e que contém plasmideos R podem estar presentes
no trato gastrintestinal em um nivel baixo e depois do tratamento antimicrobiano, podem ser
selecionadas e colonizar o intestino (OZGUMUS et al., 2008).

Os plasmideos sdo distinguidos uns dos outros pela diferenca de peso molecular,
expresso em quilo base (Kb) e medido pela diferenca de migracao eletroforética em gel de
agarose (DOMENICO et al.,, 1992). O tamanho e o nimero de plasmideos determinam
distintos perfis plasmidiais (FEIZABADI et al., 2008). Perfil plasmidial tem sido utilizado em
paralelo com outras técnicas de tipagem para estudar a epidemiologia das infec¢bes por
enterobactérias (CANTON et al., 2002; HOSSAIN et al., 2004; CHMELNITSKY et al.,
2008; MARCHAIM et al., 2008; PETRELLA et al., 2008; CHEN et al., 2009). Chmelnitsky
et al. (2008), encontraram concordancia entre o PFGE e perfil plasmidial analisando isolados
de E. cloacae, visto que, os isolados dos clones genéticos A e B pelo PFGE apresentaram
padrdes de plasmideos semelhantes.

Outra forma de analisar os plasmideos albergados por um isolado é através da
Tipagem de replicon baseada em PCR (PBRT) que detecta replicons dos principais grupos de
incompatibilidade (inc/rep) dos plasmideos (CARATTOLI et al., 2005). A importancia
epidemioldgica do rastreamento dos plasmideos que conferem resisténcia as drogas levou
Carattoli et al. (2005), a desenvolver um método de PCR baseado em replicons (inc/rep PCR)
dos principais grupos de incompatibilidade de plasmideo entre Enterobacteriaceae. Dezoito
pares de iniciadores foram desenhados para reconhecer os inc FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, 11-1y,
L/M, N, P, W, T, AIC, K, B/O, X, Y, F, e FIIA. A especificidade do método foi testada e 0s
resultados indicaram que PBRT demonstra alta especificidade e sensibilidade na deteccdo de
replicons em plasmideos de referéncia. Estes resultados sugerem que o metodo é
potencialmente aplicavel a um grande numero de estirpes para rastrear a difusdo de
plasmideos de resisténcia a multiplas drogas em ambientes diferentes. Esta técnica tem sido
utilizada por diversos autores para identificar os grupos de inc dos plasmideos de
Enterobacter spp. Em E. cloacae, Ribeiro et al. (2013), detectaram os grupos incN, incA/C e
incF no sudeste e Quiles et al. (2015), detectaram os grupos incHI2, incW, incP e incN no Rio
de Janeiro. Em E. aerogenes o0s tipos incA/C e incL/M ja foram relatados no Brasil
(BOGAERTS et al., 2007; MACHADO et al., 2007; DIENE et al., 2012; MARKOVSKA et
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al., 2014).

A resisténcia a varios antimicrobianos € bem correlacionada com a presenga ou
auséncia de plasmideos. Sharma; Ray e Sharma (2010), descrevem uma tendéncia no aumento
de resisténcia com o aumento do numero de plasmideos. Cepas abrigando multiplos
plasmideos simultaneamente exibem co-resisténcia a diferentes classes de antibioticos.
SHAHID et al. (2008), compararam a perda da resisténcia a antibidticos a perda de contetido
do plasmideo, notando que todos os isolados de que perderam plasmideos tornaram-se

susceptiveis a determinados antibidticos.

2.3. Antimicrobianos p-lactamicos

Antimicrobianos sdo farmacos que tém acao sobre micro-organismos e que podem ter
origem natural ou semi-sintética, produzidos totalmente ou parcialmente por micro-
organismos, como também podem ser totalmente sintetizados em laboratorio, neste caso sdo
chamados quimioterapicos (RANG et al., 2006). Geralmente estas drogas apresentam um
largo espectro de acdo, ou seja, elas atuam sobre varios tipos de micro-organismos. As
diferentes classes de antibi6ticos apresentam diferentes mecanismos de acdo, atuando
principalmente na parede celular ou ribossomos, mas também podem atuar na membrana
citoplasmatica, acidos nucléicos e no metabolismo bacteriano. De acordo com o0 mecanismo
de acdo, algumas destas drogas ndo sao seletivas e também atuam sobre as células humanas,
causando efeitos adversos. Os principais grupos de antibidticos utilizados para enterobactérias
sdo: B-lactdmicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol e quinol6nicos (CLSI, 2015).

Os pB-lactdmicos sdo os antibioticos mais prescritos mundialmente devido a boa
atividade, baixa toxicidade e grande variedade dos compostos disponiveis (THERRIEN;
LEVESQUE, 2000). Este grupo inclui: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). Todos os antibioticos B-lactdmicos
interferem na sintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana, ao interagir com as
proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), localizada na membrana celular (ZEBA, 2005),
inibem a enzima de transpeptidacdo que forma ligagcdes cruzadas das cadeias peptidicas do
peptideoglicano. Este processo de inativacdo interrompe a constituicdo fisiolégica normal do
peptidoglicano da parede celular e induz a lise e morte da celula bacteriana. O evento
bactericida final consiste na inativacdo de um inibidor das enzimas autoliticas (autolisinas) na

parede celular levando a lise da bactéria (RANG et al., 2006).
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A hidrolise de antibidticos p-lactamicos por B-lactamases € 0 mecanismo mais comum
de resisténcia a esta classe de agentes antimicrobianos em bactérias gram-negativas
clinicamente importantes (BUSH; JACOBY, 2010). Os carbapenémicos e 0s monobactamicos
foram desenvolvidos para tratamento das infeccbes por micro-organismos gram-negativos
produtores de B-lactamases resistentes as penicilinas e cefalosporinas (LIVERMORE et al.,
2001). A maior utilizacdo destas drogas no ambiente hospitalar resulta em uma maior pressao
seletiva sobre a microbiota, o que favorece a selecao de sub-populacdes de micro-organismos
com sensibilidade diminuida ou resistentes a esses antimicrobianos (MENDES et al., 2004a).
A resisténcia as cefalosporinas de 3% e 4% geracéo ocorre principalmente devido a ESBL e aos
carbapenémicos, principalmente pela producgéo de carbapenemases.

2.4. Beta-lactamases

B-lactamases sdo enzimas capazes de degradar o anel B-lactdmico dos antibi6ticos
transformando-os em produtos inativos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Sdo enzimas
codificadas principalmente por genes plasmidiais que sdo encontrados com frequéncia entre
as enterobactérias, representando uma séria ameaga a atual terapia por antibioticos [-
lactdmicos (JEONG et al., 2004; WOODFORD et al., 2005).

As B-lactamases sdo bastante diversificadas podendo ser agrupadas em 4 classes
moleculares (A, B, C e D) de acordo com as caracteristicas estruturais (classificacdo de
Ambler) ou em 3 principais grupos de acordo com caracteristicas funcionais e moleculares
(esquema de Bush-Jacob-Medeiros de 1995) (ROBIN et al., 2005; BUSH; JACOBY, 2010).
As classes A, C e D incluem as serina-p-lactamases, enquanto que a classe B sdo metalo-
enzimas que utilizam pelo menos um sitio ativo de ions zinco a fim de facilitar a hidrélise de
B-lactdmicos (BUSH; JACOBY, 2010).

Mais de 50 anos de uso inadequado ou abusivo de B-lactamicos para tratamento de
IRAS e infeccOes comunitarias criou uma enorme pressdo seletiva sobre o ecossistema
bacteriano, levando & selegdo de isolados resistentes produtores de novas f-lactamases (ex.
carbapenemases) ou variantes das B-lactamases classicas (ESBLs), resultando no aumento da

morbidade, mortalidade e custos nos cuidados de saude.

2.5. ESBLs
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ESBLs sdo Dbeta-lactamases capazes de hidrolizar oximino-cefalosporinas e
monobactamicos, mas nao carbapenémicos, e sdo inibidas pelo &cido clavulanico (BUSH;
JACOBY, 2010). A maioria das ESBLs é oriunda das p-lactamases classicas tipo TEM-1,
TEM-2, e SHV-1, as quais diferem dos seus progenitores por poucos aminoacidos (LAGO et
al., 2010). © nome TEM é uma referéncia a Temoniera, paciente grego do qual a bactéria foi
isolada. Em contraste, SHV, é a contracdo de Sulphydryl variable, descri¢do de propriedades
bioquimicas desta f-lactamase (HERITAGE et al., 1999).

Através de mutacdes pontuais, ocorre substituicdo de um ou mais aminoacidos na
cadeia original aumentando o espectro hidrolitico da enzima consequentemente permitindo a
inativacdo de P-lactdmicos mais recentes como as cefalosporinas de 3% (Ceftazidima,
Cefotaxima, Cefoxitina) e 4° geracdo (Cefepime) e monobactdmicos  (Aztreonam)
(MANZUR et al., 2007; LAGO et al., 2010). Mais recentemente, uma série de enzimas ESBL
que ndo estdo relacionadas com as enzimas TEM e SHV foram descritas: CTX-M, OXA,
VEB e AmpC (BUSH; JACOBY, 2010).

Até o momento mais de 300 ESBLs foram descritas (http://www.lahey.org/ Studies).
Nos ultimos anos, mais de 60 diferentes tipos de ESBLs CTX-M estdo emergindo na familia
Enterobacteriaceae e substituindo TEM e SHV em muitos paises (JONES et al., 2009). De
acordo com a homologia na sequéncia de DNA a familia CTX-M de ESBLs é atualmente
classificada em cinco principais grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-
M-25 (GOYAL et al., 2009; PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010).

O surgimento e a rapida disseminacdo de isolados produtores de ESBL é responsavel
por surtos de infeccdo em todo o mundo. Unidades de terapia intensiva sdo particularmente
sensiveis em termos de desfechos clinicos e esses organismos tém sido implicados no
aumento da morbidade e mortalidade (PATERSON; BONOMO, 2005). Em geral, a difusdo
de genes de resisténcia a antibidticos € facilitada por trés estratégias principais: (1)
disseminacdo clonal da bactéria que adquiriu genes de resisténcia, (2) propagacdo de um
plasmideo particular e/ou transposon entre uma variedade de diferentes isolados, e (3)
translocacdo de genes de resisténcia entre os diferentes elementos genéticos moveis
(PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). A localiza¢do desses genes em elementos moveis pode
aumentar a dispersdo das ESBLs entre diferentes géneros de enterobactérias (PITOUT et al.,
2005).

Isolados de Enterobacter produtores de ESBLs do tipo SHV, TEM e CTX-M ja foram
relatados em diversas partes do mundo: Grécia (TZELEPI et al., 2000), Espanha (CANTON
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et al., 2002; MANZUR et al., 2007), Colombia (GONZALEZ-MEJIA et al., 2006), China
(LIU et al., 2007; 2008), Algéria (IABADENE et al., 2008), Franca (BIENDO et al., 2008),
Taiwan (LEE et al., 2010), India (MANOHARAN et al., 2011).

A frequéncia e os tipos predominantes de ESBLs variam de regido para regido e até
mesmo entre intituicdes de uma mesma regido (NOGUEIRA et al., 2015). De acordo com o
SMART (Study for monitoring antimicrobial resistance trends), cepas produtoras de ESBLS
estdo distribuidas no mundo e o tipo predominante ¢ CTX-M-15 (SEKI et al., 2013;
NOGUEIRA et al.,, 2015). De acordo com um estudo realizado nos Estados Unidos
analizando dados de 2009 a 2011, a América do Norte teve as menores taxas de produtores de
ESBLs, com predominio do tipo SHV, porém CTX-M-14 e CTX-M-15 estdo aumentando e
se tornardo os tipos predominantes (SADER et al., 2014). A prevaléncia dos varios tipos de
ESBL na Europa varia de pais a pais, porém CTX-M é o tipo predominante (JONES et al.,
2014). De acordo com o SENTRY (The Antimicrobial Surveillance Program), conduzido de
1998 a 2002, a frequéncia de ESBL também varia nos paises asiaticos, SHV e CTX-M s&o 0s
tipos mais frequentes (HIRAKATA et al., 2005). Dados epidemiolégicos sobre ESBL na
Africa e Australia sdo raros. A mais alta prevaléncia de cepas produtoras de ESBLs foi
detectada na América do Sul e CTX-M foi o tipo mais comum. Na América do Sul, incluindo
o0 Brasil, isolados carreando CTX-M-2 tem sido o tipo de CTX-M mais frequente, inclusive
em Recife-PE (LOPES et al., 2010; SEKI et al., 2013).

Vaérios estudos brasileiros reportaram que a frequéncia de amostras produtoras de
ESBL varia entre as diversas instituicdes, mas no geral é elevada (ANVISA, 2014,
NOGUEIRA et al., 2014). No Brasil, ESBLs em Enterobacter spp. tém sido relatadas por
Bastos et al. (2015), na regido sudeste por Nogueira et al. (2015), além de relatos no Rio de
Janeiro (BONNET et al., 2001; CHAGAS et al., 2011; SEKI et al., 2013), em S&o Paulo
(DROPA et al., 2009), no Rio Grande do Sul (LAGO et al., 2010) e no Parand (TUON et al.,
2010; NOGUEIRA et al., 2015).

Com a disseminacéo de isolados produtores de ESBL em hospitais ao redor do mundo,
€ necessario conhecer a prevaléncia de produgdo de ESBL em uma éarea geografica, esse
conhecimento guiara o uso correto e perspicaz de antimicrobianos. Ha a possibilidade de que
0 uso restrito de um antimicrobiano leve a um retrocesso da pressdo seletiva onde bactérias
resistentes ndo mais terdo vantagem adaptativa nesses ambientes (LAGO et al., 2010).

Amostras de Enterobacter spp. resistentes a cefalosporinas de quarta-geracdo, mas
sensiveis aos carbapenémicos, podem corresponder tanto a amostras produtoras de ESBL,
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quanto aquelas hiperprodutoras da betalactamase cromossomal AmpC. Independentemente do
mecanismo de resisténcia, a presenca deste fendtipo geralmente indica que os carbapenémicos
constituem a opcao terapéutica de escolha para o tratamento de infeccdes graves (ANVISA,
2014).

2.6. Carbapenemase

A resisténcia a carbapenémicos em enterobactérias € um grave problema de salde

publica em ambito mundial, particularmente pela elevada mortalidade e pelo reduzido nimero
de opcdes terapéuticas (PETRELLA et al., 2008; BENNETT et al., 2009).
As carbapenemases sao classificadas em: metalo-beta-lactamases, pertencentes ao grupo 3 ou
classe B (IMP, VIM, SPM, GIM, NDM); serina-carbapenemases do grupo 2d ou classe D
(OXA-23, OXA-48) e serina-carbapenemases do grupo 2f ou classe A (KPC, GES, SME,
NMC-A, IMI) (BUSH, JACOBY:; 2010). Indiscutivelmente, do ponto de vista epidemioldgico
sdo de extrema relevancia as carbapenemases do tipo KPC e as do tipo NDM, pois ambas
apresentaram rapida e ampla disseminacdo mundial apds suas descricGes iniciais (ANVISA,
2013).

2.6.1. Serina-carbapenemases: KPC e GES

As serina-carbapenemases KPC e GES pertencem a classe molecular A e ao grupo 2,
subgrupo 2f, tendo os carbapenémicos como substrato. Estas enzimas s&o melhor inibidas
pelo tazobactam do que pelo acido clavulanico. SME, IMI-1 e CNM-1 séo o0s representantes
cromossdmicos das enzimas do subgrupo 2f (QUEENAN; BUSH, 2007). Mais preocupante,
no entanto, é o subgrupo 2f mediado por plasmideo, incluindo enzimas KPC e algumas GES
(antigas IBC).

A familia GES (Guiana Extended Spectrum) foi descrita pela primeira vez na Franca
em 1998 em uma amostra de K. pneumoniae proveniente de swab retal de uma paciente
previamente internada na Guiana Francesa, dai a origem do nome GES (POIREL et al.,
2000). Os genes que codificam GES sdo frequentemente encontrados em integrons e
plasmideos. Uma vez que estas enzimas possuem um espectro de atividade que inclui
penicilinas e cefalosporinas de terceira geragcdo foram inicialmente classificadas como ESBL.

Contudo foi verificado que GES-2, que possuia a substituicdo de um aspartato por uma
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glicina na posi¢do 170, hidrolisava o imipenem, com isso a familia foi reclassificada
(POIREL et al., 2001; BUSH; JACOBY, 2010). De acordo com Lee e Jeong (2005), outras
variantes como GES-3 e GES-4 tambem sdo capazes de hidrolizar o imipenem. GES-1, ao
contrario dos outros membros da familia GES, tem pouca interacdo com o imipenem (BUSH;
JACOB, 2010). A origem desses genes permanece desconhecida (POIREL; NORDMAN,
2005).

De acordo com Bush e Jacob (2010), ha descricdo de variantes GES-1 a GES-15. De
acordo com Poirel e Nordman (2005), IBC-1 e IBC-2 sdo analogos mutantes pontuais das
enzimas GES e deveriam ser renomeados como GES-7 e GES-8, respectivamente. IBC-1
(Integron-borne B-lactamase) foi detectado em isolado de E. cloacae na Grécia por Giakkoup
et al. (2000). Embora raro, as enzimas GES tém sido identificadas mundialmente com relatos
na Grécia, Franca, Portugal, Africa do Sul, Guiana Francesa, Brasil, Argentina, Coreia e
Japdo (QUEENAN; BUSH, 2007). No Brasil, variantes das ESBL do tipo GES sao relatadas,
principalmente, em isolados de P. aeruginosa recuperados de pacientes internados em
hospitais (CASTANHEIRA et al., 2004b; PELLEGRINO et al.,, 2006). Entretanto, as
variantes GES-5 e GES-7 ja foram identificadas em enterobactérias (cepas de K. pneumoniae)
no estado de S&o Paulo (DROPA et al., 2010; PICAO et al., 2010).

KPC foi inicialmente relatada em isolados de K. pneumoniae na cidade de Nova York
(YIGIT et al., 2001). Depois expandiu-se ao longo da costa leste dos Estados Unidos e a
partir de 2005, a deteccdo de KPC foi relatada em outros paises (NASS et al., 2005). Até o
momento ha descricdo de 16 variantes na base de dados do GenBank-NCBI. Os genes
codificando KPC-1 e KPC-2 sdo idénticos (YIGIT et al., 2001; PATEL; RASHEED;
KITCHEL, 2009). As carbapenemases do tipo KPC degradam todos os antibidticos [-
lactdmicos inclusive, o grupo carbapenémico (imipenem, meropenem, ertapenem e
doripenem) (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009) e sdo inibidas pelo &cido bor6nico
(TSAKRIS et al., 2009).

Os genes blakpc estdo localizados no novo transposon tn4401 (NAAS et al., 2008).
Este transposon foi identificado em plasmideos de diferentes tamanhos, sugerindo que o gene
também pode se mover pela inser¢do do transposon em plasmideos diferentes (PATEL;
RASHEED; KITCHEL, 2009). Tn4401 foi proposto estar na origem da mobilizacdo de KPC.
Este perfil de disseminacdo tem limitado as chances de sucesso terapéutico contra estes
micro-organismos pan-resistentes (PDR) (resistentes a todos os antimicrobianos testados de
acordo com as recomendag0es do CLSI) (LEAVITT et al., 2007).
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Embora a B-lactamase KPC seja predominantemente encontrada em isolados de K.
pneumoniae, que € o patdgeno mais comum carreando os genes blaxpc (MONTEIRO et al.,
2009; ANDERSON et al., 2007; WOODFORD et al., 2008; CABRAL et al., 2012), alguns
trabalhos tém descrito esta enzima em outros membros de enterobactérias (Enterobacter spp.,
Salmonella spp., K. oxytoca, E. coli, E. cloacae, Citrobacter freundii, Serratia spp. e Proteus
mirabilis) (MIRIAGOU et al., 2003; YIGIT et al.,, 2003; ANDERSON et al.,, 2007,
QUEENAN; BUSH, 2007; ZHANG et al., 2007, PETRELLA et al., 2008; CABRAL et al.,
2015) e também em ndo fermentadores como P. aeruginosa (VILLEGAS et al., 2007;
JACOME et al., 2012).

Isolados de Enterobacter produtores de KPC foram relatados inicialmente em Boston
(HOSSAIN et al., 2004). Em seguida foram detectados em Nova York (BRATU et al., 2005),
Reino Unido (BENNETT et al., 2009), Franca (PETRELLA et al., 2008) e em Israel
(MARCHAIM et al., 2008; CHMELNITSKY et al., 2008).

No Brasil, enzimas KPC em isolados de E. cloacae ja foram detectadas nas regides
Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (ZAVASCKI et al., 2009; ANDRADE et al., 2011;
JASKULSKI et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; TAVARES et al., 2015). Em isolados de E.
aerogenes, blakpc-» foi detectado nas regides Sul, Centro-Oeste e Nordeste (JASKULSKI et
al., 2013; TUON et al., 2015; TAVARES et al., 2015).

A prevaléncia de Enterobacter resistentes aos carbapenémicos estd aumentando, com
graves consequéncias em termos de desfecho e de cuidados gerais, esses patdgenos resistentes
representam um grande desafio terapéutico e estdo associados a falhas no tratamento, que
levam a um aumento da morbidade, mortalidade e custos. Assim, os relatos sobre a resisténcia
aos carbapenémicos entre isolados de Enterobacter sio de grande preocupagio. E necessario

reforco das medidas para controlar a disseminagao desses isolados no ambiente hospitalar.

2.6.2. Metalo-carbapenemases: VIM, IMP, SPM

As carbapenemases do tipo metalo B-lactamases hidrolizam penicilinas, cefalosporinas
e carbapenémicos e ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico. Elas diferem estruturalmente das
outras B-lactamases por sua exigéncia de um ion zinco no sitio ativo, consequentemente sdo
inibidas por metais quelantes de ions tais como &cido Etilenodiaminotetracético (EDTA),
acido dipicolinico, 1,10-o-fenantrolina e 4&cido 2-mercaptopropibnico (2-MPA)
(MARCHIARO et al., 2008).
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Sete subclasses de MBL sdo conhecidas até o presente momento: IMP, VIM, SPM,
GIM, SIM, AIM e NDM identificadas inicialmente no Japdo (1991), Itdlia (1997), Brasil
(2001), Alemanha (2004), Coréia (2003/2004), Autralia (2007) e india (2008),
respectivamente (WATANABE et al. 1991; LAURETTI et al. 1999; TOLEMAN et al. 2002;
CASTANHEIRA et al. 2004; LEE et al. 2005; GUPTA, 2008; YONG et al., 2009). Os tipos
IMP, VIM e NDM s&o os mais frequentemente detectados em enterobactérias.

A primeira descricdo de IMP-1 em isolados de E. aerogenes e E. cloacae ocorreu no
Japdo por Arakawa et al. (2000). O primeiro relato de MBL do tipo VIM (VIM-2) em
isolados de E. Cloacae foi realizado por Jeong et al. (2003), na Coréia. Em seguida enzimas
IMP e VIM foram relatadas em espécies de Enterobacter na Italia (LUZZARO et al., 2004;
CASTANHEIRA et al., 2007), Australia (PELEG et al., 2005), Franca (BIENDO et al.,
2008), China (CHEN et al., 2009), Espanha (MIRO et al., 2010) e na Grécia
(PANOPOULOU et al., 2010). O gene que codifica SPM-1 parece estar especificamente
relacionado a espécie P. aeruginosa, uma vez que, até entdo, nao foi detectado em demais
micro-organismos nosocomiais (MENDES et al., 2006). Ndo foram encontrados relatos de

Enterobacter spp. produtores destes tipos de MBLs no Brasil.

2.7. Fatores de viruléncia: adesinas fimbriais

A capacidade das bactérias em aderirem as superficies de tecido no hospedeiro é um
passo importante no desenvolvimento da infec¢do. Essa adesdo ocorre principalmente através
de dois tipos de adesinas fimbriais, tipo 1 e tipo 3 (STRUVE et al., 2009; LIU et al., 2013).

Adesinas fimbriais sdo estruturas protéicas, filamentosas, expressas na superficie
celular bacteriana com capacidade de reconhecer receptores moleculares, facilitando a
aderéncia do micro-organismo nas superficies de tecidos especificos do hospedeiro (STRUVE
et al., 2008; STAHLHUT et al., 2009). A maioria dos isolados clinicos sdo capazes de
produzir dois tipos de organelas de adesdo: (1) Adesinas fimbriais do tipo 1, hemaglutininas
manose-sensivel; e (2) Adesinas fimbriais do tipo 3, hemaglutinas manose-resistente
(STRUVE et al., 2008; STAHLHUT et al., 2009; DE CASSIA ANDRADE MELO et al.,
2014).

Fimbrias tipo 1 sdo bem caracterizadas e encontradas na maioria das espécies de
enterobactérias (MANGE et al., 2006). Elas medeiam a adesdo a estruturas contendo manose,

presentes em células hospedeiras ou na matriz extracelular. InUmeros estudos demonstraram
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que estas fimbrias desempenham um papel significativo na capacidade de enterobactérias em
infectar o trato urinario . De acordo com isso, tem sido recentemente estabelecido que as
fimbrias tipo 1 sdo um importante fator de viruléncia de infec¢do do trato urinario (STRUVE
et al., 2008; 2009).

Stahlhut et al. (2009), relatam o papel significativo da adesina fimbrial tipo 1 na
capacidade da E. coli em infectar o trato urinario, mais especificamente a subunidade fimH
(tipo mais comum encontrado em Enterobacteriaceae). O operon fim de K. pneumoniae,
contétm um gene fimK terminal, ndo presente na E. coli uropatogénica, que suprime a
expresséo da adesina fimbrial tipo 1 (ROSEN et al., 2008).

Liu et al. (2013), compararam fimbrias em diferentes cepas de E. cloacae e
observaram significativa diversidade. De nove a treze locus codificantes de fimbrias foram
identificados em cada amostra, mas somente quatro deles foram conservados nos quatro
isolados. A presenca de multiplos genes fimbriais indica que E. cloacae é provavelmente
capaz de colonizar uma ampla variedade de hospedeiros ou ambientes, o que contribui para a
diversidade das espécies. Essa variedade de fimbrias também tem sido relatada em isolados de
E. cloacae sequenciados genomicamente por outros autores (REN et al., 2010; WANG et al.,
2014). Fimbrias do tipo 1 foram detectadas na cepa de E. aerogenes KCTC 2190, posterior
ATCC 13048 (SHIN et al., 2012; CP002824) sequenciada genomicamente.

As fimbrias sdo reconhecidas pelas células fagociticas, portanto, pode ser que a
expressao fimbrial seja uma desvantagem em sitios de infeccdo ricos em fagdcitos, tais como
os pulmdes, enquanto que fatores que protegem a bactéria contra o sistema imunitario, tais
como capsulas e lipopolissacarideo, tém-se mostrado fatores de viruléncia essenciais neste
ambiente do hospedeiro (SHANKAR-SINHA et al., 2004).

2.8. Fatores de viruléncia: sider6foros

As bactérias envolvidas em infecges extra-intestinais possuem propriedades
associadas com a viruléncia. A capacidade de adquirir ferro no ambiente do hospedeiro € um
delas. O ferro é um elemento essencial, necessario a quase todas as bactérias. O hospedeiro
humano representa um ambiente com disponibilidade extremamente baixa de ferro livre para
desenvolvimento das bactérias, ja que este elemento localiza-se intracelularmente ligado a
proteinas como hemoglobina, ferritina, hemossiderina e mioglobina, e extracelularmente, em

ligagBes de alta afinidade, a proteinas como lactoferrina e transferrina (PODSCHUN et al.,
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2000).

As bactérias desenvolveram vérias estratégias para sequestrar ferro de tecidos
infectados. Uma dessas estratégias € a producdo de sider6foros que extraem ferro das
proteinas e portanto, podem estar relacionados com a viruléncia bacteriana. Mecanismos de
absorcdo de ferro de alta afinidade sdo necessarios para as bactérias proliferarem com sucesso
no organismo hospedeiro (MOKRACKA et al., 2004).

Os sideroforos sdo pertencentes a dois grupos quimicos: Siderdforos Fenolato e
Sideréforos Hidroxamato (PODSCHUN et al., 1998; LAWLOR et al., 2007). Entre as
enterobactérias, trés sistemas de sideroforos sdo mais prevalentes: enterobactina, aerobactina
e yersiniabactina (LAWLOR et al., 2007), sendo o mais comum o sider6foro do grupo
quimico fenolato, enterobactina (PODSCHUN et al., 2000). Mdltiplos sistemas de sider6foros
podem ser beneficientes para a bactéria, uma vez que podem funcionar em diferentes
ambientes no hospedeiro ou em diferentes estagios na infeccdo (MOKRACKA et al., 2004).

Isolados de Enterobacter spp. podem empregar sistemas de absorcdo de ferro
mediados por enterobactina, aerobactina e, em menos extensdo, yersiniabactina. Enterobactina
e aerobactina sdo os tipos mais frequentemente detectados em enterobactérias, inclusive em
espécies de Enterobacter (MOKRACKA et al., 2003; 2004). Ren et al. (2010), Gupta et al.
(2014) e Madhaiyan et al. (2015), dentre outros autores, tém relatado sideréforos em E.
cloacae, por sua vez, enterobactina e aerobactina tém sido detectadas na cepa de E. aerogenes
KCTC 2190 (SHIN et al., 2012; CP002824).

Ja foi demonstrado que a administracdo parenteral de ferro em um modelo em cobaias
aumentou significativamente a susceptibilidade a infeccbes por uma enterobactéria,

reforcando a importancia do ferro para o sucesso da infeccdo (PODSCHUN et al., 1998).

2.9. Sistemas de efluxo e sistemas de secregdo

Enquanto a membrana externa proporciona uma barreira natural e atua em conjunto
com bombas multidrogas para proteger a célula gram-negativa de agentes prejudiciais
(detergentes, desinfetantes, corantes, antibidticos e toxinas), também representa um desafio no
que diz respeito a absorcdo de nutrientes e a excrecdo de subprodutos. Para este efeito, a
membrana externa foi equipada com diferentes vias para o transporte seletivo de moléculas
para dentro e para fora da célula: sistemas de efluxo (relacionados a resisténcia) e sistemas de
secrecdo (relacionados a viruléncia) (SANDKVIST, 2001).
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Até o momento ja foram descritas cinco familias de sistema de efluxo: “Resistance
Nodulation-cell division (RND)”, “Adenosine triphosfate-binding cassete superfamily
(ABC)”, “Major Facilitador superfamily (MFS)”, “Multidrug and toxic compound extrusion
family (MATE)” e “Drug/metabolite transporter superfamily (DMT)” (POOLE et al., 2005).
No entanto, as bombas de efluxo associadas a resisténcia aos antimicrobianos de importancia
clinica, geralmente pertencem as familias RND e MFS (POOLE et al., 2005).

A secrecao extracelular de proteinas € considerada um dos principais mecanismos de
viruléncia de uma infeccdo bacteriana. Varias vias altamente especializadas tém evoluido, até
o momento foram identificadas seis sistemas de secrecdo (SST): SST1, SST3 e SST4
(secretam proteinas em uma Unica etapa), SST2 e SST5 (secretam proteinas em duas etapas) e
SST6 (anteriormente relatado como SST4) (SANDKVIST, 2001; FILLOUX et al., 2008;
GILLESPIE et al., 2016). Genes de viruléncia de bactérias patogénicas sdo frequentemente
associados com ilhas de patogenicidade que codifica SST3 ou SST4 adquiridos por
transferéncia horizontal de genes (DOBRINDT et al., 2004; JUHAS et al., 2009).

2.10. Tipagem molecular de bactérias

O processo de tipagem é importante epidemiologicamente no reconhecimento de
surtos de infeccdes, infeccdes recorrentes, na deteccdo de transmissdo cruzada de patdgenos e
na determinacdo da fonte de infeccdo (OLIVE; BEAN, 1999). Surtos de doencas infecciosas
frequentemente séo resultantes da exposicdo a um agente etioldgico de origem comum, cujos
descendentes sdo geneticamente idénticos ou estritamente relacionados. Em termos
epidemioldgicos, os organismos envolvidos em surtos séo relacionados clonalmente, ou seja,
diferem em no méximo seis bandas, mudancgas consistentes com até dois eventos genéticos
independentes, de acordo com Tenover et al. (1995). Estes organismos sao membros de uma
mesma espécie e possuem fatores de viruléncia e caracteristicas bioguimicas e geneticas
semelhantes. Alguns programas de vigilancia tém incorporado técnicas de tipagem molecular
como um meio de proporcionar informacgdo adicional, para detectar e avaliar o modo de
disseminacédo de patogenos MDR (PFALLEER et al., 2001).

A tipagem de linhagens bacterianas tem sido realizada por diferentes métodos que
podem ser classificados em metodos fenotipicos e métodos genotipicos (ARBEIT, 1999). Um
dos métodos fenotipicos mais usados para tipar isolados MDR é o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos (SOUZA LOPES et al., 2005). A identificacdo de genes de resisténcia a
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antimicrobianos pode ser associada a utilizacdo de métodos de genotipagem para identificacao
de semelhanca genética entre as linhagens, permitindo assim o mapeamento da dindmica de
transmissédo da infeccdo (YE et al., 2010).

Também tém sido utilizados diversos metodos moleculares com o objetivo de
caracterizar isolados de Enterobacter spp. envolvidos em surtos: analise plasmidial (CHEN et
al., 2009), Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (CHMELNITSKY et al., 2008),
ribotipagem classica (IVERSEN et al., 2007), Random-Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) (YE et al., 2010), polimorfismo de fragmento amplificado (AFLP) (IVERSEN et al.,
2007), ribotipagem por PCR e tDNA-PCR (LOPES et al., 2007), PCR dos elementos
repetitivos palindromicos extragénicos (REP-PCR), ERIC-PCR (STUMPF et al., 2005) e
MLST (Multilocus Sequence Tipping) (IZDEBSKI et al., 2015).

ERIC-PCR e REP-PCR sdo os principais grupos de elementos repetitivos que sdo
utilizados com sucesso para a tipagem de enterobactérias. RegiBes repetitivas sao
frequentemente indicativas da transferéncia horizontal de genes e sdo marcadores de
sequéncias de insercdo e outros elementos moveis (BRETTIN et al., 2014). Estudos
demonstraram que apresentam boa correlagdo com PFGE, considerado o método “padrio
ouro” para a tipagem de micro-organismos (STUMPF et al., 2005). Estas técnicas permitem a
deteccdo de clones dentro de um grupo fenotipicamente idéntico que pode ter um impacto
direto no método de intervencdo terapéutica, por ser essencial para identificar cadeias de
transmissdo em surtos hospitalares (PFALLEER et al., 2001). Tzelepi et al. (2000), labadene
et al. (2008), Liu et al. (2008), Ye et al. (2008; 2010), dentre outros autores, tém utilizado a
ERIC-PCR para tipar isolados de Enterobacter spp.

InfeccOes por micro-organismos podem ser monoclonal ou multiclonal. A relacéo
clonal indica a transmisséo de um isolado comum entre os pacientes e a infeccdo multiclonal
indica uma selecdo de isolados resistentes (SANTOS et al., 2008). Quando isolados s&o
geneticamente distintos, o grupo de micro-organismos resistentes pode ser originado devido a
pressdo seletiva excessiva de antimicrobianos, o que favorece os fendtipos de resisténcia
dentro de um grupo independente de isolados (TOSIN; SILBERT; SADER, 2003). Vérios
padrdes distintos sugerem transferéncia horizontal de genes de resisténcia, como forma de
propagacéo.

Infeccdes por isolados de E. cloacae tem sido relatadas por diversos autores como
policlonal, em contra-partida, infeccbes por isolados de E. aerogenes apresentam
disseminagdo monoclonal (CANTON et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2014; 2015; DAVIN-
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REGLI; PAGES, 2015; TUON et al., 2015).

Analises de similaridade genética de cepas produtoras de CTX-M realizada por
Nogueira et al. (2015), revelou duas formas de disseminagdo: a disseminacdo de clones
resistentes persistindo por diversos anos no hospital e a transmissdao de plasmideos de
resisténcia. Essa hipoOtese é suportada pela observacdo de clones idénticos com diferentes
tipos de CTX-M e cepas ndo relacionadas carreando genes de ESBL idénticos. Clones de
ESBL ndo foram restritos a certas areas do hospital, sendo encontrados na UTI e outras
unidades hospitalares.

Em relacdo a KPC, RIBEIRO et al. (2013), mostram que ndo ha nenhuma relacéo
clara entre 0 ambiente genético e o perfil clonal dos isolados, uma vez que 0 mesmo ambiente
genético foi encontrado na maior parte dos isolados de E. cloacae, independente do perfil
clonal. Por outro lado, os isolados pertencentes ao mesmo grupo clonal apresentaram
diferentes ambientes genéticos.

Cassetari et al. (2006), sugerem que o problema de disseminacdo de clones resistentes
e de genes no ambiente hospitalar pode ocorrer devido ao contato com os profissionais de
salde e devido a transferéncia de pacientes entre unidades hospitalares, uma vez que isolados
apresentando padrées moleculares idénticos foram observados em diferentes enfermarias e
alguns isolados apresentaram padr@es idénticos a cepa isolada das méos de profissionais de
salde. A disseminacdo de clones bacterianos € preocupante, mas pode ser evitada ao reforcar
medidas de vigilancia (MARCHAIM et al., 2008).

2.11. Sequenciamento genémico

O sequenciamento gendmico tem sido realizado por diversos grupos interessados em
topicos relacionados a genética bacteriana e a evolugdo. A aplicabilidade do sequenciamento
gendmico inclui: estudo de isolados clinicos, cepas laboratoratoriais e estirpes mutantes;
investigacdo de surtos, evolucdo e disseminacdo da resisténcia (EDWARDS; HOLT, 2013).
Muitos dos dados gerados estdo disponiveis no dominio publico (GenBank:
http://www.ncbi.nim.nih. gov/genbank/).

Diante da procura emergente, Edwards e Holt (2013), elaboraram um guia para analise
comparativa de genoma bacteriano usando dados de ‘next-generation sequence’ (NGS). A
andlise do sequenciamento genémico compreende cinco etapas logicas: montagem, ordenacéo

de contigs, anotacdo do genoma, comparagdo a outros genomas e tipagem. O material
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introduz um conjunto de ferramentas simples e gratuitas que podem ser usadas para investigar
uma variedade de questdes comuns, incluindo (1) como comparar esse genoma a outro? (2)
Esse genoma tem plasmideos, fagos ou genes de resisténcia? (3) além de permitir analises
filogenéticas e tipagem. O guia inclui orientacdes sobre onde encontrar informacoes técnicas
mais detalhadas, pacotes de softwares alternativos e onde procurar abordagens mais
sofisticadas.

Isolados de E. cloacae e E. aerogenes tem sido sequenciados genomicamente por
alguns autores, da mesma forma, analises genémicas comparativas tém sido realizadas. Shin
et al. (2012), foram os primeiros a realizar sequenciamento gendmico de E. aerogenes (cepa
KCTC 2190) produtor de 2-3-butanediol, Ren et al. (2010), foram os responsaveis pelo
primeiro sequenciamento genémico de E. cloacae e Liu et al. (2013), realizaram a primeira
analise comparativa do pan-genoma de E. cloacae endofito de plantas. Poucos sdo os estudos
que sequenciaram genomicamente isolados de E. cloacae e E. aerogenes patdgenos humanos
(REN et al., 2010; DIENE et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Caracterizar e comparar genomicamente isolados de E. aerogenes e E. cloacae MDR,
provenientes de um Hospital publico de Recife-PE entre 2011 e 2013, através da investigacdo
de genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos e a viruléncia, como também analisar o

perfil plasmidial e relacdo clonal dos isolados.

3.2. Especificos

e Verificar a ocorréncia de genes de resisténcia a beta-lactamicos e a outras classes de
antimicrobianos em isolados de E. aerogenes e E. cloacae de um Hospital pablico de
Recife-PE entre 2011 a 2013.

e Verificar a ocorréncia de genes para ESBLs blasyy, blatem, blactx-ma, blactx-mi €
blactx-m2 Nos isolados de Enterobacter spp. estudados.

e Verificar a ocorréncia de genes para carbapenemases blaxpc, blages, blavim, blayp €
blagpm Nos isolados estudados.

¢ Identificar variantes dos genes de resisténcia nos isolados estudados.

e Verificar a ocorréncia de genes de viruléncia relacionados a adesinas fimbriais,
sideroforos, capsula e biofilmes nos isolados estudados.

e Verificar a ocorréncia de genes relacionados a sistemas de efluxo e sistemas de
secre¢édo nos isolados estudados.

e Determinar o perfil plasmidial dos isolados de Enterobacter spp.

e Determinar os grupos de incompatibilidade plasmidial (inc) nos isolados de
Enterobacter spp.

e Determinar a relagéo clonal dos isolados de Enterobacter spp.

e Determinar genes exclusivos e compartilhados no genoma de dois isolados de E.
aerogenes analisados nesse estudo, como também entre cepas de E. aerogenes
depositadas no “GenBank”.

e Determinar genes exclusivos e compartilhados no genoma de dois isolados de
E.cloacae analisados nesse estudo, como também entre cepas de E. cloacae

depositadas no “GenBank”.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Isolados bacterianos

Os isolados de Enterobacter spp. foram fornecidos pelo laboratério de analises
clinicas de um hospital publico da cidade de Recife-PE, durante os anos de 2011 a 2013. A
identificacdo bioquimica e o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados foi
realizada no Hospital através do sistema automatizado BD Phoenix. Ao chegar no Laboratorio
de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical-UFPE, os
isolados foram submetidos a confirmacdo da identificagdo bioquimica (utilizando testes
convencionais), para confirmacdo da pureza da cultura bacteriana e confirmacao do perfil de
resisténcia a antimicrobianos [utilizando o teste de difusdo de disco em Agar Mueller-Hinton
proposta por Kirby e Bauer (CLSI, 2013)]. Os isolados foram mantidos em estoque congelado
com glicerol 15% a -20°C. Para as analises foram cultivados em Caldo Brain Heart Infusion

(BHI) ou Caldo Luria Bertani (LB) e plaqueados em Agar nutriente (AN).

4.2. Extracgéo de DNA total

O DNA genbmico foi extraido diretamente de uma suspensao da col6nia em 200 uL
de agua destilada estéril. A suspensdo foi aquecida a 100°C por 10 minutos, centrifugada (5
min/15000 rpm) e 100 pL do sobrenadante foi recuperado e estocado a -20°C. O DNA foi
quantificado através do equipamento Nano Drop para as analises.

4.3. CondicOes da PCR para identificagdo dos genes blagny € blatem

Os genes blasyy e blargm foram investigados pela técnica de PCR utilizando os
primers descritos na tabela 1. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume
total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1ul de DNA gendmico a Sng/pul, 2,0U da enzima Taq
DNA polimerase (Promega), 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig
Biotec), 1,5 mM de MgCl,, 1 umol dos primers para 0s genes blasyy € blargm. Em cada
partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo, constituido de um tubo com todos
0s componentes da reacdo exceto DNA e um controle positivo, com o DNA da linhagem de
K. pneumoniae K1P (CABRAL et al., 2012). As amplificacbes foram realizadas em
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termociclador (Bioclycer da Biosystems) programado para 5 minutos a 96°C para
desnaturacdo inicial, seguido de 35 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 96°C para
desnaturacdo, 1 minuto a uma temperatura de anelamento de 62° C para o gene blasyy € 57° C
para 0 gene blargm € 1 minuto a 72°C para extensdo. Apo6s os 35 ciclos, foi realizada uma

etapa de alongamento final de 10 minutos a 72°C.

4.4. CondicOes da PCR para identificacdo dos genes blactx-m

Os genes de resisténcia blactx.m foram investigados pela técnica de PCR inicialmente
com os iniciadores consensus CTX-MA que amplifica todos os genes blacrx-m (Tabela 1). As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 5ng/ul, 2,0U da enzima Tag DNA polimerase
(Promega), 200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec), 1,5 mM de
MgCl; e 1 pmol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle
negativo e um controle positivo, com 0 DNA da linhagem de K. pneumoniae K1P (CABRAL
et al., 2012). As amplificacBes do gene blactx-m foram realizadas com ciclos de desnaturagédo
inicial & 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto & 95 °C
para desnaturacdo, 1 minuto a 61°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para
extensdo. Ap0s estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos a 72
°C. Os isolados positivos para 0 gene blactx.m foram submetidos novamente a PCR com
primers especificos para o grupo 1 (primers CTX-M13) que amplifica os genes blactx-m-1 €
para o grupo 2 (primers CTX-M25) que amplifica os genes blacrx-m-2, Nas mesmas condicoes
de reacdo de PCR descritas acima, porém com temperatura de anelamento especifica para

cada primer.

4.5. Condicbes da PCR para identificacdo dos genes blakpc € blages

Os genes de resisténcia blakpc € blages foram investigados com os primers descritos
na tabela 1. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por
tubo, compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 5ng/ul, 2,0U da enzima Taq DNA polimerase
(Promega), 200 UM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCl, e 1 pmol dos primers. Em
cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo e um controle positivo, para o
gene blakpc: isolado de K. pneumoniae K1P (CABRAL et al., 2011) e para o gene blages: P.
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aeruginosa P119HC (dados ndo publicados). As amplificagcfes do gene blakpc foram
realizadas com ciclos de desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos,
consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 63°C para
anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para extensdo. Apds estes ciclos foi realizada uma
etapa de alongamento final de 10 minutos a 72 °C. A amplificacdo do gene blages utilizou as
seguintes condicGes: 3 min a 93°C para desnaturacao inicial; seguido de 40 ciclos de 1 min a

93°C, 1 mina55°Ce1mina72°C, e 7 mina72°C para extenséo final.

4.6. Condicbes da PCR para identificagdo dos genes blaywu, blajvp € blaspm

Os genes de resisténcia blayv, blayp e blaspm foram investigados pela técnica de
PCR, com os primers descritos na tabela 1. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em
um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 20ng/ul, 1,0U
da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 100 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de
MgCl, e 0,4 umol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle
negativo e um controle positivo, cepas de referéncia de P. aeruginosa (JACOME et al., 2012).
As amplifica¢des dos genes de MBL foram realizadas com ciclos de desnaturacdo inicial a
95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a 95°C para
desnaturacéo, para anelamento dos primers: 1 minuto a 60°C para bla,yp € blaspy € 1 minuto a
62°C para blay;y e para extensdo, 1 minuto a 68°C. Apds estes ciclos foi realizada uma etapa

de alongamento final de 5 minutos a 68°C.

4.7. Eletroforese em gel de agarose

Cinco microlitros dos produtos de amplificacdo da PCR acrescidos de 1 pl de Blue-
green Loading Dye | (LGC biotecnologia) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,0% em tampdo TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA 0,002M) e voltagem constante de 100
v. Foi utilizado um marcador de 100pb (Ludwig Biotec) como padrdo de peso molecular. Os
géis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de

fotodocumentacéo (Photocap, Vilber Lourmat).

4.8. Sequenciamento dos genes de resisténcia
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Os produtos de PCR positivos para os genes de resisténcia foram purificados através
de Kit comercializavel (Promega) e sequenciados pelo método de terminacdo de cadeia de
desoxirribonucleotideo (Sanger et al., 1977) utilizando-se os primers descritos na tabela 1. As
sequéncias de  nucleotideos  foram  analisadas  pelos  programas  BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Clustal W do European Bioinformatics Institute
(http://www.cbi.ac.uk/). A traducdo dos nucleotideos em proteinas foi realizada utilizando o
programa expasy (http://web.expasy.org/tools/ translate). As sequéncias foram depositadas no
genbank sob nimeros de acesso: KU680809, KU680810, KU680811, KU680812, KU680813
e KF561135.1.

4.9. Extracdo de DNA plasmidial

A extracdo de plasmideos foi realizada através do sistema UltraClean Endotoxin-Free
Mini Plasmid Prep Kit (Mo Bio Lab), de acordo com as instru¢es do fabricante. O DNA
plasmidial (10 pl) adicionado de 2 ul de Blue-green Loading Dye | (LGC biotecnologia) foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,7% em tampdo TBE. A eletroforese foi
realizada a temperatura ambiente por cerca de 2 horas a 70V e 30 mA. Ap6s a migragdo em
gel de agarose o DNA plasmidial foi visualizado e documentado como descrito anteriormente.
Foi utilizada a linhagem de K. pneumoniae K16R (SOUZA LOPES et al., 2005) com
plasmideos de tamanho conhecido como marcador de peso molecular. A anélise do perfil

plasmidial e a construcdo do dendrograma foram feitas utilizando o software DARwin 5.0.

4.10. ERIC-PCR

Para o método da ERIC-PCR foram utilizados os primers descritos na tabela 1. As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
compreendendo: 1ul de DNA gendmico a 100ng/ul, 1,0U da enzima Tag DNA polimerase
(Promega), 200 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52 mM de MgCl, e 0,4 pmol dos primers.
Em cada partida de amplificagdo foi incluso um controle negativo. As amplificages foram
realizadas com ciclos de desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos,
consistindo cada ciclo de 1 minuto a 92 °C para desnaturagcdo, 1 minuto a 36°C para
anelamento do primer e 8 minutos a 72°C para extensdo. Apds estes ciclos também foi
realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos & 72 °C (CABRAL et al., 2012). Os
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produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampdo TBE e voltagem constante de 100v, como citado anteriormente. A analise dos
fragmentos amplificados pela ERIC-PCR e a constru¢cdo do dendrograma foram feitas

utilizando o software DARwin 5.0.

4.11. Sequenciamento gendémico

Foram selecionadas quatro amostras para realizacdo do sequenciamento genémico: (1)
dois isolados de E. cloacae positivos para blactx-m sendo um recuperado de secrecdo ocular
(EcC2A) e o outro de hemocultura (Ec7A), ambos provenientes de pacientes distintos
internados em unidade de tratamento intensivo neonatal; e (2) dois isolados de E. aerogenes
positivos para blakpc sendo um proveniente de colonizacdo (Ea5A) e o outro de infeccédo
(Ea7A), ambos provenientes de pacientes distintos internados em unidade de tratamento
intensivo.

Com os DNAs das amostras extraidos, os mesmos foram quantificados novamente
utilizando a plataforma fluorimétrica Qubit da ThermoFisher Scientific. Posteriormente a
dosagem, os materiais bioldgicos foram utilizados para montagem das bibliotecas de DNA
utilizando o kit Nextera XT da Illumina (Ec7A) e kit TruSeq DNA PCR Free Kit da Illumina
(Ec2A, EabA e Ea7A) . A quantificacdo das bibliotecas foi realizada pela técnica da PCR em
Tempo Real através do kit Library Quantification — lllimuna/Universal da empresa Kapa
Biosystems e 0 equipamento 7500 da Applied BioSystems. O sequenciamento genémico foi
realizado utilizando o sistema de bibliotecas pair-end e o equipamento MiSeq (Illumina) com
o cartucho MiSeq Kit V3 de 600 ciclos para a amostra Ec7A que foi sequenciada no Centro
de pesquisas Aggeu Magalhades-Fiocruz-Recife e as demais foram sequenciadas no Instituto
de Ciéncias Biologicas-USP-Sao Paulo. Leituras de 75pb foram gerados para a amostra EC7A,
em contrapartida para as amostras Ec2A, Ea5A e Ea7A, o fragmento teve um comprimento de
1100pb com extremidades de 300pb sequenciadas.

As etapas realizadas para montagem e anota¢do dos genomas foram: primeiro para
avaliacdo da qualidade dos fragmentos gerados, a ferramenta FASTQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/fastqc/) foi utilizada. Parametros tais
como qualidade de sequenciamento por base, qualidade de sequenciamento média por leitura,
distribuicdo do tamanho das leituras, quantidade de leituras produzidas e distribuicdo do
contetdo de nucleotideos foram avaliados. Apds esta avaliacdo, estes valores produzidos
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foram utilizados para configurar a execugdo da ferramenta Trimmomatic (http:/
www.usadellab.org/cms/ index.php?page=trimmomatic) que tem como finalidade a limpeza
das informacBes com baixa qualidade presentes no dado inicial, além da remocdo de
interferentes. Posteriormente a esta limpeza, os programas velveth e velvetg do pacote Velvet
(ZERBINO; BIRNEY, 2008) foram utilizados para montagem dos contigs. Importante
ressaltar que os pardmetros de ambas ferramentas foram configurados com o auxilio da
ferramenta Velvetoptimiser (http://bioinformatics.net.au/ software.velvetoptimiser.shtml) que
encapsula os programas velveth e velvetg. Os programas blastall (ALTSCHUL et al., 1990) e
Mauve (DARLING et al., 2011) foram utilizados para o alinhamento e ordenamento dos
contigs em relacdo as sequéncias de referéncia para cromossomo e plasmideos. Para predicao
e anotacdo génica as ferramentas RASTtk (http://rast.nmpdr.org/) e Resfinder-beta-
lactamases (https://cge.cbs.dtu.dk// services/ResFinder/) foram utilizadas. Foi realizada ainda
uma predicdo de grupos de ortélogos para os genes encontrados utilizando o programa
Orthomcl (LI; STOECKERT; ROQS, 2003) (http://www.orthomcl.org/orthomcl/). Todas as
informacdes relativas a montagem, predicdo e anotacdo génica e relacdo de ortologia foram
armazenadas em um banco de dados relacional utilizando como ferramenta de gerenciamento

0 MySQL (https://www.mysqgl.com/).

4.11.1. Pesquisa de determinantes de resisténcia e viruléncia e determinacéo dos grupos

de incompatibilidade plasmidial (inc)

A listagem dos genes cromossomicos e plasmidiais obtidos através do sequenciamento
gendmico e anotados através do Rast e Resfider-beta-lactamases foi manualmente analisada
com o objetivo de detectar genes de resisténcia a beta-lactdmicos, genes de resisténcia a
outras classes de antimicrobianos, genes de viruléncia relacionados a adesinas fimbriais,
sideroforos, capsula e biofilme, além de genes relacionados aos sistemas de efluxo e secrecao.

Tambem foi realizada pesquisa dos grupos de incompatibilidade plasmidial presentes
nos isolados, alinhando as sequéncias dos primers descritos por Carattoli et al. (2005), contra
o DNA plasmidial e cromossdmico através da ferramenta blastall. O alinhamento de 100%
das sequéncias forward e reverse implicou dizer que o isolado contém a sequéncia

compreendida entre ambos 0s primers, ou seja, 0 grupo de inc pesquisado.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinantes genéticos de resisténcia a beta-lactamicos e caracterizacéo de
isolados de Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae provenientes de infecgéo e

colonizagdo em pacientes de um hospital publico de Recife-PE, Brasil (Artigo 1)

Introducéo

Enterobacter spp. sdo bacilos gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, podendo ser encontrados no solo, na 4gua, em vegetais e na microbiota
intestinal da maioria dos animais, incluindo o homem. Entre as 13 espécies reconhecidas
como membros desse género, E. aerogenes e E.cloacae sdo as espécies mais frequentemente
associadas a doencas humanas (GONCALVES et al., 2000). Essas duas espécies estdo
emergindo como importantes patdgenos envolvidos em infecgdes relacionadas a assisténcia a
satde (IRAS), causando um amplo espectro de infecgdes envolvendo o trato urinario, trato
respiratorio baixo, pele, tecidos moles, feridas e sistema nervoso central (LEE et al., 2010;
DAVIN-REGLI; PAGES, 2015). A maioria das cepas de Enterobacter envolvidas em IRAS
sdo produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) e o tratamento de infeccdes
causadas por essas cepas representa um desafio a terapia antimicrobiana, pois as ESBLS sdo
capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas as geracdes e monobactamicos,
minimizando as opgdes terapéuticas (LAGO et al., 2010; TUON et al., 2015). Os principais
tipos de ESBLs detectadas em Enterobacteriaceae sdo SHV, TEM, CTX-M e GES.

Os carbapenémicos sdo 0s agentes antimicrobianos mais amplamente usados para
tratar infecgcOes causadas por cepas produtoras de ESBLs (NOGUEIRA et al., 2015). Mais
recentemente, a emergéncia de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases tornou-se
um desafio para a terapia antimicrobiana por conferir resisténcia aos carbapenémicos (TUON
et al., 2015). Os principais tipos de carbapenemases detectadas em Enterobactérias sdo KPC,
VIM, IMP, SPM e GES.

Enzimas Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) em Enterobacteriaceae
tornaram-se endémicas mundialmente. Desde 2010 tem se observado uma grande dispersédo
do gene blakpc em diversos hospitais em diferentes estados e cidades brasileiras (CABRAL et
al., 2012; PEREIRA et al., 2013; DE CASSIA ANDRADE MELO et al., 2014; CABRAL et
al., 2015). A emergéncia de KPC dificulta o tratamento das infec¢des, desde que essa enzima

confere altos niveis de resisténcia a todos os beta-lactamicos e niveis distintos de resisténcia



Cabral AB, Caracterizacao genética de isolados clinicos de Enterobacter... 48

aos carbapenémicos (TUON et al., 2015). Ainda s&o escassos 0s estudos sobre isolados de
Enterobacter produtores de ESBLs e carbapenemases, no Brasil.

A presenca de genes de resisténcia em elementos genéticos moveis como transposons,
integrons e plasmideos, facilita a disseminacdo de determinantes de resisténcia em ambientes
hospitalares. Diversos plasmideos de diferentes tamanhos foram associados com isolados
positivos para blakpc em todo o mundo (ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2013), destacando a disseminacdo bem sucedida deste gene. A maioria dos
estudos sugere que cepas produtoras de ESBLs sdo policlonais e que as ESBLs sao
disseminadas por transferéncia de plasmideos, entretanto, durante surtos, disseminacao clonal
pode ocorrer (MINARINI et al., 2008; CHAGAS et al., 2011; TOLLENTINO et al., 2011,
CHANG et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2015).

Considerando a importancia de Enterobacter como causador de IRAS, o objetivo
desse estudo foi investigar a frequéncia e os principais genes de ESBLs e carbapenemases em
isolados de E. aerogenes e E. cloacae provenientes de colonizagéo e infeccdo em pacientes de
um hospital publico de Recife-PE, Brasil, nos anos de 2011 a 2013, além de realizar a tipagem
molecular através do perfil de ERIC-PCR e perfil plasmidial e a tipagem fenotipica através do

perfil de resisténcia a antimicrobianos.

Materiais e métodos

Isolados bacterianos

Trinta e quatro isolados de E. aerogenes e 17 isolados de E. cloacae provenientes de
diferentes pacientes e sitios de infeccdo ou colonizacdo foram obtidos da demanda espontanea
do laboratério de um hospital publico da cidade de Recife-PE, Brasil, durante os anos de 2011
e 2012. Em 2013 foram obtidos novos isolados no mesmo hospital para conferir o perfil
clonal dos isolados. Os isolados foram mantidos em estoque congelado a -20°C com glicerol a
15%.

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para os antimicrobianos: amicacina (AMI),
amoxicilina-acido clavulanico (AMC), ampicilina (AMP), cefazolina (CFZ), cefepime (CFP),
cefotaxima (CFT), cefoxitina (CFX), ceftriaxona (CEFT), ciprofloxacina (CIP), ertapenem
(ERT), gentamicina (GEN), imipenem (IMI), levofloxacina (LEV), meropenem (MER),

piperacilina-tazobactam (PIPT), tobramicina (TOB), trimetoprim-sulfametaxazol (TRIS) foi
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determinada através do equipamento automatizado BD Phoenix™ (Franklin Lakes, New
Jersey, USA).

Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento para 0s genes de resisténcia

O DNA genbmico foi extraido diretamente de uma suspensdo da coldnia em 200 puL de agua
destilada. A suspenséo foi aquecida a 100°C por 10 minutos, centrifugada (5 min/15000 rpm)
e 100 puL do sobrenadante contendo o DNA foi recuperado e estocado a -20°C. O DNA foi
quantificado através do equipamento Nano Drop. PCR para 0s genes de resisténcia blaspy,
blatem, blactx-m, blakpc, blages, blaviv, blave, € blaspm foram realizadas utilizando primers e
condicGes, conforme especificado na tabela 1. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,0%. Amplicons representativos das PCRs positivas para 0s
genes de resisténcia foram submetidos ao sequenciamento de DNA pelo método de Sanger et
al. (1977). Dados do sequenciamento foram analisados usando o software Chromas
(http://technelysium. com. au/?page_id=13) e para traducdo dos nucleotideos em proteinas foi
utilizado o software (http://web.expasy.org/translate/). As sequéncias foram depositadas no
genebank sob o0s numeros de acesso KU680809, KU680810, KU680811, KU680812,
KU680813 e KF561135.1.

Técnicas de tipagem molecular: perfil plasmidial e ERIC-PCR

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o Kit UltraClean Endotoxin-Free Mini Plasmid
Prep Kit (Mo Bio Lab, USA). A ERIC-PCR foi realizada de acordo com Duan et al. (2009) e
Cabral et al. (2012) (tabela 1). Os produtos da extracéo de plasmideos e da ERIC-PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,7% e 1,5%, respectivamente. O padrdo de
bandas gerado foi analisado de acordo com Tenover et al. (1995) e o software DARwin 5.0
foi usado para gerar o dendrograma. Isolados coletados em 2013 foram submetidos a ERIC-
PCR com o objetivo de verificar a relacdo clonal apds intervalo de um ano entre as coletas.

Também foram pesquisados 0s genes de resisténcia blaxpec € blacTx-m nesses novos isolados.

Resultados
Perfil de resisténcia a antimicrobianos

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de E. aerogenes e E. cloacae
estd demonstrado nas tabelas 2 e 3. Os isolados de E. aerogenes foram agrupados em
diferentes perfis de resisténcia. R1 (resistente a todos os antimicrobianos), R1a (difere do
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perfil R1 pela resisténcia intermediaria a AMI), R1b (difere do perfil R1 pela sensibilidade a
AMI), Ri1c (difere do perfil R1 pela sensibilidade a TRIS), R2 [resistente a todos o0s
antimicrobianos, exceto a AMI (intermediario) e a TRIS (sensivel)], R2a (difere do perfil R2
pela sensibilidade a CFP), R2b (resistente a todos, exceto a AMI, TRIS e CFP), R3
(resistente a todos, exceto a AMI e aos carbapenémicos: IMP, MER e ERT), R4 (resistente a
todos, exceto a GEN (sensivel) e TOB (intermediario) e R4a (difere do perfil R4 pela
resisténcia intermediaria a AMI). Em relacdo aos isolados de E. cloacae, estes foram
agrupados nos perfis R4a, R5 [resistente a todos os antimicrobianos, exceto a AMI (sensivel),
carbapenémicos (sensivel), LEV (sensivel) e PIPT (intermediario)] , R5a (difere do perfil R5
por resisténcia a PIPT), R5b (difere do perfil R5 por resisténcia intermediaria a CFP), R5¢
(difere do perfil R5 por resisténcia intermediaria a CIP) e R6 (difere do perfil R5 por
resisténcia a PIPT e LEV).

Considerando os isolados de E. aerogenes, os antimicrobianos que apresentaram
melhor atividade foram: AMI, TRIS, GEN e TOB. Em relacdo aos isolados de E. cloacae,
AMI e carbapenémicos apresentaram melhor atividade.

Dentre os isolados de E. aerogenes, apenas Eal4A e Eal7A foram sensiveis a CFP e
Ea21A e Ea25A foram sensiveis aos trés carbapenémicos avaliados. Os trinta isolados
restantes foram resistentes a todos os beta-lactamicos testados, com excecdo dos casos de
disparidades de resisténcia aos carbapenémicos apresentada pelos isolados Eal4A, Ea24A,
Ea26A, Ea29A, Ea32A e Ea34A, sendo o ertapenem o substrato mais sensivel para detec¢do

de resisténcia aos carbapenémicos.

Perfil de ERIC-PCR

Os isolados de E. aerogenes de todos os setores do hospital apresentaram 0 mesmo perfil,
denominado E1, portanto apresentaram relacdo clonal pela ERIC-PCR (Figura 1, Tabela 2).
Dentre os isolados de E. cloacae, todos oriundos da UTI neonatal apresentaram o perfil E2
(Figura 2, Tabela 3), apenas a cepa EC9A (setor: Unidade coronariana, UCO1) apresentou
perfil distinto (E3), entretanto o clone E2 também foi detectado posteriormente nessa unidade.
Através da andlise de novos isolados no ano seguinte, foi constatada a persisténcia do clone

de E. aerogenes (E1) e do perfil E2a relacionado ao clone E2 de E. cloacae no hospital.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto da ERIC-PCR de isolados representativos de E.
aerogenes. Linha 1: marcador de peso molecular de 100pb, linhas 2-14: isolados de E. aerogenes, linha 15:

controle negativo.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto da ERIC-PCR de isolados representativos de E.
cloacae. Linha 1: marcador de peso molecular de 100pb, linhas 2-11: isolados de E. cloacae, linha 12: controle

negativo.

Perfil plasmidial

Considerando que os isolados eram clones pela ERIC-PCR e pelo perfil de resisténcia,
um representante de cada grupo clonal foi tipado quanto ao seu perfil plasmidial. Os isolados
de E. aerogenes apresentaram os perfis: P1, P1a, P2 e P3 (Tabela 2). E os perfis: P4, P4a e P5
foram detectados nos isolados de E. cloacae (Tabela 3). Enterobacter aerogenes apresentaram
de 4 a 10 plasmideos de <12kb a >150kb e E. cloacae apresentaram de 1 a 4 plasmideos de
12kb a 90kb (Figura 3).
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 0,7% do produto da extracdo de plasmideos de isolados
representativos de E. aerogenes (a) e E. cloacae (c). Linhas 1, 3-6, 8 e 9: P1 (plasmideos com pesos moleculares
de >150pb, 150pb, 130pb, 100pb, 85pb, 80pb, 65pb e 40pb); Linha 2: P1a (>150pb, 150pb, 130pb, 100pb, 85pb,
80pb, 65pb, 40pb e 15pb); Linha 7: P3 (150pb, 100pb e >12pb ); Linhas 10 e 12: P4 (90pb, 40pb e 15pb) e Linha
11: P4a (90pb, 40pb, 20pb e 15pb).

Genes de resisténcia

Os genes blatgm, blactx-m € blakpc foram detectados em 17 (50%), em 4 (12%) e em
30 (88%) isolados de E. aerogenes, respectivamente. Considerando os isolados de E. cloacae,
blarem, blactx-m € blakpc foram detectados em 16 (94%), 17 (100%) e 3 (18%) isolados,
respectivamente. Os genes blasyy, blages, blaviv, blajwe € blaspy ndo foram detectados em
ambas espeécies (tabelas 4 e 5). Através de sequenciamento do produto de PCR dos genes, de
isolados representativos, foram confirmadas as variantes: blatem.1, blactx-m-15 € blakpc-2 nas
duas espécies estudadas.

Dentre os isolados de E. aerogenes, a positividade simultanea de: (a) blactx-v €
blakec, (b) blatem € blactx-m € () blatem € blakpc foram detectadas em 1, 2, 15 isolados
respectivamente. Vale ressaltar o acimulo dos trés determinantes de resisténcia pelo isolado
de infeccdo Ea26A (positiva para os genes blargm, blactx.m € blakpc). Considerando os
isolados de E. cloacae, a co-positividade para (a) blatgm € blakpc, (b) blactx-m € blakpc € ()
blatewm € blactx-m foram detectadas em 3, 3 e 16 isolados respectivamente. Vale ressaltar que
os isolados de infeccdo Ec2A, EC3A e Ec17A foram positivos para o0s trés genes: blargwm,
blactx-m € blakpc.

Anélise comparativa de acordo com a fonte de isolamento: colonizacéo ou infecgdo
Dentre os 34 isolados de E. aerogenes, 18 foram provenientes de colonizacdo e 16

foram provenientes de infeccdo (Tabela 4). Dentre os isolados de E. cloacae, 3 foram
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provenientes de colonizacdo e 14 isolados foram provenientes de infecgdo (Tabela 5).
Considerando isolados provenientes de infecgéo e colonizacdo, as ESBLs (blactx-m)
foram distribuidas da seguinte forma: dos 4 isolados de E. aerogenes positivos para blactx-m,
3 correspondem a isolados de infeccdo (Ea21A, Ea25A e Ea26A) e dos 17 isolados de E.
cloacae positivos para blacrx-m, 14 correspondem a isolados de infeccdo. Considerando a
distribuicédo de blaxpc em isolados provenientes de infeccdo e colonizagéo, dos 30 isolados de
E. aerogenes positivos para blakpc 16 correspondem a isolados de colonizacdo, todos os

isolados de E. cloacae positivos para blakpc correspondem a isolados de infeccao.

Discussao

A prevaléncia de infec¢bes por Enterobacter sp. em setores clinicos tem aumentado
devido a introducdo de cefalosporinas de espectro estendido e carbapenémicos na
antibioticoterapia (ANASTAY et al., 2013; DAVIN-REGLI; PAGES, 2015). Com raras
excecdes, os isolados de E. aerogenes avaliados nesse estudo foram resistentes a todos os
beta-lactdmicos testados. Desde a ultima década, E. cloacae tem sido repetidamente
reportado como patdégeno causador de IRAS em unidades neonatal e diversos surtos de
infeccdo (PESTOURIE et al., 2014; DAVIN-REGLI; PAGES, 2015). A maioria das isolados
de E. cloacae analisados no presente estudo, foram sensiveis aos carbapenémicos, apenas
Ec17A foi resistente.

Além de resisténcia a carbapenémicos, no presente estudo, os isolados também
mostraram resisténcia a aminoglicosideos, fluoroguinolonas e inibidores de folato. A
amicacina foi o antimicrobiano com melhor atividade contra as duas espécies analisadas.
Aminoglicosideos, polimixina B e tigeciclina também tém sido relatadas por outros autores,
como eficazes para tratamento de infec¢Oes causadas por Enterobacter spp. MDR no Brasil
(JASKULSKI et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; QUILES et al., 2015; TAVARES et al.,
2015). Por outro lado, tém sido recentemente detectados isolados de E. aerogenes e E.
cloacae resistentes a polimixa B e tigeciclina no Brasil (TAVARES et al., 2015). Resisténcia
a outras classes de antimicrobianos pode ser devido a transferéncia simultanea de genes de
resisténcia via plasmideos, transposon e integrons (SEKI et al., 2011; 2013).

A taxa de ESBL em E. aerogenes detectada no estudo foi de 12%, que corresponde a
positividade para blactx-m, Uma vez que blargw-1 trata-se de uma beta-lactamase classica e néo
ESBL (LAGO et al., 2010). Com relacdo aos isolados de E. cloacae, todos foram positivos
para ESBL. Em outros estudos realizados no Brasil, Nogueira et al. (2014), detectaram 20%
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de positividade para ESLBs em Enterobacter spp., detectando os genes blacrx-m-2, blactx-m-
59, DlacTx-m-15, blaspv-12 € blaper-2, taxa inferior a taxa global de ESBL para Enterobacter spp.
detectada no presente estudo (41%). Com relacdo ao gene blakpc, Tavares et al. (2015),
detectou esse gene em 31,4% dos E. aerogenes e 17% dos E. cloacae. As taxas para blakpc no
presente estudo foram de 18% para E. cloacae e 88% para E. aerogenes, evidenciando a
disseminacéo desses genes no hospital analisado, o que pode ser justificado pela disseminagéo
clonal dos isolados.

Considerando a fonte de isolamento, infeccdo ou colonizacdo, houve predominio de
blactx-m em isolados de infeccdo. Por outro lado, o predominio de blakpc foi dependente da
espécie: E. cloacae (infeccdo) e E. aerogenes (colonizagdo). De acordo com o CDC
(http://www.cdc.gov/hai/pdfs/labSettings/Klebsiella_or_Ecoli.pdf), pacientes colonizados
com enterobactérias resistentes a carbapenémicos sdo fontes de transmissdo em ambientes de
salde (CALFEE; JENKINS, 2008). Identificar pacientes colonizados com essas cepas e isolar
estes pacientes pode ser uma importante etapa para prevenir a transmissao (SIEGEL et al.,
2006).

No presente estudo, 41% dos isolados de Enterobacter spp. foram provenientes de
colonizacdo e destes, 76% foram positivos para blakec, refor¢ando a necessidade das culturas
de vigilancia. De acordo com Schechner et al. (2013), basear-se exclusivamente em culturas
clinicas ndo detectara a maioria dos portadores de resisténcia aos carbapenémicos, portanto a
vigilancia ativa de pacientes de alto risco é fortemente recomendada. Culturas de vigilancia
tem sido alvo de estudos por diversos autores, com o objetivo de verificar medidas
preventivas para evolugdo a infeccdo a partir de colonizagdo (SCHECHNER et al., 2013;
OREN et al., 2013; HAYDEN et al., 2015).

Neste trabalho, ndo houve detecgdo do gene blasyy, corroborando dados de baixa
frequéncia desse gene em Enterobacter spp., no Brasil (JASKULSKI et al., 2013;
NOGUEIRA et al., 2014; TAVARES et al., 2015). Também né&o houve deteccao dos genes de
blaces, blaviv, blajvp € blaspm, corroborando com outro estudo no Brasil (RIBEIRO et al.,
2013).

A concomitancia de genes de beta-lactamases foi detectada nos isolados do presente
estudo, ressaltando a deteccdo simultanea de blargm, blactx-v € blakpc em isolados de
infeccdo. No Brasil, 0 acimulo de determinantes de resisténcia em enterobactérias tem sido
citado por outros autores, Jaskulsky et al. (2013), também identificaram positividades

simultaneas para blatgm, blactx-m € blakpc em isolados de E. cloacae, porém, ndo detectaram
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blactx.v em E. aerogenes. Tavares et al. (2015), verificaram a associacdo de ESBLs e KPC
em isolados de E. aerogenes e E. cloacae. Estas associa¢cdes s&0 muito comuns, uma vez que,
diferentes beta-lactamases podem ser codificadas no mesmo plasmideo (CARATTOLI, 2009;
NOGUEIRA et al., 2015). Genes de ESBLs ja foram detectados em plasmideos de diferentes
pesos moleculares (HAMMAMI et al., 2012; DAVIN-REGLI; PAGES, 2015), da mesma
forma, diversos plasmideos de diferentes tamanhos foram associados com isolados produtores
de KPC em todo o mundo (ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2013; RIBEIRO et al.,
2013; TAVARES et al., 2015). Os isolados analisados no presente estudo apresentaram
diferentes plasmideos que podem albergam diferentes genes de resisténcia.

A sensibilidade in vitro apresentada ao CFP pelos isolados Eal4A e Eal7A trata-se de
uma falsa sensibilidade, uma vez que os isolados sdo positivos para blakpc, que degrada todos
o0s beta-lactamicos. O isolado Ea9A foi resistente aos carbapémicos, porém negativo para 0s
genes de carbapenemases pesquisados, possivelmente apresenta outros mecanismos de
resisténcia, tal como associacao entre producdo de CTX-M e perda de porinas, que também
sdo responsaveis pela susceptibilidade reduzida aos carbapenémicos, como previamente
reportado (YANG et al., 2009; SEKI et al., 2013).

Dentre os isolados de E. cloacae, merece atencdo a falsa sensibilidade in vitro aos
carbapenémicos apresentada por Ec2A e Ec3A, visto que foram positivos para o gene blakpc.
A aquisicdo de genes de carbapenemases nem sempre é associada com altos niveis de
resisténcia aos carbapenémicos (POIREL et al., 2007). Esta susceptibilidade variada pode ser
explicada por outros fatores como: (I) co-presenca de outros mecanismos de resisténcia
(LIVERMORE, 2002), (I1) supressao genética que leva a um gene silencioso ou (111) dosagem
do gene que ¢é dependente do numero de copias do plasmideo (PELEG et al., 2005).

O sequenciamento de DNA confirmou as variantes: blartgm-1, blactx-m-15 € blakpc-2. O
gene blargm1 codifica uma beta-lactamase classica que inativa penicilinas e algumas
cefalosporinas, sendo inativa contra oximino-cefalosporinas, como ceftazidima (BUSH;
JACOBY, 2010). O sequenciamento extensivo dos genes blargm em Enterobacteriaceae nos
ultimos 15 anos, tem revelado que ha atualmente sete subtipos de blargm-1 (blatem-1a @ blatem-
16). Estes sdo definidos por variagdes nos nucleotideos 32, 141, 162 ou 175, que podem
produzir um dos trés diferentes tipos de promotores (Pr3, Pr4 e Pr5) e por uma variedade de
mutacdes silenciosas na regido codificante do gene (TRISTRAM et al., 2005). Variantes a
partir de TEM-3 que correspondem a ESBLs, ndo sdo comuns no Brasil. Nogueira et al.
(2015), identificaram a variante TEM-136 em dois isolados de E. cloacae. Anteriormente a
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este relato, apenas TEM-116 tinha sido detectada no Brasil em enterobactérias (DROPA et
al., 2010).

CTX-M foi primeiramente identificada na América do sul e é a ESBL prevalente no
Brasil, como também em outras regides do mundo (NOGUEIRA et al., 2015). CTX-M-2 é o
subtipo mais frequente no Brasil, sendo encontrada em diversas espécies de enterobactérias
(LOPES et al., 2010; CANTON et al., 2012; GALES et al., 2012). Entretanto, estudos mais
recentes tém reportado um aumento no numero de isolados produtores de CTX-M-15
(variante pertencente ao grupo 1 de CTX-M) (NOGUEIRA et al., 2015). CTX-M-15 em E.
cloacae, tem sido descrita desde 2004 (PATERSON; BONOMO, 2005). Semelhante ao
presente estudo, blactx-m-15 tem sido detectado em espécies de Enterobacter no Brasil em
outros trabalhos (SEKI et al. 2013; NOGUEIRA et al. 2015). Vale ressaltar o predominio de
blactx-m em isolados de infeccdo no presente estudo.

Carbapenemases do tipo KPC tém sido o principal determinante de resisténcia em
Enterobacteriaceae, sendo blakpc, a variante mais frequentemente detectada
(TZOUVELEKIS et al., 2012; TAVARES et al., 2015). Apds o primeiro relato de KPC no
Brasil em 2006 (MONTEIRO et al., 2009), sua incidéncia aumentou significativamente nesse
pais. No Brasil, enzimas KPC em isolados de E. cloacae ja foram detectadas nas regides Sul,
Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (ZAVASCKI et al.,, 2009; ANDRADE et al., 2011;
JASKULSKI et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; TAVARES et al., 2015). Em isolados de E.
aerogenes, blakpc.» foi detectado nas regides Sul, Centro-Oeste e Nordeste (JASKULSKI et
al., 2013; TUON et al., 2015; TAVARES et al., 2015). Destacando-se, no presente estudo, 0
predominio de blaxpc em isolados de E. aerogenes provenientes de colonizagéo.

Através da ERIC-PCR constatou-se que houve disseminacdo clonal dos isolados em
diferentes setores hospitalares. Isolados com relacdo clonal, mas com diferentes perfis
plasmidiais, diferentes perfis de resisténcia e diferentes contetudos de genes de resisténcia tém
sido citados na literatura (CABRAL et al., 2012; RAMOS et al., 2014). Nesse estudo,
também foi detectado mesmo perfil plasmidial com diferentes perfis de resisténcia, isso pode
ocorrer porque plasmideos de mesmo peso molecular pode ser portador de varios genes ou
ndo apresentar genes de resisténcia (CARATTOLI, 2009). Sendo detectado também, mesmo
perfil de resisténcia com diferentes perfis plasmidiais, isso pode ocorrer devido a
disseminacdo de genes de resisténcia associados a elementos moéveis (OCHMAN et al.,
2000).

No presente estudo, isolados de E. aerogenes e E. cloacae apresentaram disseminacao
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monoclonal. De acordo com a literatura, tém sido relatadas infecc¢des, principalmente,
policlonais por isolados de E. cloacae (CANTON et al, 2002; SEKI et al., 2013;
NOGUEIRA et al., 2014; 2015; DAVIN-REGLI; PAGES, 2015; STOESSER et al., 2015;
TAVARES et al., 2015; QUILES et al., 2015). Por outro lado, estudos mostram que infeccdes
por isolados de E. aerogenes apresentam disseminagdo monoclonal (BOSSI et al., 1999;
NOGUEIRA et al., 2014; 2015; DAVIN-REGLI; PAGES, 2015; TUON et al., 2015). Da
mesma forma que detectado no presente estudo, outros autores evidenciaram o mesmo perfil
clonal com diferentes perfis plasmidiais e genes de resisténcia (RIBEIRO et al., 2013;
NOGUEIRA et al., 2014; RAMOS et al., 2015).

Infeccbes causadas por clones de E. aerogenes e E. cloacae tém sido associadas com
colonizacdo de equipamentos cirargicos, solucGes de limpeza, dispensador de sabao
recarregavel e pias (DAVIN-REGLI; PAGES, 2015; STOESSER et al., 2015). Dentre as
potenciais fontes de micro-organismos, vale ressaltar casos onde o sabdo foi apontado como
fonte de transmissdo inviabilizando a lavagem das méos como pilar da préatica de controle de
infeccdes (STOESSER et al., 2015). No presente estudo, é alarmante a persisténcia do clone
de E. aerogenes positivo para blakpc, como também, de E. cloacae positivo para blactx.m no
ano seguinte, no mesmo hospital. Esses resultados devem alertar as autoridades médicas para
instituir rigorosos métodos de deteccdo e consequentemente controle da disseminacdo de
isolados MDR em ambiente hospitalar.

Podemos concluir que a disseminacdo clonal e o acumulo de determinantes de
resisténcia apresentados pelos isolados demonstram a habilidade de E. aerogenes e E. cloacae
provenientes de colonizacdo e infeccdo adquirir e manter diferentes genes de resisténcia. Este
fato & preocupante, pois as opcOes de antimicrobianos disponiveis para o tratamento destas
infeccOes estdo cada vez mais reduzidas. Sdo de extrema relevancia o uso inteligente de
antimicrobianos e a identificacdo fenotipica e genética precoce dos mecanismos de resisténcia
em isolados ndo somente de infeccdo, mas também de colonizagcdo para impedir a

disseminacéo desses isolados MDRs, portadores de diferentes genes de resisténcia.
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Tabela 1. Primers utilizados na PCR e sequenciamento de DNA para deteccao dos genes de [3-

lactamases.

Gene Primer Sequéncia (5'- 3") temp.® Referéncia
o Frov e ——
blaren o é;%&%l&%é%ﬁiﬁﬁé 57°C  Rasheed et al. (2000)
s SR SONCTCCAVACCASTAY e saers
e SRS NS 0 suana o
T e -
o YMEIT CONTGCEONGCTOTIOO e omgaat g
o DT SCANASHTSCCTIANTICIE g congc o
e SUDE SCTCMITMGCOAS 1 e
B SSTOSCICTCSNING e e o

(a)Temp, temperatura de anelamento; NA, ndo aplicavel. Todos os nomes dos primer foram descritos de acordo

com as respectivas referéncias F (e For, 1, U, a), sequéncia forward; R (e Rev, 2, L, b), sequéncia reverse.
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Tabela 2. Caracterizacao das amostras de Enterobacter aerogenes quanto ao perfil de
resisténcia a antimicrobianos, perfil plasmidial e perfil de ERIC-PCR.

ISOLADO SETOR PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS PR PP PE
EalA uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, Rib P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS
Ea2A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1 P1 E1l
MER, PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS
Ea3A ucoz2 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, R4 Pla E1
LEV, MER, PIPT, TIG (sens),TOB (int), TRIS
EadA Cardio AMI, AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT¥*, R4 Pla E1
GEN (sens), IMI, LEV, MER, PIPT, TOB (int), TRIS
EaSA uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, Rla P1 E1l
MER, PIPT, TOB, TRIS
EabA uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, Rla P1 E1
MER, PIPT, TOB, TRIS
Ea7A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, Rib P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS
Ea8A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, Rib P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS
Ea9A UTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, Rib P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS
Eal0A Cardio NAL, AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN R4a P1 E1l
(sens), IMI, LEV, MER, NIT (int), NOR, PIPT, TIG (sens),TOB (int), TRIS
EallA Clin AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, Rla P1 E1l
Med. MER, NIT (sens), PIPT, POLI (sens),TOB, TRIS
Eal2A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, Rla P1 E1l
MER, PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS
Eal3A uco AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, R4a P1 E1
LEV, MER, PIPT, TOB (int), TRIS
EaldA uco AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP (sens), CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI  R2b P2 E1
(int), LEV, MER (int), PIPT, TOB, TRIS (sens)
Eal5A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, Rib P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS
Eal6A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, Ric P1 E1
MER, PIPT, TOB, TRIS (sens)
Eal7A uco1 AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP (sens), CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, R2a P1 E1
LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS (sens)
Eal8A uTI AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1 P1 E1l
MER, PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS
Eal9A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, R4a P1 E1
LEV, MER, PIPT, TIG (sens),TOB (int), TRIS
Ea20A uco1 AMI, AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT*, Ric P1 E1
GEN, IMI, LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS (sens)
Ea21A Clin AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, R3 P3 E1l
Med IMI(sens), LEV, MER(sens), NIT (sens), NOR, PIPT, TOB, TRIS
Ea22A uco1 AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, Rib P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS
Ea23A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, R4 Pla E1
LEV, MER, PIPT, TOB (int), TRIS
Ea24A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI(int), Rib P1 E1l
LEV, MER(int), PIPT, TOB, TRIS
Ea25A Clin NAL, AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT(sens), R3 P3 E1l
Med GEN, IMI(sens), LEV, MER(sens), NIT (sens), NOR, PIPT, TOB, TRIS
Ea26A Cardio NAL, AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, Rla P1 E1l
IMI(sens), LEV, MER(int), NIT (int), NOR, PIPT, TOB, TRIS
Ea27A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, Ric P1 E1l
MER, PIPT, TIG(sens), TOB, TRIS(sens)
Ea28A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI, R4a P1 E1l
LEV, MER, PIPT, TIG(sens),TOB (int), TRIS
Ea29A uco1 AMI, AMC* AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT*, R4 Pla E1
GEN(sens), IMI(int), LEV, MER, PIPT, TOB(int), TRIS
Ea30A uTI AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI, LEV, R4 Pla E1
MER, PIPT, TIG(sens),TOB (int), TRIS
Ea31A Cardio AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R2 P1 E1l
MER, PIPT, TOB, TRIS(sens)
Ea32A uco1 AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), R4a P1 El
IMI(int), LEV, MER, PIPT,TIG(sens), TOB(int), TRIS
Ea33A uTI AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI, LEV, R4 Pla E1
MER, PIPT, TIG(sens),TOB(int), TRIS
Ea34A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), R4a P1 E1l

IMI(sens), LEV, MER, PIPT, TIG(sens), TOB(int), TRIS

Ea, Enterobacter aerogenes; PR, Perfil de resisténcia a antimicrobianos; PP, perfil plasmidial; PE, perfil
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de ERIC-PCR; UTI, Unidade de tratamento intensivo; UCO, Unidade coronariana; Cardio, cardiologia; Clin.

Med, clinica médica; AMI, amicacina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; AMP, ampicilina; CFZ, cefazolina;

CFP, cefepime; CFT, cefotaxima; CFX, cefoxitina; CEFT, ceftriaxona; CIP, ciprofloxacina; ERT, ertapenem;

GEN, gentamicina; IMI, imipenem; LEV, levofloxacina; MER, meropenem; PIPT, piperacilina-tazobactam;

TOB, tobramicina; TRIS, trimetoprim-sulfametaxazol; sens, sensivel; int, resisténcia intermediaria.

Tabela 3. Caracterizacao das amostras de Enterobacter cloacae quanto ao perfil de resisténcia
a antimicrobianos, perfil plasmidial e perfil de ERIC-PCR.

ISOLADO

SETOR

PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

PR

PP

PE

EclA

Ec2A

Ec3A

Ec4A

EC5A
Ec6A
Ec7A
EC8A
EC9A
Ec10A
Ecl1A

Ec12A

Ec13A

Ecl4A
ECc15A
Ec16A

Ecl7A

UTI NEO

UTI NEO

UTI NEO

UTI NEO

UTI NEO
UTI NEO
UTI NEO
UTI NEO
ucCco1

UTI NEO
UTI NEO

UTI NEO

UTI NEO

UTI NEO
UTI NEO
UTI NEO

ucol

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB,
TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB,
TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB,
TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB,
TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP(int), CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT
(sens), GEN, IMI (sens), LEV/(sens), MER(sens), PIPT (int), TOB, TRIS
AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TOB, TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT , TOB, TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV, MER(sens), PIPT , TIG(sens), TOB, TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT , TOB, TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT , TOB, TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB,
TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB,
TRIS

AMI (sens), AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU,
CIP, ERT*, GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT, TIG

(sens), TOB, TRIS

AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS
AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens),
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS
AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP(int), ERT
(sens), GEN, IMI (sens), LEV/(sens), MER(sens), PIPT(int), TIG

(sens), TOB, TRIS

AMI (int), AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU,
CIP, ERT*, GEN, IMI, LEV, MER, PIPT, TIG(sens), TOB, TRIS

R5

R5

R5

R5

R5b
R5
R5a
R6
R5a
R5a
RS

R5

R5a

R5a
R5a
R5c

Rla

P4

P4

P4

P4

P4a
P4
P4
P4
P5
P4
P4

P4

P4

P4
P4
P4

P1

E2

E2

E2

E2

E2
E2
E2
E2
E3
E2
E2

E2

E2

E2
E2
E2

E2

Ec: Enterobacter cloacae; PR, Perfil de resisténcia a antimicrobianos; PP, perfil plasmidial; PE, perfil
de ERIC-PCR; UTI NEO, Unidade de tratamento intensivo neonatal; UCO, Unidade coronariana; Cardio,

cardiologia; Clin. Med, clinica médica; AMI, amicacina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; AMP,

ampicilina; CFZ, cefazolina; CFP, cefepime; CFT, cefotaxima; CFX, cefoxitina; CEFT, ceftriaxona; CIP,

ciprofloxacina; ERT, ertapenem; GEN, gentamicina; IMI, imipenem; LEV, levofloxacina; MER, meropenem;

PIPT, piperacilina-tazobactam; TOB, tobramicina; TRIS, trimetoprim-sulfametaxazol; sens, sensivel; int,

resisténcia intermediaria
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Tabela 4. Caracterizacdo das amostras de Enterobacter aerogenes quanto a fonte de
isolamento primério (colonizagdo ou infeccdo) e genes de beta-lactamases.

ISOLADO  Fonte de blashy blarem blacrxm  blayim  blae  blaspm  blages  blakec
isolamento
priméario
EalA SWAB NASAL - + - - - - - +
Ea2A SWAB RETAL - + - - - - R +
Ea3A SWAB RETAL - - - - - - - +
EadA SWAB RETAL - - - - - - - +
EaSA SWAB RETAL - + - - - - R +
Ea6A SWAB RETAL - + - - - - R +
Ea7A SANGUE - - - - - - - +
Ea8A SWAB RETAL - + - - - - R +
Ea9A SWAB RETAL - + - - - - - -
EalOA URINA - - - - - - - +
EallA URINA - + - - - - - +
Eal2A PONTA DE - + - - - - - +
CATETER
Eal3A SWAB RETAL - - - - - - - +
Eal4A SWAB RETAL - + - - - - - +
Eal5A SECREGAO - + - - - - _ +
TRAQUEAL
Eal6A SWAB RETAL - + - - - - - +
Eal7A SWAB RETAL - + - - - - - +
Eal8A SANGUE - - - - - - - +
Eal9A SECRECAO - - - - - - ) +
TRAQUEAL
Ea20A SWAB RETAL - - - - - - - +
Ea21A URINA - - + - - - - -
Ea22A SWAB RETAL - + + - - - - -
Ea23A SWAB RETAL - - - - - - - +
Ea24A SWAB RETAL - + - - - - - +
Ea25A URINA - - + - - - - -
Ea26A URINA - + + - - - - +
Ea27A SANGUE - + - - - - - +
Ea28A SANGUE - - - - - - - +
Ea29A SWAB RETAL - - - - - - - +
Ea30A LIQUIDO - - - - - ) _ +
ASCITICO
Ea31A SWAB RETAL - + - - - - - +
Ea32A SANGUE - - - - . . N +
Ea33A SANGUE - - - - - - - +
Ea34A SANGUE - - - - - - - +

Ea, Enterobacter aerogenes; +, presencga do gene; -, auséncia do gene
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Tabela 5. Caracterizacao das amostras de Enterobacter cloacae quanto a fonte de isolamento
primario (colonizacdo ou infecgdo) e genes de beta-lactamases.

ISOLADO  Fonte de blasny  blarem  blactxm  blavim blawe  blasem  blages  blakec
isolamento
primario
EclA SECRECAO - - ¥
OCULAR
Ec2A SECREGAO - + + - - - B +
OCULAR
Ec3A SECREGAO - + + - - - B +
OCULAR
Ec4A SECRECAO - + +
OCULAR
Ec5A SANGUE - + +
Ec6A SWAB - + +
RETAL
Ec7A SANGUE - + +
Ec8A SANGUE - + +
EcOA SWAB - + +
RETAL
Ec10A SWAB + +
RETAL
Ecl11A LCR + +
Ec12A SANGUE + +
Ec13A SANGUE + +
Ecl4A SANGUE + +
Ec15A SANGUE + +
Ec16A SANGUE - + + -
Ec17A SANGUE + + +

Ec, Enterobacter cloacae; +, presenca do gene; -, auséncia do gene; LCR, liquido cefalo-raquidiano
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5.2. Analise gendmica de isolados de Enterobacter aerogenes blakpc-» positivos
provenientes de colonizacgéo e infec¢cdo em pacientes de UTI: diversidade de genes de

resisténcia e de viruléncia (Artigo 2)

Introducéo

Ao longo da ultima década, Enterobacter aerogenes tornou-se um importante
patdgeno multidroga resistente (MDR) e responsavel por infecgdes relacionadas a assisténcia
a saude (IRAS), incluindo infeccBes respiratdrias e do trato urinario, septicemia e meningite
(LEE et al., 2010; DIENE et al., 2012; DAVIN-REGLI, 2015). Para infec¢des causadas por
E. aerogenes produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS), é recomendado o
uso de carbapenémicos, porém o uso aumentado destes antibidticos levou ao desenvolvimento
de resisténcia, com destaque para enzimas Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
(TUON et al., 2015). Schechner et al. (2013), alertam para a importancia das culturas de
vigilancia na reducgéo da disseminacdo desses micro-organimos em ambientes hospitalares. A
importancia de pacientes colonizados reside principalmente em serem potenciais fontes de
transmissdo em ambientes de salde (CALFEE; JENKINS, 2008). Consequentemente,
vigilancia microbiol6gica ativa, assim como, epidemiologia molecular sdo importantes para o
controle de infeccdes (JUHASZ et al., 2012).

Os fatores de viruléncia sdo importantes para a colonizagdo e estabelecimento da
infeccdo. Para o sucesso da colonizacdo e protecdo contra os sistemas de defesa do
hospedeiro, se destacam a presenca de capsula e fatores relacionados a formacéo do biofilme
(TAGHAVI et al., 2015). A fixacdo de enterobacterias as células do hospedeiro é mediada por
diferentes tipos de fimbrias. Enterobacter spp. é conhecido por produzir fimbrias tipo 1 e tipo
3 (LIU et al., 2013). Outro fator de viruléncia que atua para o sucesso da infecgdo é a
presenca de sideroforos que contribuem para a capacidade do micro-organismo sobreviver no
tecido do hospedeiro, por permitir a captacdo do ferro geralmente complexado com moléculas
portadoras (hemoglobina, lactoferrina e transferrina) uma vez que ha reduzida disponibilidade
de ferro livre no corpo humano (BULLEN et al., 2005).

Enquanto a membrana externa proporciona uma barreira natural e atua em conjunto
com bombas multidrogas para proteger a célula gram-negativa de agentes prejudiciais
(detergentes, desinfetantes, corantes, antibioticos e toxinas), também representa um desafio no
que diz respeito & absorgdo de nutrientes e a excre¢do de subprodutos. Para este efeito, a

membrana externa foi equipada com diferentes vias para o transporte seletivo de moléculas
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para dentro e para fora da célula: sistemas de efluxo (relacionados a resisténcia) e sistemas de
secrecdo (relacionados a viruléncia) (SANDKVIST, 2001).

A aquisicdo horizontal de genes através de elementos moveis como plasmideos,
transposon, integron e fagos pode resultar em muitos repertérios genémicos diferentes
(mobiloma), que podem produzir fendtipos alternativos ou atipicos melhor adaptados ao seu
ambiente. E. aerogenes tem méaquinas de traducdo desenvolvidas com capacidade superior
para traduzir sequéncias exogenas, além de ser mais propenso a captar estas sequéncias de
varias fontes ecologicas e dissemina-las, permitindo altos niveis de mosaicismo e
consequentemente, a criacdo de novos repertorios genémicos. Isso explica a plasticidade
apresentada por essa espécie bacteriana (DIENE et al., 2013).

O advento da era pos-gendmica tem permitido um melhor entendimento sobre as
espécies bacterianas. E. aerogenes tém sido sequenciado genomicamente em alguns estudos.
Shin et al. (2012), foram responsaveis pelo primeiro sequenciamento genémico de uma cepa
de E. aerogenes (KCTC 2190), da mesma forma, Eevers et al. (2015), abordaram
superficialmente o genoma desta espécie. Ambos 0s autores evidenciaram genes relacionados
ao potencial bioindustrial de E. aerogenes. Shin et al. (2012), também exploraram
caracteristicas da cepa KCTC 2190 renomeada posteriormente como a cepa de referéncia para
E. aerogenes ATCC 13048. Em relacdo a sequenciamento gendmico de E. aerogenes
patogénico para seres humanos, Diene et al. (2012), analisaram a relacdo genética de E.
aerogenes e outras enterobactérias.

Diante de escassos relatos na literatura, o sequenciamento gendmico das cepas Eab5a e
Ea7A MDR, blakpc-» positivas, provenientes de colonizacdo e de infeccdo de pacientes de
UTI permitira um melhor conhecimento desse patogeno. Adicionalmente, a analise
comparativa entre os isolados em estudo e as cepas anteriormente sequenciadas permitird uma

maior compreensdo das similaridades e particularidades apresentada pela espécie.

Materiais e métodos

Isolados bacterianos

Foram analisados nesse estudo, dois isolados de E. aerogenes MDR (EaSA e Ea7A) blakpc
positivos, com mesmo perfil de resisténcia, exceto em relagcdo a amicacina (EaSA apresentou
resisténcia intermediaria, enquanto Ea7A mostrou sensibilidade a este antimicrobiano), sendo
um recuperado de colonizacdo (Ea5A, swab retal) e o outro recuperado de infeccdo
(bacteremia) (Ea7A, sangue) ambos coletados em 14 de novembro de 2011, provenientes de
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pacientes distintos internados em Unidade de terapia intensiva (UTI) de um hospital publico
de Recife-PE, Brasil. A identificacdo bioquimica e perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos dos isolados foram realizados utilizando o equipamento automatizado BD
Phoenix ™ (Franklin Lakes, New Jersey, USA). Os isolados foram mantidos em estoque

congelado a -20°C com glicerol a 15%.

Extracdo de DNA e ERIC-PCR

O DNA foi extraido utilizando o Kit Wizard genomic DNA purification kit (Promega). O
DNA foi quantificado através do equipamento Nano Drop. O perfil de ERIC-PCR foi obtido
através de amplificacdo por PCR conforme primers de Duan et al. (2009) e metodologia de
Cabral et al. (2012). O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(ERIC-PCR), em seguida fotografado. A analise do padrdo de bandas geradas pela ERIC-PCR
foi analisada utilizando o software DARVIN 5.0.

Sequenciamento gendmico

Com o DNA extraido, foram montadas as bibliotecas de DNA utilizando o kit TruSeq DNA
PCR Free Kit da (Illumina). As bibliotecas foram quantificadas utilizando o kit da Kappa
Biosystems, segundo recomendacéo do fabricante e o sequenciamento genémico foi realizado
utilizando o equipamento MiSeq (Illumina). Extremidades de 300pb foram sequenciadas para

0 amplicon de 1100pb de comprimento.

Ferramentas de analise in silico utilizadas

Foram utilizadas diversas ferramentas gratuitas para as analises dos fragmentos gerados. Para
a andlise da qualidade do sequenciamento: fastgc (http://www.bioinformatics.
babraham.ac.uk/projects/fastqc/), para remocdo de interferentes: Trimmomatic  (http://
www.usadellab.org/cms/index.php?page=trimmomatic), para montagem de contigs: Velvet
(ZERBINO; BIRNEY, 2008), para alinhamento e ordenamento dos contigs a sequéncias de
referéncia para cromossomo e plasmideos: blastall (ALTSCHUL et al., 1990) e Mauve
(DARLING et al., 2011), para predicéo e anotacdo génica: RASTtk (http://rast.nmpdr.org/) e
Resfinder-beta-lactamases (https://cge.cbs.dtu.dk//services/ ResFinder/) e para comparacdo
entre 0s genomas: Orthomcl (LI; STOECKERT; ROOS, 2003) e MySQL
(https://www.mysql.com/).
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Pesquisa dos grupos de incompatibilidade (inc)

Os grupos de incompatibilidade presentes nos isolados foram pesquisados alinhando as
sequéncias dos primers descritos por Carattoli et al. (2005), contra o DNA plasmidial e
cromossémico através da ferramenta blastall. Alinhamento de 100% das sequéncias forward e
reverse implica dizer que o isolado contém a sequéncia compreendida entre ambos 0s primers,

ou seja, 0 grupo de inc pesquisado.

Genomas para analises comparativas:

O GenBank atualmente disponibiliza para downloads dois genomas completos de E.
aerogenes: KCTC 2190 (posterior ATCC 13048) e E. aerogenes EA1509E que foram
utilizados para realizar uma andalise comparativa com os isolados do estudo. Caracteristicas
genémicas das cepas KCTC 2190 e EA1509E utilizadas para as analises comparativas sdo

descritas na tabela 1.

Resultados

Relacdo clonal pela ERIC-PCR

Os isolados EabA e Ea7A apresentaram relacdo clonal através da técnica ERIC-PCR,
mostrando 100% de similaridade.

Montagem dos contigs:

Considerando Ea5A, foram obtidos um total de 219 contigs, destes 18 foram considerados
contigs plasmidiais, o que permitiu a identificacdo dos plasmideos: EaSA_pA (contig:
NODE_55 length 72212  cov_88.949898) semelhante ao plasmideo de referéncia
NZ_CP010365.1 e Eab5A pB (contig: NODE_111 length 5386 cov_ 207.211105)
semelhante ao plasmideo de referéncia NZ_AUPS01000027.1, com os demais contigs (16)
ndo foi possivel montar outros plasmideos. A partir de 201 contigs cromossémicos foi
montado um cromossomo de 5.571.633pb baseando-se na referéncia NC_20181 (Tabela 1).
Considerando Ea7A, foram obtidos um total de 142 contigs, destes 20 foram considerados
contigs plasmidiais, o que permitiu a identificagdo dos mesmos plasmideos Ea7A_pA
(contig: NODE_11_length 72344 cov_ 28.546349) semelhante ao plasmideo de referéncia
NZ_CP010365.1 e Ea7A _pB (contig: NODE_57_length 5386 _cov_ 92.687149) semelhante
ao plasmideo de referéncia NZ_AUPS01000027.1, com os demais contigs (18) ndo foi
possivel montar outros plasmideos. A partir de 122 contigs cromossémicos foi montado um
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cromossomo de 5.423.282pb baseando-se na referéncia NC_20181 (Tabela 1).

Identificacdo dos genes:

Através da ferramenta RASTtk, no DNA cromossémico e plasmidial foram identificadas
sequéncias codificantes (CDS) com funcdes preditas ou hipotéticas, rRNA e tRNA, descritos
na tabela 1.

Pesquisa de grupos de incompatibilidade plasmidial (inc)

De todos os grupos inc pesquisados, foram detectados genes inc dos tipos L/M e A/C no DNA
plasmidial de ambos os isolados (Tabela 1). N&o houve alinhamento dos primers testados com
0 DNA cromossdmico, confirmando a auséncia de plasmideos identificados pelo inc,

integrados ao cromossomo bacteriano.

Genes de resisténcia a beta-lactamicos: beta-lactamases

Considerando DNA cromossdmico e plasmidial, foram anotados genericamente doze genes de
beta-lactamases em ambos os isolados, utilizando o Rast. Através das anotacfes mais
acuradas utilizando o Resfinder-beta-lactamases, foram detectados: blargm-1 € blakpc.2 com
100% de similaridade a sequéncias desses genes depositadas anteriormente (Tabela 2).

Outros genes de resisténcia

Em ambos os isolados, considerando DNA cromossdmico e plasmidial foram detectados
genes de resisténcia a aminoglicosideos [acc(3)-11I, rmt, ant(9), tmrB, ant(9)], cloranfenicol
(cat), sulfonamida (sulll), trimetoprim (dhfr), macrolideos (macA, macB), fosfomicina (fosA),

polimixina (pmr, arn) e sulfonamida (sulll) (Tabela 2).

Sistema de efluxo a multidrogas

Considerando o DNA cromossémico de ambos os isolados, foram detectados 0s genes
relacionados aos sistemas de efluxo de multidrogas de diferentes familias: “Resistance
Nodulation-cell division (RND)”, “Adenosine triphosfate-binding cassete superfamily
(ABC)”, “Major Facilitador superfamily (MFS)”, “Multidrug and toxic compound extrusion
family (MATE)” e “Drug/metabolite transporter superfamily (DMT)” (Tabela 2). Nao houve
deteccdo desses genes no DNA plasmidial.
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Genes de viruléncia (fimbrias, sider6foros, biofilme, capsula)

Em ambos os isolados, no DNA cromossomico foram detectados (a) genes relacionados a
sideroforos (30), (b) genes relacionados a fimbrias (58), (c) genes relacionados a sintese,
modificacdo, transporte, regulacdo do biofilme e matriz extracelular (14), e (d) genes
relacionados a biossintese, regulagdo e transporte do &cido colanico capsular (9). Os genes
especificos detectados estdo descritos na tabela 2. Nenhum dos genes foi detectado no DNA

plasmidial.

Sistemas de secrecdo (SST)
Considerando DNA cromossdmico de ambos os isolados, houve deteccdo de sistema de
secre¢do tipo 4 (SST4), SST1 e SST6 (Tabela 2). Nenhum dos genes foi detectado no DNA

plasmidial.

Ambiente genético de blargm-1

Analisando o ambiente genético do blargw.1, percebe-se que adjacente a esse gene ha a
presenca de genes que codificam elementos mdveis, merece destacar também a presenca de
acc(3)-111 que confere resisténcia aos aminoglicosideos, imediatamente ap6s o gene blatem-1
em ambos os isolados (figura 1).
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Figura 1. Ambiente genético de blagp.1 nNos isolados de E. aerogenes EaSA e Ea7A. Os contigs que albergam os
genes estdo representados por A, o gene blargy.. por C, o inicio e fim do contig: (B e G) correspondem a
elementos moveis. (D) corresponde ao gene de resisténcia a aminoglicosideos, (E) tmrB que resulta em

resisténcia a tunicamicina e (F) representa uma proteina hipotética.

Ambiente genético de blakpc-2
Em relagdo ao ambiente genético do gene blakpc-» detectado em Ea5A, podemos observar que

0 gene para essa beta-lactamase juntamente com um gene que codifica uma transposase
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compdem o contig node_2 (figura 2). Anteriormente a este contig, tem-se o contig node_401
que possui diversos genes que codificam proteinas de elemento movel, além de proteina de
inversdo/recombinacdo/integracdo ao DNA, resolvase e transposase. O isolado Ea7A
apresentou elemento mdvel semelhante anterior e posterior ao gene blakpc, compondo o
contig node_2 (figura 3).
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Figura 2. Ambiente genético do gene blakpc, no isolado de E. aerogenes Ea5A. O contig node 2 (A): é
composto pelo gene blakpc.» (B) mais transposase (C). D corresponde a um elemento mével no contig anterior ao

gene node_401.
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Figura 3. Ambiente genético do gene blakpc, N0 isolado de E. aerogenes Ea7A. Todos 0s elementos genéticos

blakpc.» (B), transposase (C) e elemento mével (D) estdo presentes no mesmo contig node_2 (A).

Analises comparativas entre os dois isolados (EaSA e Ea7A), a nivel de grandes blocos
colinérgicos (LCB)
A analise de sintenia entre os genomas dos isolados Ea5A e Ea7A que foi realizada utilizando

0 programa Mauve esta representada na figura 4.
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Figura 4. Alinhamento gendmico dos isolados de E. aerogenes Ea5A e Ea7A. Mauve alinhou as sequéncias

LAl

gendmicas de Ea5A (cromossomo_S2) e Ea7A (cromossomo_S3). LCB com a mesma cor representam regides

homélogas de sequéncia, sem rearranjos e compartilhados entre os genomas.

Anélises comparativas entre os dois isolados (Ea5A e Ea7A), a nivel de genes
Caracteristicas dos isolados EaSA e Ea7A quanto a genes de resisténcia a antimicrobianos,

genes de viruléncia, sistemas de efluxo e sistemas de secrecdo estdo descritos na tabela 2.

Anélises comparativas entre os dois isolados (Ea5A e Ea7A), a nivel de nucleotideos

O alinhamento das sequéncias nucleotidicas das beta-lactamases blargm-1 € blakpc-2 permitiu a
deteccdo de uma insercdo de uma timina na posicdo 519 no gene blakpc> do isolado de
colonizagdo EaSA. Esta insercdo foi confirmada ao alinhar esta sequéncia com a sequéncia de
referéncia para blakpc2 (AY034847) (Figura 5). Nenhuma mutacdo, insercdo ou delecdo

foram detectadas nas sequéncias de blatgm-1.

Query 421 TTGEGCGGCCCGECCGOGCTOACGECCTTCATGCGCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGT 488

. LLEDEEERERER R e e e e e e ey ER e e ere e et
Sbict 426 TTGGGCGGCCCGGLCGGGCTGACGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGT 485

Query 481 CAGGCGATGCGCGCGATACCTC 548
, II|II|II|II|I|IIIII|II
sbjct 486 CAGGCGATGCGCGCGATACCTC 544
Query 541 ATCGCCGCGCGCCGTGA CGGAAAGCT TACAAAAACTGACACTGGGCTCTGCACTGECTGE 608
, |IIIII|IIIIIIIIII|IIIII|IIIII|IIII|IIIII|II|II|II|I|IIIII|II
Sbijct 545 CCGCGLGLCETGACGGAAAGCTTACAARANCTGACACTGGGCTCTGCACTGECTGE 684

Figura 5. Alinhamento da sequéncia blaxpc., de EaSA (Query) com a sequéncia de referéncia para blagpc.,

(AY034847) (Subject), evidenciando a inser¢do de uma Timina na posicdo 519.

Analises comparativas entre os dois isolados de E. aerogenes desse estudo (Ea5A e Ea7A) e
as cepas de E. aerogenes depositadas anteriormente no GenBank (KCTC 2190 e EA1509E)

As caracteristicas gendmicas das cepas EaSA, Ea7A, KCTC 2190 e EA1509E
utilizadas para as analises comparativas estdo apresentadas na tabela 1.

A quantidade de proteinas exclusivas dos genomas de Ea5A, Ea7A, KCTC 2190 e
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EA1509E foram 448, 110, 246 e 423, respectivamente (figura 6), por outro lado, 3875
proteinas foram compartilhadas pelos genomas das 4 bactérias. Considerando o DNA
plasmidial, Ea5A apresentou 145 proteinas exclusivas versus 144 de Ea7A. Proteinas
exclusivas relacionadas a resisténcia, viruléncia, sistemas de efluxo e sistemas de secrecdo
dos isolados Ea5A e Ea7A no DNA cromossémico e plasmidial estdo descritas na tabela 3.
Foi possivel verificar ortélogos/pardlogos (correspondentes a beta-lactamases)
exclusivos ou compartilhados pelas cepas comparadas (Tabela 4), independente da anotacao

genérica obtida através do rast.

NC_020181 NC_015663

448 110

Figura 6. Comparagdo do DNA cromossdmico das 4 cepas de E. aerogenes através do diagrama de Venn. O
diagrama de Venn mostra o0 DNA cromossémico de EabA, Ea7A, KCTC 2190 (NC_015663) e EA1509E
(NC_020181) gerado através do EDGAR (BLOM et al., 2009). Regibes sobrepostas representam sequéncias
codificantes comuns compartilhadas entre os genomas. NUmero fora das regifes sobrepostas indica o nimero de

sequéncias codificantes em cada genoma sem homologia a outro genoma sequenciado.

Discusséao

Nesse estudo, a analise comparativa mostrou que o DNA cromossémico do isolado de
E. aerogenes de colonizacdo (Ea5A) apresentou mais genes que o isolado de infeccdo (Ea7A),
por outro lado, considerando o DNA plasmidial, o isolado de infecgéo apresentou mais genes.
Esses achados ressaltam que mesmo os isolados apresentando relagdo clonal pela ERIC-PCR,
eles apresentaram quantidade de genes diferentes, mostrando que ndo sdo idénticos
geneticamente, como também destaca-se a importancia de um maior nimero de genes
plasmidiais no isolado de infeccdo, o que pode favorecer a disseminacdo horizontal desses
genes. Vale ressaltar que varios genes ndo tiveram sua funcdo predita, consequentemente
estudos adicionais serdo conduzidos com o objetivo de anotagdo mais acurada desses genes.

Considerando o DNA cromossdmico e plasmidial, os isolados Ea5A e Ea7A
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apresentaram 12 genes de beta-lactamases, valores superiores aos detectados por Diene et al.
(2012) na cepa EA1509E e para a cepa KCTC 2190 (CP002824). O acumulo de
determinantes de resisténcia em amostras de E. aerogenes, ja tinha sido anteriormente citado
na literatura (JASKULSKI et al., 2013; KUAI et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2014),
entretanto, através de sequenciamento genémico fica evidente a quantidade de genes de
resisténcia que podem sem albergados por uma cepa, o que inviabiliza o uso de beta-
lactdmicos como opcéo terapéutica.

Através da analise de ortologos, as enzimas blatem.1 € blakpc.. compdem o grupo
ORTHOMCL3033, que foi exclusivo dos isolados deste estudo, ou seja, as cepas de
referéncia EA1509E e KCTC 2190 usadas para comparagdo ndo possuem esses genes. Isto
deve alertar para a facilidade de aquisicdo desses importantes mecanismos de resisténcia,
anteriormente nao detectados em E. aerogenes sequenciados genomicamente.

Outro ponto que merece ser ressaltado é a localizacdo cromossdémica do gene blakpc-2
nos isolados Ea5A e Ea7A. O gene blakpc, tem sido descrito mais comumente associado a
plasmideos de diferentes tamanhos e grupos de incompatibilidade (PATEL; RASHEED;
KITCHEL, 2009; CUZON et al., 2010; ANDRADE et al., 2011; KUAI et al., 2014;
PEREIRA et al., 2015; TAVARES et al., 2015). Entretanto, inclusive no Brasil, através de
hibridizacdo, Quiles et al. (2015), confirmaram a localizagdo cromossomica do gene blakpc
em E. cloacae, sugerindo que o transposon associado ao gene blakpc, por se tratar de
elemento movel, pode estar inserido tanto em plasmideos como no cromossomo. Luo et al.
(2014), confirmaram que a disseminacdo de blakpc2 entre diferentes espécies de
enterobactérias na China, incluindo E. aerogenes, foi relacionada a transferéncia horizontal do
transposon e ndo a plasmideos carreando blakpc-».

Nos isolados do estudo, foram detectados também genes que conferem resisténcia a
outras classes de antimicrobianos, além de beta-lactdmicos, como aminoglicosideos,
cloranfenicol, sulfonamida, macrolideos, fosfomicina, fosmidomicina e polimixina. Vasto
arsenal de genes de resisténcia também foi detectado por Diene et al. (2015), através de
sequenciamento gendmico na cepa EA1509E, em contra-partida, na cepa KCTC 2190 apenas
resisténcia especifica ao cloranfenicol foi relatada.

Vale ressaltar as diferencas sutis detectadas no quantitativo desses genes de resisténcia
entre os isolados do presente estudo, mesmo sendo clones pela ERIC-PCR e terem sido
coletados no mesmo hospital e periodo. Sabe-se que copias adicionais do gene podem afetar o
seu nivel de expressdo (PELEG et al., 2005). Entdo a deteccdo de codpias extras de
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mecanismos de resisténcia a aminoglicosideos, sistema de efluxo ABC, além de SST4 no
isolado de colonizacdo pode resultar na expressdo aumentada desses genes quando comparada
ao isolado de infeccdo.

Também € interessante frisar que genes de resisténcia a beta-lactamicos,
estreptomicina e sulfonamida também foram detectados no DNA plasmidial dos isolados
deste estudo. Resisténcia plasmidial simultanea a essas classes de antimicrobianos também ja
foi relatada em E. aerogenes por outros autores (MACHADO et al., 2007; DIENE et al.,
2012). Enterobactérias geralmente sdo possuidoras de diversos plasmideos de alto peso
molecular. Nos isolados do estudo foi possivel detectar 2 plasmideos fechados, além de DNA
plasmidial restante, com os quais ndo foi possivel fechar outros plasmideos. Esse quantitativo
de plasmideos foi similar ao detectado genomicamente por Diene et al. (2012), por outro lado,
plasmideos ndo foram detectados na cepa KCTC 2190, nem na cepa estudada por Eevers et al.
(2015). Porém, através de outras técnicas genéticas, € comum a detec¢do de plasmideos em E.
aerogenes (PERILLI et al., 2008; TAVARES et al., 2015).

Dos grupos de incompatibilidade plasmidial detectados nos isolados EaS5A e Ea7A,
incA/C ja foi relatado anteriormente em plasmideos de E. aerogenes no Brasil por outros
autores (MACHADO et al., 2007; DIENE et al., 2012), da mesma forma incL/M
(BOGAERTS et al., 2007; MARKOVSKA et al., 2014). Plasmideos de incX e incF também
ja foram relatados nesta espécie (BURMOLLE et al., 2008; NORMAN et al., 2008; PARK et
al., 2009). Isto confirma a variedade de grupos inc atualmente descritos, sendo os tipos incN,
incL/M e incF os mais frequentemente relatados em enterobactérias do Brasil (CUZON et al.,
2010; ANDRADE et al., 2011; PEREIRA et al., 2015), o que reforca o achado de incL/M no
presente estudo.

Em relacdo aos sistemas de efluxo a multidrogas, nos isolados analisados nesse estudo,
apenas diferencas sutis foram detectadas no sistema de transporte ABC (186 versus 185, em
EabA e Ea7A, respectivamente) e na superfamilia MFS (29 versus 31, em Ea5A e Ea7A,
respectivamente). Sistemas do tipo RND, ABC, MFS e DMT também j& foram relatados em
E. aerogenes (DIENE et al., 2012). Quantitativamente a diferenga mais expressiva entre os
isolados EaSA e Ea7A versus EA1509E, reside no sistema de transporte ABC (186 genes em
EabA, 185 genes em Ea7A e 87 genes em EAL1509E), abrindo margem para uma analise
posterior dos sistemas de transporte ABC detectados em EabSA e Ea7A com o objetivo de
confirmar se de fato, todos correspondem a sistemas de transporte de multidrogas.

A secrecdo extracelular de proteinas € considerada um dos principais mecanismos de
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viruléncia de uma infeccdo bacteriana (SANDKVIST, 2001). Em relacdo aos sistemas de
secrecdo detectados SST1, SST4 e SST6, observou-se que o isolado de colonizagdo (EaSA)
apresentou cinco genes de SST4 a mais que Ea7A. E sabido que muitos genomas bacterianos
sdo continuamente bombardeados com elementos integrativos conjugativos que
frequentemente carreiam o loci para SST4 (WOZNIAK; WALDOR, 2010). SST4, comparado
aos outros sistemas de secrecdo, apresenta funcoes extremamente diversificadas (WALLDEN
et al., 2010; VOTH et al., 2012), consequentemente ha um limitado entendimento de como
maultiplos e distintos SST4 agem para executar corretamente suas funcdes especificas, apesar
de ser citado como um dos principais responsaveis pela diversidade bacteriana (GILLESPIE
etal., 2016).

Dentre as adesinas fimbriais, a deteccdo de fimbrias do tipo I (fim) reforca o achado de
que esse tipo de fimbria € um dos mais frequentemente relatados em enterobactérias
(BURMOLLE et al., 2008; STRUVE et al., 2009; DE CASSIA ANDRADE MELO et al.,
2014). Por outro lado, ndo houve deteccdo de fimbrias do tipo Il (mrk), achado semelhante
para KCTC 2190. Esse resultado contraria a maioria dos dados da literatura, para os quais
esse tipo de fimbria também constitui um dos mais detectados em enterobactérias
(BURMOLLE et al., 2008; STRUVE et al., 2009; DE CASSIA ANDRADE MELO et al.,
2014).

Com relagcdo aos sideroforos, ambos os isolados apresentaram enterobactina e
aerobactina, tipos mais frequentemente detectados em enterobactérias, inclusive em espécies
de Enterobacter (MOKRACKA et al., 2003; 2004), além de outros sideréforos mais relatados
ap6s advento do sequenciamento gendmico (yersiniabactina, TonB, bacterioferritina). E
importante ressaltar a localizagdo cromossomica dos fatores de viruléncia de adesinas
fimbriais e sider6foros apresentados por Ea5A e Ea7A, corroborando a maioria dos achados
da literatura (LOPER et al.,, 1993; MOKRACKA et al.,, 2004), entretanto, menos
frequentemente, genes plasmidiais para fimbrias e sideroforos também tém sido relatada em
E. aerogenes (WATERS; CROSA, 1988; BURMOLLE et al., 2008; NORMAN et al., 2008).

Considerando a analise comparativa através do Mauve, foi possivel verificar a sintenia
entre os isolados Ea5A e Ea7A. Podemos detectar a conservagao estrutural e colinearidade
entre o cromossomo dos isolados, mas também é possivel verificar a ocorréncia de inversdo
de LCBs. E sabido que inversdo cromossdmica é um dos principais eventos de rearranjos
genémicos em bactérias (KITTICHOTIRAT et al., 2010; RAMOS et al., 2014).

Ainda em relacdo as analises comparativas, através do diagrama de Venn, foi possivel
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observar que a quantidade de genes compartilhados por EaSA e Ea7A corresponde a 90% do
genoma de Ea5A e a 92% do genoma de Ea7A, o que pode explicar a resisténcia e viruléncia
semelhante detectada nos isolados. Quando comparados os isolados de E. aerogenes desse
estudo e as cepas de referéncia ja sequenciadas anteriormente em outros estudos (KCTC 2190
e EA1509 E), pode-se observar que EaSA e Ea7A sdo ligeiramente mais similares a
EA1509 E (patégeno humano) do que a KCTC 2190. Ao nosso conhecimento, essa é a
primeira analise comparativa entre genomas de E. aerogenes realizada, o que evidenciou a
similaridade entre as cepas do presente estudo (EaSA e Ea7A), entre as cepas de referéncia
utilizadas (KCTC 2190 e EA1509 _E), como também entre as 4 cepas comparadas, mesmo
sendo provenientes de diferentes origens e localizagdo geogréfica.

A anélise comparativa realizada entre os isolados do estudo Ea5A e Ea7A, mostrou
alta similaridade cromossdmica e plasmidial tanto em relacdo a um contexto geral quanto as
caracteristicas pontuais do estudo: genes de beta-lactamases, genes de resisténcia a outras
classes de antimicrobianos, genes de viruléncia, sistemas de efluxo e sistemas de secrecéo.
Entretanto, mesmo diante das semelhancas (relacdo clonal pela ERIC-PCR, mesmo hospital
de procedéncia, mesmo setor e data de coleta) ndo devemos esquecer as particularidades
detectadas para cada isolado, especialmente em relagdo ao quantitativo de genes totais,
quantitativo de sistemas de efluxo e secrecdo, além dos genes que sdo exclusivos de cada
isolado. Serdo conduzidos estudos adicionais para anotacdo das proteinas obtidas como
hipotéticas.

Diante do exposto, pode-se concluir que os isolados Ea5A e Ea7A provenientes de
colonizacdo e infeccdo, respectivamente, possuem um amplo arsenal de determinantes de
resisténcia e viruléncia. Esses resultados devem alertar as autoridades médicas quanto a
problematica de pacientes colonizados por E. aerogenes, pois apesar de ndo estar causando
infeccdo, o isolado de E. aerogenes EaSA, proveniente de colonizagéo, apresentou genes de
viruléncia potenciais para estabelecer a infeccdo, além de elementos genéticos mdveis capazes
de transmitir diversos genes para outras bactérias presentes na microbiota entérica do
paciente. Aliado a isso, 0 vasto arsenal de determinantes de resisténcia aos antimicrobianos
mais utilizados na préatica clinica, encontrados nesse estudo, dificulta o tratamento das

infeccdes causadas por essas bactérias.
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Tabela 1. Caracteristicas gendmicas dos isolados de Enterobacter aerogenes EabA e Ea7A
analisados nesse estudo e das cepas KCTC 2190 e EA1509E, utilizadas para as analises

comparativas.

Ea5A Ea7A KCTC 2190 EA1509E
Caracteristica Colonizagéo Infeccéo produtor de 2-3-
ressaltada humana humana butanediol Patdgeno humano
Referéncia Este estudo Este estudo Shin et al. (2012) Diene et al. (2012)
Cromossomo® 5.571.633pb 5.423.282pb 5.280.350pb 5.419.609pb
Conteido GC 55.56% 55.73% 54.8% 55%
CDS cromossdmicas® 5571 5351 4912 5.260
Proteinas preditas 4517 4402 3.824 3.415
Proteinas hipotéticas 1054 949 1088 1845
RNAr 5 9 25 8
RNAt 75 90 84 87
Ea5A pA: 5.436pb Ea7A pA:5.534pb PEA1509_A: 162,202
Plasmideos® EaSA _pB: 72.262pb Ea7A_pB: 72.492pb bp
DNA plasmidial DNA plasmidial ausentes pEA1509_B:
restante: 241.370pb restante: 427.902pb 9,294 bp
Grupos inc L/Me AIC L/Me AIC ausente ND
CDS plasmidiais® 438 630 ausente 239
Proteinas preditas 153 297 ausente 134
Proteinas hipotéticas 285 333 ausente 105

(a) tamanho do cromossomo em pares de bases, (b) CDS, sequéncias codificantes, (¢) plamideos detectados e

respectivos tamanhos em pares de bases
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Tabela 2. Caracterizacdo quantitativa e qualitativa dos isolados de Enterobacter aerogenes
EaS5A e Ea7A quanto aos genes de resisténcia a antimicrobianos, genes de viruléncia, sistemas
de efluxo e sistemas de secrecdo identificados através do Rast ou Resfinder (beta-lactamases)

Beta-lactamases

Ea5A Ea7A
DNA cromossémico DNA plasmidial DNA cromossdémico DNA plasmidial
11genes: 11genes:
Anotados genericamente Anotados genericamente
1 gene: 1 gene:
pelo Rast. pelo Rast.
Anotado Anotado

Anotados pelo Resfinder:

genericamente pelo

Anotados pelo Resfinder:

genericamente

Rast pelo Rast
bIaTEM.1 (SZCD85550) e bIaTEM.1 (83CD55307)
blaKpc.z (SZCD85428) blaKpc.z (S3CD85254)
20 genes: 21 genes:
. . acc(3)-111 (1), rmt (2), acc(3)-111 (1), rmt (2),

Genes de resisténcia a 2 genes:
ant(9) (2), tmrB (1), cat 2 genes: ant(9) (1), tmrB (1), cat (1),

outras classes de ant(9) (1) e sulll

o . (1), sulll (1), dhfr (4), ant(9) (1) esulll (1)  sulll (3), dhfr (4), macA
antimicrobianos 1)

macA (1), macB (1), fosA
(1), pmr (3), arn (2)

(1), macB (1), fosA (1), pmr
(3),arn (2)

Sistemas de efluxo

244 genes:
RND (15), ABC (186),
MFS (29), MATE (1),
DMT (13)

245genes:
RND (15), ABC (185),
MFS (31), MATE (1),
DMT (13)

Sideréforos

30 genes:

enterobactina (ent) (13),
aerobactina (1),
yersiniabactina (irp)(7),
tonB (7),

bacterioferritina (2)

30 genes:

Enterobactina (ent) (13),
aerobactina (1),
yersiniabactina (irp) (7),
tonB (7),

bacterioferritina (2)

58 genes:
fimbrias do tipo I (fim)
(18), csg (1), fimbrias do

58 genes:
fimbrias do tipo I (fim)
(18), csg (1), fimbrias do

Fimbrias tipo IV (pil) (5), sfm (3), tipo IV (pil) (5), sfm (3), -
sigma-fimbria (5), alfa- sigma-fimbria (5), alfa-
fimbria (3) e CFA/I (6), fimbria (3) e CFA/I (6),
tipo néo especificado (17) tipo néo especificado (17)
14 genes: 14 genes:

Biofilme pga (4), bssR (1), cid (3), pga (4), bssR (1), cid (3), -
yig (6) yig (6)

Capsula 9 genes 9 genes i
res (5), yegH (1), cps (3) rcs (5), yegH (1), cps (3)
35 genes: 30 genes:

Sistemas de secre¢do

SST4 (imp, vas e vir)
(29), SST1 (lap, Iss € hly)
(4), SST6 (2)

SST4 (imp, vas e vir) (24),
SST1 (lap, Iss e hly) (4),
SST6 (2)
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Tabela 3. Proteinas exclusivas relacionadas a resisténcia, viruléncia, sistemas de efluxo, e
sistemas de secrecdo dos isolados de Enterobacter aerogenes Ea5A (colonizacdo) e Ea7A
(infeccdo) identificadas atraves do Rast.

EaSA Ea7A
DNA cromossémico DNA plasmidial DNA cromossémico DNA plasmidial
Proteinas
exclusivas/
448 145 110 144
Grupos de
ort6logos
Proteinas
hipotéticas 124 105 74 103
“Beta-lactamase class C and
other penicillin binding )
. “Dihydropteroate synthase
i proteins” *
Proteinas type-2 EC 2.5.1.15 @
associadas a . - Sulfonamide resistance -
o “Streptomycin 3-O- . .
resisténcia protein” (2 copias) *
adenylyltransferase EC
2.7.7.47/@ Spectinomycin 9-
O-adenylyltransferase” *
Proteinas
associadas a TonB (1), Res (3), YegH (1) - - -
viruléncia
Sistemas de ABC (14), MFS (5), DMT (3),
efluxo RND (2)
Sistemas de SST4 (9) e SST1 (2)
secrecdo

* Anotacdo genérica obtida através do Rast
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Tabela 4. Beta-lactamases e grupos de ortologos/paralogos (correspondentes a beta-
lactamases) exclusivos ou compartilhados pelos isolados de Enterobacter aerogenes EaSA
(colonizacdo) e Ea7A (infeccdo) comparados.

Ortdlogo/ Proteina® Proteina ® Ea5A Ea7A KCTC EA1509E
paralogo 2190
nulo “Beta-lactamase class C and other ND + -

penicillin binding proteins”

nulo Beta-lactamase ND - - - +
1399 “Metal-dependent hydrolases of the ND + + +* +
beta-lactamase superfamily I; PhnP
protein”
1619 Beta-lactamase = EC  3.5.2.6/beta- ND + + + +

lactamaseD-alanine carboxypeptidase

178 Beta-lactamase ND - - + +
3033 Beta-lactamase EC 3.5.2.6 blatem-1 + +

blakec-2 + +
3110 “Beta-lactamase class C and other ND - + + +

penicillin binding proteins”

4023 Beta-lactamase EC 3.5.2.6 ND + + + +

4211 “beta-lactamase  domain-containing ND + + + +*
protein”

522 “Predicted hydrolase of the metallo- ND + + +* +

beta-lactamase superfamily, clustered
with KDO2-Lipid A biosynthesis

genes”
710 “beta-lactamase-like protein” ND + + + +*
830 “Metallo-beta-lactamase superfamily ND + + + +

protein PA0057”

(a) Anotagdo genérica obtida através do Rast, (b) Anotacdo acurada obtida atraves do Resfinder-Beta-lactamase,

* putra anotacéo para a proteina
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5.3. Analise gendmica de isolados de Enterobacter cloacae portadores de blactx-m-15
provenientes de infeccOes de pacientes de UTI neonatal: diversidade de genes de

resisténcia e de viruléncia (Artigo 3)

Introducéo

Enterobacter é um género extremamente diversificado da familia Enterobacteriaceae
podendo ser encontrado no solo, em plantas e na microbiota de humanos (LIU et al., 2012).
Dentre as espécies do género, destacam-se Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae
como patdgenos para 0 homem.

Anaélises recentes do genoma demonstram que o género Enterobacter possui uma série
de genes de resisténcia a antimicrobianos e sistemas de efluxo multidrogas (DIENE et al.,
2012), sendo esses mecanismos também observados em E. cloacae (LIU et al., 2013).

Enterobacter cloacae é um emergente patdégeno, causador de Infecgdes relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS), envolvido em bacteremia, endocardite, artrite séptica,
osteomielite, infeccdes de pele e tecidos moles, infecgbes do trato respiratério baixo, trato
urinario e intra-abdominal (DAVIN-REGLI; PAGES, 2015). Diversos surtos em unidades
neonatais tém sido atribuidos a uma variedade de fontes como medicacBes contaminadas,
agua destilada em ventiladores mecanicos e solucdes usadas para nutricdo parenteral
(STOESSER et al., 2015).

Devido a emergente resisténcia, E. cloacae vem se destacando entre isolados
multidroga resistentes (MDR) (LEVERSTEIN-VAN et al., 2006). Até 0 momento ja foram
descritas cinco familias de sistema de efluxo: “Resistance Nodulation-cell division” (RND),
“Adenosine triphosfate-binding cassete superfamily” (ABC), “Major Facilitador superfamily”
(MES), “Multidrug and toxic compound extrusion family” (MATE) e “Drug/metabolite
transporter superfamily” (DMT), nessa espécie bacteriana (POOLE et al., 2005).

Para determinar o sucesso da infeccdo por bactérias patogénicas, a adesdo e a
colonizacdo do hospedeiro séo fatores-chave, destacando as adesinas fimbriais (LIU et al.,
2013). Mecanismo de absorcao de ferro de alta afinidade também é outro fatore de viruléncia
necessario para as bactérias proliferarem com sucesso no organismo hospedeiro. As bactérias
desenvolveram varias estratégias, como os sideroforos, para sequestrar ferro de tecidos
infectados (MOKRACKA et al.,, 2004; LIU et al., 2013; TAGHAVI et al., 2015).
Adicionalmente, a secrecdo extracelular de proteinas é considerada um dos principais

mecanismos de viruléncia de uma infeccdo bacteriana. Vérias vias de secrecdo altamente
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especializadas tém evoluido, até o momento foram identificadas seis sistemas de secrecao
(SST): SST1, SST3 e SST4 (secretam proteinas em uma Unica etapa), SST2 e SST5 (secretam
proteinas em duas etapas) e SST6 (anteriormente relatado como SST4) (SANDKVIST, 2001;
FILLOUX et al., 2008; GILLESPIE et al., 2016).

Os plasmideos aumentam a diversidade genética bacteriana, podendo ser transferido
horizontalmente entre populagdes bacterianas por conjugacgéo ou transformacao (FRANCIA et
al., 2004). Eles contém genes para iniciacdo e controle da replicacdo e genes acessorios que
podem ser Uteis ao hospedeiro bacteriano, conferindo resisténcia antimicrobiana e/ou
viruléncia (BERGSTROM et al., 2000; CARATOLLI et al., 2005).

Onze genomas completos de Enterobacter tém sido reportados ao NCBI (http://
www.nchi.nlm.nih.gov/genome/1219). O sequenciamento genémico de dois isolados de E.
cloacae patogénicos humanos, no presente estudo, permitird um maior entendimento a cerca
desta espécie, uma vez que, dentre os projetos de sequenciamento gendmico de E. cloacae,
apenas a cepa ATCC 13047 (patdégeno humano) teve aspectos de viruléncia e resisténcia
abordados, mesmo que superficialmente (REN et al., 2010). Os demais, estudaram pat6genos
de plantas, enfatizando principalmente o potencial para o uso de Enterobacter em aplicacdes
industriais (TAGHAVI et al., 2010; DEANGELIS et al., 2011; HUMANN et al., 2011; LIU
et al., 2012; 2013; XU et al., 2012). Portanto este estudo tem como objetivo caracterizar
genomicamente os isolados Ec2A e Ec7A quanto a resisténcia, viruléncia e sistemas de efluxo
e secrecdo, alem de permitir verificar diferencas ou similaridades entre o grupo diversificado

gue compreende o complexo E. cloacae, através de analise gendbmica comparativa.

Materiais e métodos:

Isolados bacterianos

Foram analisados dois isolados de E. cloacae (EC2A e Ec7A), com relacdo clonal pela técnica
de tipagem ERIC-PCR e ambos multirresistentes. Os isolados apresentaram mesmo perfil de
resisténcia, exceto em relacdo a piperacilina/tazobactam, pois EC2A apresentou resisténcia
intermediaria, enquanto Ea7A foi resistente a este antimicrobiano. Ambos isolados foram
positivos para blacrx-m2, sendo um recuperado de secrecdo ocular (Ec2A) e o outro
recuperado de hemocultura (Ec7A), coletados em 25 de novembro de 2011 e 02 de julho de
2012, respectivamente, ambas provenientes de pacientes distintos internados em unidade de
tratamento intensivo neonatal (UTI neo) de um hospital publico de Recife-PE, Brasil. A
identificacdo bioquimica e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados foram
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realizados utilizando o equipamento automatizado BD Phoenix ™

(Franklin Lakes, New
Jersey, USA). Os isolados foram mantidos em estoque congelado & -20°C com glicerol a

15%.

Extracdo de DNA e ERIC-PCR

O DNA foi extraido utilizando o Kit Wizard genomic DNA purification kit (Promega). O
DNA foi quantificado atraves do equipamento Nano Drop. O perfil de ERIC-PCR foi obtido
através de amplificacdo por PCR conforme primers de Duan et al. (2009) e metodologia de
Cabral et al. (2012). O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(ERIC-PCR), em seguida fotografado. A analise do padrédo de bandas geradas pela ERIC-PCR

foi analisada utilizando o software DARVIN 5.0.

Sequenciamento gendmico

Com os DNAs das amostras extraidos, os mesmos foram quantificados novamente utilizando
a plataforma fluorimétrica Qubit da ThermoFisher Scientific. Posteriormente a dosagem, os
materiais bioldgicos foram utilizados para montagem das bibliotecas de DNA utilizando o kit
Nextera XT da Illumina (Ec7A) e kit TruSeq DNA PCR Free Kit da Illumina (Ec2A) . A
quantificacdo das bibliotecas foi realizada pela técnica da PCR em Tempo Real através do kit
Library Quantification — lllimuna/Universal da empresa Kapa Biosystems e 0 equipamento
7500 da Applied BioSystems. O sequenciamento gendmico foi realizado utilizando o sistema
de bibliotecas pair-end e o equipamento MiSeq (Illumina) com o cartucho MiSeq Kit V3 de
600 ciclos.

Montagem e Anotagéo dos Genomas

Primeiramente, para avaliagdo da qualidade dos fragmentos gerados conforme descrito
anteriormente, a ferramenta FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc/) foi utilizada. Parametros tais como qualidade de sequenciamento por base,
qualidade de sequenciamento média por leitura, distribuicdo do tamanho das leituras,
quantidade de leituras produzidas e distribuicdo do conteudo de nucleotideos foram avaliados.
Apos esta avaliagdo, estes valores produzidos foram utilizados para configurar a execucdo da
ferramenta Trimmomatic (http:// www.usadellab.org/cms/ index.php?page=trimmomatic) que
tem como finalidade a limpeza das informagdes com baixa qualidade presentes no dado
inicial. Posteriormente a esta limpeza, os programas velveth e velvetg do pacote Velvet
(ZERBINO; BIRNEY, 2008) foram utilizados para montagem dos contigs. Importante
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ressaltar que os pardmetros de ambas ferramentas foram configurados com o auxilio da
ferramenta Velvetoptimiser (http://bioinformatics.net.au/ software.velvetoptimiser.shtml) que
encapsula os programas velveth e velvetg. Os programas blastall (ALTSCHUL et al., 1990) e
Mauve (DARLING et al., 2011) foram utilizados para o alinhamento e ordenamento dos
contigs em relacdo as sequéncias de referéncia para cromossomo e plasmideos. Para predicdo
e anotagdo génica as ferramentas RASTtk (http://rast.nmpdr.org/) e Resfinder-beta-
lactamases (https://cge.cbs.dtu.dk// services/ResFinder/) foram utilizadas. Foi realizada ainda
uma predicdo de grupos de ortdlogos para os genes encontrados utilizando o programa
Orthomcl (LI; STOECKERT; ROOS, 2003). Todas as informacGes relativas a montagem,
predicdo e anotacdo génica e relagdo de ortologia foram armazenadas em um banco de dados
relacional utilizando como  ferramenta de  gerenciamento 0 MySQL

(https://www.mysqgl.com/).

Pesquisa dos grupos de incompatibilidade (inc)

Os grupos de inc presentes nos isolados foram pesquisados alinhando as sequéncias dos
primers descritos por Carattoli et al. (2005), contra 0 DNA plasmidial e cromossémico
através da ferramenta blastall. Alinhamento de 100% das sequéncias forward e reverse
implica dizer que o isolado contém a sequéncia compreendida entre ambos os primers, ou

seja, 0 grupo de inc pesquisado.

Genomas para analises comparativas

Para realizar as analises comparativas com as amostras sequenciadas neste estudo, seis
genomas completos de E. cloacae foram carregados a partir da base de dados do GenBank. As
cepas utilizadas foram: Enterobacter cloacae ATCC 13047 uid48363 (NC_014121),
Enterobacter cloacae ENHKUO1 uid172463 (NC_018405), Enterobacter cloacae EcWSU1
uid80739 (NC_016514), Enterobacter cloacae NCTC 9394 uid197202 (NC_21046),
Enterobacter cloacae lignolyticus SCF1 uid59969 (NC _014618), Enterobacter cloacae
dissolvens SDM uid168997 (NC_018079). Nao foram incluidos na pesquisa, depositos que
ndo especificavam a espécie de Enterobacter sp. ou de outras espécies. Caracteristicas

gendmicas das cepas utilizadas para as analises comparativas estdo descritas na tabela 1.

Resultados
Anélise pela ERIC-PCR
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Os isolados Ec7A e Ec2A apresentaram relacdo clonal atraves da tipagem molecular por
ERIC-PCR, mostrando 100% de similaridade.

Montagem de contigs

Considerando a isolado Ec7A, foram obtidos um total de 196 contigs destes 17 foram
considerados contigs plasmidiais, o que permitiu a identificacdo dos plasmideos EC7A_pA
(unido de 8 contigs) semelhante ao plasmideo de referéncia NC_024983.1, Ec7A _pB (unido
de 3 contigs) semelhante ao plasmideo de referéncia NZ_CP009855.1, com os demais contigs
(6) ndo foi possivel montar outros plasmideos. A partir de 179 contigs cromossémicos foi
montado um scaffold cromossémico baseando-se na referéncia ecloacae_ecnih2.

Considerando a isolado Ec2A, do total de 180 contigs, 19 foram considerados contigs
plasmidiais, o restante (161) foi considerado contigs cromossémicos, a partir dos quais foi
montado um scaffold cromossémico baseando-se na referéncia ecloacae _ecnih2. Analise
manual dos contigs plasmidiais permitiu a identificacdo dos plasmideos Ec2A _pA (Unico
contig) semelhante ao plasmideo de referéncia NZ_CP008900.1, Ec2A_pB (Unico contig)
semelhante ao plasmideo de referéncia NZ_AUPS01000027.1, Ec2A_pC (unido de 8 contigs)
semelhante ao plasmideo de referéncia NC_024983.1, com os demais contigs (9) ndo foi

possivel montar outros plasmideos.

Identificacdo de genes
Através da ferramenta RASTtk, foram identificadas sequéncias codificantes (CDS) com
funcdo predita ou hipotética, além de RNAt e RNAr (Tabela 1).

Grupos de incompatibilidade plasmidial (inc)
De todos os grupos inc pesquisados, foi detectado o grupo inc HI-2 no DNA plasmidial de

ambos isolados. N&o houve alinhamento dos primers testados com 0 DNA cromossomico.

Genes de resisténcia aos beta-lactamicos: beta-lactamases.

Considerando DNA cromossémico e plasmidial, foram anotados genericamente dez e nove
genes de beta-lactamases em EC7A e Ec2A, respectivamente, utilizando o Rast. Através das
anotacfes mais acuradas utilizando o Resfinder-beta-lactamases, foram detectados: blargm.1,
blactx-m-15, blaoxa-1 com 100% de similaridade com sequéncias desses genes depositadas
anteriormente (Tabela 2).
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Outros genes de resisténcia a antimicrobianos

Nos isolados Ec7A e Ec2A, foram detectados genes de resisténcia a macrolideos (mac),
quinolonas (qgnr), tetraciclina (tetA), cloranfenicol (cat), aminoglicosideos [acc(3)-I111, acc(6)-
I, ant(9), sat, aph(3)-11], fosfomicina (fosA), polimixina (pmr, arn) e sulfonamida (sulll)
(Tabela 2).

Sistemas de efluxo
Considerando ambos os isolados, foram detectados os genes relacionados aos sistemas de
efluxo de multidrogas de diferentes familias: RND, ABC, MFS, MATE e DMT (Tabela 2).

Genes de viruléncia

Em ambos os isolados, no DNA cromossomico foram detectados (a) genes relacionados a
siderdforos, (b) genes relacionados a fimbrias, (c) genes relacionados a sintese, modificacgéo,
transporte, regulacdo do biofilme, e (d) genes relacionados a biossintese, regulacdo e
transporte do acido colanico capsular. Os genes especificos detectados estdo descritos na

tabela 2. Nenhum dos genes foi detectado no DNA plasmidial.

Sistema de secrecédo
Considerando DNA cromossdmico de ambos os isolados, houve deteccdo de SST1, SST2,
SST4 e SST6 (Tabela 2). Nenhum dos genes foi detectado no DNA plasmidial.

Analises comparativas entre os dois isolados

Diferencas e semelhancas a nivel de genes de resisténcia, viruléncia, sistemas de efluxo e
secrecdo estdo expostas na tabela 2. Foram detectadas diferengas sutis no quantitativo de
todos esses genes alvo, da mesma forma que diferengas qualitativas (genes acc(6)-1 e fosA
presentes apenas na amostra EC2A).

Analises comparativas entre os dois isolados analisados nesse estudo e as cepas depositadas
anteriormente no GenBank

A quantidade de proteinas exclusivas dos genomas dos isolados Ec7A, EC2A,
NC_014121, NC_014618, NC_016514, NC_018079, NC_018405 e NC_021046 foram 128,
416, 455, 569, 392, 174, 190 e 188, respectivamente. Considerando o DNA plasmidial o
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isolado Ec7A apresentou 192 proteinas exclusivas versus 334 em Ec2A.

Para uma andlise comparativa mais aprofundada, dentre as cepas depositadas
anteriormente no GenBank, foi selecionada a ATCC 13047 (NC_14121), por também ser um
patdgeno humano. Para comparacdo entre os isolados e a cepa de referéncia ATCC 13047 foi
gerado o diagrama de Venn (Figura 1), através do qual é possivel pontuar os seguintes dados:
3498 genes foram compartilhados pelos trés isolados patogénicos, considerando apenas EC7A
e Ec2A, percebe-se que ambos apresentam 4178 genes em comum, que corresponde a 91% do
genoma de Ec7A e 90,28% do genoma de Ec2A. Comparando-os com ATCC 13047, é
possivel detectar que Ec7A compartilha 3777 genes com a cepa de referéncia (que
corresponde a 82,37% do seu genoma), enquanto Ec2A apresenta 3532 comuns a cepa de
referéncia (que corresponde a 76,32%), logo dentre os isolados, Ec7A é mais similar a ATCC
13047.

Grupos de ortélogos e pardlogos que correspondem a genes de beta-lactamases
exclusivos dos isolados (Ec7A e Ec2A) e compartilhados com as cepas de referéncia.
Em relacdo aos grupos de ortdlogos/paralogos que correspondem a beta-lactamases, pode-se
verificar que alguns (por exemplo: 3033 e 6343) foram exclusivos dos isolados e outros (do
ortélogo 1619 ao 533) foram compartilhados entre os isolados e todas as cepas de referéncia
(Tabela 3).

455

EcREF
Figura 1. Comparagdo do DNA cromossdmico de Ec7A, Ec2A e ATCC 13047 (EcREF) através do diagrama de
Venn. O diagrama de Venn mostra 0 DNA cromossémico de Ec7A, Ec2A e ATCC 13047 (EcREF) gerado
através do EDGAR (BLOM et al., 2009). Regides sobrepostas representam regides codificantes comuns

compartilhadas entre os genomas. NUmero fora das regiGes sobrepostas indica o nimero de regies codificantes
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em cada genoma sem homologia a outro genoma sequenciado.

Discussao

Sendo os beta-lactdmicos, uma das principais opgOes terapéuticas para infecgdes por
enterobactérias, o achado de 9 a 10 genes de beta-lactamases nos isolados € relevante, uma
vez que pode tornar esses farmacos ineficazes na pratica clinica. Outros autores, através de
sequenciamento gendmico também tém detectado varios genes de beta-lactamases em E.
cloacae (REN et al., 2010). Dentre as beta-lactamases detectadas, destacam-se as ezimas
blatem-1, blaoxa1 € blactx-m-15. Desses genes, o de maior importancia é o blactx-m-15, Pois
codifica uma ESBL, que sdo enzimas que conferem resisténcia as cefalosporinas de 3% e 4°
geracdo e monobactamicos (MANZUR et al., 2007; LAGO et al., 2010). Merece ser
ressaltada também a localizacdo plasmidial de blactx-m-15, corroborando a detec¢do desse
determinante de resisténcia em elementos genéticos méveis o que facilita sua manutencédo e
disseminacdo em bactérias gram-negativas (VILLA et al., 2010; QUIROGA et al., 2013;
DROPA et al,. 2015). blargm-1, blactx-m-15, blaoxa-1 também ja foram relatadas em espécies de
E. cloacae no Brasil através de PCR (JASKULSKI et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2014;
PEREIRA et al., 2015; TAVARES et al., 2015).

A corresisténcia a outros agentes antimicrobianos além de beta-lactamicos, como a
detectada no presente estudo, também tem sido relatada por outros autores (JASKULSKI et
al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; QUILES et al., 2015; TAVARES et al., 2015). Isso é
particularmente importante porque impde uma restricdo severa nas opcoes terapéuticas para
pacientes com tais infeccbes. Devemos ressaltar a deteccdo de genes de resisténcia a
polimixina (pmr, arn), uma das poucas opgles disponiveis atualmente para tratamento de
infeccbes por micro-organismos MDR, entretanto aléem da positividade para o gene, ha a
necessidade de presenca de mutacGes para conferir o fenotipo de resisténcia (DIENE et al.,
2012). Estudos posteriores serdo conduzidos com 0 objetivo de analisar a presenca de tais
mutacdes e verificar a expressao de resisténcia. Resisténcia a polimixina em isolados de E.
aerogenes e E. cloacae, tém sido recentemente detectadas no Brasil (TAVARES et al., 2015).

Dentre os sistemas de efluxo, o mais frequentemente detectado nesse estudo foi o tipo
ABC, achado semelhante foi relatado por Xu et al. (2012). O nimero de genes relacionados
ao sistema DMT foi semelhante ao detectado por Liu et al. (2013), em E. cloacae
sequenciados genomicamente. E sabido que sistemas de efluxo desempenham papel

importante ndo somente no acumulo de solutos e substratos desejaveis, mas também,
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excretando produtos indesejaveis (POOLMAN, 2002). No entanto, as bombas de efluxo
associadas a resisténcia aos antimicrobianos de importancia clinica, geralmente pertencem as
familias RND e MFS (POOLE et al., 2005), também foram detectadas nos isolados do
presente estudo, mas ndo foram relatadas nas outras cepas comparativas (REN et al., 2010;
DEANGELLIS et al., 2011; HUMANN et al., 2011; XU et al., 2012; LIU et al., 2013). Dentre
esses sistemas de efluxo, o tipo RND (Acr-A/acr-B) ja foi detectado em E. cloacae do Brasil
(MOREIRA et al., 2009).

De todos os inc pesquisados, foi detectado o inc HI-2 no DNA plasmidial de ambos os
isolados. Esse inc ja foi relatado anteriormente por Kremer e Hoffmann (2012), em isolados
de E. cloacae causador de septicemia em neonatos da Espanha e por Stoesser et al. (2015), em
isolados de E. cloacae recuperados de infeccBes sanguineas de neonatos sequenciados
genomicamente no Nepal. Um fato que merece ser pontuado é que os isolados patogénicos
humanos (Ec7A, EcC2A e ATCC13047) albergaram DNA extracromossémico (plasmideos), o
que reforca a importancia desses elementos méveis em isolados patogénicos humanos, porém
um plasmideo de 63Kb também foi detectado em um isolado de E. cloacae patdgeno de
planta (HUMANN et al., 2011).

Além dos fatores de resisténcia, os fatores de viruléncia sdo muito importantes para o
estabelecimento da infeccdo. A presenca de multiplos genes fimbriais em E. cloacae reflete a
capacidade de colonizar uma ampla variedade de hospedeiros, sitios ou ambientes, além de
contribuir para a diversidade das espécies. Ambos isolados analisados no presente estudo
apresentaram multiplos genes fimbriais [fimbrias do tipo | (fim), csg, fimbrias do tipo IV (pil),
Sfm, sigma-fimbria, beta-sigma, CFA/I e yad]. Essa variedade de fimbrias também tem sido
relatada em isolados de E. cloacae sequenciados por outros autores (REN et al., 2010; LIU et
al., 2013; WANG et al., 2014).

Dentre outros fatores de viruléncia, destacam-se os sideréforos para o sucesso da infeccéo.
Estes ja foram detectados em E. cloacae por diversos autores (LIU et al., 2013; GUPTA et al.,
2014; MADHAIYAN et al., 2015). Ec7A e Ec2A apresentaram uma diversidade de genes
relacionados a siderdforos, dentre estes enterobactina e aerobactina, que sdo os sistemas de
sider6foros mais prevalentes em enterobactérias (LAWLOR et al., 2007). Em ambos os
isolados, enterobactina foi o sider6foro mais frequentemente detectado, reforcando dados da
literatura (PODSCHUN et al., 2000; LIU et al., 2013).

Genes de viruléncia de bactérias patogénicas sdo frequentemente associados com ilhas de
patogenicidade que codifica SST3 ou SST4 adquiridos por transferéncia horizontal de genes
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[DOBRINDT et al., 2004; JUHAS et al., 2009]. Dentre os sistemas de secre¢do, houve
predominio do SST4 em ambos isolados, este sistema de secre¢do também foi detectado
genomicamente no patégeno humano E. cloacae ATCC13047 (LIU et al., 2013), ndo sendo
relatado nas demais cepas comparativas (provenientes de ambiente), porém ja detectado em E.
cloacae de origem ambiental por Wilson et al. (2014). SST4 é associado com patogénese de
mamiferos e plantas, além de contribuir com a plasticidade genémica das bactérias
(CHRISTIE; VOGEL, 2000; CHRISTIE; CASCALES, 2005; CHRISTIE et al., 2005; LIU et
al., 2013). Devem ser ressaltado que todos os fatores relacionados com viruléncia (fimbrias,
siderdforos, biofilmes, capsula e SST) foram detectados no DNA cromossémico dos isolados,
resultados semelhantes para E. cloacae foram obtidos por Ren et al. (2010) e Liu et al.
(2013).

Em relacdo as andlises comparativas, merece destaque que mesmo 0s isolados sendo
clones pela ERIC-PCR e provenientes do mesmo setor hospitalar apresentaram diferencas
quantitativas e qualitativas em relacdo aos genes alvo da pesquisa. O isolado proveniente de
hemocultura (Ec7A) mostrou-se mais resistente (beta-lactamases e sistemas de efluxo) que o
isolado proveniente de secre¢cdo ocular, o que pode dificultar o tratamento e
consequentemente favorecer a evolucdo para estagios mais severos como sepse e choque
séptico.

Podemos concluir que os isolados Ec7A e Ec2A recuperados a partir de infecgcdes em
neonatos internados em UTI neonatal apresentaram um vasto arsenal de genes relacionados a
resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia, a diferentes sistemas de efluxo e de secrecdo o que
pode facilitar o estabelecimento da infec¢éo e dificultar o tratamento da mesma. A informacao
genbmica obtida aumenta o conhecimento sobre o patdgeno, visto que na literatura
predominam dados sobre sequenciamento genémico de E. cloacae endéfitos ou patogénicos
para plantas. Adicionalmente, a analise comparativa dos genomas dos isolados Ec7A e Ec2A
e das cepas de E. cloacae depositadas anteriormente em banco de dados publicos (GenBank)
permite confirmar a diversidade genética entre os componentes do complexo E. cloacae, o
gue explica a facilidade de ser patégeno para diferentes organismos e diferentes sitios

corporeos.
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Tabela 1. Caracteristicas gendmicas dos isolados de Enterobacter cloacae Ec7A e Ec2A e das
cepas de referéncia utilizadas para as anélises comparativas.

Ec7A(a) Ec2A(a) ATCC ENHKUO1(c) EcwWSU1(d) NCTC SCF1(f) SDM(g)
13047(b) 9394(e)
hospedeiro humano humano humano planta planta ND solo solo
Caracteristica patégeno patégeno Patdgeno enddfito Atividade ND Potencial Potencial
importante hospitalar hospitalar oportunista antagonica industrial industrial
(sangue) (secrecdo contra
ocular) patégenos de
plantas
Tamanho do 4.81Mpb 4.89Mpb 5,31Mpb 4.73Mpb 4,79Mpb ND 4.81Mpb 4.92Mpb
Cromossomo
Contetdo 56.47 56.39 54.79% 55.1% 54.54% ND 57.02% 55.1%
GC%
Cromossomo
Quantidade de 4733 4804 5166 4445 4632 ND 4449 4539
genes
cromossémicos
Genes 4161 4124 ND 4338 4122 ND 3909 ND
cromossémicos
com  fungdo
predita
N° de rRNA 1 3 8 8 8 ND 7 3
N° de tRNA 24 66 24 82 83 ND 100 53
Plasmideos 2 plasmideos: 3 plasmideos: 2 plasmideos: 0 1 plasmideo:  ND 0 ND
63.653pb
Ec7A_pA: Ec2A_pA: pECL_A
232.726pb 60.406pb 200.370 pb
Ec7A_pB: Ec2A pB: pECL_B,
53.323pb 5436pb 85.650 pb
DNA Ec2A _pC:
plasmidial 241.284pb
restante:
56.392pb DNA
plasmidial
restante:
114.413pb
Quantidade de 416 512 278e 124 0 ND ND 0 ND
genes
plasmidiais
Genes 202 244 ND 0 ND ND 0 ND
plasmidiais
com  funcéo
predita

(a) Dados deste estudo, (b) Ren et al. (2010), (c) Liu et al. (2013), (d) Humann et al. (2011), (e) dados nédo
publicados, mas disponiveis para download, (f) DeAngelis et al. (2011), (g) Xu et al. (2012), ND, néo

determinado
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Tabela 2. Caracterizacdo quantitativa e qualitativa dos isolados de Enterobacter cloacae
Ec7A e EC2A quanto aos genes de resisténcia a antimicrobianos, genes de viruléncia, sistemas
de efluxo e sistemas de secrecdo identificados através do Rast ou Resfinder (beta-lactamases)

Ec7A Ec2A

Cromossomo plasmideo Cromossomo plasmideo
Genes de beta- 8 genes (Rast)® 2 genes (Resfinder)®: 7 genes (Rast)® 2 genes (Resfinder)®:
lactamases

2 genes (Resfinder)®: blarem-1 2 genes (Resfinder)®: blarew.1

blaacr-7 (ecl05330) e (Lecloacae.CDS.373) blaact.7 (S1.CDS.443) e (S1.CDS.291)

bIaOXA.1 (ec|46160) blaCTx.M.15 blao)(A.l (SlCDS4772) blac'rx.M.15

(Lecloacae.CDS.369) (S1.CDS.295)

Genes de 16 genes: 1 gene: 22 genes: 1 gene:

resisténcia a
outras classes de
antimicrobianos

Mac (4 cépias),

Qnr (1 copia),

tetA (1 copia),

cat (1 copia),

acc(3)-111 (1 copia), ant(9)

aph(3)-11 (2 cépias)

Mac (4 copias),

Qnr (1 copia),

tetA (1 copia),

cat (3 copias),

acc(3)-111 (1 cépia), ant(9) (2

aph(3)-11 (2 copias)

(1 copia), copias),
sat (1 cépia), sat (2 copias),
pmr (3 copias), pmr (4 cépias),
arn (2 copias), arn (1 copias),
sulll (1 copia) sulll (1 cépia),
acc(6)-1 (1 copia),
fosA (1 copia)
Sistemas de 205 genes: 2 genes: 186 genes:
efluxo
ABC (167), RND (18), RND (1), DMT (1) ABC (156), RND (15), DMT
DMT (10), MFS (9), MATE (9), MFS (5), MATE (1)
1)
Genes de 33 genes: 34 genes:
viruléncia:

sider6foros

Sideréforo (7),

Sideréforo (7),

Enterobactina (15), Enterobactina (15),
Aerabactina (6), Aerobactina (6),
TonB (3), bacterioferritina TonB (4), bacterioferritina
@ ),
Genes de 66 genes: 65 genes:
viruléncia:
fimbrias Fimbrias (10), Fimbrias (10),
(fim) (25), (fim) (22),
csg (7), csg (6),
pil (6), pil (8),
sfm (6), sfm (7),
sigma-fimbria (5), sigma-fimbria (5),
beta-sigma (3), beta-sigma (3),
CFA/I (4) CFA/I (4)
Genes de 15 genes: 16 genes:
viruléncia:

Biofilme e capsula

Yad (4), pga (4), bssR (1),
Rcs (5),YegH (1)

Yad (4), pga (4), bssR (1),
Res (5),YegH (1), YjgK (1)

Sistemas de
secrecéo

35 genes:

Secrecéo geral (11),

SST4 (imp e vas) (15),
SST1 (Lap, Lss e TolC) (7),
SST2 (1),

SST6 (icmF) (1)

38 genes:

Secrecéo geral (11),

SST4 (imp e vas) (20),
SST1 (Lap, Lss e TolC) (5),
SST2 (1),

SST6 (icmF) (1)

(@) genes anotados genericamente atraves do Rast; (b) genes anotados acuradamente através

do Resfinder-beta-lactamase
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Tabela 3. Grupos de ort6logos e paralogos que correspondem a genes de beta-lactamases
exclusivos dos isolados de Enterobacter cloacae Ec7A e Ec2A e compartilhados com as
cepas de referéncia

Ortélogo/  Proteina* Ec7A Ec2A NC_ NC_ NC_ NC_ NC_ NC_
paralogo 014121 014618 016514 018079 018405 021046
1619 ampC + + + + + + + +

1399 “Metal-dependent hydrolases  + + + + + + + +

of the beta-lactamase
superfamily I; PhnP protein”

710 “beta-lactamase-like protein”  + + + + + + T T

830 “Metallo-beta-lactamase + + + + + + + T
superfamily protein PA0057”

1732 1.”beta-lactamase-like + + + + + + + T

protein”
2.”L-ascorbate-6-phosphate
lactonase”

178 1.”Zn-dependent hydrolases”  + + + + + + + T T
2.”organophosphate pesticide
hydrolase”
3.beta-lactamase

241 1.”Outer membrane protein” + + + + + + T T

2.”beta-lactamase domain-
containing protein”

533 1. “Hypothetical metal- + + + + + T T T
binding enzyme, YcbL
homolog”
2. “beta-lactamase-like
protein”

3110 “Beta-lactamase class C and + + + - + T T T
other penicillin binding
proteins”
4532 beta-lactamase + + - + - - - +
4023 beta-lactamase - - R T T N N "
3033 bIaTEM.1 + + - - - - - -
blacrx-m-15 + + - - - - - _
6343 blaoxa1 + + - _

* Anotada genericamente através do Rast ou acuradamente através do Resfinder
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6. CONCLUSOES

Os isolados de E. aerogenes e E. cloacae analisados, provenientes de infeccdo e
colonizagdo de pacientes de um hospital publico de Recife-PE, apresentaram altas
taxas de positividade para o gene blacrtx-m, codificante de ESBL, como também para o
gene blakpc, que codifica carbapenemase. As altas taxas para ESBL e carbapenemases
detectadas no presente estudo podem ser justificadas pela disseminacdo clonal
apresentada pelos isolados de ambas as espécies.

A detecgdo de blactx-m-15 em ambas as espécies corrobora a emergéncia dessa variante
de CTX-M no Brasil e sua localizacdo plasmidial em E. cloacae pode facilitar a

manutencdo e disseminacdo desse gene em bactérias gram-negativas.

A deteccdo de blakpc-, em E. aerogenes e E. cloacae, reforca a variante mais frequente
de KPC no Brasil, e sua localizagdo cromossémica em E. aerogenes, mesmo nao
sendo frequentemente relatada, sugere que o transposon associado ao gene blakpc, por
se tratar de elemento mdvel, pode estar inserido tanto em plasmideos como no

cromossomo dessa espécie.

Foi verificada disseminagdo clonal dos isolados de E. aerogenes e E. cloacae no
hospital analisado. Apesar dos isolados apresentarem relagdo clonal pela ERIC-PCR,
apresentaram diferentes perfis plasmidiais, diferentes perfis de resisténcia e diferentes
contetdos de genes de resisténcia. Também foi detectado mesmo perfil plasmidial
com diferentes perfis de resisténcia, isso pode ocorrer porque um mesmo plasmideo
pode ser portador de varios genes ou ndo apresentar genes de resisténcia. Sendo
detectado também, mesmo perfil de resisténcia com diferentes perfis plasmidiais, isso
pode ocorrer devido a disseminacdo de genes de resisténcia associados a elementos
moveis. A persisténcia do clone de E. aerogenes, positivo para blakpc, como também,
de E. cloacae, positivo para blactx-m no ano seguinte, no mesmo hospital, reforca a
necessidade de instituir rigorosos métodos de detec¢do e consequentemente controle
da disseminacéo de isolados MDR em ambiente hospitalar.

O sequenciamento gendmico mostrou a presenca de 9 a 12 genes de beta-lactamases
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em Enterobacter spp. 0 que pode tornar os beta-lactdmicos ineficazes na pratica
clinica. Adicionalmente, a deteccdo adicional de genes que conferem resisténcia a
outras classes de antimicrobianos (aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol,
quinoldnicos, sulfonamidas, trimetoprim e polimixina) frequentemente utilizados na
pratica clinica, imp8e uma restricdo severa nas opg¢des terapéuticas para pacientes com

tais infeccdes.

Com relacdo aos determinantes de viruléncia, foi detectada a presenca de multiplos e
variados genes fimbriais em Enterobacter spp., refletindo a capacidade das espécies
colonizarem uma ampla variedade de hospedeiros, sitios ou ambientes, além de
contribuir para a diversidade dessas espécies. Da mesma forma, foram detectados,
mdaltiplos sistemas de siderdforos nos isolados, podendo beneficiar a bactéria, uma vez
que podem funcionar em diferentes ambientes no hospedeiro. A deteccdo
principalmente do sideréforo enterobactina, da adesina fimbrial do tipo I, além do
sistema de secrecéo tipo 4 e do sistema de efluxo ABC reforca dados da literatura de
serem estes 0s tipos mais comuns dentre sideréforos, adesinas fimbriais, sistemas de
secrec¢do e sistemas de efluxo. Adicionalmente, a localizacdo cromossdmica, detectada
no presente estudo, desses fatores de viruléncia era esperada, uma vez que, fatores de

viruléncia sdo comumente associados a0 cromossomo.

Em relacdo as analises comparativas, merece destaque que mesmo os isolados de E.
aerogenes (Ea5A e Ea7A) e E. cloacae (Ec2A e Ec7A) sendo clones pela ERIC-PCR
e provenientes do mesmo setor hospitalar, apresentaram diferencas quantitativas e
qualitativas em relacdo aos genes alvo da pesquisa, mostrando que ndo séo idénticos

geneticamente.

Dentre os isolados de E. aerogenes, o isolado de colonizacdo (Ea5A) apresentou
copias extras de mecanismos de resisténcia a aminoglicosideos, sistema de efluxo
ABC, além de SST4. Codpias adicionais de genes podem resultar na expressao
aumentada desses genes no isolado. Adicionalmente, foi visto que o isolado Ea5A,
proveniente de colonizacdo, apresentou também genes de viruléncia potenciais para
estabelecer a infeccdo, além de elementos genéticos moveis capazes de transmitir

diversos genes para outras bactérias presentes na microbiota entérica do paciente, o
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que reforca a importancia da colonizagdo no contexto de IRAS.

Dentre os isolados de E. cloacae, foi visto que o isolado Ec7A, proveniente de
hemocultura, mostrou-se maior nimero de genes relacionados a resisténcia (beta-
lactamases e sistemas de efluxo) que o isolado Ec2A, proveniente de secrecdo ocular,
0 que pode dificultar o tratamento e consequentemente favorecer a evolugcdo para

estagios mais severos como sepse e choque séptico.

O vasto arsenal de genes de resisténcia e viruléncia albergados pelos isolados de E.
aerogenes e E. cloacae pode facilitar o estabelecimento da infeccdo e dificultar o

tratamento.
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Abstract

Enterobacter aerogenes and E. cloacae are the two species of this genus most involved in
healthcare-associated infections (HAI), that are ESBL and carbapenemase producers. This
study has characterized phenotypically and genotypically 51 isolates of E. aerogenes and E.
cloacae as originated from infection or colonization in patients admitted to a public hospital
in Recife, Pernambuco, Brazil, by antimicrobial susceptibility profile, analysis of f-lactamase
genes (blargm, blaspy, blactx-m, blakec, blayiv, blawe and blaspym), PCR and DNA
sequencing, plasmid profile and ERIC-PCR. In both species, the genes blatem, blacTx-m and
blakpc Were detected. The DNA sequencing confirmed the variants blargm.1, blactx-m-15 and
blakpc-2 in isolates. It was observed more than one genes conferring resistance in the isolates,

including the detection of the three previously cited genes in strains isolated from infection
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sites. The detection of blactx.v was more frequent in isolates from infection sites than from
colonization. The blakpc predominated in E. cloacae isolates obtained from infections,
however in E. aerogenes isolates it predominated in samples obtained from colonization.
Clonal relationship among all of E. aerogenes isolates was detected by ERIC-PCR. The
majority of E. cloacae isolates presented the same ERIC-PCR pattern. Despite the clonal
relation that the isolates presented by ERIC-PCR, it was observed different plasmid and
resistence profiles, and several resistance genes. The clonal dissemination and the resistance
determinants to beta-lactamics antimicrobials accumulation presented by the isolates
demonstrated the ability that E. aerogenes and E. cloacae, obtained from colonization and

infection, to acquire and maintain different resistance genes.

Keywords: Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, beta-lactamases, ERIC-PCR,

plasmid

Introduction

Enterobacter spp. are gram-negative bacilli belonging to the family
Enterobacteriaceae, it can be found in soil, water, vegetables, and the intestinal flora of
animals, including man. Among the members of the genus Enterobacter, the species most
frequently associated with human illness are E. aerogenes and E.cloacae (GONCALVES et
al., 2000). These two species are emerging as important pathogens causing a wide spectrum
of healthcare associated infections (HAI), involving the urinary tract, lower respiratory tract,
skin, soft tissues, wounds and central nervous system (Lee et al., 2010; Davin-Regli; Pages,
2015). Most Enterobacter strains related to HAI are extended spectrum beta-lactamases
producers (ESBLS) therefore the treatment of such infections is very challenging because the
ESBLs are able to hydrolyze penicillins, all generations of cephalosporins and monobactams,
which minimizes the therapeutic options (Lago et al., 2010; Tuon et al., 2015). The main type
of ESBLs found in Enterobacteriaceae are SHV, TEM, CTX-M and GES.

Carbapenems are the most widely used antimicrobial agents to treat infections caused
by ESBLs producing strains (Nogueira et al., 2015). Recently, the emergence of
carbapenemases-producing Enterobacteriaceae has been a challenge in antimicrobial therapy
since it confers resistance to carbapenems (Tuon et al., 2015). The main types of
carbapenemases detected in Enterobacteriaceae are KPC, VIM, IMP, SPM and GES.

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) enzymes in Enterobacteriaceae have
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become endemic worldwide. Since 2010, it has been observed a large dissemination of the
blakpc gene in various hospitals in different Brazilian States and cities (Cabral et al., 2012;
Pereira et al.,, 2013; De Cassia Andrade Melo et al., 2014; Cabral et al., 2015). The
emergence of KPC difficults the treatment of infections, since this enzyme confers high levels
of resistance to all beta-lactams and different levels of resistance to carbapenems (Tuon et al.,
2015). Yet there are few studies on ESBL and carbapenemases-producing strains in Brazil.

The presence of resistance genes on mobile genetic elements such as transposons,
plasmids and integrons facilitates the dissemination of resistance determinants in hospital
environments. Several plasmids of different sizes were associated with positive blaxpc from
clinical isolates worldwide (Andrade et al., 2011; Pereira et al., 2013; Ribeiro et al., 2013),
highlighting the successful dissemination of this resistance gene. The majority of the studies
suggest that ESBLs-producing strains are polyclonal and that ESBLs are spread by plasmid
transfer, however during outbreaks, clonal spread may occur (Minarini et al., 2008; Chagas et
al., 2011; Tollentino et al., 2011; Chang et al., 2013; Nogueira et al., 2015).

Considering the importance of Enterobacter causing HAI, the aims of this study were
to investigate the frequency of the main genes of ESBLs and carbapenemases in E. aerogenes
and E. cloacae isolates obtained from colonization and infection in patients of a public
hospital in Recife PE, Brazil, between 2011-2013, and perform molecular typing by ERIC-
PCR and plasmid profile, and phenotypic typing through the antimicrobial resistance profile.

Materials and methods

Bacterial isolates

Thirty-four E. aerogenes isolates and 17 E. cloacae isolates from infection or colonization
sites in different patients were obtained from spontaneous demand of the laboratory of a
public hospital in Recife, Pernambuco, Brazil, between 2011 and 2012. In 2013, new isolates
were obtained at the same hospital to check the clonal isolates profiles. The isolates were
maintained frozen stock at -20°C with 15% glycerol.

Antimicrobial susceptibility testing

The minimum inhibitory concentration (MIC) for antibiotics: amikacin (AMI), amoxicillin-
clavulanic acid (AMC), ampicillin (AMP), cefazolin (CFZ), cefepime (CFP), cefotaxime
(CFT), cefoxitin (CFX), ceftriaxone (CEFT), ciprofloxacin (CIP), ertapenem (ERT),
gentamicin (GEN), imipenem (IMI), levofloxacin (LEV), meropenem (MER), piperacillin-
tazobactam (PIPT), tobramycin (TOB), trimethoprim-sulfamethoxazole (TRIS) was
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determined by automated equipment BD Phoenix™ (Franklin Lakes, NJ, USA).

DNA extraction, PCR and sequencing of resistance genes

Genomic DNA was extracted directly from a colony suspension in 200 pL of distilled water.
The suspension was heated at 100°C for 10 minutes, centrifuged (5 min/ 15,000 rpm) and 100
pL of the supernatant containing the DNA was recovered and stored at -20°C. The DNA was
quantified by Nano Drop device. PCR was performed to detect the resistance genes blaspy,
blatem, blacTx-m, blakpc, blaces, blaviv, blame, and blaspy, using primers and the conditions
according to Table 1. The PCR products were analysed by 1% agarose gel electrophoresis.
Representative Amplicons tested positive for the resistance genes, previously identified by
PCR, were subjected to DNA sequencing by the method of Sanger et al. (1977). Sequence
data were analyzed using Chromas software (http://technelysium.com.au/?page_id=13) and to
translate the nucleotide sequences of genes to amino acid sequences was used the software
(http://web.expasy.org/translate/). The sequences were deposited in GenBank under accession
numbers: KU680809, KU680810, KU680811, KU680812, KU680813, and KF561135.1.

Molecular typing techniques: plasmid profile and ERIC-PCR
Plasmid DNA was extracted using the UltraClean Endotoxin-Free Mini Plasmid Prep (Mo
Bio Lab, USA). The ERIC-PCR was performed according to Duan et al. (2009) (Table 1).
Plasmids extracted from the isolates and the ERIC-PCR products were analyzed by 0.7% and
1.5% agarose gel electrophoresis, respectively. The pattern of bands was analyzed according
to Tenover et al. (1995) and Darwin 5.0 software was used to generate a dendrogram. Isolates
collected in 2013 underwent ERIC-PCR in order to verify the clonal relationship after one-
year interval between the collections. Also, it was searched the resistance genes blakKPC and
blaCTX-M in these new isolates.
Results
Antimicrobial resistance profile

The antimicrobial resistance profile of E. aerogenes and E. cloacae isolates are shown
in Tables 2 and 3. E. aerogenes isolates were grouped in different resistance profiles.

R1 (resistant to all antibiotics), 1a (differs from R1 by the intermediate resistance to
AMI), 1b (differs from the profile R1 by the sensitivity to AMI), 1c (differs from the profile
R1 by the sensitivity to TRIS), R2 [resistant to all antimicrobials except AMI (intermediate)
and TRIS (sensitive)] 2a (differs from profile R2 by sensitivity to CFP), 2b (resistant to all but
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the AMI, TRIS and CFP), R3 (resistant to all except AMI and carbapenems: IMP, MER and
ERT), R4 (resistant to all but the GEN (sensitive) and TOB (intermediate) and 4a (differs
from profile R4 by intermediate resistance to AMI). Regarding to the E. cloacae, the isolates
were grouped into profiles R4a, R5 [resistant to all antibiotics except AMI (sensitive),
carbapenems (sensitive), LEV (sensitive) and PIPT (intermediate)], 5a (differs from profile
R5 by resistance to PIPT), 5b (differs from R5 by intermediate resistance to CFP), 5¢ (differs
from profile R5 by intermediate resistance to CIP) and R6 (differs from profile R5 by
resistance to PIPT and LEV).

Considering E. aerogenes isolates, the antimicrobials that had better activity were:
AMI, TRIS, GEN and TOB. Regarding the isolates of E. cloacae, AMI and carbapenems
showed better activity.

Among E. aerogenes isolates, only Eal4A and Eal7A were sensitive to CFP and
Ea21A and Ea25A were sensitive to the three carbapenems evaluated. The remaining thirty
isolates were resistant to all tested beta-lactams, except in cases of disparity between
resistance rates to carbapenem presented by isolates Eal4A, Ea24A, Ea26A, Ea29A, Ea32A

and Ea34A. Ertapenem was the most sensitive substrate for carbapenem resistance detection.

ERIC-PCR profile

The E. aerogenes isolates from all hospital sectors presented the same profile by
ERIC-PCR, named E1, thus confirming clonal relation (Figure 1, Table 2). Among the E.
cloacae isolates, all from the neonatal intensive care unit presented the E2 profile (Figure 2,
Table 3), only ECc9A strain (sector: Coronary Unit, UCO1) showed a distinct profile (E3),
though the clone E2 was also detected later on that unit. Through the new analysis of the
isolates at the following year, it was found the persistence of the E. aerogenes clone (E1) and

profile E2a related to the E. cloacae clone (E2) in the hospital.
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Figure 1. Electrophoresis on agarose gel at 1.5% of the ERIC-PCR product of representative isolates of
Enterobacter aerogenes. Column 1: Molecular weight marker 100pb, columns 2-14: E. aerogenes isolates,

column 15: negative control.

ria
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Figure 2. Electrophoresis on agarose gel at 1.5% of the ERIC-PCR product of representative isolates of
Enterobacter cloacae. Column 1: Molecular weight marker 100pb, columns 2-11: E. cloacae isolates, column

12: negative control.

Plasmid profile

After verification of the clones by ERIC-PCR and the resistance profile, it was was
determined the plasmid profile of a representative from each clonal group. E. aerogenes
strains presented the profiles: P1, Pla, P2 and P3 (Table 2). In relation to E. cloacae isolates,
the following profiles were detected: P4, P4a and P5As (Table 3). Enterobacter aerogenes
presented 4 to 10 plasmids of <12kb to >150kb and E. cloacae showed 1 to 4 plasmids of
12kb to 90kb (Figure 3).
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Figure 3. Electrophoresis on agarose gel at 0.7% of the representative plasmid extraction product from E.
aerogenes (a) and E. cloacae (c). Column 1, 3-6, 8 and 9, P1 (plasmids with molecular weights of >150pb, 150
bp, 130pb, 100pb, 85pb, 80pb, 65pb and 40pb); Column 2: Pla (>150pb, 150 bp, 130pb, 100pb, 85pb, 80pb,
65pb, 40pb and 15pb); Column 7: P3 (150 bp, 100pb and >12pb); Column 10 and 12: P4 (90PB, 40pb and 15pb)
and Column 11: P4a (90PB, 40pb, 20pb and 15pb).

Resistance genes

The genes blarem, blactx-v and blakpc were detected in 17 (50%), 4 (12%) and 30
(88%) E. aerogenes isolates, respectively. Considering only E. cloacae isolates, blatgm,
blactx-m and blakpc Were detected in 16 (94%), 17 (100%) and 3 (18%) isolates, respectively.
The genes blaspy, blages, blaviv, blajve and blaspm were not detected in both species (Tables
4 and 5). The variants blargm-1, blactx-m-15 and blakpc» were confirmed in both species by
sequencing the PCR product of the genes from representative isolates.

Among E. aerogenes isolates, simultaneous positivity of: (a) blactx-v and blakpc, (b)
blatem and blactx-m, (€) blatem and blaxpc were detected at 1, 2, 15 isolates, respectively. It is
worth mentioning the accumulation of the three resistance determinants in the strain Ea26A,
obtained from infection (positive for the genes blargm, blactx-m and blakec). Regarding to the
E. cloacae isolates, co-positivity to (a) blatem and blakec, (b) blactx-m and blakec (€) blatem
and blactx.v were detected in the isolates 3, 3 and 16, respectively, highlighting that the
isolates from infection sites EC2A, EC3A and Ec17A were positive for all the following

genes: blargm, blactx-m and blakpc.

Comparative analysis according to the source of isolation: colonization or infection
Of the 34 E. aerogenes isolates, 18 were from colonization and 16 were obtained from
infection (Table 4). Among the E. cloacae isolates, three were from colonization and 14 were

isolated from infection (Table 5).
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Taking into consideration isolates from infection and colonization, the ESBLs (blacTx-
m) were distributed as follows: of the four E. aerogenes isolates positive for blacrx-m, three
correspond to isolates obtained from infection sites (Ea21A, and Ea25A Ea26A) and of the 17
E. cloacae isolates positive to blactx-.m, 14 corresponds to isolates from infection sites. Since
the distribution of blakpc occurred in isolates from infection and colonization, of the 30 E.
aerogenes isolates positive to blakpc, 16 correspond to individual colonization, and all E.

cloacae isolates positive for blakpc were obtained from infection.

Discussion

The prevalence of infections by Enterobacter sp. in clinical institutes has increased
due to the introduction of extended-spectrum cephalosporins and carbapenems into antibiotic
therapy (Anastay et al., 2013; Davin-Regli; Pages, 2015). Isolates of E. aerogenes evaluated
in this study were resistant to all beta-lactams tested, with rare exceptions. Since the last
decade, E. cloacae has been repeatedly reported as causative pathogen of HAI in neonatal
units and have been linked to several outbreaks of infection (Pestourie et al, 2014; Davin-
Regli; Pages, 2015). The majority of E. cloacae isolates analyzed in this study were sensitive
to carbapenems, and only Ec17A was resistant.

In addition to the carbapenems resistance, the strains evaluated in this study also
showed resistance to aminoglycosides, fluoroquinolones and folate inhibitors. Amikacin
showed the best antimicrobial activity against both species analyzed. According to the
literature, aminoglycosides, polymyxin B and tigecycline have also been reported as effective
for treating infections caused by MDR Enterobacter spp. in Brazil (Jaskulski et al., 2013;
Ribeiro et al., 2013; Quiles et al., 2015; Tavares et al., 2015). On the other hand, recently in
Brazil, isolates of E. aerogenes and E. cloacae have been reported as resistant to polymyxin B
and tigecycline (Tavares et al., 2015). Resistance to other classes of antimicrobials may be
due to the simultaneous transfer of resistance genes via plasmids, integrons and transposon
(Seki et al., 2011; 2013).

The ESBL rate in E. aerogenes detected was 12%, which corresponds to the blactx-m
positivity, since blatem-; is a standard beta-lactamase, an non-ESBL (Lago et al., 2010). All E.
cloacae isolates were positive for ESBL. In other studies conducted in Brazil, Nogueira et al.
(2014) found 20% ESBLs positive in Enterobacter spp., detecting the genes blacrtx-m-2,
blactx-m-59, blacTx-m-15, blaspv-12 and blapegr-2 in a lower rate when compared to the overall

ESBL rate for Enterobacter spp. found in this study (41%). Regarding the blaxpc, Tavares et
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al. (2015) found this gene presented in 31.4% of E. aerogenes and 17% of E. cloacae isolates.
The blakpc rates in this study were 18% for E. cloacae and 88% for E. aerogenes, showing
the spread of these genes in the analyzed hospital, which is explained by the clonal isolates
spread.

Considering the source of isolation, infection or colonization, there was a
predominance of blactx-m in isolates from infections sites. Moreover, the prevalence of blakpc
was according to the species: E. cloacae (infection) and E. aerogenes (colonization). In
accordance with the CDC (http://www.cdc.gov/hai/pdfs/labSettings/ Klebsiella_or_Ecoli.pdf),
patients colonized with Enterobacteria strains resistant to carbapenems are sources of
transmission in healthcare environments (Calfee; Jenkins, 2008). Identify and isolate patients
colonized with these strains may be an important step to prevent transmission (Siegel et al.,
2006).

In the present study, 41% of the Enterobacter spp. isolates were obtained from
colonization and of these, 76% were positive for blakpc, reinforcing the need for surveillance
cultures. According to Schechner et al. (2013), to be exclusively based on clinical cultures do
not detect the majority of patients with carbapenem resistance, therefore the active
surveillance of high-risk patients is strongly recommended. Surveillance cultures has been the
subject of studies by several authors, in order to verify preventive measures to avoid that
colonization episodes evolve to infection (Schechner et al., 2013; Oren et al., 2013; Hayden et
al., 2015).

There was no detection of blasyy gene in this work, supporting its low-frequency in
Enterobacter spp. in Brazil (Jaskulski et al., 2013; Nogueira et al., 2014; Tavares et al.,
2015). There was also no detection of blages, blayim, blaye and blaspm, corroborating to a
previous study performed in Brazil (Ribeiro et al., 2013).

Concomitant genes beta-lactamases were detected in isolates used in this study,
highlighting the simultaneous detection of blargm, blactx-m and blakpc in isolates acquired
from infections.

In Brazil, the resistance determinants accumulation in enterobacteria has been cited by
others authors. Jaskulsky et al. (2013) also identified simultaneous positivity for blargm,
blactx-.v and blakec in E. cloacae isolates, however, they did not detect blacrx.v in E.
aerogenes. Tavares et al. (2015) investigated the association of ESBLs and KPC in isolates of
E. aerogenes and E. cloacae. These associations are very common, since various beta-

lactamase may be encoded on the same plasmid (Carattoli, 2009; Nogueira et al., 2015).
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ESBLs genes have been detected in different plasmids (Hammami et al., 2012; Davin-Regli;
Pages, 2015), similarly, various plasmids of different size were associated with producing
KPC isolates worldwide (Andrade et al., 2011; Pereira et al., 2013; Ribeiro et al., 2013;
Tavares et al., 2015). The isolates analyzed in this study had different plasmids that can
harbor different resistance genes.

The in vitro sensitivity to CPF presented by isolates Eal4A and Eal7A is a false
sensitivity, since the isolates are positive for blakpc, which degrades all beta-lactams. The
isolate Ea9A was resistant to carbapenems but negative for carbapenemases genes screened,
and most likely present other resistance mechanisms, such as the association between CTX-M
production and porins loss, which are also responsible for the reduced susceptibility to
carbapenems, as previously reported (Yang et al., 2009; Seki et al., 2013).

Among the E. cloacae isolates, we highlight the false in vitro susceptibility to
carbapenems by EC2A and EC3A, since they were positive for blakpc gene. The
carbapenemases genes acquisition is not always associated with high levels of resistance to
carbapenems (Poirel et al., 2007). This varied susceptibility can be explained by other factors
such as: (i) co-presence of other resistance mechanisms (Livermore, 2002), (ii) genetic
deletion that leads to a silent gene or (111) gene dosage is dependent on the number of plasmid
copies (Peleg et al., 2005).

DNA sequencing has confirmed the variants: blatem.1, blactx-m-15 and blakpc2. The
blatem-1 gene encodes a classic beta-lactamase that inactivates penicillin and some
cephalosporins, being inactive against oximino-cephalosporins such as ceftazidime (Bush;
Jacoby, 2010). Extensive sequencing of genes in Enterobacteriaceae during the last 15 years
has revealed that there are currently seven subtypes of blargm (blatem-1a t0 blarem-16). These
are defined by modifications at the nucleotides 32, 141, 162 or 175, which can produce one of
three different promoters (Pr3, Pr4 and Pr5) and a variety of silent mutations in the coding
region of the gene (Tristram et al., 2005). Variants from TEM-3 that corresponds to ESBLS
are not common in Brazil. Nogueira et al. (2015) identified the 1S-136 in two E. cloacae
strains. Previous to this report, TEM-116 had only been detected in Brazil in enterobacteria
(Dropa et al., 2010).

CTX-M was first identified in South America and is the prevalent ESBL in Brazil, as
well as in other regions of the world (Nogueira et al., 2015). CTX-M-2 is the most common
subtype in Brazil and is found in several species of Enterobacteriaceae (Lopes et al., 2010;
Canton et al., 2012; Gales et al., 2012). However, recent studies have reported an increase in
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the number of isolates producing CTX-M-15 (variant belonging to group 1 CTX-M)
(Nogueira et al., 2015). CTX-M-15 in E. cloacae has been described since 2004 (Paterson;
Bonomo, 2005). Similar to this study, blacrx-m-15 has been detected in Enterobacter species in
Brazil by other authors (Seki et al. 2013; Nogueira et al. 2015). In this study, we highlight the
predominance of blacrx-m in isolates from infections.

Carbapenemases KPC-type have been the main resistance determinant in
Enterobacteriaceae, and blakpc-2 is the most frequently detected variant (Tzouvelekis et al.,
2012; Tavares et al., 2015). After the first report of KPC in Brazil in 2006 (Monteiro et al.,
2009), its incidence has increased significantly in this country. In Brazil, KPC enzymes in E.
cloacae isolates have been detected in the South, Southeast, Midwest and Northeast (Zavascki
et al., 2009; Andrade et al., 2011; Jaskulski et al., 2013; Ribeiro et al., 2013; Tavares et al.,
2015). In E. aerogenes isolates, blakpc2 was detected in the South, Midwest and Northeast
(Zavascki et al., 2009; Andrade et al., 2011; Jaskulski et al., 2013; Ribeiro et al., 2013;
Tavares et al., 2015). In this study, we highlight the prevalence of blakpc in E. aerogenes
isolates obtained from colonization.

A clonal outbreak in different hospital Departments was found by ERIC-PCR. Isolates
with clonal relation but with different plasmid and resistance profiles and presenting several
resistance genes have been cited in the literature (Cabral et al., 2012; Ramos et al., 2014). In
this study, we also detected the same plasmid profile with different resistance profiles, this
may occur because a single plasmid may carry multiple genes or may not have resistance
genes (Carattoli, 2009). It was as well detected the same resistance profile with different
plasmid profiles, which it could be due to the resistance genes spread associated with genetic
mobile elements (Ochman et al., 2000).

In this study, isolates of E. aerogenes and E. cloacae showed monoclonal spread.
According to the literature, polyclonal infections have been reported mainly due to E. cloacae
(Canton et al., 2002; Seki et al., 2013; Nogueira et al., 2014; 2015; Davin-Regli; Pages, 2015;
Stoesser et al., 2015; Tavares et al., 2015; Quiles et al., 2015). Furthermore, studies have
demostrated that infections due to E. aerogenes presented monoclonal spread (Bossi et al.,
1999; Nogueira et al., 2014; 2015; Davin-Regli; Pages, 2015; Tuon et al., 2015). As well as
detected in this study, other authors also have shown the same profile with different clonal
plasmid profiles and resistance genes (Ribeiro et al., 2013; Nogueira et al., 2014; Ramos et
al., 2015).

Infections caused by clones of E. aerogenes and E. cloacae have been associated with
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surgical devices colonization, cleaning solutions, refillable soap dispenser and sinks (Davin-
Regli; Pages, 2015; Stoesser et al., 2015). The potential sources of micro-organisms includes
cases where the soap was appointed as a source of transmission, becoming unfeasible hand-
washing as a procedure of infection control practice (Stoesser et al., 2015). In the present
study is alarming the persistence of clones of E. aerogenes positives for blakpc, as well as E.
cloacae positive for blactx-m in the following year in the same hospital. These results should
alert medical authorities to institute rigorous methods of detection and thus reducing the
spread of MDR isolates in the hospital.

We conclude that the clonal spread and accumulation of resistance determinants
displayed by isolates demonstrate the ability of E. aerogenes and E. cloacae, from
colonization and infection, to acquire and maintain different resistance genes. This is alarming
because the antimicrobial options available to treat these infections are increasingly reduced.
It is extremely important to control the use of antimicrobials and also to perform phenotypic
and genotypic identification of early genetic resistance mechanisms in isolates not only from
infections sites but also from colonization, in order to prevent the spread of these MDR

isolates, which may present different resistance genes.
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(a)Temp: annealing temperature. All primer names were described according the respective

references F (and For, 1, U, a): sequence forward; R (and Rev, 2, L, b): sequence reverse.
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Table 2. Characterization of Enterobacter aerogenes isolates regarding to antimicrobial

resistance profile, plasmid profile and ERIC-PCR profile

Isolate Hospital sector Antimicrobial resistance profile PR PP PE

EalA uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1b P1 El
MER, PIPT, TOB, TRIS

Ea2A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, R1 P1 El
PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS

Ea3A uco2 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, LEV, R4 Pla El
MER, PIPT, TIG (sens), TOB (int), TRIS

EadA Cardio AMI, AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT*, GEN R4 Pla El
(sens), IMI, LEV, MER, PIPT, TOB (int), TRIS

EaS5A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, Rla P1 El
PIPT, TOB, TRIS

Ea6A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, Rla P1 El
PIPT, TOB, TRIS

Ea7A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1b P1 El
MER, PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS

Ea8A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1b P1 El
MER, PIPT, TOB, TRIS

Ea9A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1b P1 El
MER, PIPT, TOB, TRIS

Eal0A Cardio NAL, AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, R4a P1 El
LEV, MER, NIT (int), NOR, PIPT, TIG (sens),TOB (int), TRIS

EallA Clin Med. AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, Rla P1 El
NIT (sens), PIPT, POLI (sens), TOB, TRIS

Eal2A uTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, Rla P1 El
PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS

Eal3A uco AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, LEV,  Rd4a P1 El
MER, PIPT, TOB (int), TRIS

Eal4A uco AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP (sens), CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI (int), R2b p2 El
LEV, MER (int), PIPT, TOB, TRIS (sens)

Eal5A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1b P1 El
MER, PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS

Eal6A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, Ric P1 El
PIPT, TOB, TRIS (sens)

Eal7A uco1 AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP (sens), CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI|, LEV, R2a P1 El
MER, PIPT, TOB, TRIS (sens)

Eal8A uTI AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, R1 P1 El
PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS

Eal9A uUTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, LEV,  R4a P1 El
MER, PIPT, TIG (sens), TOB (int), TRIS

Ea20A uco1 AMI, AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT*, GEN, Ric P1 El
IMI, LEV, MER, PIPT, TOB, TRIS (sens)

Ea21A Clin Med AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, R3 P3 El
IMI(sens), LEV, MER(sens), NIT (sens), NOR, PIPT, TOB, TRIS

Ea22A uco1 AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, R1b P1 El
MER, PIPT, TOB, TRIS

Ea23A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN (sens), IMI, LEV, R4 Pla El
MER, PIPT, TOB (int), TRIS

Ea24A uTI AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI(int), LEV, R1b P1 El
MER(int), PIPT, TOB, TRIS

Ea25A Clin Med NAL, AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT(sens), GEN, R3 P3 El
IMI(sens), LEV, MER(sens), NIT (sens), NOR, PIPT, TOB, TRIS

Ea26A Cardio NAL, AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI(sens),  R1la P1 El
LEV, MER(int), NIT (int), NOR, PIPT, TOB, TRIS

Ea27A uco1 AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, Ric P1 El
PIPT, TIG(sens), TOB, TRIS(sens)

Ea28A UTI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI, LEV, R4a P1 El
MER, PIPT, TIG(sens),TOB (int), TRIS

Ea29A uco1 AMI, AMC*,AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT¥*, R4 Pla El
GEN(sens), IMI(int), LEV, MER, PIPT, TOB(int), TRIS

Ea30A uTI AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI, LEV, R4 Pla El
MER, PIPT, TIG(sens),TOB (int), TRIS

Ea3lA Cardio AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN, IMI, LEV, MER, R2 P1 El
PIPT, TOB, TRIS(sens)

Ea32A uco1 AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI(int), R4a P1 El
LEV, MER, PIPT,TIG(sens), TOB(int), TRIS

Ea33A uTI AMI, AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI, LEV, R4 Pla El
MER, PIPT, TIG(sens), TOB(int), TRIS

Ea34A uTlI AMI (int), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT, GEN(sens), IMI(sens), R4a P1 El

LEV, MER, PIPT, TIG(sens), TOB(int), TRIS
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Ea, Enterobacter aerogenes; PR, antimicrobial resistance profile; PP, plasmid profile; PE, ERIC-PCR profile;
UT], intensive care unit; UCO, Coronary Unit; Cardio, cardiology; Clin. Med, medical clinic; AMI, amikacin;
AMC, amoxicillin-clavulanic acid; AMP, ampicillin; CFZ, cefazolin; CFP, cefepime; CFT, cefotaxime ; CFX,
cefoxitin; CEFT, ceftriaxone; CIP, ciprofloxacin; ERT, ertapenem ; GEN, gentamicin; IMI, imipenem; LEV,
levofloxacin; MER, meropenem ; PIPT, piperacillin-tazobactam; TOB, tobramycin; TRIS, trimethoprim-

sulfamethoxazole; sens, sensitivity; int, intermediate.

Table 3. Characterization of Enterobacter cloacae isolates regarding to antimicrobial

resistance profile, plasmid profile and ERIC-PCR profile

Isolate Hospital sector Antimicrobial resistance profile PR PP PE

EclA UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens),TOB, TRIS

Ec2A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB, TRIS

Ec3A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB, TRIS

Ec4A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB, TRIS

EC5A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP(int), CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, R5b  P4a E2
IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TOB, TRIS

EC6A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TOB, TRIS

Ec7A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5a P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT , TOB, TRIS

Ec8A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI| R6 P4 E2
(sens), LEV, MER(sens), PIPT , TIG(sens), TOB, TRIS

ECc9A UCoO1 AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5a P5 E3
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT , TOB, TRIS

Ec10A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5a P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT , TOB, TRIS

Ecl1A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens),TOB, TRIS

Ec12A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5 P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT (int), TIG (sens), TOB, TRIS

Ec13A UTI NEO AMI (sens), AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT*, R5a P4 E2
GEN, IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT, TIG (sens), TOB, TRIS

Ecl4A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5a P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS

Ec15A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP, ERT (sens), GEN, IMI R5a P4 E2
(sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT, TIG (sens),TOB, TRIS

Ec16A UTI NEO AMI (sens), AMC, AMP, CFZ, CFP, CFT, CFX, CEFT, CIP(int), ERT (sens), GEN, R5c P4 E2
IMI (sens), LEV(sens), MER(sens), PIPT(int), TIG (sens),TOB, TRIS

Ecl7A Uco1 AMI (int), AMC*, AMP, AMPS, CFZ, CFP, CFT*, CFX, CEFT, CEFU, CIP, ERT¥, Rla P1 E2

GEN, IMI, LEV, MER, PIPT, TIG(sens), TOB, TRIS

Ec: Enterobacter cloacae; PR, antimicrobial resistance profile; PP, plasmid profile; PE, ERIC-PCR profile; UTI,
intensive care unit; UCO, Coronary Unit; Cardio, cardiology; Clin. Med, medical clinic; AMI, amikacin; AMC,
amoxicillin-clavulanic acid; AMP, ampicillin; CFZ, cefazolin; CFP, cefepime; CFT, cefotaxime ; CFX,
cefoxitin; CEFT, ceftriaxone; CIP, ciprofloxacin; ERT, ertapenem ; GEN, gentamicin; IMI, imipenem; LEV,
levofloxacin; MER, meropenem ; PIPT, piperacillin-tazobactam; TOB, tobramycin; TRIS, trimethoprim-

sulfamethoxazole; sens, sensitivity; int, intermediate.
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Table 4. Characterization of Enterobacter aerogenes strains as the source of primary isolation
(colonization or infection) and beta-lactamase genes

ISOLATE SOURCE OF PRIMARY bla bla bla bla bla bla bla bla
ISOLATION SHY TEM CTX-M___VIM IMP SPM GES KPC

EalA NASAL SWAB - + - - - - R +
Ea2A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Ea3A RECTAL SWAB - - - - - - - +
EadA RECTAL SWAB - - - - - - - +
EaSA RECTAL SWAB - + - - - - - +
Ea6A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Ea7A BLOOD - - - - - - - +
Ea8A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Ea9A RECTAL SWAB - + - - - - - -
EalOA URINE - - - - - - - +
EallA URINE - + - - - - - +
Eal2A CATHETER - + - - - - - +
Eal3A RECTAL SWAB - - - - - - - +
Eal4A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Eal5A TRACHEAL SECRETION - + - - - - - +
Eal6A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Eal7A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Eal8A BLOOD - - - - - - +
Eal9A TRACHEAL SECRETION - - - - - - - +
Ea20A SWAB RETAL - - - - - - - +
Ea21A URINE - - + - - - - -
Ea22A RECTAL SWAB - + + - - - - -
Ea23A RECTAL SWAB - - - - - - - +
Ea24A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Ea25A URINE - - + - - - - -
Ea26A URINE - + + - - - - +
Ea27A BLOOD - + - - - - - +
Ea28A BLOOD - - - - - - - +
Ea29A RECTAL SWAB - - - - - - - +
Ea30A ASCITIC FLUID - - - - - - - +
Ea31A RECTAL SWAB - + - - - - - +
Ea32A BLOOD - - - - - - - +
Ea33A BLOOD - - - - - - - +
Ea34A BLOOD - - - - - - - +

Ea, Enterobacter aerogenes; +, presence of the gene; -, ausence of the gene
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Table 5. Characterization of Enterobacter cloacae strains as the source of primary isolation

(colonization or infection) and beta-lactamase genes

Ec,
ISOLATE SOURCE OF PRIMARY bla bla bla bla bla bla bla bla
ISOLATION
SHV TEM CTX-M VIM IMP SPM GES KPC
EclA OCULAR SECRETION - - + . - - - -
Ec2A OCULAR SECRETION + + +
Ec3A OCULAR SECRETION + + +
Ec4A OCULAR SECRETION + + -
Ec5A BLOOD + + -
Ec6A RECTAL SWAB + + -
Ec7A BLOOD + + -
Ec8A BLOOD + + -
Ec9A RECTAL SWAB + + -
Ec10A RECTAL SWAB + + -
Ecl1A CEREBROSPINAL FLUID + + -
Ec12A BLOOD + + -
Ec13A BLOOD + + -
Ecl4A BLOOD + + -
Ec15A BLOOD + + -
Ec16A BLOOD + + -
Ec17A BLOOD + + +

Enterobacter cloacae; +, presence of the gene; -, auséncia do gene
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Abstract

Enterobacter aerogenes is an important nosocomial pathogen and can present various
virulence and antimicrobial resistance genes. In the present study, the first genomic
sequencing of two E. aerogenes isolates positive for blakpc, was performed. These came
from colonization (Ea5A) and infection (Ea7A) among patients in the intensive care unit
(ICU) of a single hospital. The objective was to detect antimicrobial resistance genes,
virulence genes, drug efflux systems and secretion systems. Additionally, a comparative
analysis was performed on two strains of E. aerogenes that had previously been sequenced.
Among the beta-lactamase genes, blargm1 and blakpc2 stood out, along with genes for
resistance to other classes of antimicrobials [acc(3)-11I, rmt, ant(9), tmrB, cat, sulll, dhfr,
macA, macB and fosA], including polymyxin (pmr and arn). A wide repertoire of genes

relating to enterobactin, yersiniabactin, type | and type IV fimbrial adhesins and genes
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relating to the capsule and biofilm were detected in the isolates. Five types of efflux systems
(RND, ABC, MFS, DMT and MATE) and three types of secretion systems (SST1, SST4 and
SST6) were also detected. Comparative analysis on the two bacterial isolates of this study
showed that they shared between 90 and 92% of the genome. Both samples were similar to E.
aerogenes, a human pathogen from France: EA1509 E [78.6% (Ea5A) and 84.7% (Ea7A)]. It
could be concluded that, regardless of the source of isolation, colonization or infection, the
isolates EaSA and Ea7A presented high chromosome and plasmid similarity, both regarding
the entire gene arsenal harbored by the strains and regarding the specific characteristics of the
study. On the other hand, although they are clones according to ERIC-PCR, from the same
hospital sector, they presented subtle differences in the total quantity of genes, resistance
genes, efflux systems and secretion systems, as well as exclusive characteristics for each
isolate. It is also important to highlight that one isolate of E. aerogenes that had colonized an
ICU patient presented potential virulence genes for establishing the infection, along with
mobile genetic elements capable of transmitting various genes to other bacteria present in the
patient’s enteric microbiota. This raises awareness of the risk of colonization by this bacterial

species.

Keywords: Enterobacter aerogenes, Genomic sequencing, resistance, virulence, beta-

lactamases

Introduction

Over the course of the past decade, Enterobacter aerogenes has become an important
multidrug-resistant pathogen (MRP). It is responsible for healthcare associated infections
(HAI) that include respiratory and urinary tract infections, septicemia and meningitis (Lee et
al., 2010; Diene et al., 2012; Davin-Regli, 2015). For infections caused by extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL)-producing E. aerogenes, use of carbapenems is recommended,
although increased use of this antibiotic has led to development of resistance, especially with
regard to the enzyme Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (Tuon et al., 2015).
Schechner et al. (2013) highlighted the importance of surveillance cultures in relation to
reduction of the dissemination of these microorganisms in hospital environments. The
importance of colonized patients lies mainly in their potential as sources of transmission
within healthcare environments (Calfee; Jenkins, 2008). Thereby, active microbiological
surveillance as well as molecular epidemiology are importants to the infection control (Juhasz
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etal., 2012).

Virulence factors are important in relation to colonization and establishment of
infection. For colonization to be successful and protected against the host’s defense systems,
presence of a capsule and factors relating to formation of a biofilm are important (Taghavi et
al., 2015). Fixation of enterobacteria in host cells is measured through various types of
fimbriae. Enterobacter spp. is known to produce fimbriae of types 1 and 3 (Liu et al., 2013).
Another virulence factor that acts towards successful infection is the presence of siderophores.
These contribute to the ability of the microorganism to survive in the host’s tissue, since they
enable acquisition of iron, usually as a complex with carrier molecules (hemoglobin,
lactoferrin and transferrin), given that the availability of free iron in the human body is low
(Bullen et al., 2005).

While the external membrane provides a natural barrier and acts together with
multidrug pumps to protect gram-negative cells from hazardous agents (detergents,
disinfectants, stains, antibiotics and toxins), it also represents a challenge regarding nutrient
absorption and byproduct excretion. For such purposes, the external membrane has various
pathways for selective transportation of molecules into and out of the cell: efflux systems
(relating to resistance) and secretion systems (relating to virulence) (Sandkvist, 2001).

Horizontal acquisition of genes through mobile elements such as plasmids, transposon,
integron and phages can result in various different genomic repertoires  (the mobilome),
which produce alternative or atypical phenotypes that are better adapted to their environment.
E. aerogenes presents translation mechanisms that have developed with high capacity to
translate exogenous sequences, as well as having greater propensity to acquire these
sequences from various ecological sources and disseminate them, thereby enabling high levels
of mosaicism and, consequently, creation of new genomic repertoires. This explains the
plasticity presented by this bacterial species (Diene et al., 2013).

The advent of the post-genomic era has allowed better comprehension regarding
bacterial species. E. aerogenes has been genomically sequenced in a few studies. Shin et al.
(2012) were responsible for the first genomic sequencing of a strain of E. aerogenes (KCTC
2190). Likewise, Eevers et al. (2015) addressed the genome of this species superficially. Both
authors demonstrated the presence of genes relating to the bioindustrial potential of E.
aerogenes. Shin et al. (2012) also explored characteristics of the strain KCTC 2190, which
was subsequently renamed the reference strain for E. aerogenes: ATCC 13048. Regarding the
genomic sequencing of forms of E. aerogenes that are pathogenic towards humans, Diene et
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al. (2012) analyzed the genetic relationships of E. aerogenes and other enterobacteria.

Given the scarcity of reports in the literature, genomic sequencing of the strains Eaba
and Ea7TA MDR (which are positive for blakpc.2), using samples from colonization and
infection of ICU patients, will enable better understanding of this pathogen. Additionally,
comparative analysis between the isolates studied and the previously sequenced strains will
enable better understanding of the similarities and particularities presented by this species.

Material and methods

Bacterial isolates

The present study consisted of an analysis on two isolates of E. aerogenes MDR (Ea5A and
Ea7A), which are positive for blakpc. They had the same resistance profile, except regarding
amikacin (EabA presented intermediate resistance, while Ea7A presented sensitivity to this
antimicrobial agent). One was recovered from colonization (Ea5A, rectal swab) and the other,
from infection (bacteremia) (Ea7A, blood). They were both collected in November 14, 2011,
from different patients hospitalized in an intensive care unit (ICU) in a public hospital in the
municipality of Recife, Pernambuco, Brazil. The biochemical identification and susceptibility
profile of the isolates in relation to antimicrobials were determined using the automated BD
Phoenix™ equipment (Franklin Lakes, New Jersey, USA). The isolates were frozen and
stored at -20 °C with 15% glycerol.

DNA extraction and ERIC-PCR

DNA was extracted using the Wizard genomic DNA purification kit (Promega). The DNA
was quantified through the Nano Drop equipment. The ERIC-PCR profile was obtained
through amplification by PCR in accordance with the primers of Duan et al. (2009) and
methodology of Cabral et al. (2012). The PCR product was subjected to electrophoresis on
1.5% agarose gel (ERIC-PCR), and was then photographed. The analysis on the band pattern
produced by the ERIC-PCR was done using the DARVIN 5.0 software.

Genomic sequencing

From the extracted DNA, DNA libraries were assembled using the TruSeq DNA PCR free kit
(IMlumina). The libraries were quantified using the Kappa Biosystems kit, in accordance with
the manufacturer’s recommendations, and the genomic sequencing was performed using the

MiSeq equipment (Illumina). Extremities of 300 bp were sequenced to produce an amplicon
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of 1100 bp in length.

In silico analysis tools used

Various free tools were used for analyzing the fragments produced. For the sequencing
quality analysis: fastqc (http://www.bioinformatics. babraham.ac.uk/projects/fastqc/); for
removing interferences:  Trimmomatic (http://www.usadellab.org/cms/index.php?
page=trimmomatic); for assembling contigs: Velvet (Zerbino; Birney, 2008); for alignment
and ordering of contigs to reference sequences for chromosomes and plasmids: blastall
(Altschul et al., 1990) and Mauve (Darling et al., 2011); for genic prediction and annotation:
RASTtk (http://rast.nmpdr.org/) and Resfinder-beta-lactamases
(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ ResFinder/); and for comparison between genomes:
Orthomcl (Li; Stoeckert; Roos, 2003) and MySQL (https://www.mysql.com/).

Investigation of incompatibility groups (inc)

The incompatibility groups found in the isolates were investigated through aligning the primer
sequences described by Carattoli et al. (2005) against the plasmid and chromosomal DNA, by
means of the blastall tool. 100% alignment of the forward and reverse sequences implied that
the isolate contained the sequence that existed between the two primers, i.e. the inc group that
was studied.

Genomes for comparative analyses

GenBank currently provides two complete genomes of E. aerogenes for downloading: KCTC
2190 (now known as ATCC 13048) and E. aerogenes EA1509E. These were used to conduct
comparative analysis on the isolates of the present study. The genomic characteristics of the
strains KCTC 2190 and EA1509E that were used for performing the comparative analyses are
described in Table 1.

Results
Clonal relationship through ERIC-PCR
The isolates EaSA and Ea7A presented a clonal relationship through the ERIC-PCR

technique, showing 100% similarity.

Assembly of contigs
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Regarding Ea5A, a total of 219 contigs was obtained. From these, 18 were considered to be
plasmid contigs, which allowed plasmid identification: Ea5A_pA (contig: NODE 55; length
72212; cov 88.949898), which was similar to the reference plasmid NZ_CP010365.1; and
EaSA pB (contig: NODE 111; length 5386; cov 207.211105), which was similar to the
reference plasmid NZ_AUPS01000027.1. It was not possible to assemble any other plasmids
from the remaining contigs (n = 16). From the 201 chromosomal contigs, a chromosome of
5,571,633 bp was assembled based on the reference NC_20181 (Table 1).

Regarding Ea7A, a total of 142 contigs were obtained. From these, 20 were considered to be
plasmid contigs, which allowed identification of the same plasmids in Ea7A_pA (contig:
NODE 11; length 72344; cov 28.546349), which was similar to the reference plasmid
NZ_CP010365.1; and in Ea7A_pB (contig: NODE 57; length 5386; cov 92.687149), which
was similar to the reference plasmid NZ_AUPS01000027.1. It was not possible to assemble
any other plasmids from the remaining contigs (n = 18). From the 122 chromosomal contigs,
a chromosome of 5,423,282 bp was assembled based on the reference NC_20181 (Table 1).

Gene identification:

Through the tool RASTtk, coding sequences (CDS) with predicted or hypothetical rRNA and
tRNA functions were identified in the chromosomal and plasmid DNA, as described in Table
1.

Investigation of plasmid incompatibility groups (inc)

Among all the inc groups investigated, inc genes of types L/M and A/C were detected in
plasmid DNA from both isolates (Table 1). There was no alignment of the primers tested with
chromosomal DNA, thus confirming the absence of plasmids identified by means of inc that

were integrated with the bacterial chromosome.

Beta-lactam resistant genes: beta-lactamases

Regarding the chromosomal and plasmid DNA, twelve beta-lactamase genes were generically
annotated in both isolates, using Rast. Through annotations of greater accuracy using
Resfinder-beta-lactamases, blargm-1 and blakec2 with 100% similarity were detected (Table
2).
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Other resistance genes

In both isolates, considering the chromosomal and plasmid DNA, genes for resistance to
aminoglycoside [acc(3)-I11, rmt, ant(9), tmrB and ant(9)], chloramphenicol (cat), sulfonamide
(sulll), trimethoprim (dhfr), macrolides (macA and macB), fosfomycin (fosA), polymyxin

(pmr and arn) and sulfonamide (sulll) were detected (Table 2).

Multidrug efflux system

Regarding the chromosomal DNA of both isolates, genes relating to multidrug efflux systems
from different families were detected: “Resistance nodulation-cell division (RND)”,
“Adenosine triphosphate-binding cassette superfamily (ABC)”, “Major facilitator superfamily
(MFS)”, “Multidrug and toxic compound extrusion family (MATE)” and “Drug/metabolite
transporter superfamily (DMT)” (Table 2). There was no detection of these genes in the
plasmid DNA.

Virulence genes (fimbriae, siderophores, biofilm and capsule)

In both isolates, in the chromosomal DNA, the following were detected: (a) siderophore-
related genes (30); (b) fimbria-related genes (58); (c) genes relating to synthesis,
modification, transportation and regulation of biofilm and extracellular matrix

(14); and (d) genes relating to biosynthesis, regulation and transportation of capsular colanic
acid (9). The specific genes detected are described in Table 2. None of the genes was detected
in the plasmid DNA.

Secretion systems (SST)
Regarding the chromosomal DNA of both isolates, type 4 secretion systems (SST4), SST1
and SST6 were detected (Table 2). None of the genes was detected in the plasmid DNA.

Genetic environment of blatgm-1

The analysis on the genetic environment of blargm-1 showed that there were genes that coded
for mobile elements adjacent to this gene. It is also important to highlight the presence of
acc(3)-111, which provides resistance to aminoglycosides, immediately after the gene blatem-1

in both isolates (Figure 1).
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Figure 1. Genetic environment of blargy.; in the E. aerogenes isolates EaSA and Ea7A. The contigs harboring
the genes are represented by A; the gene blargy.; is represented by C; and the beginning and end of the contig (B
and G) correspond to mobile elements. (D) corresponds to the aminoglycoside-resistance gene; (E) tmrB results

in resistance to tunicamycin; and (F) represents a hypothetical protein.

Genetic environment of blakpc.-2

Regarding the genetic environment of the gene blakpc., that was detected in Ea5A, the gene
for this beta-lactamase along with a gene that codes for a transposase comprise the contig
node_2 (Figure 2). Anteriorly to this contig, there is contig node_401, which presents several
genes that code for proteins of mobile elements, along with the DNA
inversion/recombination/integration protein, resolvase and transposase. The isolate Ea7A
presented anterior and posterior mobile elements similar to the gene blakpc2, comprising

contig node_2 (Figure 3).
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Figure 2. Genetic environment of the gene blakpc, in the E. aerogenes isolate EaSA. Contig node_2 (A) is
composed of the gene blakpc.» (B) plus transposase (C). D corresponds to a mobile element in the contig anterior

to gene node_401.
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Figure 3. Genetic environment of the gene blakpc., in the E. aerogenes isolate Ea7A. All genetic elements, i.e.

blakpc.2 (B), transposase (C) and mobile element (D) are present in the same contig node_2 (A).

Comparative analyses between the two isolates (EaSA and Ea7A), at the level of large
cholinergic blocks (LCBSs)
The analysis of synteny between genomes of the isolates Ea5A and Ea7A that was performed

using the Mauve software is represented in Figure 4.
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Figure 4. Genomic alignment of the E. aerogenes isolates EaSA and Ea7A. Mauve aligned the genomic
sequences of Ea5A (chromosome S2) and Ea7A (chromosome S3). LCBs with the same color represent

homologous sequence areas, without rearrangements and shared between genomes.

Comparative analyses between the two isolates (Ea5A and Ea7A), at gene level
The characteristics of the isolates EaSA and Ea7A regarding antimicrobial resistance genes,

virulence genes, efflux systems and secretion systems are described in Table 2.

Comparative analyses between the two isolates (Ea5A and Ea7A), at nucleotide level

Alignment of nucleotide sequences of the beta-lactamases blargm.1 and blakpc2 enabled
detection of an insertion of one thymine in position 519 in the gene blakpc., Of the
colonization isolate Ea5A. This insertion was confirmed by aligning this sequence with the
reference sequence for blakpc2 (AY034847) (Figure 5). No mutation, insertion or deletion
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was detected in the sequences of blatem-1.

Query 421 TTeGGCGECCCOECCaGaCTEACGECCTTCATGCAGCTCTATCGROGATACCACGTTCCGT 480

Sbjct 426 TTOGGECOGCCCEOCCGGECTOACGGCCTTCATGCGCTCTATCGECGATACCACGTTCCGT 485

Query 481 CTGGACCGCTGGGAGCTGGAGCTGAACTCC CAGGCGATGCGCGCGATACCTC 548
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 486 CTGEACCGCTGEGAGCTEGAGCTGAAC CAGGCGATOCGCGCGATACCTC 544

GTG
[l
GTG

Query 541 ,’-'.TCGCEG%

Sbjct 545 ATCGCOCGC

|l.lfTT ACARAAACTEACACTORGCTCTGCACTGECTGE 586

GCGCCGTGACGGARA
[LELETITELET I I
GCGCCGTGACGGAMAGCT TACAAAAACTGACACTGGGC TCTGCACTGECTGL 684

Figure 5. Alignment of the sequence blakpc, of EaSA (Query) with the reference sequence for blakpc.,

(AY034847) (Subject), thus showing the insertion of one thymine in position 519.

Comparative analyses between the two isolates of E. aerogenes of the present study (EaSA
and Ea7A) and the strains of E. aerogenes previously deposited in GenBank (KCTC 2190 and
EA1509E)

The genomic characteristics of the strains Ea5A, Ea7A, KCTC 2190 and EA1509E
that were used for comparative analyses are presented in Table 1.

Exclusive proteins and proteins always present in the strains compared
The quantities of exclusive proteins in the genomes of Ea5A, Ea7A, KCTC 2190 and
EA1509E were 448, 110, 246 and 423, respectively (Figure 6). On the other hand, 3,875
proteins were shared by the genomes of the four bacteria. Regarding the plasmid DNA, Ea5A
presented 145 exclusive proteins versus 144 in Ea7A. The exclusive proteins relating to
resistance, virulence, efflux systems and secretion systems of the isolates Ea5A and Ea7A in
the chromosomal and plasmid DNA are described in Table 3.

Orthologs and paralogs (corresponding to beta-lactamases) that were exclusive or
shared by the strains compared were observed (Table 4). These were independent of the

generic annotation obtained through Rast.

NC_020181 NC_015663

448

Figure 6. Comparison of the chromosomal DNA of the four strains of E. aerogenes by means of a Venn diagram.
The Venn diagram shows the chromosomal DNA of Ea5A, Ea7A, KCTC 2190 (NC_015663) and EA1509E
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(NC_020181) generated through EDGAR (BLOM et al., 2009). Overlapping areas present common coding
sequences shared between genomes. The number outside of the overlapping areas indicates the number of coding

sequences in each genome that are not homologous to another sequenced genome.

Discussion

In the present study, the comparative analysis showed that the chromosomal DNA of
the colonization isolate of E. aerogenes (Ea5A) presented more genes than the infection
isolate (Ea7A). On the other hand, regarding the plasmid DNA, the infection isolate presented
more genes. These findings emphasize that even considering that the isolates presented a
clonal relationship through the ERIC-PCR, they presented different quantities of genes, thus
showing that they were not genetically identical. It is also important to highlight the
importance of a larger number of plasmid genes in the infection isolate, which may favor
horizontal dissemination of these genes. It should be noted that several genes did not have
their predicted function and, consequently, additional studies will be conducted with the
objective of performing a more accurate annotation of these genes.

Regarding the chromosomal and plasmid DNA, the isolates Ea5A and Ea7A presented
12 genes of beta-lactamases. This was a larger number than what was detected by Diene et al.
(2012) in the strain EA1509E and in the strain KCTC 2190 (CP002824). Accumulation of
resistance determinants in samples of E. aerogenes had already been cited previously in the
literature (Jaskulski et al., 2013; Kuai et al., 2014; Nogueira et al., 2014). However, through
genomic sequencing, the quantity of resistance genes that can be harbored by a strain becomes
evident, which hampers the use of beta-lactams as a therapeutic option.

Through analysis on orthologs, the enzymes blatgm-1 and blakpc., comprise the group
ORTHOMCL3033, which was exclusive to the isolates of the present study. In other words,
the reference strains EA1509E and KCTC 2190 that were used for comparison do not present
these genes. This highlights the ease with which these important resistance mechanisms,
previously undetected in genomically sequenced E. aerogenes, are acquired.

Another point that deserves to be emphasized is the chromosomal location of the gene
blakpc-2 In the isolates EaSA and Ea7A. The gene blakpc has been more commonly described
associated with plasmids of various sizes and incompatibility groups (Patel; Rasheed; Kitchel,
2009; Cuzon et al., 2010; Andrade et al., 2011; Kuai et al., 2014; Pereira et al., 2015; Tavares
et al., 2015). However, including in Brazil, through hybridization, Quiles et al. (2015)
confirmed the chromosomal location of the gene blakpc in E. cloacae, thus suggesting that the

transposon associated with the gene blakpc can be inserted both in plasmids and in
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chromosomes, given that it is a mobile element. Luo et al. (2014) confirmed that the
dissemination of blakpc., among various species of enterobacteria in China, including E.
aerogenes, was related to the horizontal transference of the transposon and not to plasmids
carrying blapc-.

In the isolates of the present study, genes that provide resistance to other classes of
antimicrobials were also detected, in addition to beta-lactams. These included
aminoglycosides, chloramphenicol, sulfonamide, macrolides, fosfomycin, fosmidomycin and
polymyxin. A wide arsenal of resistance genes was also detected by Diene et al. (2015),
through genomic sequencing of the strain EA1509E. In turn, in the strain KCTC 2190, only
specific resistance to chloramphenicol was reported.

Subtle differences detected in quantifying these resistance genes among the isolates of
the present study need to be highlighted, even though these were found to be clones according
to the ERIC-PCR and were collected in the same hospital, over the same period. Additional
copies of the gene are known to possibly affect their expression level (Peleg et al., 2005).
Therefore, detection of extra copies for the aminoglycoside resistance mechanisms, ABC
efflux system and SST4 in the colonization isolate may have resulted in increased expression
of these genes, in comparison with the infection isolate.

It is also interesting to highlight that genes resisting beta-lactams, streptomycin and
sulfonamide were also detected in the plasmid DNA of the isolates of the present study.
Plasmid resistance simultaneous to these classes of antimicrobial has also already been
reported in E. aerogenes by other authors (Machado et al., 2007; Diene et al., 2012).
Enterobacteria usually present various high-molecular-weight plasmids. In the isolates of the
present study, two closed plasmids were observed, as well as the remaining plasmid DNA
from which no other plasmid could be closed. This quantity of plasmids was similar to the
one genomically detected by Diene et al. (2012). On the other hand, plasmids were not
detected in the strain KCTC 2190, or in the strain studied by Eevers et al. (2015). However,
through other genetic techniques, detection of plasmids in E. aerogenes is common (Perilli et
al., 2008; Tavares et al., 2015).

Regarding the plasmid incompatibility groups detected in the isolates EaSA and Ea7A,
incA/C had already been reported in plasmids of E. aerogenes in Brazil by other authors
(Machado et al., 2007; Diene et al., 2012), as had incL/M (Bogaerts et al., 2007; Markovska
et al., 2014). Plasmids of incX and incF have also been reported in this species (Burmolle et
al., 2008; Norman et al., 2008; Park et al., 2009). This confirms the variety of inc groups
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currently described, among which the types incN, incL/M and incF are the most frequently
reported ones in enterobacteria in Brazil (Cuzon et al., 2010; Andrade et al., 2011; Pereira et
al., 2015). This reinforces the finding of incL/M in the present study.

Regarding the multidrug efflux systems in the isolates analyzed in the present study,
only subtle differences were detected in the ABC transport system (186 versus 185, in EaSA
and Ea7A, respectively) and in the MFS superfamily (29 versus 31, in EaSA and Ea7A,
respectively). Systems of types RND, ABC, MFS and DMT have also already been reported
in E. aerogenes (Diene et al., 2012). Quantitatively, the most notable difference in the isolates
Ea5A and Ea7A in relation to EA1509E lies in the ABC transport system (186 genes in EabA,
185 genes in Ea7A and 87 genes in EA1509E), thus giving room for further analysis on the
ABC transport systems detected in Ea5A and Ea7A, with the objective of confirming whether
all of them really correspond to multidrug transport systems.

Extracellular protein secretion is considered to be one of the main virulence
mechanisms of bacterial infection (Sandkvist, 2001). Regarding the secretion systems SST1,
SST4 and SST6 that were detected, the colonization isolate (Ea5A) presented five SST4 genes
more than did Ea7A. Many bacterial genomes are known to be continuously bombarded with
conjugative integrative elements that frequently carry the loci for SST4 (Wozniak; Waldor,
2010). In comparison with other secretion systems, SST4, presents extremely diversified
functions (Wallden et al., 2010; Voth et al., 2012). Consequently, there is only limited
comprehension of how multiple different SST4 genes act in order to perform their specific
functions properly, despite being cited as one of the main factors responsible for bacterial
diversity (Gillespie et al., 2016).

Among fimbrial adhesins, detection of fimbria type I (fim) reinforces the finding that
this type of fimbria is one of the forms most frequently reported in enterobacteria (Burmolle
et al., 2008; Struve et al., 2009; De Cassia Andrade Melo et al., 2014). On the other hand,
there was no detection of fimbriae of type 1l (mrk), with a similar finding for KCTC 2190.
This result contradicts the majority of the data in the literature, for which this type of fimbria
also comprises one of the forms most detected in enterobacteria (Burmolle et al., 2008; Struve
et al., 2009; De Cassia Andrade Melo et al., 2014).

Regarding siderophores, both isolates presented enterobactin and aerobactin, which
are the types most frequently detected in enterobacteria, including in species of Enterobacter
(Mokracka et al., 2003; 2004), as well as other siderophores that have become more often

reported since the advent of genomic sequencing (yersiniabactin, TonB and bacterioferritin).
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It is important to highlight the chromosomal location of virulence factors of fimbrial adhesins
and siderophores presented by EaS5A and Ea7A, which corroborate the majority of the
findings in the literature (Loper et al., 1993; Mokracka et al., 2004). However, less frequently,
plasmid genes for fimbriae and siderophores also have been reported in E. aerogenes (Waters;
Crosa, 1988; Burmolle et al., 2008; Norman et al., 2008).

Regarding the comparative analysis through Mauve, synteny between the isolates
EabA and Ea7A was observed. Structural conservation and collinearity between the
chromosomes of the isolates were observed. In addition, occurrence of inversion of LCBs was
also observed. Chromosomal inversion is known to be one of the main genomic
rearrangement events in bacteria (Kittichotirat et al., 2010; Ramos et al., 2014).

Furthermore, in relation to comparative analyses, Venn diagrams showed that the
quantity of genes shared by Ea5A and Ea7A corresponded to 90% of the genome of EaSA and
to 92% of the genome of Ea7A, which may explain the similar resistance and virulence
detected in the isolates. In comparing the E. aerogenes isolates of the present study and the
reference strains previously sequenced in other studies (KCTC 2190 and EA1509 E), it could
be seen that Ea5A and Ea7A were slightly more similar to EA1509_E (human pathogen) than
to KCTC 2190. To the best of our knowledge, this is the first comparative analysis conducted
between genomes of E. aerogenes. It showed the similarity between the strains of the present
study (EabSA and Ea7A), between the reference strains used (KCTC 2190 and EA1509 E) and
also between the four strains that were compared, despite their different origins and
geographic locations.

The comparative analysis performed between the isolates of this study, EaSA and
Ea7A, showed that they presented high chromosomal and plasmid similarity both regarding
the general context and regarding the specific characteristics of this study: beta-lactamase
genes, resistance genes relating to other classes of antimicrobials, virulence genes, efflux
systems and secretion systems. However, despite the similarities (clonal relationship shown
by the ERIC-PCR, same hospital, same sector and same sampling date), the particularities
detected for each isolate should not be neglected, especially regarding the total quantity of
genes, the quantitative aspects of the efflux and secretion systems and the genes that are
exclusive to each isolate. Additional studies will be conducted in order to annotate the
proteins that were obtained as hypothetical.

From the results obtained, it can be concluded that the isolates EaSA and Ea7A from

colonization and infection, respectively, present a wide arsenal of resistance and virulence
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determinants. These results should serve to raise awareness among the medical authorities
regarding the problem of patients colonized by E. aerogenes, because although this does not
cause infection, the E. aerogenes isolate Ea5A, from colonization, presented virulence genes
with the potential to establish infection, as well as mobile genetic elements capable of
transmitting various genes to other bacteria present in the patient’s enteric microbiota. Along
with this, the wide arsenal of determinants of resistance to the antimicrobials most commonly
used in clinical practice, as found in the present study, hampers treatment of infections caused

by these bacteria.

Table 1. Genomic characteristic of the Enterobacter aerogenes isolates EaSA and Ea7A
analyzed in the present study and the strains KCTC 2190 and EA1509E that were used for

performing the comparative analyses.

Ea5A Ea7A KCTC 2190 EA1509E
Important feature Human colonization Human infection 2-3-butanediol Human pathogen
producer
Reference Present study Present study Shin et al. (2012) Diene et al. (2012)
Chromosome® 5.571.633ph 5.423.282ph 5.280.350ph 5.419.609ph
GC content 55.56% 55.73% 54.8% 55%
Chromosome CDS ® 5571 5351 4912 5.260
Predict proteins 4517 4402 3.824 3.415
Hipothetical proteins 1054 949 1088 1845
RNAr 5 9 25 8
RNAt 75 90 84 87
Ea5A_pA: 5.436pb Ea7A_pA: 5.534pb pEA1509_A: 162,202
Plasmids® EaS5A_pB: 72.262pb Ea7A_pB: 72.492pb bp
DNA plasmidial DNA plasmidial ausentes pEA1509_B:
restante: 241.370pb restante: 427.902pb 9,294 bp
Inc groups L/Me AIC L/Me AIC ausente ND
Plasmid CDS ® 438 630 ausente 239
Predict proteins 153 297 ausente 134
Hipothetical proteins 285 333 ausente 105

(a) chromosome size in base pairs, (b) CDS, coding sequences, (c) plasmids detected and respective sizes in base

pairs
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Table 2. Quantitative and qualitative characterization of the Enterobacter aerogenes isolates
Ea5A and Ea7A regarding antimicrobial resistance genes, virulence genes, efflux systems and

secretion systems, identified through Rast or Resfinder (beta-lactamases)

Beta-lactamases

EaS5A Ea7A
Chromosomal DNA Plasmid DNA Chromosomal DNA Plasmid DNA
11genes: 11genes:
Annotated through Rast Annotated through Rast
(generically) 1 gene: (generically) 1 gene:
Annotated through Annotated through

Annotated through
Resfinder:

blarem- (S2.CDS.5550) e
blakec-» (S2.CDS.5428)

Rast (generically)

Annotated through
Resfinder: blarem-1
(S3.CDS.5307) blakec-2
(S3.CDS.5254)

Rast (generically)

Other resistance genes

20 genes:

acc(3)-111 (1), rmt (2),
ant(9) (2), tmrB (1), cat
(1), sulll (1), dhfr (4),
macA (1), macB (1), fosA
(1), pmr (3), arn (2)

2 genes:
ant(9) (1) e sulll (1)

21 genes:

acc(3)-111 (1), rmt (2),
ant(9) (1), tmrB (1), cat (1),
sulll (3), dhfr (4), macA
(1), macB (1), fosA (1), pmr
(3),arn (2)

2 genes:
ant(9) (1) e sulll
@

Multidrug efflux

system

244 genes:
RND (15), ABC (186),
MFS (29), MATE (1),
DMT (13)

245genes:
RND (15), ABC (185),
MFS (31), MATE (1),
DMT (13)

Siderophores

30 genes:

enterobactina (ent) (13),
aerobactina (1),
yersiniabactina (irp)(7),
tonB (7),
bacterioferritina (2)

30 genes:

Enterobactina (ent) (13),
aerobactina (1),
yersiniabactina (irp) (7),
tonB (7),
bacterioferritina (2)

58 genes:
fimbrias do tipo | (fim)
(18), csg (1), fimbrias do

58 genes:
fimbrias do tipo I (fim)
(18), csg (1), fimbrias do

Fimbriae tipo 1V (pil) (5), sfm (3), tipo 1V (pil) (5), sfm (3), -
sigma-fimbria (5), alfa- sigma-fimbria (5), alfa-
fimbria (3) e CFA/I (6), fimbria (3) e CFA/I (6),
tipo ndo especificado (17) tipo ndo especificado (17)
14 genes: 14 genes:

Biofilm pga (4), bssR (1), cid (3), pga (4), bssR (1), cid (3), -
yig (6) yig (6)
9 genes 9 genes

Capsule -
rcs (5), yegH (1), cps (3) rcs (5), yegH (1), cps (3)
35 genes: 30 genes:

Secretion systems
(SST)

SST4 (imp, vas e vir)
(29), SST1 (lap, Iss e hly)
(4), SST6 (2)

SST4 (imp, vas e vir) (24),
SST1 (lap, Iss e hly) (4),
SST6 (2)
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Table 3. Exclusive proteins relating to resistance, virulence, efflux systems and secretion

systems of the Enterobacter aerogenes isolates Ea5A (colonization) and Ea7A (infection),
identified through Rast.

Ea5A Ea7A

Chromosomal DNA Plasmid DNA Chromosomal DNA Plasmid DNA
Exclusive proteins /

448 145 110 144
ort6logos groups
Hipothetical

124 105 74 103
proteins

Proteins relating to

resistance

Beta-lactamase class C and
other penicillin binding

proteins*

Streptomycin 3-O-
adenylyltransferase EC
2.7.7.47/@ Spectinomycin
9-O-adenylyltransferase*

Dihydropteroate synthase
type-2 EC 2.5.1.15 @
Sulfonamide resistance

protein (2 copies)*

proteins relating to

virulence

TonB (1), Res (3), YegH
(6Y)

Multidrug efflux
system

ABC (14), MFS (5), DMT
(3), RND (2)

Secretion systems
(SST)

SST4 (9) e SST1 (2)

* Generic annotation obtained through Rast
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Table 4. Beta-lactamases and groups of orthologs and paralogs (corresponding to beta-
lactamases) that were exclusive or shared by the Enterobacter aerogenes isolates EaSA

(colonization) and Ea7A (infection) that were compared.

Ortdlogo/ Proteina® Proteina ® Ea5A Ea7A KCTC EA1509E
paralogo 2190
nulo Beta-lactamase class C and other ND + -

penicillin binding proteins

nulo Beta-lactamase ND - - - +
1399 Metal-dependent hydrolases of the ND + + +* +
beta-lactamase superfamily I; PhnP
protein
1619 Beta-lactamase =~ EC  3.5.2.6/beta- ND + + + +
lactamaseD-alanine carboxypeptidase
178 Beta-lactamase ND - - + +
3033 Beta-lactamase EC 3.5.2.6 blarem.1 + +
blakec- + +
3110 Beta-lactamase class C and other ND - + + +

penicillin binding proteins

4023 Beta-lactamase EC 3.5.2.6 ND + + + +

4211 beta-lactamase domain-containing ND + + + +*
protein

522 Predicted hydrolase of the metallo- ND + + +* +

beta-lactamase superfamily, clustered
with KDO2-Lipid A biosynthesis

genes
710 (beta-lactamase-like protein) ND + + + %
830 Metallo-beta-lactamase  superfamily ND + + + +

protein PA0057

(a) Generic annotation obtained through Rast, (b) Accurate annotation obtained through Resfinder-Beta-

lactamase, * another annotation for the protein
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