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RESUMO

FERNANDES, M. R. Relacdo ancestral e pan-resistoma plasmidial de Escherichia coli
produtora de CTX-M-8 e MCR-1 na interface humana, animal e ambiental. 2019. 142f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2019.

Linhagens de Escherichia coli produtoras de PB-lactamase de espectro estendido
(ESBL) do tipo CTX-M sdo endémicas no Brasil, sendo prevalentes em casos de infeccOes
hospitalares e ambulatoriais. Atualmente, cepas produtoras de CTX-M tém sido recuperadas
de ambientes urbanos, animais de companhia ou de producdo e de alimentos de origem
animal, inclusive afetando o agronegocio, o que aponta uma possivel rota de disseminagdo em
diferentes ecossistemas. Recentemente, nesta espécie, foi descoberto um novo gene, chamado
de mcr-1, que confere resisténcia transferivel a colistina, um dos ultimos antibidticos eficazes
para o tratamento de infec¢cOes causadas por bactérias produtoras de ESBL e carbapenemases.
Deste modo, o presente estudo tem como objetivo elucidar os aspectos sobre a caracterizagéo
e a relacdo de plasmideos que carregam genes do tipo blactx-m-s € mcr- 1 em cepas de E. coli
isoladas de seres humanos, animais, ambiente aquético e alimentos, no Brasil. Neste estudo
sdo apresentados os resultados da analise plasmidial de 25 cepas de E. coli, das quais nove
apresentaram o gendtipo blactx-m-s/Incll, 11 apresentaram o genotipo mcr-1/IncX4 e cinco
apresentaram ambos o0s genotipos blactx-m-g/Incll e mcr-1/IncX4. Dos resultados, podemos
observar que plasmideos Incll (blactx-m-8) € IncX4 (mcr-1) estdo circulando no Brasil desde
0 ano de 2009 entre diferentes clones (STs) de E. coli e em diferentes ambientes e
hospedeiros. Os plasmideos Incll foram conjugativos e pertencentes ao ST113, exceto o
plasmideo recuperado de um isolado humano, que foi pertencente ao ST131. Os plasmideos
Incll apresentaram sua arquitetura conservada, com a presenca de genes de replicacdo,
transferéncia e estabilidade. A partir do alinhamento, os plasmideos Incll apresentaram 94-
99% de similaridade genética entre eles. Dentre o0s plasmideos IncX4, independente da fonte
de isolamento, todos permaneceram com sua arquitetura altamente conservada. Entretanto,
apenas dois plasmideos (um encontrado em uma cepa de animal e outro encontrado em uma
cepa de ambiente aquatico) apresentaram uma 1S1294, truncando o gene de mobilizacdo. Na
analise comparativa, todos os plasmideos IncX4 apresentaram similaridade genética de 95-
99,9% entre eles. No alinhamento de plasmideos IncX4 brasileiros contra plasmideos de
outras regides geograficas, foi observada similaridade genética > 99,9%, o que confirma a
estabilidade e conservacdo desses plasmideos. Neste estudo foram reportados dados inéditos
da primeira identificagdo do gene mcr-1 em diferentes ecossistemas no Brasil, assim como a
nova variante mcr-5.3. A andlise filogenética dos plasmideos Incll e IncX4, destacam que
ambos compartilham uma arquitetura conservada, e a evolucdo é atribuida & aquisicdo de
genes de resisténcia. Adicionalmente, um novo vetor de dissemina¢cdo do gene mcr-1 no
Brasil foi identificado — o plasmideo IncHI2. Os resultados desse estudo demonstram o grave
problema da resisténcia bacteriana dentro do conceito One-health e que, com 0 avanco de
ferramentas moleculares, a identificacdo e a resolucéo desse problema podera estar cada vez
mais proxima de ser elucidada.

Palavras-chave: One-health. Colistina. ESBL. Incll. IncX4. IncHI2



ABSTRACT

FERNANDES, M. R. Ancestral relationship and plasmid pan-resistome of CTX-M-8-
and MCR-1-producing Escherichia coli in human-animal-environmental interface. 2019.
142f. Thesis (PhD) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2019.

CTX-M-type extended-spectrum-B-lactamase (ESBL)-producing-Escherichia coli are endemic
in Brazil and are prevalent in cases of nosocomial and ambulatory infections. Currently, CTX-
M-producing strains have been recovered from urban environments, companion/production
animals and animal source foods, which indicates a possible route of dissemination in
different ecosystems. Recently, in this species, a new gene, called mcr-1, has been discovered,
conferring transferable resistance to colistin, one of the last effective antibiotics for the
treatment of infections caused by ESBL- and carbapenemases -producing bacteria. Thus, the
present study aims to elucidate unknown aspects of the pan-resistome and ancestral
relationship of plasmids carrying blacrtx-m-s and mcr-1 genes in strains of E. coli isolated from
humans, animals, aquatic environment and food, in Brazil. In this study, we present results
from the plasmidial analysis of 25 E. coli strains, from which nine presented the blactx-m-
s/Incll genotype, 11 presented the mcr-1/IncX4, and five presented both blacrx-m-s/Incll and
mcr-1/IncX4 genotypes. Among these results, we can observe that Incll (blactx-m-s) and
IncX4 (mcr-1) plasmids are circulating in Brazil since 2009, between different E. coli clones
(STs) and different hosts and environments. Incl1 plasmids were conjugative and assigned to
ST113, with exception of a plasmid recovered from a human isolate, which was assigned to
ST131. Incll plasmids presented conserved architecture, with the presence of genes of
replication, transference, and stability. From the alignment analysis, Incll plasmids presented
94-99% genetic similarity among them. Among the IncX4 plasmids, regardless the isolation
source, their architecture remained highly conserved. However, only two plasmids (one
detected in an animal’s strain and another detected in an aquatic environment’s strain)
presented an 1S1294, truncating the mobilization gene. In the comparative analysis, all IncX4
plasmids presented 95-99,9% genetic similarity among them. In the alignment of Brazilian
IncX4 plasmids against plasmids from other geographic regions, >99.9% genetic similarity
was observed, confirming the stability and conservation of these plasmids. In this study,
unprecedented data from the first identification of the mcr-1 gene in different ecosystems in
Brazil, as well as the new variant, mcr-5.3. Additionally, it was identified a new dissemination
vector of the mcr-1 gene in Brazil — the IncHI2 plasmid. Phylogenetic analysis of Inclland
IncX4 plasmids highlight that both share a conserved backbone, and evolution is attributed to
the acquisition of clinically relevant antimicrobial resistance genes. The results from this
study demonstrate the serious problem of the bacterial resistance within the “One-Health”
concept and that, with the advance of molecular tools, identification and resolution of this
problem may be increasingly closer to being elucidate.

Key-words: One-health. Colistin. ESBL. Incll. IncX4. IncHI2
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1 INTRODUCAO

1.1 O colapso da “era-antibiotica”

Os agentes antimicrobianos sdo substancias que apresentam a capacidade de inibir o
crescimento (microbiostaticos) ou causar a morte (microbicidas) de microrganismos, e sdo
classificados de acordo com a classe a qual pertencem, espectro de atividade e mecanismo de
acao. Esses agentes sdo nomeados como antibidticos quando sdo produzidos por processos
biolégicos de microrganismos e agentes quimioterapicos quando sdo sintetizados em
laboratérios (DURAND; RAOULT; DUBOURG, 2019, WRIGHT, 2007).

Os antimicrobianos séo considerados a forma mais bem-sucedida no tratamento de
doencas infecciosas desenvolvida no século XIX, e talvez em toda a histdria da medicina. O
periodo da descoberta dos antimicrobianos pode ser dividido em trés fases: i) a era dos
alcaloides, a qual Joseph Lister, a partir de 1860, comegou a usar o fenol para esterilizar
materiais cirurgicos, diminuindo a taxa de morbidade e mortalidade de seus pacientes; ii) era
dos compostos sintéticos, quando Paul Erlich, a partir de 1910, introduziu o Salvarsan
(composto 606 de arsénico) para tratamento da sifilis; e iii) era dos antibio6ticos, que iniciou-se
em 1928, ap6s a descoberta acidental da penicilina por Alexander Fleming, quando o
pesquisador observou a contaminacdo de suas culturas bacterianas que foram inibidas pelo
fungo Penicillium notatum; seguido anos mais tarde por Gerhard Domagk, que em 1935
observou o efeito bacteriostatico do Prontosil que se tornou o precursor das sulfonamidas; e
em 1940 com a purificagdo da penicilina para utilizagio como agente terapéutico em
infeccbes bacterianas, realizada por Howard Florey e Ernst Chain (AMINOV, 2010,
DURAND; RAOULT; DUBOURG, 2019, MOHR, 2016, VENTER; HENNINGSEN; BEGG,
2017).

Deste modo, a introducéo da penicilina na pratica clinica levou a descoberta de outras
novas classes de antimicrobianos que séo utilizadas até os dias de hoje. Entretanto, em 1945
Fleming advertiu durante sua leitura no Prémio Nobel que as bactérias eventualmente
poderiam evoluir e desenvolver resisténcia a penicilina e drogas similares. Setenta e quatro
anos apoOs seu relato, vivenciamos uma crise global, a qual o uso bem-sucedido de
antimicrobianos na clinica tem sido comprometido pelo desenvolvimento de infeccOes
causadas por bactérias multirresistentes (MR), que levam a morte anualmente milhares de
pessoas em todo o mundo (DRAENERT et al., 2015).
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Atualmente, 0 uso exacerbado de antimicrobianos em paises desenvolvidos como 0s
Estados Unidos, onde sdo utilizados anualmente 3,4 mil toneladas de antimicrobianos em
humanos e 8,9 mil toneladas em animais, reflete ainda mais essa catastrofe global (O’NEILL,
2014). Até o ano de 2015, houve uma diminuicao de 4% na utilizacdo de antimicrobianos em
paises desenvolvidos, em contrapartida o consumo aumentou em 75% em paises
subdesenvolvidos. Entre os paises mais populosos como a China e india o uso de
antimicrobianos ainda se encontra abaixo da média global, mas a tendéncia é desse consumo
aumentar. Estima-se que se o uso global de antimicrobianos podera aumentar ainda mais,
atingindo o consumo de 125 bilhdes em doses diarias, em compara¢do com o ano de 2015, no
qual foi registrado 42 bilhdes de doses (KLEIN et al., 2018).

O periodo mais importante de descoberta de novos antimicrobianos ocorreu entre 0s
anos de 1950 e 1970. Entretanto, ap0s a deécada de 70 o numero de novas classes de
antimicrobianos tem diminuido drasticamente. Para produzir um novo composto, a industria
farmacéutica investe cerca de 10 anos divididos em quatro etapas de pesquisa, 0 que tém
levado a desisténcia de pesquisa e inovacdo por parte de muitas industrias deste setor. Assim,
o0 desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem sido muito mais rapida
do que a producdo de novos compostos pela industria, 0 que poderia ser 0 inicio de uma “era
pos-antibidtico” (AMINOV, 2010, BROWN; WRIGHT, 2016, JACKSON; CZAPLEWSKI;
PIDDOCK, 2018, PETCHIAPPAN; CHATTERIJI, 2017, PIDDOCK, 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), caso ndo sejam tomadas medidas
restritivas, estima-se que até o ano de 2050, o numero de mortes relacionadas a infeccdes por
bactérias MR aumentara para 10 milhdes anualmente, e infeccBes mais brandas poderdo ser
fatais (Figura 1) (O’NEILL, 2014). Recentemente, a OMS alertou sobre potencias patdgenos
que mundialmente desenvolvem altos niveis de resisténcia, sendo assim o desenvolvimento de
novos antimicrobianos € extremamente necessario. Dentre 0s principais patdgenos estdo as
enterobactérias produtoras de p-lactamases de espectro estendido (ESBL) e enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos (ERC) (WHO, 2017).
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Figura 1. Numero de mortes estimadas a resisténcia bacteriana até o ano de 2050.
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Fonte: Adaptado de O’NEILL, 2014.

O panorama atual da resisténcia bacteriana tem sido uma somatéria de diversos fatores
envolvendo: i) a prescricdo incorreta de antimicrobianos por medicos, dentistas e veterinarios;
ii) 0 uso irracional de antimicrobianos como aditivo zootécnico em animais de producao; iii) a
falta de recursos financeiros em hospitais e laboratdrios; iii) a caréncia de programas
nacionais de monitoramento; e iv) a falha na formacdo de profissionais da area da salde
(ASLAM et al., 2018, MARTENS; DEMAIN, 2017, QUIAO et al., 2018).

De acordo com dados do Center for Disease Control and Prevention (CDC),
anualmente dois milhGes de pessoas contraem infeccfes por bactérias resistentes e
aproximadamente 23.000 véo a 6bito nos Estados Unidos. Dentro desses dados o nimero de
casos de infeccBes por enterobactérias produtoras ESBL e ERC é de 26.000 e 9.000
respectivamente, e a mortalidade é de 1.700 e 600 pacientes a cada ano, respectivamente
(CDC, 2018).

Nesse cenario, a pratica de politicas publicas, como programas de vigilancia,
investimento em pesquisas e acdes globais sdo necessarias para alertar e combater a
resisténcia bacteriana. Por essa razdo, em 2015 houve a implementagdo do “Global
Antimicrobial Resistance Surveillance System” (GLASS), apoiado pela OMS e por uma rede
de centros regionais colaboradores em vigilancia de resisténcia bacteriana. O objetivo da
GLASS ¢ apoiar a pesquisa e a vigilancia global, otimizar o uso de antimicrobianos, informar
a tomada de decisdes e conduzir agdes globais, nacionais e regionais. Atualmente, 71 paises,
incluindo o Brasil, estdo inscritos nesse programa, e ao participar esses paises comprometem-

se a construir ou reforcar o seu sistema de vigilancia de resisténcia antimicrobiana (GLASS,
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2018).

No Brasil, o atual cenario da resisténcia antimicrobiana é cada vez mais alarmante nos
sistemas de saude. O aumento no nimero de casos de infeccOes relacionadas a assisténcia a
salde (IRAS) causadas por bactérias MR, tem sido um fator preocupante em pacientes
ambulatoriais e hospitalizados (em enfermarias e Unidades de Terapia Intensiva - UTIs)
(CAMPANA et al., 2017, BRAUN et al., 2018, MACIEL et al., 2018, MOURA et al., 20173,
OLIVEIRA et al., 2018). De acordo com o boletim epidemioldgico elaborado em 2016, a
partir de dados obtidos pelas comissdes de controle de infecgdo hospitalar (CCIH) dos
hospitais brasileiros com leitos de UTIs, os casos de infecces por bactérias Gram-negativas
MR vem crescendo a cada ano, sendo 0s microrganismos que merecem mais atencdo:
Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos; Klebsiella
pneumoniae resistentes as cefalosporinas e carbapenémicos; e Escherichia coli e Enterobacter
spp. resistentes as cefalosporinas (ANVISA, 2016).

Neste contexto, desde 2005 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
juntamente com a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS) e a Coordenacdo Geral dos
Laboratorios de Saude Publica (CGLAB/SVS/MS) implantou a “Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos da Saude (Rede RM)”, com objetivo
de detectar, prevenir e controlar a resisténcia bacteriana em hospitais brasileiros. Assim, a
partir dessa iniciativa, outras sub-redes de vigilancia foram criadas para fortalecer as acdes
nacionais e mapear a resisténcia bacteriana (ANVISA, 2016). Adicionalmente, em 2018 foi
elaborado o “Plano de Acdo Nacional para Prevencdo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos do Brasil (PAN-BR)”, junto com a OMS, Organizacdo das Nacdes Unidas
para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO) e a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
para serem apresentados ao GLASS. O objetivo do PAN-BR ¢ garantir a prevencdo e
tratamento de infeccbes bacterianas, com a utilizacdo de antimicrobianos da forma
recomendada em um ambito multidisciplinar e multisetorial (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

A resisténcia bacteriana € um evento que ndo esta restrito apenas aos seres humanos,
visto que o uso irracional de antimicrobianos na saude animal também tem sido avaliado. Na
veterinaria, 0s antimicrobianos sdo utilizados em tratamento de infecgbes bacterianas,
entretanto na maioria dos casos sao utilizados profilaticamente em animais saudaveis para
prevenir infecgdes, e também como aditivo alimentar para promover o ganho de massa dos
animais de producio (GONZALEZ-ZORN; ESCUDERO, 2012). Desta forma, ¢

extremamente necessario implantar programas que tenham o objetivo de: i) monitorar e
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conscientizar os produtores sobre o0 uso de antimicrobianos nas ragdes animais; ii) no manejo
correto e isolamento dos animais com infecgOes bacterianas; iii) no descarte correto dos
residuos que contenham antimicrobianos e iv) na educacdo de médicos veterinarios para
prescricdo criteriosa de antimicrobianos (CISNEROS et al., 2013, COURTENAY et al., 2018,
LEE et al., 2015).

Sendo assim, a fim de atenuar problema de infec¢BGes causadas por bactérias MR,
algumas medidas nacionais tém sido adotadas, como a criacdo da RDC n° 44 de 2010 da
ANVISA, que proibe a venda de antimicrobianos sem prescricdo médica e recomenda a
retencdo das receitas nas farméacias. Assim como na veterinaria, desde 2016 o uso do sulfato
de colistina como aditivo na composicao das ra¢fes para aves, bovinos e suinos, foi banido
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), permitindo apenas 0 uso
para o tratamento de infec¢cGes nos animais, devido ao possivel impacto na salde humana
(MAPA, 2016).

Infelizmente, a limitacdo da efetividade dos programas brasileiros do uso irracional de
antimicrobianos poderia ser justificado pela vasta faixa territorial brasileira (8.510.820,623
Km?), sendo considerado o quinto lugar no mundo em extensdo territorial (IBGE, 2019), o
que poderia dificultar o monitoramento dos casos de resisténcia bacteriana em servicos de
satde e no controle do uso exacerbado de antimicrobianos na agricultura e pecuéria. A falta
de insumos para a realizacao de testes laboratoriais, 0 despreparo de profissionais da area da
salde, a falta de informacdo aos criadores de animais e 0 mau uso das verbas publicas,

também sdo fatores que levam ao insucesso desses programas.

1.2 Conceito de salde Unica - One-health

Desde os anos de 1800, os cientistas observavam a similaridade nos processos de
doencas entre animais e seres humanos, porém a medicina entre ambos era praticada
separadamente até o século XX (EVANS; LEIGHTON, 2014). Nos dultimos anos, a
preocupacdo em relacionar a saude humana e animal tem alcangado um reconhecimento cada
vez maior nas comunidades de salde publica, e essa relagdo vem sendo estudada como um
conceito amplo de salde Unica (One-health) (HINCHLIFFE, 2015, MWANGI; DE
FIGUEIREDO; CRISCITIELLO, 2016).

O conceito One-health pode ser definido como uma abordagem interdisciplinar entre a
satde humana, animal e 0 meio ambiente. Sendo assim, a unido de médicos, veterinarios,

ecologistas e autoridades dos governos para monitorar ameacas a salde publica e para
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entender como as doencas se espalham, tem sido fundamental para a implementacdo desse
conceito (HINCHLIFFE, 2015, LERNER, BERG, 2015, JOHNSON; HANSEN; BI, 2018,
WHO, 2017).

Diante disso, em 2010, diferentes agéncias como a OIE, OMS e a FAO se uniram para
o0 desenvolvimento de estratégias visando a reducdo da disseminacdo de doencgas infecciosas
(e também bactérias MR) resultantes da interface entre humanos, animais, e diferentes
ecossistemas (FAO, OIE, WHO, 2017).

Embora o termo One-Health seja relativamente novo, historicamente este conceito j
foi reportado nos escritos do médico Hipdcrates (460-367 a.C.) “On Airs, Waters and
Places”, no qual ele correlacionou a interdependéncia da salde publica a um ambiente limpo.
Posteriormente, Aristoteles (384-322 a.C.) introduziu o conceito de medicina comparativa em
seus estudos sobre as caracteristicas comuns entre diferentes espécies, incluindo os seres
humanos e outros mamiferos, em diversos livros de sua série “Historia Animalium". Com o
passar dos anos, diversos pesquisadores estudaram e relataram a relacdo da saude dos seres
humanos e animais, sendo que entre 0s anos de 1821-1902 o médico aleméo Rudolf Virchow
criou o termo “zoonose” para indicar que uma doenga infecciosa poderia ser transmitida entre
animais e seres humanos (ASOKAN, 2015, EVANS; LEIGHTON, 2014, LERNER, BERG,
2015).

O termo zoonose é adotado para definir a transmissdo de patégenos (inclusive
bactérias MR) entre animais e seres humanos, entretanto através do uso de ferramentas
moleculares foi mostrado que humanos também podem ser responsaveis por transmitir
patdgenos aos animais em um evento zoonético reverso, chamado de zooantroponose
(HUBALEK, 2003, MESSENGER et al., 2014, SELLERA et al., 2019). Esses conceitos
reforcam ainda mais a importancia da comunicacdo entre médicos e veterinarios, visando a
prevencao e o tratamento de doengas.

Animais e seres humanos estdo continuamente em contato com antimicrobianos, seja
pela exposicdo ao composto durante um tratamento ou pela ingestdo de alimentos que podem
conter residuos de antimicrobianos, o que contribui diretamente para a selecdo e a presenca de
bactérias resistentes em sua microbiota (RICHTER et al., 2015; VAN BOECKEL et al.,
2015). A colonizacdo por bactérias MR também pode estar associada a: internacao
prolongada, lesGes cutaneas crbnicas, procedimentos invasivos, contato com pacientes
hospitalizados, assim como 0 meio ambiente em que vivem (Figura 2) (FERNANDES et al.,
2018a, FERNANDES et al., 2018b, MELO et al., 2018; SILVA et al., 2018a, SILVA et al.,
2018b)
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Figura 2. Representacdo esquematica da disseminacao de bacterias resistentes em diferentes

ambientes

One-health
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Legenda: A disseminagdo de bactérias multirresistentes entre diferentes ambientes é considerado um problema
global de salde publica. A alta exposi¢do de animais de producdo aos antimicrobianos, assim como 0 uso
irracional em pacientes, tornam-se responsaveis pelo insucesso da terapia antimicrobiana. Fonte: Adaptado de
BERENDONK et al. (2015).

Diversas atividades antropogénicas contaminam o meio ambiente, como 0 descarte
improprio de esgoto industrial e/ou hospitalar, que podem carrear residuos de antimicrobianos
e a descarga de bactérias MR, criando grandes reservas ambientais de resisténcia e
contribuindo com a modificacdo de diversos ecossistemas (CHENG et al., 2015; DROPA et
al., 2016, NASCIMENTO et al., 2017, ROCA et al., 2015). O ambiente doméstico também
pode se tornar um veiculo para transmissao de bactérias MR, onde pacientes hospitalizados ao
retornarem as suas casas podem disseminar genes de resisténcia entre seus familiares, animais
de companhia e em areas comuns da residéncia (FERNANDES et al., 2018c, GOTTESMAN
et al., 2008).

Embora a exposi¢do a ambientes poluidos constitua um fator de risco para os seres
humanos adquirirem bactérias MR, isso também pode ter implicagfes aos animais silvestres.
Animais capturados que recebem tratamento com antimicrobianos e sdo novamente
reintroduzidos na natureza, assim como o comércio ilegal desses animais para serem
“domesticados”, representa uma ameaca a satde publica e na manutencdo do ecossistema.
Assim, a resisténcia antimicrobiana também deve ser vista como um problema ecologico, uma

vez que esses animais colonizados também podem disseminar bactérias MR, inclusive aos
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ambientes de baixa exposi¢cdo antropogénica(CARROL et al., 2015, FUENTES-CASTILLO
et al., 2019, GOLDBERG et al., 2019, MARTINS et al., 2018, NARCISO et al., 2017,
SELLERA, 2019).

Além disso, os antimicrobianos comumente usados na agricultura, pecuaria e na
aquacultura sdo misturados com os alimentos ou dissolvidos diretamente na agua, e essa
pratica tem sido refletida na presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos nesses
animais. No entanto, peixes e frutos do mar ndo séo capazes de metabolizar completamente os
antimicrobianos, sendo esses compostos devolvidos aos ambientes aquaticos em que vivem
(DE ARAUJO et a., 2016, MONTE et al., 2019, SELLERA et al., 2018a, SELLERA et al.,
2018b, SACRAMENTO et al., 2018, SACRAMENTO et., 2019).

Desta maneira, a unido interdisciplinar no conceito One-health se torna importante
para detectar, responder e prevenir: surtos de zoonoses e zooantroponoses, problemas com a
seguranca alimentar e contaminagdes ambientais por residuos domésticos, hospitalares e
industriais. Um maior investimento na pesquisa de vacinas e testes diagnosticos para
infeccbes especificas, assim como o criar legislacdes proibindo o uso dos mesmos
antimicrobianos em animais e seres humanos, sdo acgdes que poderiam contribuir para

diminuicdo da disseminacdo desses patdgenos.

1.3 Diversidade genética de Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo que pertence a familia
Enterobacteriaceae, sendo considerada a principal bactéria facultativa presente na microbiota
intestinal de seres humanos e animais homeotérmicos. A ocorréncia de E. coli em alimentos e
no ambiente, particularmente em sistemas aquaticos, € uma preocupacao pois essa bactéria é
considerada um indicador universal de contaminacéo fecal (BAIN et al., 2014, KOSTYLA et
al., 2015, VILA et al., 2016).

A maioria das linhagens de E. coli ndo sdo consideradas patogénicas, entretanto,
algumas cepas adquiriram fatores de viruléncia, que proporcionaram algumas combinacdes
genéticas bem-sucedidas, conferindo a capacidade de causar uma ampla variedade de
infeccbes. E um microrganismo bastante diversificado em seus aspectos genéticos,
fisiolégicos, ecoldgicos e patogénicos, apresentado, portanto, uma ampla diversidade clonal
(ALTERI; MOBLEY, 2012, MAKVANA; KRILOV, 2015, SAROWSKA et al., 2019, VILA
et al., 2016). Esta versatilidade tem levado a diferenciar grupos comensais e patogénicos

[intestinais (E. coli diarreiogénica — DEC) e extraintestinais (E. coli extraintestinal — EXPEC)]
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(ARENAS-HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA; TORRES, 2012, DALE; WOODFORD,
2015, CROXEN; FINLAY, 2010).

E. coli patogénicas intestinais podem ser divididas em seis patotipos de acordo com
seus fatores de viruléncia e pelos mecanismos que ocasionam a diarreia em humanos e
animais, sendo eles: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli que adere difusamente as células epiteliais (DAEC). Sabe-se
que alguns desses patotipos incluem algumas variacbes, como no caso de E. coli
enterohemorragica (EHEC) que sdo uma subcategoria de STEC, e as variacdes EAEC e EPEC
que foram subdivididas em tipicas e atipicas (CROXEN et al., 2013, GOMES et al., 2016,
JUBELIN et al., 2018, KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Outro grupo de E. coli,
associado as infecgdes extraintestinais, sao agentes etiologicos de infec¢cBes nosocomiais e
comunitarias como: UPEC (E. coli uropatogénica responsavel por infec¢des do trato urinario);
EXPEC (associadas as infeccdes urinarias e em sepses); e MNEC (E. coli causadora de
meningite neonatal) (BARDAK-OZCEM; SIPAHI, 2014, JOHNSON; RUSSO, 2018).

Em aves linhagens de E. coli patogénica (APEC) causam uma ampla diversidade de
doengas como colibacilose, sindrome da cara inchada e enterites, sendo responséaveis por
grandes perdas econdémica na producdo avicola (AL-KANDARI; WOODWARD, 2019).

Uma forma simples de classificacdo filogenética de E. coli, tem proposto a
diferenciacdo de linhagens de baixa e alta viruléncia, onde os grupos filogenéticos
denominados A e B1 sdo associados com microbiota comensal e os grupos B2 e D sao
associados com EXPEC. A identificacdo desses filogrupos é baseada na presenca ou auséncia
dos genes chuA, yjaA e o fragmento genético TspE4.C2 (CLERMONT; BONACORSI;
BINGEN, 2000). Esta classificacdo filogenética foi reescrita por Clermont e colaboradores
(2013), onde foi incorporada a identificacdo dos genes arpa e trpA, agrupando agora sete
grupos filogeneticos: A, B1, B2, C, D, E, e F, sendo que as linhagens capazes de produzir
infeccbes se relacionam aos grupos B2, D, E e F. Por outro lado, linhagens comensais
pertencem aos grupos A, Bl e C (CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015)

Diferentes metodologias de tipagem molecular para discriminacdo de clones entre os
isolados de E. colisdo utilizadas, como o Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
e Multilocus Sequence Typing (MLST). A técnica de PFGE ¢ baseada na fragmentacdo do
DNA cromossdmico bacteriano por enzimas de restricdo, o qual é submetido a eletroforese de
campo pulsado, gerando fragmentos que sdo analisados e comparados (SALIPANTE et al.,

2015). No MLST a metodologia é baseada no sequenciamento de genes conservados
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(housekeeping) entre espécies bacterianas. A combinagdo de alelos gera um sequence
type (ST) que pode ser agrupado em complexos clonais (CCs) pela similaridade com um
mesmo ancestral comum (MAIDEN et al., 2013).

Atualmente, diversos clones de E. coli séo classificados como pandémicos, sendo eles:
ST131, ST69, ST95, ST73 ST393 (GHOSH et al., 2017, NOVAIS et al., 2013, RILEY, 2014).
A disseminacdo global desses clones, que sdo considerados de alto risco, esta diretamente
relacionada aos seus fatores de viruléncia e genes de resisténcia aos antimicrobianos, os quais
conferem vantagens adaptativas no que se refere a colonizacdo do hospedeiro e a
competitividade com outras bactérias, respectivamente. Esses clones sdo frequentemente
associados a infeccBes do trato urinario e infecgbes de corrente sanguinea em ambientes
comunitarios e hospitalares, sendo também descritos em animais, alimentos e ambientes
aquaticos (NICOLAS-CHANOINE; BERTRAND; MADEC, 2014). Entretanto, outras
linhagens como ST10, ST38, ST127, ST405, ST410 e ST648, representam, mais
recentemente, 0s clones emergentes e com potencial zoondético, e ja foram descritos em
amostras de multiplas origens (FERNANDES et al., 2018a, IZDEBSKI et al., 2013,
DANTAS-PALMEIRA et a., 2018, OLIVEIRA et al., 2018, SCHAUFLER et al., 2019).

Recentemente, com 0 sucesso das técnicas de sequenciamento do genoma completo
(Whole Genome Sequence - WGS), é possivel gerar dados mais precisos e uma variedade de
métodos esta sendo implementada para analises de relacdo clonal entre isolados bacterianos,
como por exemplo: i) a construcdo de filogenias com polimorfismo de nucleotideo
unico (Single Nucleotide Polimorfism — SNPs) utilizando genomas de referéncia; ii)
comparacgdo do genoma em analise com um genoma de referéncia; iii) andlise baseada em um
conjunto maior de genes compartilhados por um grupo de cepas relacionadas (Core genome-
MLST cgMLST), iv), e até em esquemas de genomas totais (Whole genome-MLST
wgMLST), baseado no conceito do MLST de variacdo alélica, o que significa que as
recombinacfes e delecBes ou insercdes de multiplas posigdes sdo contadas como eventos
evolutivos Unicos, sendo mais discriminativos (CHATTAWAY et al., 2017, FEIJAO et al.,
2018).

A resisténcia antimicrobiana em infec¢Ges causadas por E. coli é considerada um
problema global de satde publica em seres humanos e animais. Além disso, a presenca de E.
coli MR em sistemas aquaticos devido ao descarte inapropriado de esgoto hospitalar e
domiciliar em afluentes de rios e oceanos, tem sido amplamente descrita na literatura, e tem
contribuindo para disseminacdo de genes de resisténcia de importancia na medicina humana
(CTX-M, KPC-2, NDM-1 e MCR-1) nesses ambientes (DROPA et al., 2016, FERNANDES
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etal., 2017, NASCIMENTO et al.,2017, SACRAMENTO et al., 2019).

Diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos podem ser identificados em
E. coli, particularmente, a resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos (PMQR) e a
producdo de ESBLs do tipo CTX-M que tem emergido drasticamente em diversos paises. No
entanto, a propagacao de genes de resisténcia nessas estirpes tem sido associada a presenca de
clones de alto risco, como por exemplo, o clone pandémico B2-025:H4-ST131, responsavel
pela disseminagdo de blactx-m-15 em diferentes hospedeiros e ecossistemas (KAWAMURA et
al., 2018, PAITAN, 2018, VILA et al., 2016).

Atualmente, o cenario de resisténcia aos antimicrobianos em E. coli tem se tornado
ainda mais preocupante, devido ao aparecimento de linhagens produtoras de carbapenemases,
e mais recentemente, a resisténcia as polimixinas medida por plasmideos. Sendo assim, as
estirpes de E. coli podem ser consideradas um importante reservatorio de genes de resisténcia
a diferentes classes de antimicrobianos, o que vem contribuindo para eventos genéticos de
aquisicdo e disseminagdo de genes intra e interespécies.

1.4 Mobilizagéo de genes de resisténcia aos antimicrobianos

Os genes sdo sequéncias de acidos nucleicos que, em procariotos, podem estar
localizados no cromossomo ou em unidades genémicas extracromossomais. Eles possuem as
informacgBes necessarias para a sintese de RNA mensageiro e, consequentemente, de
proteinas. Os genes sdo responsaveis pela transmissdo das informacdes genéticas através da
hereditariedade e codificam fungdes metabolicas, estruturais e seletivas, como por exemplo,
0s genes de resisténcia a antimicrobianos (HALL, 2012; PARTRIDGE et al., 2009).

Os genes de resisténcia sdo mobilizados entre as bactérias por elementos genéticos
maoveis, como por exemplo, 0s integrons, sequéncias de insercao, transposons e plasmideos.
Esses elementos promovem a mobilidade do DNA intracelular (do cromossomo para um
plasmideo ou entre plasmideos) e a mobilidade do DNA intercelular (entre membros de uma
mesma especie ou entre espéecies de diferentes) (FROST et al., 2005).

Em bactérias Gram-negativas, uma ampla gama de genes de resisténcia é encontrada
como parte de pequenos elementos, chamados de genes cassetes. Eles consistem em um gene
sem promotor e com um sitio de recombinacdo attC. Os genes cassetes ndo carregam a
maquinaria para mobilizagéo e s&o normalmente encontrados em forma linear integrada em
elementos maiores chamados integrons. Os integrons sdo definidos por trés componentes

caracteristicos na regido conservada 5°CS: i) gene intl que codifica uma enzima tirosina
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recombinase sitio-especifica, responsavel pela integracdo, bem como excisdo de cassetes
génicos; ii) sitio de recombinacdo attl; e iii) promotor incorporado no gene intl, orientado
para 0 ponto de integracdo, que regula a expressao dos genes cassetes. Na regido conservada
3’CS estdo localizados os genes de resisténcia aos amonios quaternarios (gacEAI),
sulfonamidas (sul 1 ou sul2) e por duas regies de leituras (operon reading frame- ORF)
(DENG et al., 2015, GILLINGS, 2014, PARTRIDGE et al., 2018).

Existem cinco classes de integrons (1, 2, 3, 4 e 5) com base na presenca de genes
integrase distintos, entretanto apenas as trés primeiras classes estdo implicadas na disperséo
de genes de MR em Enterobacteriaceae. Os integrons de classe 1 e 3 s@o encontrados
associados a Tn402, enquanto que a classe 2 sdo quase exclusivamente ligados a derivados do
Tn7 (ESCUDERO et al., 2015, KAUSHIK et al., 2018, PARTRIDGE et al., 2018).
Atualmente, o banco de dados publico INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt/), pode ser
utilizado para auxiliar na compilagdo e organizacdo de sequéncias disponiveis em integrons
(MOURA et al., 2009).

As sequéncias de insercao (insertion sequence - IS) sdo segmentos curtos de DNA
variando de 400 a 3.000pb, que carregam genes de transposase (tnp) e apresentam repeticdes
invertidas (inverted repeates- IRs) em suas extremidades (PARTRIDGE et al., 2018,
VANDECRAEN et al., 2017). Tradicionalmente, a presenca de duas IS pode mover genes de
resisténcia como parte de um transposon composto, como por exemplo Tnl0 (IS10) que
podem codificar genes de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos.
Aproximadamente existem mais de 4500 IS pertencentes a 29 familias, identificadas através
do ISfinder (https://www-is.biotoul.fr/) que fornece um banco de dados abrangente de IS e
inclui ferramentas de pesquisa do BLAST. Inicialmente, sua nomenclatura foi atribuida a
nameros, mas ISfinder agora atribui nomes que incluem um cddigo para as espécies em que 0
IS foi identificado pela primeira vez (por exemplo, ISAbal para Acinetobacter baumannii)
(VANDECRAEN et al., 2017).

Os elementos da familia 1S26 (I1S6, 1S754, 1S46, 1S140, 1S160, 1S176 e 1S1936),
1S257 (1S431) e 1S1216 desempenharam um papel fundamental na disseminacgdo de genes de
resisténcia em bactérias Gram-negativas (PARTRIDGE et al., 2018). A ISEcpl (familia
1S1380), inicialmente identificada em E. coli, esta associado a quatro dos cinco grupos de
genes blactx-m (grupos CTX-M-1, -M-2, -M-9 e -M-25), alem de outros genes como blacmy e
blaacc. Estes elementos estdo localizados upstream aos genes, e apresentam pelo menos um
promotor a cada gene, sendo que a separagédo deste promotor resulta na reducdo da expresséo
dos genes blactx-w (CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012, LARTIGUE et al.,
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2006). Outras IS apresentam papel importante na disseminacdo de genes de resisténcia, como
por exemplo, a ISApll (familia 1S30) identificada pela primeira vez em Actinobacillus
pleuropneumoniae, e recentemente foi encontrada associada ao gene mcr-1 que confere
resisténcia a colistina mediada por plasmideos (LIU et al., 2015).

Os transposons (Tn) sdo segmentos de DNA especificos maiores que as IS, e séo
inseridos repetidamente em um ou mais locais dentro do genoma bacteriano. Apresentam IRs
em ambas as extremidades e uma transopasase codificada pelo gene tnpA. O movimento
desses elementos € chamado de transposicdo, um tipo de recombinacéo sitio-especifica, o qual
a transposase reconhece as IRs e desloca o segmento de DNA flanqueado de um sitio para
outro. Existem o0s transposons que ndo apresentam duas IS em suas extremidades,
apresentando apenas uma IR, esses sdo classificados como transposons ndo compostos
(PARTRIDGE, 2011).

Os transposons das familias Tnl, Tn2 e Tn3 foram os primeiros a serem identificados
em bactérias Gram-negativas. Nesses elementos, tnpA e tnpR sdo transcritos em direcdes
opostas, e o sitio de resolucdo (res) fica entre eles. Os genes que codificam as ESBL sdo
encontrados nas frequentemente encontrados nessas familias de Tnl, Tn2, Tn3 (NICOLAS et
al., 2015, PARTRIDGE et al., 2018). O registro do niumero de transposons pode ser realizado
através do banco de dados (http://transposon.Istmed.ac.uk/).

Mecanismos intercelulares de troca horizontal de genes em bactérias incluem: i)
transformacéo, onde ocorre a troca de material genético entre bactérias, sem a necessidade de
um vetor. A célula receptora, é dita como competente, pois capta 0 DNA livre e o incorpora
ao seu genoma por recombinacdo; ii) transducdo, sendo mediada por bacteriéfagos que
transferem o DNA de uma célula a outra; e iii) conjugacdo, considerado 0 mecanismo mais
eficaz de transferéncia horizontal de genes, ocorre através do contato entre duas bactérias,
sendo mediado por plasmideos (Figura 3) (FURUYA; LOWY, 2006).

Na conjugagdo uma bactéria doadora (apresenta o pilus F) reconhece um receptor na
bactéria receptora, ocorrendo a formacdo de um canal entra as duas células bacterianas. O
plasmideo conjugativo é replicado e transferido a bactéria doadora, tornando-se um
transconjugante. Os plasmideos conjugativos sdo grandes (>20kb) e possuem sistemas mais
complexos que aumentam significativamente o tamanho do seu backbone conservado. As
regibes de transferéncia (tra) dos plasmideos conjugativos codificam as proteinas MPF
(mating pair formation) que funcionam como um sistema secrec¢do do tipo IV especializada
(T4SS), bem como proteinas DTR (DNA transfer protein) que processam o DNA plasmidial.

As proteinas DTR incluem uma relaxase que corta especificamente a origem da transferéncia
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(oriT) da fita de DNA que é exportada a célula receptora. Em bactérias Gram-negativas, 0
T4SS monta um pilus conjugativo, que é um apéndice de superficie filamentosa que medeia
as interacbes com as células receptoras. Na célula doadora, o complexo composto pela
proteina DTR e pela oriT excisada (relaxossoma), € ligado ao poro MPF (transferossoma) por

by

uma proteina de acoplamento (T4CP), pertencente a superfamilia FtsK/SpolllE. Alguns
plasmideos ndo-conjugativos podem ser transferidos, utilizando o aparato MPF de plasmideo
conjugativo presente na mesma célula. Esses plasmideos mobilizaveis sdo menores (<10kb) e
possuem apenas um subconjunto das fungdes DTR (geralmente denominadas mob), incluindo
oriT e um gene para uma relaxase correspondente (RAMSAY; FIRTH, 2017, SAN MILLAN

etal., 2014, SMILLIE et I., 2010).

Figura 3. Transferéncia horizontal de genes em bactérias

a. Transformacao
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c¢. Conjugacéo
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Transposon Bactéria doadora Bactéria receptora

Legenda: a. A transformacdo ocorre quando o DNA ¢é liberado na lise de um organismo e é absorvido por outro
organismo. Genes de resisténcia aos antimicrobianos podem ser integrados ao cromossomo ou plasmideo da
célula receptora; b. Na transducdo, os genes de resisténcia aos antimicrobianos séo transferidos de uma bactéria
para outra por meio de bacteriéfagos e podem ser integrados no cromossomo da célula receptora; ¢. A
conjugacao ocorre pelo contato direto entre duas bactérias, ocorrendo a formagdo de uma ponte de cruzamento
entre as bactérias, e 0 DNA ¢ transferido, o que pode resultar na aquisicdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos pela célula receptora. Adaptado de FURUYA; LOWY, 2006
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Os plasmideos adquirem elementos genéticos mdveis (IS e transposons) que sao
integrados em clusters, conferindo resisténcia a maultiplas classes de antibioticos. Estes
plasmideos podem conceder uma vantagem seletiva e adaptativa ao hospedeiro bacteriano
quando antimicrobianos séo administrados (SLATER et al., 2008; FONDI; FANI., 2010).

1.4.1. Plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas de DNA dupla-fita extracromossomais, circulares ou
lineares e que possuem a capacidade de replicacéo independente (DEL SOLAR et al, 1998).
A replicacdo dos plasmideos € iniciada em uma regido definida, a origem (ori), sendo
desencadeada pela ligacdo de uma proteina de iniciacdo Rep, codificada pelo gene rep.
Assim, os plasmideos possuem seu préprio inicio de replicacdo, mas normalmente exploram a
maquinaria de replicacéo codificada pelo cromossomo da célula hospedeira (como as enzimas
helicase, primase e polimerase) para sua propria sintese de DNA (DEL SOLAR et al 1996).

A replicacdo plasmidial pode ocorrer de duas maneiras: replicagdo teta (O) e
replicacdo por circulo rolante (THOMAS et al., 2000). A replicacdo por circulo rolante ocorre
com a clivagem de uma das fitas, que se desloca formando duas fitas simples de DNA. Para
formagéo das fitas complementares ocorre a acdo da RNA polimerase, que cria um iniciador
na regido oriV para permitir a replicacdo do DNA, gerando entdo o DNA fita dupla circular
(DEL SOLAR et al.,, 1998, KHAN, 2005). A replicacdo no modo teta se assemelha a
replicacdo circular do cromossomo e € amplamente utilizada. A sintese de DNA ¢é continua
no filamento principal e descontinua, via fragmentos de Okazaki, no filamento atrasado
(TOLMASKY, 2013).

A classificacdo dos plasmideos pode ser realizada baseando-se em diferentes critérios:
(i) nimero de copias na célula, (i) tamanho, (iii) capacidade de transferéncia e (iv) grupo de
incompatibilidade (SHINTANI et al., 2015).

Uma vez replicados, os plasmideos sdo distribuidos entre as células filhas quando a
divisdo ocorre. Para plasmideos pequenos com alto numero de copias, a heranca eficiente por
ambas as células filhas pode ser alcancada por segregacdo aleatoria. No entanto, plasmideos
maiores existem em um baixo nimero de cOpias para minimizar a sobrecarga em seus
hospedeiros, e possuem modulos funcionais que contribuem para a manutencdo do plasmideo
(estabilidade segregacional). Estes incluem resolucdo (res), particdo (par) e sistemas de morte
pos-segregacional (sistema toxina-antitoxina -TA) (BAXTER; FUNNELL, 2014, SALJE,
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2010).

Os sistemas de resolucdo possuem genes que codificam uma recombinase sitio-
especifica e um sitio de DNA cognato no qual a recombinase atua. Os sistemas de particdo
distribuem ativamente copias de plasmideos para células filhas e, geralmente, consistem em
genes que codificam uma proteina adaptadora de ligagdo ao DNA que interage tanto com um
sitio de DNA quanto com uma proteina "motora” (PARTIDGE et al.,2018). Os sistemas TA
codificam uma toxina estavel e sua antitoxina labil neutralizante. A permanéncia do sistema €
assegurada pela diferenca de meia-vida da toxina e da antitoxina. Se o sistema TA for
perdido, a antitoxina se degrada primeiro e a célula sofre morte mediada por toxinas. Os TAs
séo classificados, dependendo da natureza e modo de agdo da antitoxina, em trés tipos: tipos |
e Ill, nos quais as antitoxinas sdo pequenos RNAs que impedem a traducdo da toxina; e
sistemas tipo I, nos quais a antitoxina é uma proteina que inibe a toxina através da formacao
de complexos proteicos (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016, YANG; WALSH, 2017).

A fim de equilibrar as demandas competitivas e 0 metabolismo no hospedeiro, 0s
plasmideos controlam seu nimero de copias. Os sistemas de controle do numero de cdpias
variam entre os tipos de plasmideos, mas duas estratégias foram discernidas. A primeira
emprega um RNA antisense, constitutivamente expresso e, portanto, proporcional ao nimero
de cépias do plasmideo, ligando-se ao rep do RNAm complementar para reprimir sua
transcricdo e / ou traducdo; em plasmideos que usam um iniciador de RNA, como ColEl, a
ligacdo antisense inibe a maturacdo do primer RNA. No segundo mecanismo, 0s sitios ori em
dois plasmideos sdo “bloqueados” por interagdes entre proteinas Rep e os iterons. 1sso modula
a atividade do Rep em resposta a concentracdo de iterons dentro da célula, que é diretamente
proporcional ao nimero de cépias do plasmideo (DEL SOLAR; ESPINOSA, 2000).

Inicialmente, Datta e Hedges, em 1971, propuseram um método de classificacdo de
plasmideos baseado na capacidade de dois plasmideos coexistirem estavelmente na mesma
célula, fendmeno conhecido como compatibilidade. Se um plasmideo ndo consegue coexistir
com outro na mesma célula eles sdo referidos como pertencentes ao mesmo grupo de
incompatibilidade (grupo Inc), devido a sobreposicdo da maquinaria de replicacdo do
plasmideo (HARMER; HALL, 2015).

Carattoli e colaboradores (2005) propuseram a deteccdo de plasmideos baseada na
amplificacdo de replicons responsaveis pelos principais grupos Inc de plasmideos que
circulam em membros da familia Enterobacteriaceae, sendo importante para seguir a evolugéo
e disseminacéo de plasmideos emergentes. Atualmente, sdo conhecidos mais de 30 grupos de

incompatibilidade em plasmideos de Enterobacteriaceae: IncA/C, IncB, IncD, IncF (I -VI),
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IncHI (1,2 e 3), Incll (1, 2 e y), IncJ, IncK, IncL/M, IncN, IncO, IncP, IncR, IncS, IncT,
IncU, IncV, IncW, IncX (1 até 6) e IncY (CARATTOLI, 2009; COUTURIER et a., 1988,
JOHNSON et al., 2012). Os tipos mais detectados de replicons em plasmideos de resisténcia
em Enterobacteriaceae incluem os grupos de incompatibilidade: F, A/C, L/IM, 11, HI2, N e X
(DI PILATO et al., 2014; JOHNSON et al., 2012 (Figura 4).

Métodos de estudos para a caracterizacdo epidemiologica de plasmideos vém sendo
realizados através da técnica de pMLST (Plasmid Multilocus Sequence Typing), tornando-se
uma ferramenta atil para monitoramento da ancestralidade desses plasmideos, pois permite
uma discriminacdo de STs entre areas geogréaficas distintas. O pMLST ja tem sido aplicado
para os grupos de plasmideos: IncF, Incll, IncHI1, IncHI2 e IncN (GARCIA- FERNANDEZ
et al., 2008; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2011; VILLA et al., 2010). Com avangos em
gendmica, novas ferramentas tém sido desenvolvidas e incorporadas na classificacao de
plasmideos como PlasmidFinder 1.3 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) e
pPMLST1.4 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/), com intuito de analisa-los com mais
profundidade (CARATTOLI et al., 2014).

Plasmideos epidémicos sdo definidos como plasmideos identificados entre diferentes
periodos de tempo, fontes, espécies bacterianas e localizagdo geogréficas distintas
(CARATTOLI, 2009, MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015). Dentro dessa categorias, 0s
plasmideos da familia Incll, IncX4 e IncHI2 sdo considerados os principais vetores na
disseminacdo de genes de blactx-m € variantes de mcr em E. coli (FANG et al., 2016, LI et
al., 2017, MA; FENG; ZONG, 2018, SUN et al., 2017, WONG et al., 2015)

Os plasmideos Incll sdo plasmideos conjugativos de baixo nimero de cépias, que
variam em tamanho de 50 a 250 kb, apresentam uma arquitetura conservada e algumas
regibes variaveis que codificam fungbes acessorias, como genes de resisténcia. A
caracteristica deste grupo plasmidial, € a presenca de uma regido shufflon na extremidade 3’
do gene pilV, que permite a recombinacdo entre sitios especificos (BROWER et al., 2019,
CARATTOLI et al., 2018)

Sdo frequentemente associados a disseminacdo de genes blactx-m-1, blacTx-m-15 €
blacmy-2 em E. coli e Salmonella spp (CASTELLANOS et al., 2017, VALCEK et al., 2019,
WONG et al., 2015). No Brasil, os plasmideos Incll sdo os principais vetores na
disseminacdo de genes blactx-m-s em diferentes ambientes (DANTAS-PALMEIRA et al.,
2018, DROPA et al., 2016, CASELLA et al., 2015, FERREIRA et al., 2014, FERNANDES
et al 2018b, MELO et al., 2018, SACRAMENTO et al., 2018, SILVA et al., 2018).
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Plasmideos IncX sdo amplamente encontrados em espécies de Enterobacteriaceae e
sdo atualmente divididos em seis subtipos (Incx1-IncX6), os quais compartilham grande
similaridade genética em sua arquitetura (JOHNSON et al., 2012). Os plasmideos IncX foram
inicialmente detectados em Salmonella spp. na era pré-antibiotica (1917), e atualmente esses
plasmideos continuam sendo vetores de disseminacdo de genes que conferem resisténcia aos
antibidticos B-lactdmicos (blactx-m, blakec € blanom), quinolonas (gnrB e gnrS) e polimixinas
(mcr-1 e mcr-2). A arquitetura desse grupo de plasmideo inclui genes essenciais como: pir-
bis-par-hns-topB-pilX-actX-taxCA (JOHNSON et al., 2012) os quais sdo responsaveis pela
replicacdo (pir e bis), sintese e montagem do pilus (pilX), conjugacdo (taxAC) e funcbes de
manutencédo/ estabilidade do plasmideo (hns e par) (BUSTAMANTE ;IREDELL, 2017)

No Brasil o atual cenario de resisténcia a colistina, os plasmideos IncX4 séo
considerados o principal vetor na disseminacdo do gene mcr-1 em isolados de E. coli em
diferentes ecossistemas (FERNANDES et al., AIRES et al., 2017; CONCEICAO-NETO et
al., 2017; DALMOLIN et al., 2017, FERNANDES et al., 2016b; FERNANDES et al., 2017,
MONTE et al., 2017, ROCHA et al., 2017, SELLERA et al., 2017).

Os plasmideos conjugativos do grupo incompatibilidade H (IncH) sdo divididos em
dois grandes grupos, IncHI1 e IncHI2. Sdo plasmideos de ampla gama de hospedeiros,
geralmente com tamanho >200 kb e apresentam uma conjugacdo termosensivel devido aos
genes que codificam a pili serem expressos a temperatura de 22 e 30 °C, facilitando assim, a
disseminacdo desses plasmideos no meio ambiente (TAYLOR, 2009). Costumam carregar
genes resisténcia a metais pesados, colicinas e genes de resisténcia aos antimicrobianos
clinicamente significantes, como: blactx-m, 0qxAB, blaimpe, blaviv e blanpom € mer-1. Os
plasmideos da familia IncHI2 sdo considerados o terceiro grupo mais frequentemente
associado a disseminacdo mundial do gene mcr-1, ap6s os plasmideos Incl2 e IncX4
(MATAMOROS et al., 2017; GIRLANE et al., 2017; GRAMI et al., 2016; HADJADJ et al.,
2017; KIEFFER et al., 2017).
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Figura 4. Organizacéo estrutural dos principais plasmideos em Enterobacteriaceae
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Legenda: Os genes ou regides selecionadas envolvidas em vérias fungdes sdo mostrados pelas seguintes cores:

vermelho, replicacdo/oriV; azul, conjugacdo; verde, manutengdo; marrom, exclusdo de entrada; e roxo, TA.
(PARTIDGE et a., 2018)
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O estudo que envolve a identificacdo e analise de plasmideos em um determinado
ambiente € denominado de plasmidoma (BLEICHER et al.,, 2013; DIB et al., 2015).
Plasmideos podem abrigar diversos genes de resisténcia para mais de uma classe de
antimicrobiano. Assim, o sequenciamento e identificacdo de genotipos de resisténcia
associados aos plasmideos definem o conceito de resistoma plasmidial (FONDI; FANI, 2010;
NESME; SIMONETI, 2015). A andlise do resistoma plasmidial pode ser realizada utilizando
ferramentas online como ResFinder 2.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) para
identificacdo de genes de resisténcia.

Finalmente, o pan-resistoma plasmidial poderia ser definido como a analise dos genes
de resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos, carregados por plasmideos presentes

em bactérias pertencentes a um mesmo género, em diferentes ambientes (GILLINGS, 2013).

1.5 p-lactamases de espectro ampliado do tipo CTX-M

As ESBLs sdo enzimas que hidrolisam os antibidticos B-lactamicos: penicilinas,
cefalosporinas de amplo espectro e 0 aztreonam, exceto os antibidticos carbapenémicos e as
cefamicinas. Estas enzimas podem ser inibidas pelo &cido clavulénico, sulbactam e
tazobactam (BUSH; JACOBY, 2010). Atualmente, a producdo de ESBL é o principal
mecanismo de resisténcia aos antibidticos em espécies de Enterobacteriaceae, especialmente
em E. coli, e geralmente sdo disseminadas por genes presentes em plasmideos (BUSH;
JACOBY, 2010; HARRIS; TAMBYAH; PATERSON, 2015).

A disseminacdo de ESBLs tem sido reportada em bactérias comensais e patogénicas
isoladas de diferentes nichos, tais como: humanos, animais (domésticos, de producao e
selvagens) e no meio ambiente. No entanto, hospitais sdo 0s principais ambientes onde esses
microrganismos podem ser encontrados, devido a pressdo seletiva decorrente da
antibioticoterapia (ANAGO et al.,, 2015; BEVAN; JONES; HAWKEY, 2017, DOI,
LOVLEVA; BONOMO, 2017; MADEC et al., 2017).

No Brasil, a produgédo de ESBL em bactérias gram-negativas vem aumentando nos
ultimos anos, e variantes do tipo TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER e GES séo frequentemente
descritas (CUNHA et al, 2017, GUZMAN-BLANCO et al., 2014; SILVA; LINCOPAN,
2012; NOGUEIRA et al., 2015; ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016, SAMPAIO; GALES,
2016). Em relacéo as variantes enzimaticas, ha uma alta prevaléncia de enzimas do tipo TEM
e SHV, entretanto nos Gltimos anos as ESBL do tipo CTX-M (cefotaximases) adquiriram um
carater pandémico, devido a sua ampla disseminacdo e numero de variantes descritas. As
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enzimas CTX-M foram originadas de genes cromossomais de Kluyvera spp., uma
Enterobacteriaceae encontrada em solo (MATHERS et al., 2015; SATO et al., 2014).

A primeira descri¢do da enzima CTX-M ocorreu em 1989, em um isolado clinico de
E. coli, em Munique, Alemanha. As enzimas CTX-M receberam esse nome devido sua
resisténcia a cefotaxima, e a incorporacao da letra “M” faz-se referéncia a cidade de Munique.
Ao longo dos anos, o surgimento de novas variantes resultou na inclusdo de numeros para sua
diferenciacdo (BAUERNFEIND; GRIMM; SCHWEIGHART, 1990). Entretanto, uma década
apos sua descoberta, uma rapida evolucao e dispersdo destas enzimas ja eram observadas pelo
mundo (CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012).

A classificacdo filogenética das enzimas da familia CTX-M é baseada nas sequencias
de aminoacidos das enzimas, onde enzimas do mesmo grupo compartilham >95% de
identidade, e estdo divididas em seis grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9,
CTX-M-25 e KLUC (D’ANDREA et al., 2013).

No Brasil, a producéo de enzimas CTX-M tornou-se 0 mecanismo mais comum de
resisténcia adquirida as cefalosporinas de amplo espectro em bactérias gram-negativas, a
partir de amostras clinicas humanas e/ou de animais, e ambientes aquaticos (AIZAWA et al.,
2014; ANDRADE et al., 2014; CARVALHO-ASSEF et al., 2014; CASELLA et al., 2015;
DROPA et al., 2015; LEIGUE et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2013). A
presenca de CTX-M-2 e CTX-M-8 foram descritas em animais de producdo no Brasil,
evidenciando o alto risco do uso de antimicrobianos em criadouros de aves e ruminantes
(BOTELHO et al., 2015; KOGA et al., 2015; PAIVA et al., 2013; TOLLENTINO et al,
2011; AIZAWA et al., 2014). Concomitantemente, a identificagdo de cepas de E. coli
produtoras de CTX-M-2 e CTX-M-8 tem sido reportada em carne de frango comercializado
em mercados brasileiros (CASELLA et al.,, 2015), complementarmente relatos prévios
documentaram a presenca de ambos o0s genes em cepas de E. coli isoladas a partir de amostras
de carne de frango oriundas da América do Sul exportadas para paises europeus (DHANJI
etal., 2010, EGERVARN et al., 2014; WARREN et al., 2008).

Durante muitos anos as variantes de CTX-M mais identificadas em territorio brasileiro
foram as CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9, porém, mais recentemente, a variante pandémica
CTX-M-15 tem sido amplamente identificada (BUENO et al., 2013; CABRAL et al., 2012;
LAHLAOQUI et al.,, 2014; QUEIROZ et al., 2012; QUERESHI; DOI, 2014; SILVA &
LINCOPAN, 2012; SEKI et al.,, 2013). Sob este contexto, estudos epidemioldgicos

moleculares tém revelado uma ligacdo estreita e significativa de genes blactx-.m em
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plasmideos, pertencentes aos grupos IncF, Incl, IncN, IncHI2, IncL/M e IncX.

Em E. coli, IncF e IncN tém sido associados com a disseminacgdo de diversas variantes
de ESBL do tipo CTX-M (ex., blactx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-14, blactx-m-15, blacTx-m-32,
blacTx-m-40 € blactx-m-65) (GARCIA- FERNANDEZ et al., 2011; GONULLU et al., 2008;
MSHANA et al., 2009; NOVAIS et al., 2006; VILLA et al., 2010).

O uso excessivo de cefalosporinas na medicina humana e veterinaria contribuiu com a
pandemia das enzimas do tipo CTX-M, resultando na utilizagdo dos carbapenémicos,
antibidticos de "dltima linha", no tratamento de infec¢bes ocasionadas por bactérias
produtoras de ESBL (BUSH; JACOBY, 2010; CARATTOLI, 2013; HARRIS et al., 2015).
Entretanto, com a utilizagdo exacerbada desses antibioticos na medicina humana, surgiram as
carbapenemases mediadas por plasmideos, principalmente blakpc e blanom, COMo mecanismo
principal de resisténcia aos B-lactdmicos. Atualmente, K. pneumoniae produtora de KPC, esta
disseminada em varios continentes, causando diversos surtos e endemicidade em certas
regides (MATHERS et al., 2015). Mais recentemente, o surgimento de Enterobacteriaceae
produtora de NDM também restringe o uso dos carbapenémicos, tornando as opc¢des para
tratamento de bactérias produtoras de carbapenemases limitadas a utilizacdo de polimixinas e
tigecilina (NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011).

1.6 Resisténcia a colistina mediada por plasmideos

A polimixina B e a polimixina E (colistina) pertencem a um grupo de antibi6ticos
polipeptidios classificados como polimixinas, que foram descobertos em 1949, como produto
metabolico da bactéria ambiental Paenibacillus polymyxa subsp. colistinus. Sdo antibioticos
catidnicos que apresentam uma alta afinidade por superficies com cargas negativas, como por
exemplo, o lipolissacarideo (LPS) encontrado em bactérias Gram-negativas. Essa classe de
antimicrobiano atua na membrana externa, deslocando o Ca2* e Mg2", promovendo o
aumento da permeabilidade celular, extravasamento do contetdo celular e, consequentemente,
a morte bacteriana (FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU 2010).

O espectro de acdo das polimixinas € amplo, abrangendo diversas espécies de bacilos
Gram-negativos, com excecdo de algumas espécies que apresentam resisténcia intrinseca,
dentre elas: Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp.,
Pseudomonas mallei, Burkholderia spp., Chromobacterium spp., Edwardsiella spp., Brucella
spp., Legionella spp., Campylobacter spp. e Vibrio cholerae (FALAGAS; KASIAKOU,
2005; POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).
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Embora os mecanismos de resisténcia as polimixinas ndo tenham sido totalmente
elucidados, a aquisi¢cdo da resisténcia é atribuida a modificacdes do LPS devido: (i) a adicao
de grupos catidnicos ao LPS, reduzindo a carga negativa do LPS e, consequentemente,
impedindo acdo das polimixinas; (ii) perda do LPS, resultando na perda do alvo de
polimixina; e (iii) a hiperexpressdo de polissacarideos capsulares, ocultando sitio de ligacdo
da polimixina. Adicionalmente, modificagdes nas porinas e superexpressdo de sistemas de
bomba de efluxo também podem ser observadas (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014).

Em 1970 o uso clinico das polimixinas foi suspenso devido a sua alta nefrotoxicidade
nos pacientes, sendo substituido pelo uso de aminoglicosideos, quinolonas e B-lactamicos.
Entretanto, em 2000 com a alta incidéncia de casos de infeccGes causadas por bactérias
resistentes MDR, as polimixinas foram reintroduzidas como recurso de Ultima escolha
terapéutica no tratamento de infeccdes causadas por bactérias produtoras de carbapenemases
(RHOUMA & LETELLIER, 2017). Infelizmente, em novembro de 2015 foi reportado pela
primeira vez, em isolados de E. coli provenientes da China, a resisténcia transferivel a
colistina codificada pelo gene mcr-1, o qual foi localizado em um plasmideo conjugativo do
tipo Incl2, destacando-se como uma nova ameaca para a saude publica (LIU et al., 2015)
(Figura ).

38



Figura 5. Linha do tempo em relagdo a emergéncia de bactérias resistentes a colistina
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(RHOUMA; LETELLIER, 2017).

Apos este primeiro relato, também foi reportado a presenca do mcr-1 em diversos
paises da Europa (FALGENHAUER et al., 2016; HAENNI et al., 2016; HASMAN et al.,
2015), Asia (DU et al., 2016; KUO et al., 2016; OLAITAN et al., 2016), Africa (PERRETEN
et al., 2016; POIREL et al., 2016), Américas (FERNANDES et al.,2016a, FERNANDES et
al., 2016b; FERNANDES et al., 2017; McGANN et al.,, 2016; MONTE et al., 2017;
MULVEY et al., 2016; RAPPAPORT et al., 2016) e Oceania (ELLEM et al., 2017) (Figura
6). Novas variantes também ja foram reportadas como mcr-2 (Bélgica) (XAVIER et al.,
2017), mer-3 (China) (YIN et al. 2017) , mcr-4 (Bélgica, Espanha e Italia) (CARATTOLI et
al., 2017), mcr-5 (Alemanha e Brasil) (BOROWIAK et al., 2017, HAMMERL et al., 2018,
FERNANDES et al., 2018), mcr-6 (Gré-Bretanha) (ABUOUN et al., 2018), mcr-7 (China)
(YANG et al.,, 2018), mcr-8 (China) (WANG et al., 2018) e mcr-9 (Estados Unidos)
(CARROL et al., 2019).
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Figura 6. Distribuicdo intercontinental de plasmideos que carregam o gene mcr-1

(Arquivo pessoal - banco de dados PubMed em 20 de junho de 2019).

Os plasmideos que carregam o gene mcr-1 tém sido encontrados em diferentes
espécies de Enterobacteriaceae, tais como K. pneumoniae, Enterobacter spp., Salmonella
enterica, Shigella sonnei, Citrobacter freundii e Kluvyera spp. (SCHWARZ; JOHNSON,
2016; HU et al., 2015; OLAITAN et al., 2016; QUESADA et al., 2016; ZHAO et al., 2016).
No entanto, a ocorréncia destes plasmideos tem sido mais predominante nos isolados de E.
coli, principalmente devido & sua grande versatilidade genética (PERRETEN et al., 2016;
POIREL et al., 2016; SELLERA et al., 2017; QUESADA et al., 2016).

Além disso, a ubiquidade desses plasmideos vem sido observada em diferentes
hospedeiros e ambientes como: humanos (infectados e saudaveis), animais de companhia,
aves migratorias, répteis exoticos, alimentos de origem animal e vegetais, e ambientes
aquaticos, o que reforca a estabilidade desses plasmideos (SKOV & MONNET, 2016).
Diversos plasmideos podem atuar como principais vetores para a disseminacdo do gene mcr-1
em Enterobacteriaceae. Até o presente momento, os plasmideos encontrados carreando este
gene podem ser agrupados em nove tipos, que incluem: Incl2, IncX4, IncHI1, IncHI2, IncF,
IncFl, IncFIl, IncP e ColE. Curiosamente, a ocorréncia de plasmideos de tipo IncX4
portadores do gene mcr-1 foi relatada em 26 paises (a maioria da Europa), principalmente
entre E. coli, K. pneumoniae e S. entérica (ELLEM et al., 2017; HASMAN et al., 2015; LIU
etal., 2016, POIREL et al., 2016; FERNANDES et al., 2016b).
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No Brasil, a ocorréncia do gene mcr em plasmideos Incx4 tem sido identificado em
isolados de E. coli em animais de producdo (FERNANDES et al., 2016a; LENTZ et al.,
2016), infecbes em humanos (FERNANDES et al., 2016b, ROCHA et al., 2017), aves
migratorias (SELLERA et al., 2017), carne de frango (MONTE et al., 2017) e ambiente
marinho (FERNANDES et al., 2017). A coproducdo de KPC-2 e MCR-1 em E. coli e K.
pneumoniae (AIRES et al., 2017; COICEICAO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017)
em pacientes com infec¢des também foram reportados.

Com avangos em gendmica, a epidemiologia molecular de plasmideos que carregam
0s genes blactx-m € mcr-1 tem sido elucidada rapidamente por pesquisadores do mundo
inteiro (FERNANDES et al., 2016b; SNESRUD et al., 2016; SUN et al., 2016; XAVIER et
al., 2016; ZURFLUH et al., 2016; WANG et al., 2016). Assim, estudos que visam investigar
aspectos relacionados a relacdo ancestral e pan-resistoma plasmidial podem fornecer uma
base cientifica para monitorar e elucidar a rota epidemioldgica e possiveis fontes de aquisicao
desses genes de resisténcia. Portanto, as aplicacbes de ferramentas moleculares e de
bioinformética podem ter uma contribuicdo pratica, baseada na identificacdo da origem e dos
veiculos de disseminacdo dos genes de resisténcia, 0 que poderia ser aplicado para ter um

controle efetivo e estabelecer politicas de vigilancia epidemioldgica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elucidar os aspectos referentes a relacdo ancestral e pan-resistoma de plasmideos que
carregam genes do tipo blactx-m-s € mcr-1 em cepas de Escherichia coli isoladas de amostras

clinicas de seres humanos e animais, alimentos de origem animal e ambientes aquaticos.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar os plasmideos que carregam blactx-m-s € mcr-1;

2. Estudar a mobilizacdo dos plasmideos que carregam genes blactx-m-s € mcr-1,
analisando os resultados em fungéo da origem das cepas;

3. Avaliar e comparar a estrutura dos plasmideos que carregam os genes blactx-m-s € mcrl,
com outros plasmideos depositados no banco de dados;

4. Analisar a ancestralidade e a evolucdo dos plasmideos que carregam os genes blactx-m-s

e mcrl.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras bacterianas

Nos dltimos anos, nosso grupo de pesquisa tem investigado a resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL e carbapenemases dentro
do conceito one-health, em diferentes cidades brasileiras (AIZAWA et al., 2014; CERDEIRA
et al., 2017; LEIGUE et al., 2015; FERNANDES et al., 2018a; FERNANDES et al., 2018b;
FERNANDES et al., 2018c; LOPES et al., 2017; MELO et al., 2018; MONTE et al., 20173;
MOURA et al., 2017a; MOURA et al., 2017b; NASCIMENTO et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2018; SACRAMENTO et al., 2018, SARTORI et al., 2017; SELLERA et al., 2018; SILVA et
al., 2018). Nesse cenario, tem sido frequentemente encontrado isolados de E. coli carregando
0 gene blacTx-m-s em plasmideos, entretanto estudos de caracterizacdo e andlise filogenética
desses plasmideos ainda sdo escassos na literatura.

Recentemente, apds a descoberta do gene mcr-1 (LIU et al., 2016), realizamos a triagem
da colecdo de cepas resistentes as polimixinas, na qual foi encontrado o gene mcr-1 em
amostras de animais de producdo (FERNANDES et al., 2016a). Consequente aos achados do
gene mcr e suas variantes, desenvolvemos novos estudos epidemiol6gicos de caracterizacao
de bactérias MR, e detectamos a presenca deste gene em isolados de E. coli de diferentes
fontes (FERNANDES et al., 2016a; FERNANDES et al., 2016b; FERNANDES et al., 2017;
FERNANDES et al., 2018b, MONTE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; SELLERA et al.,
2017).

Para a caracterizacdo dos plasmideos de resisténcia deste estudo, foram avaliadas 25 cepas
de E. coli produtoras de CTX-M-8 e MCR-1, isoladas entre os anos de 2009 e 2017,
provenientes de seres humanos, animais (domésticos, selvagens e producéo), alimentos (carne
de frango) e ambientes aquaticos (praias, mangues e esgoto). Sendo assim, foram selecionadas
cepas que apresentavam o sequenciamento completo do genoma bacteriano: blactx-m-s (n =
9), mer-1 (n = 11) e coprodutoras dos genes blactx-m-s € mcr (n = 5) (Tabela 1).
Adicionalmente, duas cepas de E. coli produtoras de MCR-1 (50H e CF101) foram estudadas
no Istituto Superiore di Sanita, na cidade de Roma, Italia, por apresentarem plasmideos

complexos de serem manuseados.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos isolados de E. coli produtora de CTX-M-8 e MCR-1

Id. das cepas  Origem/ fonte Ano Localizagdo Genes de resisténcia  Referéncia

HECO01 Humana/ fezes 2017 Praia Grande - SP  blactx.ms Fernandes et al., 2018a
FSP 1333/09  Esgoto tratado/ lodo ativado 2009 Barueri- SP blacrx-m-s Dropacet al., 2016
ICBEC7TAM  Praia/ 4gua do mar 2016 Santos- SP blacry.m.g N&o publicado

56AC1 Cachorro /swab retal 2012 Séo Paulo- SP blacry.m.g Melo et al., 2018
ECPB17 Gato/ swab retal 2015 Patos- PB blacry.m.g Silvaetal., 2018

AJ6 Cégado / swab cloacal 2017 Séo Luis- MA blacrx-m-s N&o publicado

AJ20 Cégado/ swab cloacal 2017 Séo Luis- MA blacry.m-s Néo publicado

C60 Bivalve/ ostra 2016 Santos- SP blacrx-m-s N&o publicado

S13.2 Crustaceo/ siri 2017 Sdo Vicente- SP blacrx-mes N&o publicado

50H Humana/ urina 2016 Campinas- SP mer-1 Oliveira et al., 2018
51H Humana/ urina 2016 Campinas- SP mer-1 Oliveira et al., 2018
77H Humana/ urina 2016 Campinas- SP mer-1 Oliveira et al., 2018
200H Humana/ urina 2017 Campinas -SP mer-1 Oliveira et al., 2018
ICBEC171S  Suino/ swab retal 2012 Minas Gerais mer-1 Fernandes et al., 2016a
ICBEC146S  Suino/ swab retal 2012 Santa Catarina mer-1 Fernandes et al., 2016a
CF101 Carne de frango/ peito 2016 Séo Paulo- SP mcr-1 Monte et al., 2017
ICBEC7P Pinguim/ pododermatite 2013 Santos- SP mer-1 Selleraetal., 2017
ICBEC3AM Praia/ 4gua do mar 2016 Santos- SP mer-1 Fernandes et al., 2017
ICBEC13AM  Praia/ 4gua do mar 2016 Santos- SP mer-1 Fernandes et al., 2017
CF131 Carne de frango/ peito 2016 S&o Paulo- SP mer-1 Monte et al., 2017
ICBEC72H Humana/ ferida 2016 Natal - RN blacrx.m., mer-1 Fernandes et al., 2016b
CF132 Carne de frango / peito 2016 Sé&o Paulo- SP blacTy-m-s, mer-1 Monte et al., 2017
ICBEC12-3F Frango/ swab cloacal 2013 Parana blacrx-m-s, mer-1 Fernandes et al., 2016a
FP39-2 Peru / swab cloacal 2013 Goids blacry.ms mer-1 N&o publicado
ECPB39 Cavalo/ secrecdo pulmonar 2012 Patos- PB blacry.m-g mer-5.3 Fernandes et al, 2018

3.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A avaliacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo

método qualitativo de disco em difusdo- Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966). O antibiograma

foi realizado de acordo com o documento M02-A12 Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) (CLSI, 2018). Foram testados os seguintes antimicrobianos de interesse na

medicina humana e veterinaria: amoxicilina/acido clavulanico (10-20 pg/ml), aztreonam (30

pg/ml), amicacina (30 pg/ml), acido nalidixico, cefepima (30 pg/ml), cefotaxima (5 pg/ml),
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cefoxitina (30 pg/ml), ceftazidima (10 pg/ml), ceftiofur (30 pg/ml), ceftriaxona (30 pg/ml),
ciprofloxacino (5 pg/ml), cloranfenicol (30 pg/ml), enrofloxacina (5 pg/ml), ertapenem (10
pg/ml), gentamicina (10 pg/ml), imipenem (10 pg/ml), levofloxacino (5 pg/ml), meropenem
(10 pg/ml), sulfametoxazol/trimetoprim (23,75- 1,25 pg/ml), da marca Cefar™.

ApoGs crescimento bacteriano de 18-24 horas, uma col6nia de cada isolado foi
inoculada em caldo Muller-Hinton e incubada a 37 °C, até atingir a escala 0,5 de McFarland.
As suspensdes bacterianas foram semeadas em placas de Muller-Hinton, com auxilio de um
swab e os discos de antibidticos foram dispostos sob a placa. As placas foram incubadas a
37°C, por um periodo de 18-24 horas. De maneira adicional, através da disposi¢do dos discos
de cefotaxima, ceftriaxona, cefepime e ceftazidima, ao redor do disco de amoxicilina/acido
clavulanico, pode-se confirmar o fendtipo de ESBL dos isolados. Para interpretacdo dos
resultados, os pontos de corte utilizados para os antibidticos foram estabelecidos de acordo
com os critérios do CLSI (CLSI, 2018).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) das cepas de E. coli produtora de CTX-M-8
foi realizada através do teste epsilométrico (E-test), utilizando as fitas com o antibidtico
cefotaxima (Biomériux™) em agar Muller Hinton sendo incubadas a 37°C, por um periodo de
18-24 horas. A interpretacdo foi realizada seguindo as recomendac6es do CLSI (CLSI, 2018).
Para a determinacdo da CIM dos isolados produtores de MCR-1, foi utilizado protocolo
descrito pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility testing (EUCAST, 2018),
pelo método de microdiluicdo em caldo (EUCAST, 2018). O antibi6tico testado para
determinacdo da CIM foi a colistina, com dilui¢des de 0,125 mg/L — 64 mg/L (Sigma-
Aldrich™), sendo incubadas a 37°C, por um periodo de 18-24 horas. Os resultados foram
interpretados de acordo com EUCAST (EUCAST, 2018).

3.3 Sequenciamento completo do genoma bacteriano

O DNA genbémico das cepas foi extraido utilizando o kit comercial PureLink™
Genomic Quick Gel Extraction and PCR Purification (ThermoFisher Scientific®), sendo
realizado conforme as instrugdes do fabricante. A qualidade e a integridade do DNA obtido
foram avaliados por espectrofotometria pelo aparelho DeNovix DS-11 e por eletroforese em
gel de agarose. Adicionalmente, a quantificacio do DNA foi realizada pelo fluorémetro
Qubit® utilizando o kit dsSDNA HS (High Sensitivity) conforme as instrucdes do fabricante.

Inicialmente, foi realizado o preparo de bibliotecas do tipo mated-paired nas cepas:
ICBEC72H, ICBEC171S, ICBEC146S e ICBEC12-3F, utilizando o kit Nextera Mated-Paired
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Library Prep Kit (Illumina) de acordo com protocolo do fabricante. O sequenciamento foi
realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, utilizando a plataforma Illumina
MiSeq (300 bp). Nas bibliotecas de preparo mated-paired, sdo gerados fragmentos de
tamanhos maiores (20 kb) diferentemente das bibliotecas do tipo paired-end (até 3 kb), o que
auxilia na resolucéo de regibes de repeticbes e no fechamento completo dos plasmideos por
bioinformética. Entretanto, por se tratar de uma técnica mais laboriosa e com o custo mais
elevado, foram escolhidas cepas representativas que apresentavam ambos os genes (blactx-m-s
e mcr-1) para serem utilizadas como “referéncia” nas montagens dos plasmideos.

O preparo das bibliotecas tipo paired-end foi realizado utilizando o kit Nextera XT
DNA Library Preparation (Illumina) de acordo com protocolo do fabricante. Ap6s o preparo
das bibliotecas, o tamanho dos fragmentos foi avaliado pelo método de eletroforese capilar
utilizando o sistema Agilent Bioanalyzer DNA 1000, e a quantificacdo final da biblioteca foi
aferida pelo Quibit® utilizando o kit dsDNA HS. O sequenciamento das amostras foi realizado
no Centro de Facilidades de apoio a Pesquisa (CEFAP-GENIAL), no Instituto de Ciéncias
Biomeédicas da USP (http://cefap.icb.usp.br/core-facilities/genial-genome-investigation-and-
analysis-laboratory/), utilizando as plataformas Illumina MiSeq (300 bp) e lllumina NextSeq
(150 bp).

Apdbs o sequenciamento, as reads com qualidade PHRED > 20 foram submetidas a
montagem de novo utilizando os programas SPAdes Genome Assembler versdo 3.7.0
(Algorithmic Biology Lab), Velvet versdo 1.2.10 ou CLC Genomics Workbench versdo 12
(Qiagen Bioinformatics), para as sequéncias geradas. Apos as montagens dos genomas, foram
avaliados alguns parametros de qualidade como: cobertura, conteido GC e nimero de contigs
gerados. Para anotacdo automatica do genoma bacteriano, os contigs foram submetidos ao
National Center for Biotechnology Information - NCBI (Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline), e posteriormente a plataforma de dados do Center for Genomic Epidemiology
(http://cge.cbs.dtu.dk), onde foram avaliados MLST (Multilocus Sequence Typing -
MLSTFinder 1.8), genes de resisténcia (ResFinder 2.1), genes de viruléncia (VirulenceFinder
1.5), sorotipo de E. coli (SerotypeFinder 2.0) e grupos de incompatibilidade plasmidial
(PlasmidFinder). Adicionalmente, analises in silico utilizado os genes: chuA, yjaA e o
fragmento de DNA TspE4.C2, foram realizadas para classificagdo dos filogrupos de E. coli
(CLERMONT et al., 2000).
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3.4 Caracterizacdo dos plasmideos

3.4.1 Extracdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina, como descrito por
Birnboim e Doly (1979). A partir do crescimento de uma colénia, as cepas foram inoculadas
em 3 mL de caldo TSB (Tryptic soy broth), sem agitacdo por 18 horas a 37°C. Apos 0
crescimento bacteriano, 1 mL foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos e, posteriormente,
0s sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram ressuspensos em 100 pL da
solucdo de lise 1 (2 mg/ mL de lisozima, 2% de glicose, 10 mM de EDTA, 25 mM de Tris-
HCI pH 8,0 e 1 mg/ mL de RNAse), e incubados em gelo por 30 minutos. Ap6s o tempo de
incubacgédo, foram adicionados 200 pL da solucdo Il (0,2 N de NaOH e 1% de SDS), as
suspensdes foram homogeneizadas por inversdo e mantidas em gelo por 7 minutos. Em
seguida, foram adicionados 150 pL da solucdo Ill para precipitacdo do DNA cromossémico
(3M de acetato de sddio, pH 4,8), sendo equitativamente homogeneizadas por inverséo, e
mantidas em gelo por 1 hora e 30 minutos. Subsequentemente, as suspensfes foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, e os sobrenadantes foram transferidos para novos
tubos e 1 mL de etanol gelado foi adicionado e incubado a -20°C overnight para a
precipitacdo do DNA plasmidial. Apds a incubacdo, as suspensdes foram centrifugadas a
12.000 rpm por 10 minutos e os sedimentos foram ressuspensos em 100 pL da solucdo IV
(100 mM de acetado de sodio, pH 8,0). Para nova precipitacdo do DNA plasmidial, foram
adicionados 200 pL de etanol gelado, seguido por incubacdo a -20°C overnight.
Seguidamente, as suspensdes foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, 0s
sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram secos e ressuspensos em 20 L de
agua Mili-Q estéril. A qualidade e a concentracdo do DNA plasmidial obtido foi avaliado por

espectrofotometria (DeNovix DS-11).

3.4.2 Determinagdo do tamanho dos plasmideos

3.4.2.1 Preparo dos plugs

Estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Microbiologia, da Faculdade de

Saude Publica da Universidade de Séo Paulo. O protocolo de extracdo plasmidial foi realizado

de acordo com Dropa e colaboradores (2006).
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Os isolados de E. coli foram cultivados overnight em 30 mL de caldo LB, a 37°C.
ApoOs esse periodo, os caldos com crescimento bacteriano foram centrifugados a 5.000 rpm
por 20 minutos, e as células ressuspensas em 1 mL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA
1mM, pH 8,0), sendo transferidas para tubos de 1,5 mL. Novamente, as solucbes foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e as células ressuspensas em 400 pL de tampéo TE,
e desta solugéo, 80 pL foram adicionados a 320 pL de agarose de baixo ponto de fusédo a 1%.
Foram confeccionados os plugs e incubados a 4 °C por 15 minutos.

Apbs a solidificacdo dos plugs, foram tratados em 5 ml de solucdo de lise
(EDTA 50 mM, pH 8,0; (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; SDS 1%, sarkosyl 1%, proteinase K 120
pg/ mL), em tubos conicos de 15 mL, e incubados a 55 °C por 2 horas. Apds o periodo de
incubacdo, os plugs foram lavados duas vezes em &gua ultrapura estéril e quatro vezes em 10
mL de TE, com intervalos de 15 minutos. Na dltima lavagem, os plugs foram transferidos

para tubos de 1,5 mL com 1 mL de TE, e mantidos a 4 °C.

3.4.2.2 SI-PFGE

O protocolo de S1-PFGE foi realizado de acordo com Dropa e colaboradores (2012),
sendo adaptada de Barton, Harding e Zuccarelli (1995).

Para a linearizacdo dos plasmideos, os plugs foram digeridos com 10 U da enzima S1
nuclease (Thermo Fisher ®) por plug em um volume de 350 pL do tamp&o da enzima, por 45
minutos a 37 °C. Apo6s o periodo de digestdo, os plugs foram inseridos em gel de agarose 1%
e submetidos ao PFGE. A corrida de eletroforese foi realizada com solucdo TBE 0,5X com
adicdo de tiouréia 100 mM, com voltagem de 6 VV/cm, com intervalos de pulsos de 1 segundo
a 40 segundos, a 14 °C durante 20 horas.

Apos a corrida, o gel foi corado com solucéo de brometo de etideo 1 pg/Ml por 1 hora,
e o tamanho plasmidial foi avaliado por comparacdo com o marcador de peso molecular
Lambda Ladder PFG Marker.

3.4.3 Ensaios de mobilizag&o plasmidial

3.4.3.1 Método de conjugacéo em caldo

As cepas de E. coli foram submetidas aos ensaios de conjugacdo para avaliar a

capacidade dos plasmideos que carregavam 0s genes de resisténcia blactx-m-s € mcr-1 serem

48



transferidos a outras bactérias. O protocolo de conjugacdo em caldo empregado foi
padronizado neste estudo. Foram testadas como linhagens receptoras as cepas: E. coli C600
resistente a estreptomicina, E. coli J53 e AC600 resistentes a azida sodica.

As cepas doadoras e receptoras foram inoculadas em caldo Ldria-Bertani (LB) por 6
horas sem agitacéo a 37°C, e em seguida foram preparadas suspensdes na propor¢éo de 3:1:1
(receptora: doadora: meio LB novo). Apds esse periodo, uma aliquota de 100 uL das
suspensdes foi espalhada com auxilio de alcas Drigalsky em placas de agar MacConkey
suplementado com 2 ug/mL de ceftriaxona ou 2 pg/mL de colistina, ¢ 2 mg/mL de
estreptomicina ou 200 pg/mL de azida sodica para selegdo das transconjugantes. Estas
suspensdes foram incubadas a 37°C e testadas em diferentes tempos: 6 , 8, 12 e 18 horas, sem
agitacdo.

Como controle da conjugacao, as linhagens doadoras e receptoras foram semeadas
separadamente em seus respectivos meios de selecdo. Para confirmar a transferéncia dos
plasmideos, as possiveis transconjugantes foram avaliadas quanto ao seu fendtipo de
resisténcia pela técnica de difusdo em disco e microdiluicdo. Adicionalmente, a confirmacéo
da presenca dos genes blactx-m-s € mcr-1, foi realizada por PCR (MUZAHEED et al., 2008,
LIU etal., 2016).

3.4.3.2 Método de conjugacdo em agar

Os plasmideos das cepas de E. coli CF101 e 50H estudadas no Istituto Superiore di
Sanita foram mobilizados pela técnica em conjugacdo agar, padronizada pela Dra Alessandra
Caratolli. A linhagem receptora utilizada foi a E. coli CSH26 resistente & rifampicina. As
cepas doadoras e receptoras foram cultivadas em meio LB 4gar e incubadas a 37 °C por 18-24
horas. ApOs o crescimento bacteriano, com a ajuda da al¢a bacteriologica foi passado um
raspado do crescimento das cepas (doadora e receptora) em LB &gar, formando duas linhas de
cruzamento (Figura 7). As placas foram incubadas a 25 e 37 ° C por 18-24 horas. As cepas
transconjugantes foram selecionadas no centro de cruzamento, e foram semeadas em placas
de LB suplementadas com rifampicina (100 pg / mL) e colistina (2 pg / mL). Como controle
da conjugacao, as linhagens doadoras e receptoras foram semeadas separadamente em seus
respectivos meios de selecdo. A transferéncia de plasmideo foi confirmada pelo kit comercial
PCR-Based Replicon Type (PBRT) (CARATOLLI et al., 2005), e a presenca do gene mcr-1

foi confirmada por PCR convencional (LIU et al., 2016).
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Figura 7. Esquema de conjugagdo pelo método em agar

/v Recipient cell

T~

Donor cell

Transconjugants

Legenda: A cepas doadoras e receptoras sdo passadas separadamente no agar LB formando o desenho de uma
cruz. Apds a incubacdo, as possiveis cepas transconjugantes sdo selecionadas no centro da cruz.
Fonte: FERNANDES, 2019.

3.4.3.3 Transformacao

Para os plasmideos que ndo foram mobilizados pelos ensaios de conjugacdo, foi
utilizado a técnica de transformacdo por eletroporacdo. O preparo das células
eletrocompetentes foi realizada utilizando-se 3 pL da suspensdo da linhagem comercial de E.
coli TOP 10 (Invitrogen®), que foi inoculada em 25 mL de caldo LB, sendo incubadas por
agitacdo a 37°C por 3 horas até atingir uma densidade ética de 0,6-0,8 (DO 600nm). A cultura
bacteriana foi resfriada em gelo por 20 minutos e, em seguida, centrifugada a 5500 rpm por
15 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em 50 mL de dgua Mili-Q estéril gelada e este
processo foi repetido por mais duas vezes. Os sedimentos foram lavados com glicerol gelado
a 10% e centrifugados a 5500 rpm por 15 minutos a 4 °C, e da mesma forma foram
ressuspensos em glicerol gelado a 10%, e posteriormente aliquotas de 40 pL foram
distribuidos em microcubos. As células foram mantidas a -80°C até 0 momento de seu
respectivo uso, e foram descongeladas em gelo.

As transformag6es foram realizadas com a suspensdo de 10 L do DNA plasmidial e
45 pL das células eletrocompetentes. Estas suspensdes foram transferidas para cubetas de
eletroporacio de 2 mm e submetidas a uma corrente elétrica de 2 Kv (Eppendorf®,

Eletroporador 2510). Apoés eletroporacdo, as células foram transferidas para 1 mL de caldo
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LB e incubadas por 2 horas sob agitacdo. Apos esse periodo, uma aliquota de 100 pL das
suspensoes foi espalhada com auxilio de algas Drigalsky em placas de 4gar MacConkey com
2 pug/mL de ceftriaxona ou 2 ug/mL de colistina para selecdo dos transformantes e, em
seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C, por 24 horas.

Para confirmar a transferéncia dos plasmideos, as transformantes foram avaliadas
quanto ao seu fendtipo de resisténcia pela técnica de disco difusdo e pelo método de
microdiluicdo. Adicionalmente, a confirmacao dos genes blactx-m-s € mcr-1, foi realizada por
PCR (MUZAHEED et al., 2008, LIU et al., 2016).

3.4.4 Caracterizacao dos grupos de incompatibilidade dos plasmideos

Para determinar o grupo de incompatibilidade dos plasmideos foi utilizado um
esquema de tipagem por PCR (PBRT- PCR-Based Replicon Typing) baseado na amplificagéo
de 19 replicons cléssicos entre a familia Enterobacteriaceae (CARATTOLI et al., 2005;
JOHNSON et al., 2012). As reac6es de PCR foram realizadas a partir do DNA plasmidial das
cepas transconjugadas e transformadas, utilizando os oligonucleotideos apresentados na
tabela 2. A amplificagdo dos genes alvo foi realizada em reagdes de 25 uL contendo
aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial; tampédo de PCR 10X [Tris-HCI (pH 8,4), 50
mM de KCI] (Fermentas®, USA), 1,5 mM de MgCI2 (Fermentas®); 200 uM de cada dNTP
(Fermentas®); 25 pmol de cada iniciador e 1 U de Tagq DNA polimerase (Fermentas®). As
condicdes de amplificacdo foram as seguintes: 1) desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos;
2) 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento com temperatura especifica para cada
oligonucleotideo por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto; 3) extensdo final: 1 ciclo de 72 °C
por 5 minutos. Posteriormente, os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1%. Foi utilizado um marcador de peso molecular de DNA 100 bp Plus
(Thermo Fisher Scientific®).
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Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos

incompatibilidade dos plasmideos (CARATOLLI et al., 2005).

utilizados para detecgéo

dos grupos de

Grupo de Sequéncia oligonucleotideos (5’ — 3°) Sitio alvo Tamanho Temperatura

Incompatibilidade (Pb) (°C)
F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA

A/C repA 465 60
R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC

B/O RNAI 159 60
R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA
F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG .

FIA iterons 462 60
R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
F: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG

FIB repA 702 60
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG

FIC repA2 262 60
R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
F: CTGTCGTAAGCTGATGGC

FllAs repA 270 60
R: CTCTGCCACAAACTTCAGC
F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG

FrepB RNAIl/repA 270 52
R: GAAGATCAGTCACACCATCC
F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG

FrepB R: GAAGATCAGTCACACCATCC RNAI/repA 270 52
R: GAAGATCAGTCACACCATCC
F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC

HI1 parA-parB 471 60
R: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC .

HI2 iterons 644 60
R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA

11 RNAI 139 60
R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC

K RNAI 160 60
R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA

L/M F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG repA,B,C 471 60
R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG

N F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG repA 471 60
R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC

P F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA iterons 471 60
R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC

T F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT repA 471 60
R: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC

w F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG repA 471 60
R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT

X F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT oriy 471 60
R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC

X4 F: GTTTTCTCCACGCCCTTGTTCA taxC 569 60
R: AGCAAACAGGGAAAGGAGAAGACT

Y F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG repA 471 60

R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
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3.5 Analise do pan-resistoma plasmidial

3.5.1 Montagem e analise dos plasmideos

A partir dos contigs obtidos nas montagens, primeiramente foi localizado em qual
contig os genes blactx-m-s € mcr-1 estavam presentes. Depois desta localizacdo, estes contigs
foram extraidos e avaliados separadamente, sendo alinhados com plasmideos de referéncia e
com o banco de dados do NCBI (www.nchi.nim.nih.gov), sendo que os contigs que tiveram
melhor hit com os plasmideos foram remontados uns com o0s outros. Nas sequéncias
degeneradas, foram adicionadas N em suas extremidades 5’e 3°, a fim de estender in silico até
sua circularizacdo, de acordo com o proposto para fechamento de gaps por Cerdeira et al.
(2011) e confirmados pelo software gapfiller e sequenciamento de Sanger.

As sequéncias completas dos plasmideos foram anotadas utilizando os programas
Geneious versdo 8 (Biomatters Ltd) e Artemis (Instituto Sanger). As regides que continham
repeticGes invertidas, elementos mdveis e origem de replicacdo do plasmideo foram
identificadas usando o programa Geneious e no programa ISFinder (https://www-
is.biotoul.fr/).

Anadlises in silico do resistoma dos plasmideos foram avaliadas utilizando o banco de
dados do ResFinder e PlasmidFinder. A determinacdo do pMLST foi obtida pela ferramenta
online pMLST 1.4 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/) para analise do ST dos seguintes
grupos de incompatibilidade: F, H1, H2, I1 e N.

O alinhamentos dos plasmideos foi realizado pelo software Multiple Genome
Alignment (MAUVE) (http://darlinglab.org/mauve/mauve.html), e as figuras representativas
foram geradas pelos softwares EasyFig (http://mjsull.github.io/Easyfig/) e BRIG (BLAST

Ring Image Generator)

3.5.2 Andlise filogenética dos plasmideos

Inicialmente, as sequéncias do gene de replicase (rep) de cada grupo de incompatibilidade
plasmidial: repll do plasmideo Incll AP005147 e repX4 do plasmideo IncX4 CP002895,
foram obtidas a partir da base de dados PlasmidFinder. Estas sequéncias de referéncia foram
submetidas ao banco de dados BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e o0s

plasmideos com sequéncias completas desses grupos: Incll e IncX4 foram selecionados para
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analises.

A andlise filogenética dos plasmideos foi realizada usando o método Maximum
Likelihood e Kimura de 2-pardmetros. O alinhamento e a constru¢do dos dendrogramas foi
realizada pelo software MEGA X. As construcdes iniciais das arvores filogenéticas foram
obtidas automaticamente aplicando algoritmos de Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de
distancias entre pares estimados usando a abordagem MVI (Maximum Composite Likelihood)

e selecionando a topologia com valor de log de verossimilhanga superior.
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4 RESULTADOS

Das cepas de E. coli selecionadas para analise plasmidial deste estudo, a diversidade
de hospedeiros e ecossistemas foi importante para compreensdo da disseminacdo dos genes
blactx-m-8 € mcr-1 por plasmideos, mostrando que esses elementos moéveis podem permanecer
conservados e estaveis em diferentes nichos.

No antibiograma pode-se observar que 21 (84%) isolados de E. coli foram resistentes
a outras classes de antimicrobianos como: aminoglicosideos, cloranfenicol, quinolonas,
sulfonamidas e tetraciclinas. Em relacdo ao teste fenotipico para a producdo de ESBL, 18
(72%) cepas apresentaram o0 resultado positivo. Todas as cepas produtoras de ESBL,
apresentaram o CIM para cefotaxima >32 pg/mL, em contrapartida o CIM das cepas
produtoras de MCR variou de 1 até 16 pg/mL. Os perfis fenotipicos e as analises dos
sequenciamentos dos genomas bacterianos podem ser observados nas Tabelas 3, 4, 5.

A partir dos resultados obtidos no sequenciamento do genoma bacteriano, pode-se
identificar nas cepas avaliadas outros genes de resisténcia aos antimicrobianos. Além do gene
blactx-m-s, outras variantes de CTX-M como: blacTtx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-14 € blacTx-m-ss, €
uma cepa produtora de CMY-2 foram identificadas. Adicionalmente, foram identificados
outros genes de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos: B-lactamicos (blarem-1,
blaoxa-s), aminoglicosideos (aadAl, aadA2, aac(3)-1la, aac(3)-lld, aac(3)-Vla, aph(3')-la,
aph(3")-1b, aph(6)-1d, strA e strB), cloranfenicol (catAl, cmlA e floR), fosfomicina (fosA3),
sulfonamidas (sull e sul2), tetraciclinas (tetA e tetB) e quinolonas (gnrB19).

Em relagdo a diversidade clonal das cepas, foram encontrados diferentes STs, sendo
alguns deles conhecidos como clones internacionais de alto risco: ST10, ST46, ST224 e
ST393. Quanto a relacdo dos filogrupos, 80% (n=20) foram classificadas como de baixa
viruléncia A e Bl e 20% (n=5) foram classificadas nos filogrupos de alta viruléncia B2 e D.
Diferentes genes de viruléncia foram identificados nos isolados, sendo eles: astA (toxina
termoestavel EAST-1), cba (colicina B), cma (colicina M), celB (colicina endonuclease E2),
capU (hexosyltransferase homolog), gad (glutamato decarboxilase), ipfA (formagéo de
fimbrias polares longas), iroN (codifica proteina receptora de sideréforo), iss (increased
serum survival), mchF (codifica proteina transportadora do sistema ABC) e tsh (temperature-

sensitive hemagglutinin).
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Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das cepas de E. coli produtora de CTX-M-8

Filogrupo®/

! g !d - " -
Sl sE Genes de resisténcia

Id. dascepas  ST/CC? . Genes de viruléncia Perfil de resisténcia® : Replicons
sorotipo Cefotaxima
HECO01 117/- B2/ O8:H4 afa/draBC, cvaC, iroN, iss, AMC, AMI, CAZ, CIP, CPM, CRO, >32 blactx-m-8, blacTx-m-ss, Col156,
iutA, ipfA, ireA, mchF, pic, CTX, GEN, LEV, NAL, SUT blatem-1g, dfrA5, fosA3, ColRNAII,
traT, vat sul2, strA, strB FIl, FIB, 11,
Q1
FSP 1333/09 4402/- AJ/O9:H10 capU,gad, iss AMC, CAZ, CEF, CPM, CRO, >32 blactx-m-8 11
CTX
EC7AM 10/10 AJO107:H54  celb, gad AMC, CEF, CIP, CRO, CTX, ENR, >32 blactx-m-s, qnrB19 ColpVC,
NAL Col156, 11, Y
56AC1 2541/- AJOBL:HNT  ipfA AMC, AMI, CAZ, CEF, CRO, >32 aadAl, aph(6)-1d, blactx-  FIA, FII, HI1,
CTX, GEN, SUT, TET m-8, blatem-1a, Sul2, tetB 11
ECPB17 224/58 AJO66:H23  cba, gad, ipfA, iroN, iss, AMC, CEF, CIP, CPM, CRO, CTX, >32 blactx-m-s, dfrAl4, sul2, FIA, FIB, I1,
mchF, tsh ENR, NAL, SUT, TET tetA Y
AJ6 224/58 AJO66:H23  cba, gad, ipfA, iroN, iss, AMC, CEF, CIP, CPM, CRO, CTX, >32 blactx-m-s, sull, sul2, tetA,  FIA, FIB,
mchF, tsh ENR, NAL, SUT, TET dfrAl4 FIC,
FIl, 11, Y
AJ20 155/58 AJ/ONT:H20 cma, gad, ipfA, iss, iroN, AMC, AMI, CEF, CAZ, CPM, >32 aadAl, blactx-m-s blatem-1s,  FIB, FlI, 11,
mchF CRO, CTX, GEN, SUT, TET sul2, tetA, dfrAl 12, Q1
C60 302/- AJO36:H5 gad, ipfA, iss AMC, CAZ, CEF, CPM, CRO, >32 blactx-m-8 11
CTX
S13.2 8319/- AJO8:H30 iss,gad AMC, CEF, CRO, CTX, TET >32 blacTx-m-s, tetA 11

ST, sequence type; CC, complexo clonal
b Filogrupos de Clermont: A/B1 baixa viruléncia; B2/D alta viruléncia
CAMC, amoxacilina/acido clavulanico; AMI, amicacina; CAZ, ceftazidima; CEF, ceftiofur; CHL, cloranfenicol; CIP, ciprofloxacino; COL, colistina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CTX, cefotaxima; FOX,
cefoxitina; ENR, enrofloxacino; GEN, gentamicina; NAL, &cido nalidixico; LEV, levofloxacino; SUT, sulfametoxazol/trimetoprim; TET, tetrciclina;
d4CIM, concentragdo inibitéria minima (CLSI, 2018; EUCAST, 2018).
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Tabela 4. Carateristicas fenotipicas e genotipicas das cepas de E. coli produtora de MCR-1

. CIM
Id. das cepas ST/CC? Fllogrupob/ G_enef d? Perfil de resisténcia® (mg/L)4 Genes de resisténcia Plasmideos
Sorotipo viruléncia Colistina
50H 354/— D/ O11:H4 cma, gad, ipfA, AMI, AMC, CAZ, CHL, CRO, 16 aac(3)-11d, aph(3’)-la, aph(6)-1d, aadAl, FIB, FIC, HI2
iroN, iss CPM, CTX, GEN, SUT, TET blactx-m-2,blactx-m-14, blatemi-a, dfrAl,
dfrAl4, floR, mcr-1, sull, sul2, strA, tetA
51H 393/31 D/O15:H1 air, eilA, gad, iha, CIP, NAL 8 mcr-1 X4
ipfA, iss, sat
77H 393/31 D/O15:H1 air, eilA, gad, iha, CIP, NAL 8 mcr-1 X4
ipfA, iss, sat
200H 3024/- AJO8:H34 cba, cma, gad, iha, AMI, AMP, CIP, GEN, NAL 16 aadAl, aph (3 ') -lla, aph(6 )-lc, mcr-1, Fll, X1, X4,Y
ipfA, iss, mchBCF, bla oxas, bla tem-1a, StrA, strB, tetB
mcmA, tsh
ICBEC171S 479/278  B1/ONT:HNT - CHL, SUT 8 floR, mer-1, sull X4
ICBEC146S 224/58 A/ONT:HNT - AMC, CHL, FOX, SUT, TET 1 blacmy-2, floR, mer-1, sul2, tetA FIA, 12, X4
ICBEC7P 10/10 AJONT:H32 gad AMC, AMI, CEF, CRO, CTX, 8 aadAl, blacrx-m-1, mer-1, sul2, tetA, tetB ~ FII, HI2, 11, N,
GEN, TET, SUT X4
CF101 10/10 AJ/ONT:H32 gad, ireA, iss AMC, AMI, CEF, CIP, CRO, 8 aac(3)-Vla, aadAl, blactx-m-2, mer-1, FII, HI2, 12, Q1
CTX, NAL, SUT, TET sull, sul2, gnrB19, tetB
ICBEC3AM 46/46 B1/09:H4 Iss, gad, mchF AMO, CEF, CHL, CIP, ENR, 4 aadAl, blatem-1g, catAl, dfrAl, dfrA8, FIB, Q1, X4
NAL, SUT, TET mcr-1, sull, sul2, strA, strB, gnrB19,
tetA
ICBE4C13AM 10/10 B1/054:H32 gad AMC, AMI, CEF, CRO, CTX, 4 aadAl, blacrx-m-1, mer-1, sul2, tetA, tetB - HI2, 11, N, X4
GEN, SUT, TET
CF131 533/- B1/08:H10 gad, iss, ipfA, mchF  AMC, AMI, CEF, CRO, CTX, >32 aadAl, aac(3)-Via, , mer-1, sull, sul2 FIB, FIC, 11, X4

GEN, SUT

aST, sequence type; CC, complexo clonal
b Filogrupos de Clermont: A/B1 baixa viruléncia; B2/D alta viruléncia
CAMC, amoxacilina/acido clavulanico; AMI, amicacina; CAZ, ceftazidima; CEF, ceftiofur; CHL, cloranfenicol; CIP, ciprofloxacino; COL, colistina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CTX, cefotaxima; FOX,

cefoxitina; ENR, enrofloxacino; GEN, gentamicina; NAL, &cido nalidixico; LEV, levofloxacino; SUT, sulfametoxazol/trimetoprim; TET, tetrciclina;

dCIM, concentragdo inibitoria minima (CLSI, 2018; EUCAST, 2018).
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Tabela 5.Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das cde E. coli coprodutoras

Filogrupo®/ Genes de CIM (mg/L)4

Id. das cepas ST/CC? s . D Perfil de resisténcia® : T Genes de resisténcia Plasmideos
orotipo viruléncia Cefotaxima  Colistina
ICBEC72H 101/43 B1/ONT:H9 iroN, mcmA, AMC, CAZ, CPM, CRO, >32 8 blacTx-m-s mcr-1 11, X4
mchBCF, ipfA, iss CTX
ICBEC12-3F 206/ B1/0147:H5 astA, cma, gad, AMC, CEF, CRO, CTX, >32/16 16 blactx-m-s, mer-1, tetA Fil, FIB,
iroN, iss TET HI2, 11, X4
FP39-2 537/14 B2/O75:HNT  fyuA, ibeA, irp2, AMC, CEF, CRO, CTX >32 4 blactx-m-s, mer-1 11, X4
iucD, iutA, iroN,
malX, ompT, tsh
CF132 4419/- A/ONT:H2 gad AMC, AMI, CEF, CRO, >32 8 aadAl, aac(3)-Vla, blactx-m-s, 11, X1, X4
CTX, GEN, SUT mcr-1, sull, sul2
ECPB39 711/- B1/ 045:H20  gad, ipfA, iss AMI, AMC, CEF, CRO, >32 2 aac(3)-11d, aadA2, blactx-m-s, Fll, FIB,
CPM, GEN, SUT, TET blatem-1, mer-5.3, dfrAl12, sul2, FIA, 11,
StrA, strB HI1A, Q1

aST, sequence type; CC, complexo clonal

b Filogrupos de Clermont: A/B1 baixa viruléncia; B2/D alta viruléncia

CAMC, amoxacilina/acido clavulanico; AMI, amicacina; CAZ, ceftazidima; CEF, ceftiofur; CHL, cloranfenicol; CIP, ciprofloxacino; COL, colistina; CPM, cefepima; CRO, ceftriaxona; CTX, cefotaxima; FOX,
cefoxitina; ENR, enrofloxacino; GEN, gentamicina; NAL, &cido nalidixico; LEV, levofloxacino; SUT, sulfametoxazol/trimetoprim; TET, tetrciclina;

dCIM, concentrago inibitoria minima (CLSI, 2018; EUCAST, 2018).
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Em relacio aos plasmideos, foram identificados diferentes grupos de
incompatibilidade nas cepas sequenciadas, entre eles: ColRNA, Col156, ColpVC, IncFll,
IncFIA, IncFIB, IncFIC, Incll, Incl2, IncHI1, IncHI2, IncN, IncQ, IncY, IncX1 e IncX4.
Inicialmente, através de andlises in silico do genoma bacteriano foi confirmado a localizacéo
dos genes blactx-m-g nos plasmideos Incll, e do gene mcr-1 nos plasmideos IncX4.

Na padronizacdo dos ensaios de conjugacdo em caldo, diferentes periodos de
incubacdo a 37°C foram avaliados. O periodo de 18 horas de incubacéo, foi 0 que apresentou
a melhor recuperacdo das cepas transconjugantes de ambos os plasmideos Incll e IncX4.

Dos plasmideos Incll que carreavam o gene blacTx-m-s, todos foram transferidos pelo
método de conjugacdo em caldo, para linhagens receptoras de E.coli C6005™. O fenétipo e
gendtipo das cepas transconjugantes foram confirmados, e somente os plasmideos do tipo
Incll foram transferidos por este ensaio. O CIM das cepas transconjugadas diminuiu em até
duas diluicbes em comparacdo com as cepas selvagens. Todos os plasmideos Incll
apresentaram o tamanho de ~ 90 kb (Tabela 6).

Dentre os plasmideos IncX4 que carreavam o0 gene mcr-1, cinco foram transferidos
pelo ensaio de conjugacdo nas linhagens receptoras de E. coli C6005™R. Adicionalmente, os
oito plasmideos restantes, ndo foram mobilizados pelos ensaios de conjugacdo e foram
testados em diferentes linhagens receptoras, mais de uma vez. A transferéncia dos oito
plasmideos foi realizada por transformacdo em linhagens competentes de E. coli TOP 10. O
fenotipo das cepas transconjugadas e/ou transformadas foi confirmado, sendo que o CIM das
cepas diminuiu em até quatro diluicdes em comparacdo com as cepas selvagens. O gendtipo
de todos os plasmideos mobilizados foi confirmado, e apenas os plasmideos IncX4 foram
transferidos nesses ensaios. O tamanho dos plasmideos IncX4 variou entre 32 e 34 kb
(Tabela 7).

Em relacdo a diversidade clonal dos plasmideos Incll através do pMLST, foi
identificado o ST113 em todos os plasmideos que carregavam o0 gene blacTtx-m-s, €xceto no
plasmideo da cepa isolada de infeccdo humana (ICBEC72H) que apresentou o ST131.
Adicionalmente, para os plasmideos IncX4 ndo ha métodos de tipagem molecular para

diferenciacdo de STs e clones prevalentes.
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Tabela 6. Caracteristicas gerais dos plasmideos Incll

Plasmideos Origem/Fonte Ano g:e'f\gtg:(%qn;? Mobilizagao g;?(/l)tg:(?:nrg)(TC) p  Tamanho PMLST
pHECO01 Humana/ fezes 2017 >32 TC 16 87 kb 113
p1333/09 Esgoto tratado/ lodo ativado 2009 >32 TC 8 89 kb 113
pEC7AM Praia/ &gua do mar 2016 >32 TC 16 86 kb 113
56AC1 Cachorro /swab retal 2012 >32 TC 16 89 kb 113
pECPB17 Gato/ swab retal 2015 >32 TC 16 89 kb 113
pAJ6 Cégado / swab cloacal 2017 >32 TC 16 88 kb 113
pAJ20 Cagado/ swab cloacal 2017 >32 TC 16 88 kb 113
pC60 Bivalve/ ostra 2016 >32 TC 16 89 kb 113
pS13.2 Crustaceo/ siri 2017 >32 TC 16 88 kb 113
pICBEC72Hctx Humana/ ferida 2016 >32 TC 16 92 kb 131
pCF132 Carne de frango / peito 2016 >32 TC 16 89 kb 113
pICBEC12-3F  Frango/ swab cloacal 2013 >32 TC 16 88 kb 113
pFP39-2 Peru / swab cloacal 2013 >32 TC 16 89 kb 113
pECPB39 Cavalo/ secrecéo pulmonar 2012 >32 TC 16 88 kb 113

2 ponte de corte para Cefotaxima > 4 ug/ml, segundo CLS1 2018.
b TC, transconjugantes



Tabela 7. Caracteristicas gerais dos plasmideos IncX4

CIM (pg/ml)

Plasmideos Origem/Fonte Ano gtl)ll\i/lst(i%%/a Ml Mobilizagdo ~Colistina (TC/TF)>  T@manho 1S

p51H Humana/ urina 2016 8 TF 2 33,3 kb 1S26
p77H Humana/ urina 2016 8 TE 2 33,3 kb 1S26
p200H Humana/ urina 2017 16 TE 2 33,3 kb 1S26
pICBEC171S  Suino/ swab retal 2012 8 TC 2 31,2 kb 1S26
pICBEC146S  Suino/ swab retal 2012 1 TC 0,5 33,4 kb 1S26
pICBEC7P Carne de frango/ peito 2016 8 TE 2 34,9 kb 1S1294
pICBEC3AM  Praia/ 4gua do mar 2016 4 TE 33,3 kb 1S26
pICBE4C13AM Praia/ 4gua do mar 2016 4 TE 1 34,9 kb 1S1294
pICBEC72Hmcr Humana/ ferida 2016 8 TC 2 33,6 kb 1S26
pCF132 Carne de frango / peito 2016 8 TE 2 33,3 kb 1S26
pCF131 Carne de frango/ peito 2016 8 TF 2 33,3 kb 1S26
pICBEC12-3F  Frango/ swab cloacal 2013 4 TC 2 34,2 kb 1526
pFP39-2 Peru / swab cloacal 2013 4 TC 1 33,3kb 1S26

2ponto de corte para colistina > 2 pug/ml, segundo EUCAST, 2018.

bTC, transconjugantes; TF, transformantes
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Em relagdo aos plasmideos Incll, o plasmideo pICBEC72Hctx da cepa humana
(ICBEC72H), foi construido utilizando como referéncia o plasmideo de blactx-m-s de K.
pneumoniae 2694TF (acesso GenBank KT935446.1). No alinhamento do contig (~63 kb)
contra o plasmideo 2694TF foi observado 70% de identidade, o que possibilitou a
circularizagdo do plasmideo.

A partir do plasmideo do pICBEC72Hctx foi construido o plasmideo ambiental
pEC1333 e animal pFP39-2 que apresentaram um grau de homologia de 97% com o
plasmideo da cepa humana. A partir dessas construgdes, os plasmideos pHECOL,
pICBEC7AM, p56ACL1, pECPB17, pICBEC12-3F puderam ser montados e circularizados. A
relacdo de homologia entre esses plasmideos foi de 99%. A montagem dos plasmideos
pCF132, pAJ6, pAJ7, pC60, pS13.2 e pECPB39ctx, foi realizada, entretanto ndo foi possivel
obté-los circularizados.

Através do alinhamento pelo MAUVE de todos os plasmideos construidos, foi
observado a arquitetura conservada entre todos os plasmideos Incl1/ST113, com 98% de
identidade em seus nucleotideos. A comparacdo de todas as sequéncias, mostrou que todos 0s
plasmideos apresentaram os mddulos genéticos classicos dos plasmideos Incll: replicacdo
(repY), estabilidade (parA, parM, kor, ibfa) e transferéncia (Figura 8). A regido de
transferéncia conjugativa dos plasmideos foi codificada por uma regido de ~34 kb consistindo
de genes que sdo agrupados funcionalmente: traA-D, pilJ-V, tra / trb, nikAB e excA-traY.
Ambos os plasmideos pICBEC72H, pFP39-2 e pEC1333/09 foram ligeiramente diferentes em
termos da presenca ou auséncia de varios genes putativos.

Em todos os plasmideos Incl1/ST113 foram identificados os genes pndCA, que
codificam um sistema de toxina-antitoxina, responsaveis pela morte poés-segregacional das

células filhas que néo receberem o plasmideo.
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Figura 8. Analise comparativa dos plasmideos Incl1 de diferentes origens
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Legenda: O plasmideo humano ICBEC72H apresentou 97% de homologia com os plasmideos pFP39-2 e pEC1333/09. A analise comparativa foi realizada usando o

software Easyfig versdo 2.2.2.
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Em todos os plasmideos ndo foram encontrados genes de resisténcia, além do blacTx-
m-8. O ambiente genético em torno do gene blactx-m-s, permaneceu preservado na maioria dos
plasmideos estudados: 1S26-1S10-blactx-m-s-1S26, exceto nos plasmideos pEC1333, pC60 e
pS13.2, onde a I1S26 permaneceu apenas upstream ao gene.

Foi realizada a analise comparativa dos plasmideos ST113 e ST131, com cinco
plasmideos Incll diferentes, depositados no GenBank: pZJ3920-2 - ST80 (blacrx-m-123 €
fosA3); pDW32-15 - ST37 (blactx-m-15 € blatem-1g); p1108-CMY2 - ST12 (blacwmy-2);
pSA20101045.1 - ST267 (sem genes de resisténcia); pSa21-TC-CIP - ST162 (gnrS, aph(6)-
Id, aph(3”)-1b e tetC). O alinhamento realizado no MAUVE, mostrou que os plasmideos
Incll apresentaram 80% de sua arquitetura conservada (incluindo regides de replicacéo,
estabilidade e transferéncia), independente do ST plasmidial e da auséncia e/ou presenca de
genes de resisténcia. Adicionalmente, os pICBEC72H, pFP39-2, pEC1333, pHECO1,
pICBEC7AM, p56ACL1, pECPB17, pICBEC12-3F exibiram entre 96-98% de identidade com
o plasmideo R64, considerado o protétipo do grupo Incl1/ST13.

Para filogenia dos plasmideos Incll foi realizada o alinhamento dos genes dos
esquemas do pMLST, alinhamento do gene rep e alinhamento global de nucleotideos usando
o alinhador MAUVE. Para essas analises, foram selecionados os plasmideos deste estudo:
pICBEC72H, pEC1333/09 e EC1333/09, e plasmideos de diferentes origens, regibes
geograficas e diferentes STs: ST4, ST13, ST12, ST16, ST23, ST26 ST37, ST80, ST166 e
ST136.

Na anélise filogenética foi observada a formagdo de dois grandes clusters (I e 1)
(Figura 9). O cluster I, apresentou mais ramificacdes, e foi agrupado em dois subgrupos (la e
Ib). O subgrupo la apresentou o agrupamento de 13 plasmideos de diferentes STs, sem
distincdo de fonte de isolamento, pais e presenca e/ou auséncia de genes de resisténcia. Os
trés plasmideos deste estudo pICBEC72H, pICBEC1333/09 e pFP39-2, estiveram presentes
neste subgrupo, juntamente com o plasmideo brasileiro p2964TF. No subgrupo Ib o
plasmideo ambiental pCMY-1225 ndo apresentou agrupamento com nenhum outro
plasmideo.

No cluster I1, houve agrupamento de dois plasmideos de origem humana e um animal,
de distintos STs: ST12, ST16 e ST80. Entretanto, nessa analise filogenética ndo houve a
formacdo de clones, nem mesmo nos plasmideos que pertenciam ao mesmo ST ou que

carregavam o0 mesmo gene de resisténcia.
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Figura 9. Analise filogenética de plasmideos Incl1 de diferentes origens

68 MH674341.1, E. coli, pUR-ECO07, Humana, Uruguai

MG825376.1, E. coli, p1108-CMY-2, Alimento, China

4 MH472638.1, E. coli, pESBL20160056, Humana, Dinamarca

0 MG844436.1, E. coli, pCMY-136, Humana, Franca

CP020511.1, E. coli, unnamed2, Humana, EUA

.......................... A o S CP020547.1, E. coli, pzJ3920-2, Humana, China

KX443694.1, E. coli, pICBEC72Hctx, Humana, Brasil

la 4 38 SCF1333, E. coli, Ambiental, Brasil

MH257955.1, E. coli, pHXH-3, Humana, China

T T ————————KT935446 1, Klebsiella pneumoniae, p2964TF, Humana, Brasil

pFP39, E. coli, Animal, Brasil

42 CP025279.1, Salmonella Montevideo, pSLU-1913, Animal, EUA
22— AP005147.1, Salmonella Typhimurium, R64, Japdo

e pCMY-1225 E. coli, Ambiental, China

96 —— KT001472.1, E. coli, Ambiental, China

LS999562.1, E. coli, EC-TO143, Animal, Alemanha

] 24 MG516908.1, E. coli, pEc42, Humana, Republica Tcheca

CP022064.2, Salmonella enterica, unnamed4, Humana, EUA

Legenda: A andlise filogenética foi realizada a partir de 318 sequéncias de plasmideos completos depositados no GenBank. A construgdo do dendrograma foi realizado
utilizando o método Maximum Likelihood pelo software MEGA X.
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Em relagdo aos plasmideos IncX4, o plasmideo pICBEC72Hmcr foi o primeiro a ser
construido, a partir, da identificacdo do gene mcr-1 em um contig de ~30 kb, facilitando a
circularizacdo desse plasmideo. No alinhamento do contig contra o banco de dados do
BLASTN, foi observado, o perfil de 99% de identidade com plasmideos IncX4 que carreavam
0 gene mcr-1 em outros paises. O alinhamento usando software MAFFT entre o
pICBEC72Hmcr e os plasmideos pmcrl_IncX4 (acesso GenBank KU761327.1), de uma cepa
de K. pneumoniae isolada de amostra clinica humana na China, e pESTMCR (acesso do
GenBank KU743383.1), de uma cepa de E. coli isolada de esterco de suinos na Estonia,
apresentou 99,9% de identidade nucleotidica. Adicionalmente, o plasmideo pICBEC72Hmcr
apresentou 96,3% de identidade com pAF48 (acesso do GenBank KX032520.1), devido a
delecdo de ~1,2 kb no gene de replicacdo pir do pAF48 (Figura 10).

Na construcdo do pICBECT7P, foi verificado que gene mcr-1 e o replicon IncX4
estavam no contig de 15,5 kpb. Estes contigs foram concatenados e a diferenca dos gaps foi
solucionada por meio do software GapFiller, para o fechamento do plasmideo. A construgdo
do plasmideo pICBEC7P foi realizada utilizando os contigs que apresentaram > 99% de
identidade com o plasmideo pICBEC72Hmcr. O plasmideo pICBECT7P apresentou 95,2%
de identidade de nucleotideos com o pICBEC72Hmcr. O plasmideo pICBEC7P, apresentou
uma regido diferente dos outros plasmideos IncX4 identificados, devido ao surgimento da
1S1294 truncando o gene de mobilizagdo mobA (Figura 11).
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Figura 10. Analise comparativa entre os plasmideos IncX4
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Legenda: Os plasmideos pICBEC72H, pmcr-1_IncX4 e pESTMCR, apresentaram 99,9% de identidade nucleotidica, diferentemente do AF48 que apresentou 96,3 %

de identidade com os respectivos plasmideos. A analise comparativa foi realizada usando o software Easyfig versdo 2.2.2 (FERNANDES et al., 2016).
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Figura 11. Anélise comparativa entre os plasmideos pICBEC72Hmcr e pICBEC7P
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Legenda: Os plasmideos pICBEC72Hmcr e pICBECT7P apresentaram identidade genética de 95,2%. No pICBECT7P foi encontrada a 1S1294, truncando o gene mobA.

A analise comparativa foi realizada usando o software Easyfig versao 2.2.2 (SELLERA et al., 2017).
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A partir das montagens dos plasmideos pICBEC72Hmcr e pICBEC7P, 0s outros
plasmideos IncX4 (n= 13) foram construidos e analisados utilizando ambos como referéncia.
Através do alinhamento de todos os plasmideos IncX4, foi observada uma alta similaridade
genética entre eles, que variou de 95 a 99,9% de identidade entre seus nucleotideos.
Interessantemente, o plasmideo pICBEC13AM foi o Unico que apresentou > 99,9% de
homologia com o plasmideo pICBEC7P, esse plasmideo foi isolado de uma E. coli ST10,
sendo o0 mesmo clone da cepa ICBECT7P, recuperada de uma amostra de ambiente marinho.

Todos os plasmideos IncX4 deste estudo, apresentaram a mesma arquitetura e
estrutura, incluindo genes de estabilidade (hns e par), transferéncia (virB1- virB11 e taxAC)
e replicacdo (pir), conservados entre si. Além disso, ndo foi identificado outros genes de
resisténcia nesses plasmideos, além do mcr-1. A 1S26 esteve presente em todos eles,
préximo ao gene mcr-1. O elemento de insercdo ISApll presente em plasmideos IncHI2 e
Incl2 que carregam o gene mcr-1, ndo foi encontrado em nenhum dos plasmideos IncX4
deste estudo. A Figura 12, ilustrada a representacdo comparativa de sete plasmideos deste
estudo de diferentes fontes: pICBEC7P (pinguim), pICBEC72Hmcr (humano),
pICBEC200H (humano), pICBEC171F (frango), pICBEC146S (suino), pCF132 (carne de
frango) e pICBEC3AM (praia). Adicionalmente, os plasmideos IncX4 foram alinhados
contra outros plasmideos IncX4 brasileiros que carregavam o gene mcr-1, e nao foi
encontrada nenhuma diferenca significativa na arquitetura entre eles.

Foi realizada a analise comparativa dos plasmideos brasileiros pICBEC72Hmcr,
pICBEC7P e pICBEC13AM, contra 26 plasmideos IncX4 que carreavam o gene mcr-1 de
diferentes espécies bacterianas, paises e origens, a partir de sequéncias depositadas no banco
de dados do NCBI. O alinhamento desses plasmideos revelou > 98% de identidade genética,
com excecdo pICBEC7P e pICBEC13AM, que apresentaram 95% de identidade (Figura
13).
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Figura 12. Andlise comparativa dos plasmideos IncX4 que carregam o gene mcr-1

parA.
parA

hns
hns
ymoA
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Legenda: Os anéis coloridos representam os plasmideos. Vermelho, pICBEC7P (pinguim);

pir PIf

traG G

mobA
151204

IncX4 Brazil
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virB2

virB4
virB4

lilas,

pICBEC72Hmcr (humano); azul-claro, pICBEC200H (humano); amarelo, pICBEC171F (frango); azul,
pICBEC146S (suino); verde, pCF132 (carne de frango) e rosa claro, pICBEC3AM (praia). A figura foi gerada
com a ferramenta BRIG (Blast Ring Image Generator) (Fonte: FERNANDES, 2019).
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Figura 13. Esquema representativo dos plasmideos IncX4 brasileiros e outros de diferentes

paises

Legenda: Analise comparativa dos plasmideos brasileiros pICBEC72Hmcr, pICBEC7P e pICBEC13AM,
contra 26 plasmideos IncX4 que carreavam o gene mcr-1. Os anéis coloridos representam os plasmideos, a
ordem dos numeros de acessos, estd de fora para dentro: pICBEC7P (CP017246.1), pICBEC13AM
(KY770025) pICBEC72Hmcr (CP015977.1), CP016550.1, CP018773.2, KUG647721.2, KU743383.1,
KU761327.1, KX032520.1, KX084392.1, CP002895.1, KX129783.1, KX236309.1, KX254343.1,
KX447768.1, KX570748.1, KX772777.1, IN194214.1, LT598652.2, CP017246.1, KY770023.1, KY770024.1,
KY770025.1, CP021419.1, CP021418.1, CM007714.1, MRDN0100003.1, CM008162.1 e MQME01000048.1.
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A andlise filogenética dos plasmideos IncX4 foi realizada a partir de sequéncias
completas, depositadas no GenBank. Foram selecionados plasmideos de diferentes
localizagdes geografica e de diferentes fontes de isolamento. Inicialmente foram alinhados 62
plasmideos IncX4, com a presenca de genes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, e plasmideos sem genes de resisténcia. Entretanto, devido a semelhanga
entre os plasmideos IncX4 e por ndo apresentarem agrupamentos especificos, optou-se por
diminuir o nimero de sequéncias e focalizar a analise somente nos plasmideos portadores do
gene mcr-1. Assim, foram utilizados 3 plasmideos IncX4 que carregavam o gene mcr-1 e dois
plasmideos IncX4 que carregavam genes blactx-m (Figura 14).

Na andlise filogenética foi observada a formacg&o de dois grandes clusters (I e 11). No
cluster 1, nove plasmideos, incluindo os deste estudo (pICBEC72H, pICBECTP,
pICBEC3AM e pICBEC13AM) foram agrupados juntamente com plasmideos identificados
na Franca, Bélgica e China. Os plasmideos pICBEC72H, pICBEC7Pe pICBEC3AM
apresentaram 100% de identidade entre seus nucleotideos. Entretanto nesse cluster, O
plasmideo brasileiro pC153mcr de origem humana, permaneceu em um clado isolado.

O cluster Il, seis plasmideos foram agrupados, sendo que dois clados apresentaram 0s
plasmideos pCSZ4 (China) e pMCRpoa (Brasil) tiveram 100% de identidade nucleotidica.
Dentro deste cluster, foram agrupados os plasmideos com genes de resisténcia blacTx-m-14 €
blactx-m-15 PSAM7 e pJIE143) no mesmo clado e apresentaram 100% de identidade
nucleotidica.

Apbs a construcdo da filogenia, foi realizado um alinhamento no MAUVE, com 0s
plasmideos representativos de cada cluster. Assim, foi observado o alto grau de conservacdo
entre os plasmideos IncX4, com pequenas variagdes relacionadas a presenca ou auséncia de

genes putativos.
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Figura 14. Anélise filogenética dos plasmideos IncX4
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Legenda: Analise filogenética foi realizada a partir de 15 sequéncias de plasmideos IncX4. A construcdo do dendrograma foi realizada pelo software MEGA X.



Neste estudo, foi detectado pela primeira vez no Brasil, a presenca de plasmideos
IncHI2 carregando o gene mcr-1. Os plasmideos IncHI2 sdo plasmideos grandes e mais
complexos de serem construidos, sendo assim, a analise plasmidial foi realizada durante o
periodo de estagio no exterior no Istituto Superiore di Sanita, em Roma, Italia, supervisionada
pela Dra. Alessandra Carattoli.

Inicialmente, ap6s a montagem dos genomas, o0s resultados gerados usando o
ResFinder e o PlasmidFinder revelaram que em ambos os isolados, 0 gene mcr-1 estava
localizado no mesmo contig de um replicon repHI2. Foram identificados outros genes de
resisténcia, a cepa de E. coli 50H apresentou dois genes adicionais de ESBL: blactx-m-14 €
blactx-m-2, 0 qual foi confirmado a localizagdo no cromossomo e no plasmideo,
respectivamente. Na cepa CF101 foi identificado o gene blactx-m-2 N0 cromossomo.

Foram encontrados diferentes grupos de incompatibilidade plasmidial, na cepa 50H
(FIB, FIC e pO111), e na cepa CF101 (FII, 12 e Q1). Curiosamente, a cepa de E. coli 50H
apresentou dois genes adicionais de ESBL: blactx-m-14 € blactx-m-2, 0 qual foi confirmado a
localizagdo no cromossomo e no plasmideo, respectivamente. Na cepa CF101, o gene blacTx-
m-2 foi detectado no cromossomo. O pMLST de ambos os plasmideos IncHI2 foi identificado
como ST4 (smr0018- alelo 4 e smr0199- alelo 2).

A transferéncia dos plasmideos IncHI2 das cepas 50H e CF101 foi realizada pelo
ensaio de conjugacdo em &gar, e somente ocorreu em temperatura de 25 °C na linhagem
receptora de E. coli CSH26R'F. O fendtipo e gendtipo das cepas transconjugadas foram
confirmados, e apenas o plasmideo IncHI2 foi transferido. Assim, foi confirmado na cepa
transconjugante (p50H), a presenca adicional de outros genes de resisténcia nesse plasmideo:
blactx-m-2, sull, sul2, dfrAl e aadAl. O tamanho de ambos os plasmideos IncHI2, foi de
~200kb.

Durante a montagem dos plasmideos IncHI2, algumas limitagdes foram encontradas, e
ndo foi possivel realizar a circularizacdo desses plasmideos. Na cepa 50H, a construcdo do
plasmideo foi realizada alinhando o contig contendo o gene mcr-1 (173.303 pb) com o
scaffold do genoma total, usando BLASTn. Aproximadamente 220.000 pb do plasmideo foi
montado, entretanto devido a presenca de indmeros gaps, esse plasmideo nédo foi
circularizado. Algumas estratégias como desenhos de primers especificos para estas regides e
alinhamento contra plasmideos IncHI2 de referéncia foram realizadas, mas ndo obtiveram
sucesso, uma vez que este plasmideo apresenta uma nova arquitetura plasmidial.

Além disso, no caso do plasmideo IncHI2 da cepa CF101, foram testadas trés
estratégias de reconstrucdo: (i) o conjunto de scaffold do genoma da cepa CF101 foram
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alinhados contra o esqueleto do plasmideo IncHI2 da cepa 50H; (ii) o contig contendo o gene
mcr-1 (55.324 pb) foi alinhado com o conjunto de scaffold do genoma da cepa CF101; e (iii)
0 contig contendo o gene mcr-1 (55.324 pb) foi comparado com o banco de dados do
GenBank. N&o havendo sucesso nas estratégias de montagem do plasmideo, foi reconstruido
~70.334 bp do plasmideo pCF101, ndo sendo possivel sua circularizacao.

Durante este estudo, foi identificado em uma cepa produtora CTX-M-8, e uma nova
variante de MCR, denominada de mcr-5.3. A cepa ECPB39 foi isolada da necropsia pulmonar
de um cavalo que morreu por pneumonia no ano de 2012 na cidade de Patos, Paraiba
(FERNANDES et al., 2018). A nova variante mcr-5.3 diferiu em um aminoéacido (Ala414Ser)
das variantes mcr-5 e mcr-5.2, e foi localizada em um plasmideo néo tipavel. O plasmideo
pECPB39 que carregava o gene mcr-5.3 ndo foi capaz de ser transferido pelos ensaios de
mobilizacdo, entretanto o plasmideo Incl1/ST113 que carregava o0 gene blactx-m-s foi
transferido para célula receptora E.coli C600 pelo método de conjugacao.

A anélise do plasmideo pECPB39 foi realizada in silico, sendo observado que o
plasmideo foi incorporado ao backbone do plasmideo pKP13a (2459 pb, GenBank
CP003996), que continha um gene de mobilizacdo (mob) e duas proteinas hipotéticas (DUF)
(Figura 15).

Figura 15. Anélise comparativa do plasmideo pECPB39 com o plasmideo pKP13a

pKP13a (245950) Y —
Human (CP003996)

\ Im

pECPB39 (5361 bp)
Horse (MG886287)

N
AproP mcr-5.3 crhB

IRL: 5"-GGGGTCGTCTCAGAAAACGGAAAAAATCGTACGCTAAG-3
DR1: AGAAAA DR2: AGAAAA

Legenda: Andlise da estrutura genética dos plasmideos pECPB39 (MG886287) e pKP13a (CP003996). O
transposon contendo os genes AproP-mcr-5.3-chrB foi incorporado no plasmideo pKP13a.
Fonte: FERNANDES et al., 2018
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O plasmideo pECPB39 apresentou o tamanho de 5361 bp, diferentemente do
plasmideo pSE13-SA01718 (KY807921) com 17156 bp que carregava a variante mcr-5 e do
pEC1066 (MG587003) com 6268 bp que carregava a variante mcr-5.2. Com base nas
analises, foi observado que os plasmideos pSE13-SA01718 e pEC1066 transportavam o
mesmo transposon (Tn3), diferentemente dos plasmideos pECPB39 e pEC0674 que ndo
possuem tnpA e tnpR do transposon do mcr-5 (Figura 16).

Figura 16. Analise comparativa dos plasmideos que carregam o gene mcr-5

proP mer-5 chrg tnpR tnpA
C. gilardii CR3
(NZ_CP010516)
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|

Legenda: A andlise comparativa dos plasmideos revelou que os plasmideos pSE13-SA01718, pEC1066 e
pEC2380 transportam o mesmo tranposon que contém o gene mcr-5. Os plasmideos pECB39 e pEC0674 nédo
possuem 0s genes para tnpA e tnpR. Adicionalmente, o plasmideo pECPB39 apresentou o gene proP truncado.
Fonte: FERNANDES et al., 2018.
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5 DICUSSAO

A rapida evolucdo e propagacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos, em
paralelo com o desenvolvimento insuficiente de novas drogas, afetam negativamente a
terapéutica de infecgOes bacterianas causadas por MR. A emergéncia e disseminacdo de E.
coli produtora de ESBL do tipo CTX-M é um problema endémico no Brasil, constituindo uma
grande ameaca para o controle de infeccGes em seres humanos, animais e para a contaminagéo
do meio ambiente. De fato, a resisténcia relacionada as cefalosporina do tipo CTX-M deixou
de ser restrita a0 ambiente hospitalar, havendo assim, a disseminacao de clones bacterianos de
alto risco para diversos ambientes e hospedeiros, e também identificados em alimentos de
origem animal e vegetal (CASELLA et al., 2015, LEISTNER et al., 2014; LOPES et al.,
2017, SILVA,; LINCOPAN et al., 2012; WANG et al., 2014; WARREN et al., 2008).

No Brasil a presenga de enzimas do tipo CTX-M tem sido constantemente reportada em
espécies de Enterobacteriaceae (AIZAWA et al., 2014; ANDRADE et al.,, 2014,
CARVALHO-ASSEF et al., 2014; CASELLA et al., 2015; DROPA et al., 2015; LEIGUE et
al., 2015; FERNANDES et al., 2018, NOGUEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2013).
Atualmente, as variantes CTX-M-2 e CTX-M-15 sdo as mais prevalentes no pais, seguidas de
CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-59 (ROCHA et al., 2016).

A variante CTX-M-8 foi identificada pela primeira vez em 1996, em isolados
clinicos de E. coli e E. cloacae no Rio de Janeiro, no Brasil (BONNET et al., 2000).
Atualmente, esta variante tem sido reportada em animais domésticos e de producéo, alimentos
e em ambientes aquaticos (AIZAWA et al., 2014; CASELLA et al., 2015; DHANJI et al.,
2010; DROPA et al.,, 2016; FERNANDES et., 2017; KAWAMURA et al.,, 2014,
SACRAMENTO et al., 2018, SILVA et al., 2018).

A deteccdo do gene blactx-m-g esteve associada aos plasmideos Incll, neste estudo.
Foram identificados 13 plasmideos Incl1/ST113 e um plasmideo pertencente ao ST131
(ICBEC72H). Nas analises dos plasmideos, observou-se que todos apresentaram o modulo
completo de transferéncia genética (regido tra), confirmando, os ensaios in vitro de
conjugacdo. Assim, a ampla gama de hospedeiros e ambientes que esses plasmideos foram
encontrados, poderia ser justificada, pela sua alta capacidade de transferéncia intra e
interespécies, contribuindo com a disseminacao dos genes blactx-m-s.

Atualmente, os plasmideos de resisténcia Incll sdo um dos mais difundidos em E.
coli, e eles contribuem com a disseminacao de genes de ESBLs, em particular do tipo CTX-M

em diversos ambientes e hospedeiros (POIREL et al., 2018).
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E importante ressaltar, que nesse estudo a distribuicdo dos plasmideos Incl1/ST113 no
Brasil, esta relacionada entre diferentes periodos de isolamento (2009 e 2016) e,
principalmente, em diferentes origens (animal de producdo, animal de companhia, esgoto e
agua do mar), ressalta o poder de ubiquidade destes plasmideos. Adicionalmente, esses
plasmideos foram identificados em animais domésticos (p56AC1, pECPB17 e pECPB39),
selvagens (pAJ6, pAJ7, pC60 e pS13.2) e de producdo (pICBEC12-3F e pFP39-2), alertando
as diferentes fontes de disseminacdo e o0 grau de estabilidade desses plasmideos em animais
de diferentes comportamentos e habitats.

No Brasil, foi reportado a ocorréncia de blactx-ms e blactx-m-2 em isolados de
Salmonella spp. recuperados de amostras de carne de frango e peru, e que estavam localizados
em plasmideos do tipo Incl1/ST113 (MOURA et al., 2017a). Interessantemente, plasmideos
do tipo Incl1/ST113, e que carregam blacrx-ms, tém sido reportados em isolados de
Enterobacteriaceae em amostras clinicas de humanos, animais de producdo, em amostras de
carne de frango em outros paises como Alemanha, Japdo, Espanha, Guiana Francesa, e
Tunisia (AIZAWA et al., 2014; BONNET et al., 2000; DROPA et al., 2016; ELLER et al.,
2014; FERREIRA et al., 2014; KIIRU et al., 2012; JOUINI et al., 2013; MONTE et al., 2017,
MOURA et al., 2017a; VINUE et al., 2009; Woerther et al., 2013), o que mostra que essa
variante ndo esta mais confinada a Ameérica do Sul e que pode se tornar endémica. Algumas
hipGteses levam a acreditar que a presenga de blactx-m-s em outros paises, seria devido a
exportacdo de carne de frango, uma vez que o Brasil é 0 segundo maior exportador desses
produtos para diversos paises (NORIZUKI et al., 2017). Por blacTx-m-s Se tratar de uma
variante brasileira, ainda existem poucos estudos relacionados ao sequenciamento desses
plasmideos, o que dificulta uma anlise de ancestralidade profunda desses plasmideos.

A arquitetura dos plasmideos Incll - ST113 e ST131, apresentou-se conservada em
todos os plasmideos estudados, sendo dividido em regifes de replicacdo (repY), estabilidade
(parA, parB,kor, ibfa) e transferéncia (traA-Y).

Ndo foram encontrados adicionais genes de resisténcia, além do blactx-m-s. O
ambiente genético em torno do gene blacrx-m-s, permaneceu preservado na maioria dos
plasmideos estudados: 1S26-1S10-blactx-m-s-1S26, exceto nos plasmideos pEC1333, pC60 e
pS13.2, onde a 1IS26 permaneceu apenas upstream ao gene.

A analise comparativa dos plasmideos deste estudo com diferentes plasmideos Incl1,
depositados no GenBank: pzJ3920-2 - ST80 (blactx-m-123 € fosA3); pDW32-15 - ST37
(blactx-m-15 € blatem-18); p1108-CMY2 - ST12 (blacmy-2); pSA20101045.1 - ST267 (sem
genes de resisténcia); pSa21-TC-CIP - ST162 (qgnrS, aph(6)-1d, aph(3”)-Ib e tetC), mostrou
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que eles apresentaram 80% de sua arquitetura conservada (incluindo regides de replicacéo,
estabilidade e transferéncia), independente do ST plasmidial e da auséncia e/ou presenca de
genes de resisténcia. Adicionalmente, os pICBEC72H, pFP39-2, pEC1333, pHECOL1,
pICBEC7AM, p56AC1, pECPB17, pICBEC12-3F exibiram entre 96-98% de identidade com
o plasmideo R64, considerado o protétipo do grupo Incl1/ST13.

Na analise filogenética foi observada a formacdo de dois grandes clusters (I e Il). O
cluster I, apresentou mais ramificacOes, e foi agrupado em dois subgrupos (la e Ib). O
subgrupo la apresentou o agrupamento de 13 plasmideos de diferentes STs, sem distin¢do de
origem de isolamento, pais e presenca e/ou auséncia de genes de resisténcia. Os trés
plasmideos deste estudo, foram agrupados neste subgrupo, juntamente com o plasmideo
brasileiro p2964TF. No subgrupo Ib o plasmideo ambiental pPCMY-1225 ndo apresentou
agrupamento com nenhum outro plasmideo. No cluster Il, houve agrupamento de dois
plasmideos de origem humana e um animal, de distintos STs: ST12, ST16 e ST80. Entretanto,
nesta analise filogenética ndo houve a formacéo de clones, nem mesmo entre os plasmideos
pertencentes a0 mesmo ST ou que carregavam 0 mesmo gene de resisténcia.

Neste estudo plasmideos epidémicos Incll foram identificados em diferentes origens,
entretanto, ainda ndo estd claro o que poderia favorecer o sucesso de disseminacdo desses
plasmideos, além da sua alta taxa de transferéncia. A disseminacdo mundial de plasmideos
Incll ndo pode ser explicada simplesmente pela selecdo exercida por drogas antimicrobianas
(CARATTOLI et al., 2018).

O uso exacerbado de cefalosporinas de terceira geracdo, tem contribuido com a
disseminacédo de genes de ESBLs, mais especificamente blactx-m, resultando na utilizagéo dos
carbapenémicos no tratamento das infecgdes ocasionadas (BUSH; JACOBY, 2010;
CARATTOLI, 2013; HARRIS et al., 2015). Entretanto, com a utilizacdo excessiva, surgiram
as carbapenemases mediadas por plasmideos, principalmente blakrc e blanom. Atualmente, K.
pneumoniae produtora de KPC, estd amplamente disseminada em varios continentes,
causando diversos surtos (MATHERS et al., 2015). Assim, o antimicrobiano de escolha no
tratamento de infeccOes causada por bactérias produtoras de carbapenamse, é a polimixina
(NORDMANN et al., 2011).

No ano de 2015, foi identificado em animais de producdo, um mecanismo de
resisténcia transferivel a polimixina, codificado pelo gene mcr-1. Infelizmente, embora as
polimixinas B e E tenham sido sintetizadas em meados dos anos 40, ainda sdo considerados
o0s antibidticos de ultima escolha terapéutica para o tratamento de infeccGes por ESBLS e

carbapenemases (LIU et al., 2015), o que reforca a necessidade de estudos envolvendo a
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dindmica de transmissdo deste gene. Até o presente momento, O MCR-1 tem sido encontrado
em diferentes espécies de Enterobacteriaceae, tais como Salmonella spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. e Kluyvera spp., (HU et al., 2016; OLAITAN et al., 2016; QUESADA et
al., 2016; ZHAO et al., 2016),entretanto tem sido predominante em E. coli devido a sua
grande versatilidade, o que provavelmente pode estar relacionado a eventos genéticos que
contribuem com a mobilizagao deste gene entre linhagens diferentes (FALGENHAUER et al.,
2016; VASQUEZ et al., 2016; VADING et al., 2016; WANG et al., 2017).

Diferentes grupos de incompatibilidade em plasmideos sdo encontrados carreando o
gene mcr-1, sendo eles: Incl2, IncX4, IncHIL, IncHI2, IncF, IncFl, IncFIl, IncP e ColE. Os
plasmideos do tipo IncX4 encontram-se em situacdo pandémica, sendo reportados em
diversos continentes, incluindo o Brasil. E digno de nota que a disseminacdo plasmidial de
IncX4 demonstra alta identidade (>98%) entre os plasmideos de mcr-1 do Brasil e do mundo
(BRAUER et al., 2016; Di PILATO,2016; DOUMITH et al., 2016; FERNANDES et al.,
2016b; POIREL et al., 2016; ZURFLUH et al., 2016; XAVIER et al., 2016).

Neste estudo, os plasmideos IncX4 foram identificados em diferentes origens. Cinco
plasmideos puderam ser transferidos em ensaios de conjugacédo, e tiveram o tamanho de~
33kb. Adicionalmente, ndo foram encontrados genes adicionais de resisténcia nesses
plasmideos.

Os plasmideos da familia IncX sdo amplamente encontrados em espécies de
Enterobacteriaceae e sdo atualmente divididos em seis subtipos (Incx1-IncX6), os quais
compartilham grande similaridade genética em sua arquitetura (JOHNSON et al., 2012). A
arquitetura desse grupo plasmidial, inclui genes essenciais como: pir-bis-par-hns-topB-pilX-
actX-taxCA, os quais sdo responsaveis pela replicacdo (pir e bis), sintese e montagem do pilus
(pilX), conjugacdo (taxAC) e fun¢des de manutencao/ estabilidade do plasmideo (hns e par)
(BUSTAMANTE; IREDELL, 2017).

O primeiro IncX R6K isolado de Salmonella spp. foi reportado na era pré-antibiética
em 1917, e mais tarde foi subtipado no grupo IncX2 (DATTA; HUGHES, 1983;
JONES;STANLEY, 1992). Atualmente podemos encontrar plasmideos do tipo IncX
carregando uma variedade de genes de resisténcia de diferentes classes de antibidticos como:
gnrB, gnrsS, blacTtx-m-14, blacTx-m-15, blakec € blanom. Entretanto, nos ultimos anos plasmideos
do tipo IncX4 tem sido reportado como um dos principais vetores de disseminagéo do gene
mcr-1 em diversos paises (CERDEIRA et al., 2017; DOBIASOVA; DOLEJSKA, 2016;
ESPINAL et al., 2017; SHEN et al., 2017).
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Independentemente da origem de isolamento, todos os plasmideos IncX4
apresentaram sua arquitetura altamente conservada. Genes essenciais pir, taxC, parA e hns
foram encontrados em todos os plasmideos deste estudo (FERNANDES et al., 2016;
FERNANDES et al., 2017; MONTE et al., 2017; SELLERA et al., 2016). De acordo com a
classificacdo, os genes taxC de diferentes grupos de incompatibilidade compartilham entre
37% e 92% de identidade de nucleotideos, enquanto que aqueles de um mesmo subgrupo de
incompatibilidade compartilham entre 92% e 99% de identidade de nucleotideos (JOHNSON
et al., 2012). Os plasmideos deste estudo apresentaram 99% de identidade entre si, e 98-99%
com outros plasmideos do mesmo grupo de incompatibilidade depositados no GenBank.

Dentre os 25 plasmideos IncX4 carregando mcr-1 depositados no Genbank todos
compartilham entre 95-99,9% de identidade, exceto pKP37-BE (LT598652) e pCQO2-121
(KU647721) reportados na Bélgica e na China (SUN et al., 2016; XAVIER et al., 2017). O
plasmideo pKP37-BE corresponde a nova variante mcr-2 isolada em amostras de suinos em
E. coli, e apresentam aproximadamente 85% de similaridade com os plasmideos brasileiros.
O plasmideo pCQO2-121 isolado de amostra clinica de felino em E. coli foi derivado da
recombinacédo entre dois subgrupos dos plasmideos IncX (X3-X4), o qual foi co-produtor de
MCR-1 e NDM-5, esses plasmideos compartilham de 75-85% de identidade com os
plasmideos deste estudo.

No plasmideo pICBEC72Hmcr isolado de uma infeccdo humana foi observado a
similaridade de 99,9% com outros plasmideos IncX4 encontrados na Estonia e na China, e
com 95,2% de identidade com o plasmideo da Africa do Sul (FERNANDES et al., 2016b),
esses dados corroboram com a disseminacgdo global dos plasmideos IncX4.

Interessantemente o plasmideo (pICBEC7P) isolado de uma infeccdo conhecida como
pododermatite em pinguim causada por E. coli ST10 no ano de 2013 em Santos no litoral de
Sdo Paulo, ndo foi capaz de ser transferido nos ensaios de conjugagdo. ApOs 0
sequenciamento e montagem desses plasmideos, foi observado a presenca de um elemento de
insercdo (1S1294) até o momento ainda ndo descrito em outros plasmideos IncX4, truncando
0 gene de mobilizacdo mobA o0 que poderia justificar a incapacidade de mobilizacdo desse
plasmideo (SELLERA et al., 2016). Adicionalmente trés anos apds, foi isolado em outra E.
coli ST10 de amostra marinha na mesma praia, onde 0s animais marinhos séo resgatados, o
mesmo plasmideo carregando mcr-1. Os plasmideos pICBEC7P e pICBEC13AM
compartilharam > 99% de identidade genética, com a presenca do mesmo elemento de
insercdo 1S1294, consequentemente o link epedimioldgico entre a cepa do pinguim e a
amostra marinha puderam ser elucidadas (FERNANDES et al., 2017; SELLERA et al.,2016).
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Em relacdo a filogenia dos plasmideos IncX4, foram agrupados em dois clusters,
independentemente da origem e regido geografica, em que foi identificado. No cluster I, nove
plasmideos, incluindo os deste estudo (pICBEC72H, pICBEC7P, pICBEC3AM e
pICBEC13AM) foram agrupados juntamente com plasmideos identificados na Franca,
Bélgica e China. Os plasmideos pICBEC72H, pICBEC7Pe pICBEC3AM. Os plasmideos com
genes de resisténcia as cefalosporinas (blactx-m-14 € blactx-m-15) permaneceram no mesmo
grupo dos plasmideos com o gene mcr-1.

O cluster II, seis plasmideos foram agrupados, sendo que dois clados apresentaram 0s
plasmideos pCSZ4 (China) e pMCRpoa (Brasil) tiveram 100% de identidade nucleotidica.
Dentro deste cluster, foram agrupados os plasmideos com genes de resisténcia blacTx-m-14 €
blactx-m-15 PSAM7 e pJIE143) no mesmo clado e apresentaram 100% de identidade
nucleotidica. Ap6s a construcao da filogenia, foi realizado um alinhamento no MAUVE, com
os plasmideos representativos de cada cluster. Assim, foi observado o alto grau de
conservacao entre os plasmideos IncX4, com pequenas variagdes relacionadas a presenca ou
auséncia de genes putativos. Sendo assim, o sucesso da disseminacdo do gene mcr-1 através
de plasmideos IncX4, poderia estar associada a caracteristicas particulares deste grupo
plasmidial, como estabilidade, persisténcia e sucesso adaptativo em seus hospedeiros
bacterianos.

Neste estudo, a identificacdo da nova variante mcr-5.3 em um cavalo infectado por E.
coli coprodutora de CTX-M-8 no ano de 2012, que ndo recebeu tratamento com colistina
anteriormente, sugere a presenca do gene mcr-5.3 no Brasil, ha pelo menos 7 anos,
destacando a necessidade do monitoramento e uso consciente de antimicrobianos na medicina
veterinaria (FERNANDES et al., 2018d). Inicialmente, o gene mcr-5 foi identificado em uma
cepa de Salmonella Paratyphi isolada de carne de frango no ano de 2011, na Alemanha
(BOROWIAK et al., 2017). Em seguida, foi identificada a variante mcr-5.2 em E. coli isolada
de animais de producdo (HAMMERL et al., 2017).

A nova variante mcr-5.3 diferiu em um aminoacido (Ala414Ser) das variantes mcr-5 e
mcr-5.2, e foi localizada em um plasmideo nao tipavel. O plasmideo pECPB39 que carregava
0 gene mcr-5.3 ndo foi capaz de ser transferido pelos ensaios de mobilizacdo, entretanto o
plasmideo Incl1/ST113 que carregava o gene blactx-m-s foi transferido para célula receptora
E.coli C600 pelo método de conjugacao.

A analise do plasmideo pECPB39 foi realizada in silico, sendo observado que o
plasmideo foi incorporado ao backbone do plasmideo pKP13a que continha um gene de

mobilizacdo (mob) e duas proteinas hipotéticas (DUF).
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Interessantemente, foi identificado plasmideos do grupo IncHI2, portadores do gene
mcr-1, em isolados de carne de frango e em seres humanos, pela primeira vez, no Brasil.
Plasmideos conjugativos do grupo incompatibilidade H (IncH) séo divididos em dois grandes
grupos, IncHIL1 e IncHI2. Os plasmideos da familia HI2 sdo plasmideos de ampla gama de
hospedeiros e frequentemente carregam genes de resisténcia clinicamente significantes, como
genes codificadores de PB-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (blactx-m), genes
resistentes a quinolona (PMQR) plasmideos (0ogxAB), carbapenemase genes (blaive, blavim e
blanom) € gene de resisténcia a colistina mediada por plasmideo (mcr-1) (CAIN & HALL,
2012; GARCIA-FERNANDEZ & CARATTOLLI, 2010).

Plasmideos da familia IncHI2 tem sido considerado o terceiro grupo mais
frequentemente associado a disseminacdo mundial do gene mcr-1, apos os plasmideos Incl2 e
IncX4 (MATAMOROS et al., 2017; GIRLANE et al., 2017; GRAMI et al., 2016; HADJADJ
etal., 2017; KIEFFER et al., 2017).

Em geral, a disseminacdo do gene mcr-1 pelos plasmideos IncHI2, ndo est4
relacionado a um DMLST especifico. Particularmente, os dois plasmideos relatados neste
estudo pertenciam a ST4, bem como descrito em cepas de E. coli isoladas de fazendas na
Franca e na Tunisia, e de viajantes em Laos (GRAMI et al., 2016; HADJADJ et al., 2017).
Curiosamente, embora plasmideos HI2 deste estudo pertencam ao mesmo ST, eles ndo estdo
relacionados a uma arquitetura conservada esqueleto, uma vez que apresentaram diferentes
elementos moveis (integrons e sequéncias de insercdo) e genes de resisténcia, como parte da
recombinacdo genética.

Os plasmideos IncHI2 sdo termossensiveis em sua transferéncia, sendo a temperatura
Otima para expressdo do pilus entre 22-30 °C (TAYLOR & LEVINE, 1980). Os plasmideos
pC2550H e pC25101 foram termossensiveis, uma vez que a transferéncia foi bem-sucedida a
25°C, enquanto nenhuma transferéncia foi observada a 37°C. Assim, foi confirmado que o
p50H, possuia adicionais genes de resisténcia: blactx-m-2, sull, sul2, dfrAl e aadAl. O
tamanho de ambos os plasmideos IncHI2, foi de ~200kb.

Infelizmente devido ao tamanho e a complexidade dos plasmideos IncHI2, ndo foi
possivel realizar a circularizacdo desses plasmideos. Algumas estratégias como desenhos de
primers especificos para estas regides e alinhamento contra plasmideos IncHI2 de referéncia
foram realizadas, mas ndo obtiveram sucesso, uma vez que este plasmideo apresenta uma

nova arquitetura plasmidial.

83



Sendo assim, a caracterizagdo molecular dos plasmideos de E. coli que carregam
blactx-m-8 € mcr-1 deste estudo, mostrou que plasmideos de diferentes ecossistemas podem
apresentar condi¢cdes homdlogas em sua arquitetura como: grupo de incompatibilidade, regido
de estabilidade e transferéncia, assim como resistoma.

Técnica moleculares de tipagem bacteriana, classificagdo dos grupos de
incompatibilidade plasmideal, pMLST, anélises do genoma bacteriano e o0 sequenciamento
plasmidial fornecem dados epidemioldgicos relevantes para a compreensdo da dinamica da
transmissdo de genes de resisténcia mediada por plasmideos. A andlise filogenética dos
plasmideos Incll e IncX4, destacam que ambos compartilham uma arquitetura conservada, e
a evolucdo pode estar atribuida a aquisicdo de determinantes de resisténcia antimicrobiana
clinicamente relevantes. O monitoramento de plasmideos de resisténcia, contribui com o
esclarecimento epidemioldgico de rotas pelas quais a resisténcia bacteriana surge, assim como
apoia o conceito da disseminacdo de genes de resisténcia em diferentes reservatorios animais
e ambientais (CARATTOLI et al., 2018).

Assim, estudos que visam investigar aspectos relacionados a relacdo ancestral e pan-
resistoma plasmidial podem fornecer uma base cientifica para monitorar e elucidar a rota
epidemioldgica e possiveis fontes de aquisicao de genes de resisténcia. Portanto, as aplicaces
de ferramentas moleculares e de bioinformatica podem ter uma contribuicdo préatica, baseada
na identificacdo da origem e dos veiculos de disseminacdo dos genes de resisténcia, 0 que
poderia ser aplicado para ter um controle efetivo e estabelecer politicas de vigilancia

epidemioldgica.
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6 CONCLUSOES

Foi mostrado neste estudo a versatilidade genética de cepas de E. coli, carregando
importantes genes de resisténcia em diferentes ambientes e hospedeiros;

A presenca da variante brasileira CTX-M-8 tem sido amplamente disseminada pelo
pais, e até o momento, os plasmideos Incll, sdo o0s principais vetores dessa
disseminacao;

Os primeiros relatos do gene mcr-1 no Brasil, identificado em diferentes origens, foi
relatado neste trabalho;

Os plasmideos IncX4 foram considerados os principais veiculos de disseminacdo do
gene mcr-1 no Brasil;

A presenca de plasmideos IncHI2 como novos potenciais vetores na disseminacéo do
gene mcr-1 no Brasil;

A identificacdo de uma nova variante, denominada de mcr-5.3 em um plasmideo ndo
tipavel, isolado de uma secrecdo pulmonar de cavalo, reforca ainda mais o problema
da resisténcia bacteriana em diferentes hospedeiros;

A analise filogenética dos plasmideos Incll e IncX4, destacam que ambos
compartilham uma arquitetura conservada, e a evolugdo é atribuida a aquisicdo de
determinantes de resisténcia antimicrobiana clinicamente relevantes.

Os resultados desse estudo demonstram o grave problema da resisténcia bacteriana
dentro do conceito one-health, e que com o avanco de ferramentas moleculares a
identificacdo e resolucdo desse problema podera estar cada vez mais proxima de ser

elucidada.
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During a Brazilian multicentric antimicrobial resist-
ance surveillance study, colistin resistance was inves-
tigated in 4,620 Enterobacteriaceae isolated from
human, animal, food and environmental samples col-
lected from 2000 to 2016. We present evidence that
mcr-1-positive Escherichia coli has been emerging in
South America since at least 2012, supporting a pre-
vious report on the possible acquisition of mcr-1-har-
bouring E. coli by European travellers visiting Latin
American countries.

We present evidence that mcr-1-harbouring Escherichia
coli has been occurring in food-producing animals in
Brazil since at least 2012.

Screening Enterobacteriaceae isolates for
potential colistin resistance and the mcr-1
gene

Between 2000 and 2016, a total of 4,620
Enterobacteriaceae isolates were collected in Brazil,
as part of different surveillance projects on carbapen-
emase- and/or extended-spectrum beta-lactamases
(ESBL)-producing Gram-negative bacteria important
to human and veterinary medicine [1-4]. Within this
Brazilian multicentric antimicrobial resistance sur-
veillance study, we hereby also investigate colistin
resistance.

The 4,620 isolates were screened using MacConkey
agar plates supplemented with colistin (2 mg/L). A
total of 515 isolates, which had grown on the screen-
ing plates were obtained. These originated from
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food-producing animals (227 isolates), chicken feed (4
isolates), companion (9 isolates) and non-companion
animals (24 isolates), humans (137 isolates), food (102
isolates) and the environment (12 isolates). The 515
isolates were further tested for susceptibility to colis-
tin by agar dilution and/or broth microdilution method,
whereby a minimum inhibitory concentration (MIC) »2
mg/L was considered indicative of colistin resistance
according to the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) [s]. Isolates were also
subjected to polymerase chain reaction (PCR) to check
whether respective strains harboured the mcr-1 gene
[6], which if present was sequenced (Table).

The mcr-1 gene was detected in 16 commensal E. coli
strains exhibiting colistin MICs from 1 to 16 mg/L
(N\IC50=8 mg/L). Two of the mcr-1-positive E. coli
strains were found in faecal samples collected in 2012
from healthy pigs in farms located in Santa Catarina
and Minas Gerais states. One of these two isolates was
susceptible for colistin (MIC = 1mg/L). The remaining 14
mcr-1-harbouring E. coli strains originated from faecal
samples of healthy chickens, which had been gathered
in 2013 from farms located in Parana, Sao Paulo and
Minas Gerais states. All 14 isolates from chickens had
a MIC = 8 mg/L.

Relationships between mcr-I1-positive
isolates, and testing for extended-spectrum
beta-lactamases

The sequences of the 16 mcr-1-positive E. coli strains
were phylogenetically analysed [7], revealing that 11



FIGURE 1

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and antimicrobial resistance chraracteristics of mcr-1-positive Escherichia coli strains
isolated from faeces of healthy livestock, Brazil, 2012-2013

A. Xbal PFGE of MCR-1-positive E. coli strains isolated from faeces of healthy livestock

Isolate identity M® 6.3 9.6 12.3 12.6 5.3 5.2.1 2.6 5.5 3.6 9.3 11.3 11.8 96 662 146 171 M=

E ERNT .

B. Relationship between isolates obtained after Xba/ PFGE and antimicrobial resistance

Colistin MIC PFGE
o ) g § Isolate Source Year State® Resistance profile (Kirby - Bauer)® (mg/L)d B-lactamase  Phylogroup cluster®
T 86,5‘ — I 5.3 Chicken 2013 PR CRO, CTX, CTF, CPM, TET 8 CTX-M-1 A A
662 Chicken 2013 SP - 8 - A B
805 12.3 Chicken 2013 PR CRO, CTX, TET 16 CTX-M-8 A C
12.6 Chicken 2013 PR - 8 - A C
6.3 Chicken 2013 PR CRO, CTX 8 CTX-M-8 A C
776 9.6 Chicken 2013 PR CRO, CTX, CTF, CPM, ENO 8 CTX-M-8 A C
& 2.6 Chicken 2013 PR CRO, CTX, TET 8 CTX-M-15 A D
a8 36 Chicken 2013 PR TET 8 - B1 E
732 $0.8 5.5 Chicken 2013 PR CRO, CTX, CTF, CPM, TET 8 CTX-M-15 A F
146 Swine 2012 SC AMC, FOX, CLO, SXT, TET 1 CMY-2 G
11.3 Chicken 2013 PR CRO, CTX, CTF, CPM, CIP, ENO 8 CTX-M-8 B1 H
e | 11.8 Chicken 2013 PR CRO, CTX, CTF, CPM, CIP, ENO 8 CTX-M-8 B1 H
691 | 9.3 Chicken 2013 PR CRO, CTX, CPM, CIP, ENO 8 CTX-M-8 B1 H
96 Chicken 2013 MG ENO, CIP 8 - |
5.2.1 Chicken 2013 PR ENO 8 - J
171 Swine 2012 MG CLO, SXT 8 - B1 nt

MIC: minimum inhibitory concentration; nt: non typeable by PFGE.
GenBank accession number for mcr-1 genes identified in this study: KU750813, KU928239—-42, KU935441-9, KX01152-1.

a The marker (M) used was the Lambda ladder 0.05—-1Mb, Bio-Rad. Separation of fragments was carried out at 6V/cm at 14°C for 20h, with linear pulse time of 3.51s to
30.82s.

b The states were as follow: MG: Minas Gerais state (South-east Brazil); PR: Parana state (South); SC: Santa Catarina state (South); SP: Sdo Paulo (South-east).

¢ The antimicrobial susceptibility was evaluated by disc diffusion assay. Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) production was investigated by using a double-disc
synergy test (DDST) [5,23,24]. AMC: amoxicillin/clavulanic acid; CAZ: ceftazidime; CFX: cefoxitin; CIP: ciprofloxacin; CLO: chloramphenicol; CPM: cefepime; CRO:
ceftriaxone; CTF: ceftiofur; CTX: cefotaxime; ENO: enrofloxacin; FOS: fosfomycin; GEN: gentamicin; SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole; TET: tetracycline.

d MICs were determined according to the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) [5,25]. Colistin resistance was defined as a colistin MIC> 2
mg/L, according to EUCAST clinical breakpoints [s].

e PFGE patterns were analysed using the Dice similarity with coefficient optimisation set at 1% and tolerance at 2% (BioNumerics software; Applied Maths, Kortrijk,
Belgium).
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FIGURE 2
Geographical distribution of mcr-1-positive Escherichia coli isolates reported from South America, 2012-2016

Brazil

Minas Gerais state

E. coli (swine, n= 1)
E. coli (chicken, n=1)

Sao Paulo state

E. coli (chicken, n=1)

Parana state
E. coli (chicken, n=12)

Santa Catarina state

E. coli (swine, n= 1)

A light grey colour is used for Brazil, where this study was conducted. The dark grey colour indicates countries (Bolivia, Colombia and
Peru) visited between November 2012 and November 2013, by unrelated Dutch travellers, for whom acquisition of faecal colonisation and
carriage with MCR-1 and extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing E. coli was shown one to two weeks after their return to
the Netherlands [12]. A dark grey colour is used for Ecuador, where subsequent to the identification of a human mcr-1-positive isolate, a

sequence was deposited in GenBank in March 2016 (GenBank accession number: KU886144.1).
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TABLE

Results of screening Enterobacteriaceae isolates from different sources by culture with colistin and presence of the mcr-1
gene in the screened isolates, Brazil, 2000-2016 (n = 4,620 isolates screened)

Enterobacteriaceae isolates

Isolates positive for

Years of Enterobacteriaceae . .
. . with growth on screening mcr-1
Source? isolate isolates tested . .. - .
. plates (2 mg/L colistin) N (% of isolates
collection n 3 .
n screened)
Chicken 2003-2015 280 113 14 (5.0)
Swine 2012-2014 113 79 2 (1.8)
. . Cattle 2014-2015 158 22 o (0)
Food-producing animals
Goat 2013 7 1 o (0)
Ostriches 2015 9 2 o (0)
Buffalo 2010 36 10 o (o)
Chicken feed - 2000-2014 o (o)
. . Cats 2013 o o (o)
Companion animals
Dogs 2013 51 o (0)
Horse 2013 13 3 o (o)
Rodents 2013-2014 14 13 o (0)
Turtle 2015 21 8 o (o)
Non-Companion animals
l'eran 2015-2016 36 o o (0)
pigeons
Urban
waterfowl | 201272014 75 0 o (0)
Human infection/
colonisation - 2004-2016 3,591 137 0 ()
Chicken
meat 2013 42 22 o (0)
Swine meat | 2012-2014 113 79 o (o)
Food Cabbage 2016 2 o o (o)
Lettuce 2016 2 o o (0)
Spinach 2016 1 1 o (o)
Lake 2012-2013 20 2 o (o)
Environment River 2011 3 3 o (o)
Sewage 2009-2013 21 7 o (0)
Total - - 4,620 515 16 (0.3)

2 |solates originated from previous surveillance studies of carbapenemase- and/or extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)-producing
Gram-negative bacteria in food, food-producing animals (faecal samples from healthy animals), chicken feed, companion and non-
companion animals (faecal samples from healthy animals), environment and human patients from healthcare settings (27 faecal samples
from colonised individuals and 3,564 clinical cultures from infections), all collected in Brazil between 2000 and 2016 [1-4].

b |solates were screened for potential colistin resistance using MacConkey agar plates supplemented with colistin (2 mg/L).

¢ Enterobacteriaceae isolates with growth on screening plates were subjected to mcr-1 polymerase chain reaction and sequencing [6].

strains belonged to the phylogroup A and five to the
phylogroup B1. Clonal relatedness of the strains were
further determined by Xbal pulsed-field gel electro-
phoresis (PFGE) (www.cdc.gov/pulsenet/). PFGE differ-
entiated mcr-1-positive E. coli isolates into 10 distinct
pulsotypes (named A to J), which clustered into two
major groups, C (n=4) and H (n=3) (Figure 1).

The 16 mcr-1-positive isolates were additionally tested
for the production of extended-spectrum beta-lacta-
mases (ESBLs) by using a double-disc synergy test
(DDST) as well as for the presence of ESBL- and plas-
mid-mediated AmpC (pAmpC) beta-lactamase genes
[1,6].

Most (n= 9) mcr-1-positive isolates exhibited resist-
ance to human and/or veterinary cephalosporins. In
this regard, such isolates harboured bla ., , ., bla ., , .
and/or blaCTX_M_15 ESBL genes, and one isolate carried
the pAmpC bla,,, gene. On the other hand, all iso-
lates carrying the mcr-1 gene belonged to low-virulence

E. coli phylogroups (i.e. A and B1 as described above).

Discussion

The plasmid-mediated colistin (polymyxin E) resist-
ance mechanism MCR-1 was first described in
Enterobacteriaceae isolated from animals, food and
human beings in China [6]. Since, and as summarised
by Skov and Monnet [8], MCR-1 has also been reported
to occur in other countries in Asia, Europe and North
America. Recent descriptions from Egypt [9], Italy [10]
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and Spain [11] further denote dissemination of the
mechanism, while identifications of mcr-1 positive
strains in imported food, urban rivers and travellers
[12-16] highlight the potential for MCR-1 to continue
spreading. In addition, co-production of ESBLs or car-
bapenemases by mcr-1-harbouring Enterobacteriaceae
has now been documented [12,13,15-18].

We report mcr-1-positive E. coli isolates from food-
producing animals in the southern (Santa Catarina and
Parana states) and south-eastern (Sdo Paulo and Minas
Gerais states) regions of Brazil (Figure 2). Interestingly,
in most of these isolates (9 of 16), E. coli strains co-
produced CTX-M-type ESBLs.

Our findings moreover suggest that mcr-1-harbouring E.
coli strains have been present in South America since
at least 2012, supporting the results of a previous study
on the possible acquisition of mcr-1-carrying E. coli by
European travellers visiting this continent (Figure 2)
[12]. In this previous prospective study, the carriage
of multiresistant bacteria after travel (COMBAT) con-
sortium had shown that unrelated Dutch travellers to
Bolivia, Colombia and Peru between November 2012
and November 2013 had become carriers of/colonised
with MCR-1 and ESBL-producing E. coli one to two
weeks after their return to the Netherlands [12].

Recently the mcr-1 gene has also been identified in
another Latin American country, Ecuador, whereby
a respective sequence from a human clinical E. coli
isolate was submitted to GenBank (GenBank acces-
sion number: KU886144.1) in March 2016. Therefore,
hospital laboratories worldwide should be aware of
the possibility of MCR-1 in Enterobacteriaceae iso-
lates resistant to polymyxins from patients living in or
returning from Latin American countries.

That E. coli with plasmid-mediated MCR-1 are found in
Brazil is also relevant for medical centres in this coun-
try, where the emergence and dissemination of multid-
rug-resistant pathogens, which is associated with high
rates of treatment failure, have led to high use of poly-
myxins, mainly in intensive care units [19]. There, this
class of antimicrobial agents represents the main thera-
peutic option for treating severe ‘superbug’ infections,
particularly Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii and Klebsiella pneumoniae producing SPM-
1, OXA-23 or KPC-2 carbapenemases, which are highly
prevalent in most Brazilian hospitals [19]. On a positive
note however, our study did not find mcr-1-positivity in
any of the human isolates screened, which is consist-
ent with the very low background carriage of MCR-1 in
humans, as described previously [6,12-14].

Our result that the mcr-1 gene occurs in Brazilian live-
stockis a cause forconcernin terms of the global contri-
bution of Brazil to national and international movement
of people and products, as this could contribute to the
acceleration of the worldwide spread of the mcr-1 gene.
Indeed, with a population of 205 million inhabitants,

www.eurosurveillance.org

Brazil has continental proportions and is the biggest
country in Latin America. Furthermore, in the agribusi-
ness it is the third producer of chicken meat (only after
the United States and China) and the largest exporter
of this product [20]. In this regard, colistin sulphate is
widely used in animal feed as a growth promoter in
Brazilian livestock, mainly in pigs and poultry, support-
ing a link between the agricultural use of colistin and
colistin resistance [21].

Finally, the identification of a colistin-susceptible E. coli
strain carrying the mcr-1 gene, in this study, suggests
that mcr-1-positive isolates may be difficult to detect
if the mcr-1 gene is only tested for in colistin resistant
isolates. This may contribute to the silent dissemina-
tion of mcr-1 harbouring strains. In fact, many MCR-1
producers are known to exhibit low level of resistance
to colistin (i.e. 4—16 mg/L) [6,8-14,16,22].

In summary, since MCR-1-producing strains have already
become established in South America, we emphasise
the need for continuous local surveillance programmes
to identify the risk to human health. To reduce this
risk, the authors suggest that colistin should only be
used for treatment of clinical infectious diseases and
no longer for animal production, in order to prevent the
wide spread of MCR-1-producing bacteria, achieving
the principles of responsible use of antibiotics.

Erratum

The term ‘mcr-1" had been mistyped as ‘mrc-1° on several oc-
casions and this was corrected on 02 May 2016.
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mcr-1 Gene in a Colistin-Resistant Escherichia coli Sequence Type 101
Isolate from a Human Infection in Brazil

Miriam R. Fernandes,? John A. McCulloch,® Marco A. Vianello,® Quézia Moura,® Paula J. Pérez-Chaparro,® Fernanda Esposito,?

Luciana Sartori,® Milena Dropa,® Maria H. Matté, Débora P. A. Lira,” Elsa M. Mamizuka,?

Nilton Lincopan®°©

Department of Clinical Analysis, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil?; Hospital de Guarnicao de Natal, Brazilian Army, Natal,
Brazil’; Department of Microbiology, Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil; School of Public Health, University of Sdo Paulo, Sao Paulo,

Brazil®

A colistin-resistant Escherichia coli strain was recovered from a patient with a diabetic foot infection in Brazil. Whole-genome
analysis revealed that the E. coli isolate belonged to the widespread sequence type (ST) 101 and harbored the mcr-1 gene on an
IncX4 plasmid that was highly similar to mcr-1-bearing IncX4 plasmids that were recently identified in Enterobacteriaceae from
food, animal, and human samples recovered on different continents. These results suggest that self-transmissible IncX4-type
plasmids may represent promiscuous plasmids contributing to the intercontinental spread of the mcr-1 gene.

he plasmid-mediated colistin resistance mechanism MCR-1

has become a great challenge to public health worldwide. In
fact, since its initial identification in Enterobacteriaceae strains
(mostly Escherichia coli) isolated from animals, food, and humans
in China (1), MCR-1 has also been reported in other countries in
Asia, Africa, Europe, and North America (2). In South America, E.
coli harboring the mcr-1 gene has been present in food-producing
animals since at least 2012 (3), being recently identified in human
clinical samples from Argentina (4). We hereby report the first
description (to our knowledge) of MCR-1 in a human E. coli iso-
late from Brazil.

In early 2016, a man in his late 60s with a medical history of
type 2 diabetes mellitus, atrial fibrillation, obesity, dyslipidemia,
and hypertension was admitted to a private hospital in northeast-
ern Brazil with a 2-month history of a right calcaneal ulcer (in-
formed consent was obtained from this patient). The patient un-
derwent debridement with fasciotomy of necrosed tissue. Wound
cultures taken during debridement were negative for aerobic bac-
teria, and empirical intravenous antibiotic therapy with ceftriax-
one and clindamycin was initiated. Following 14 days of antibiotic
therapy, the patient was discharged with clinical improvement.
Nine days later, however, he returned to the hospital with wors-
ened symptoms, and the combined therapy of ceftriaxone with
clindamycin was restarted. As the patient’s condition was deteri-
orating, the treatment was changed to piperacillin-tazobactam.
Nevertheless, 10 days later the patient had developed recurrent
episodes of fever associated with poor general condition. The an-
tibiotic regimen was changed to meropenem, and the patient un-
derwent another debridement, from which a fragment of soft
tissue sent for culture yielded growth of colistin-resistant extend-
ed-spectrum {3-lactamase (ESBL)-producing E. coli (ICBEC72H)
and carbapenem-resistant Citrobacter freundii. Ciprofloxacin was
added to the antibiotic regimen at that time, whereas meropenem
was stopped after 3 days of combined therapy. The patient under-
went lower-limb amputation due to foot necrosis; ciprofloxacin
treatment was maintained for 14 days, and the patient was dis-
charged after complete recovery.

The identification and antimicrobial susceptibility testing of
the E. coli and C. freundii isolates were performed using the Mi-
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croScan system (Beckman Coulter). While the E. coli strain pre-
sented resistance to ampicillin (>16 wg/ml), ampicillin-sulbac-
tam (>16/8 pg/ml), aztreonam (>8 pg/ml), cefepime (>8 g/
ml), cefotaxime (>16 pg/ml), cefuroxime (>16 pg/ml),
cephalothin (>16 pg/ml), and colistin (>4 g/ml), the C. freundii
isolate showed resistance to aztreonam (>8 jg/ml), cefepime (>8
pg/ml), cefotaxime (>16 pg/ml), ceftazidime (8 pg/ml), ertap-
enem (>1 pg/ml), imipenem (4 pg/ml), meropenem (4 pg/ml),
piperacillin-tazobactam (>64 pg/ml), tobramycin (8 pg/ml), and
trimethoprim-sulfamethoxazole (>2/38 pg/ml) (5, 6). Both iso-
lates remained susceptible to amikacin, ciprofloxacin, gentamicin,
levofloxacin, and tigecycline. The presence of the blayp_, gene in
C. freundii was confirmed by PCR (7), whereas the total genomic
DNA of E. coli ICBEC72H was used to construct a mate-paired
library, which was sequenced using the MiSeq platform (Illumina,
Inc.). Genome assembly was carried out using SPAdes v3.7.1 with
the high-quality mate-pair option (8) and, after automatic anno-
tation using Prokka (www.github.com/tseemann/prokka), the se-
quence was manually curated using the GenBank database and
InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro). Resistance genes were de-
tected by BLASTn using the ResFinder 2.1 database (https://cge
.cbs.dtu.dk/services/ResFinder), plasmid classification was car-
ried out in silico by BLASTn using the PlasmidFinder 1.3 database
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder), and virulence
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FIG 1 Backbone of pICBEC72Hmcr IncX4 plasmid (GenBank accession no. CP015977) carrying the mcr-1 gene in a human E. coli strain isolated in Brazil. The
pICBEC72H plasmid was compared with plasmid pmcrl_IncX4 (GenBank accession no. KU761327.1) from a MCR-1-positive ST25 Klebsiella pneumoniae
strain isolated from a human clinical sample in China (12), pESTMCR (GenBank accession no. KU743383.1) from a MCR-1-positive E. coli strain isolated from
pig slurry in Estonia, and pAF48 (GenBank accession no. KX032520.1) from a MCR-1-positive ST624 E. coli strain isolated from a human clinical sample in South
Africa (13). Comparative analysis was performed using Easyfig version 2.2.2 for genome comparisons. White arrows, genes that are part of transfer modules.

genes were detected by BLASTn using the VirulenceFinder 1.5
database (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder).

Whole-genome sequencing revealed that E. coli ICBEC72H be-
longed to the widespread sequence type (ST) 101, which was
found previously in Australia, Asia, Europe, and North America,
where it was found to harbor blay,,., and, less commonly,
blacrx.v (9-11). The presence of the iroN (siderophore), mcmA
(microcin), mchB (microcin), mchC (microcin), mchF (micro-
cin), IpfA (fimbriae), and iss (increased serum survival) virulence
genes found in ICBEC72H can be associated with the low-viru-
lence B1 phylogenetic group. Further pulsed-field gel electropho-
resis (PFGE) characterization, using Xbal restriction, showed that
E. coli ICBEC72H was clonally unrelated to previously identified
mecr-1-positive E. coli strains isolated from Brazilian livestock (3).

E. coli ICBEC72H carried the blacrx_n.g and mcr-1 genes on
two different plasmids, which were successfully transferred to E.
coli strain EC600 by conjugation (broth mating method).
Transconjugants were selected on MacConkey agar plates con-
taining streptomycin (200 pg/ml) and colistin (2 pwg/ml). Conju-
gative transfer of the plasmid mediating colistin resistance from E.
coli strain ICBEC72H to recipient E. coli strain EC600 was accom-
panied by cotransfer of the compatible plasmid conferring third-
generation cephalosporin resistance. Plasmid pICBEC72Hctx
(92.2 kb in length) was classified as belonging to the IncI1 incom-
patibility group and carried only blacrx_y.s, Whereas the plasmid
carrying mcr-1 (pICBEC72Hmcr) was 33.67 kb in length and be-
longed to the IncX4 incompatibility group.

Multiple MAFFT alignments between pICBEC72Hmcr and
the other three IncX4 plasmids bearing micr-1 that are available in
GenBank showed very high levels of architectural conservation
among these plasmids, with pICBEC72Hmcr presenting 99.9%
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nucleotide identity with pmcrl_IncX4 (GenBank accession no.
KU761327.1), which was found in a ST25 Klebsiella pneumoniae
strain isolated from a human clinical sample in China (12), and
PESTMCR (GenBank accession no. KU743383.1), which was
found in an E. coli strain isolated from pig slurry in Estonia.
Plasmid pICBEC72Hmcr presented 96.3% identity with pAF48
(GenBank accession no. KX032520.1), which was found in an E.
coli strain isolated from a human clinical sample in South Africa
(13), because the latter plasmid presents an ~1,200-bp deletion
that includes a partial deletion of the replication initiation protein
PI and a few indels, mostly in noncoding sequences (Fig. 1). The
insertion sequence ISAplI, which was initially found to be associ-
ated with mcr-1 in pHNSHP45 (1), was not present in the IncX4
plasmid (Fig. 1) (12, 13).

IncX plasmids are self-transmissible plasmids that include at
least five subtypes (IncX1 to IncX5) and previously were thought
to be of low prevalence (14, 15). Instead, IncX plasmids have been
implicated in the spread of many resistance genes, including
ESBL- and carbapenemase-encoding genes (15-18). Recently,
IncX4 plasmids carrying the mcr-1 gene were identified in Salmo-
nella enterica (serovars Typhimurium, Parathyphi B, Java, Ana-
tum, and Schwartzengrund) from human infections, ready-to-
cook guinea fowl pie, and poultry meat in England, France, and
Netherlands (19-21), respectively, and in E. coli isolated from im-
ported chicken meat in Denmark (22), swine in Germany (23),
livestock in the Netherlands (21), and human samples in China
(12) and South Africa (13). What is surprising is the fact that the
mcr-1-bearing IncX4 plasmids obtained from different bacterial
species, belonging to different STs, isolated in different clinical
contexts, and found on different continents are highly similar in
the plasmid backbone sequences. This strongly suggests that self-
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transmissible IncX4-type plasmids may represent promiscuous
plasmids contributing to the intercontinental spread of the mcr-1
gene.

Accession number(s). Sequences have been deposited in
GenBank, and the accession numbers can be found via BioSample
record number PRJNA322664.
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Sir,

The emergence and rapid dissemination of Gram-negative patho-
gens carrying the plasmid-mediated colistin resistance mcr-1
gene have become a global threat to public health.” Itis worrisome
that the reservoirs for such organisms are increasing, not only in
livestock, but also in wild animals and the environment.?™ In this
regard, two recent reports published in JAC have described the
presence of mcr-1-positive Escherichia coli in faecal samples of
healthy wild birds (i.e. European herring qulls and kelp gulls).>* In
this study, we report for the first known time the occurrence of
E. coli carrying mcr-1 and blactx-m-type genes in infected migratory
Magellanic penguins (Spheniscus magellanicus) suffering from
bumblefoot (pododermatitis), highlighting a possible source of
transmission of these organisms.

Magellanic penguins are seabirds that live exclusively in the
Southern Hemisphere (Argentina, Chile and Falkland/Malvinas
Islands).” Brazil is on the migration route of this species and every
year a large number of these birds arrive on beaches of the south
and southeast coast,” where animals are kept in rehabilitation
centres. Between 2006 and 2014, 261 penguins were admitted to
a rehabilitation centre on the southeast coast of Brazil
(23°59'10.7" S, 46°18'30.1” W). About 70% did not survive due
to malnutrition and weakness developed during the migration

period. In 2013, 24 animals succumbed to pododermatitis, which
was associated with underlying infection of the footpad.® Samples
collected from infected footpads of 13 animals were positive for
E. coli.

As part of an antimicrobial resistance surveillance study, we
have investigated these E. coli strains for transferable colistin re-
sistance and production of ESBL,” leading to the identification of
three ESBL-producing E. coli strains (ICBEC7P, ICBEC11P and
ICBEC12P), which exhibited an MDR profile to ampicillin, ceftiofur,
ceftazidime (>8 mg/L), cefotaxime (>32 mg/L), cefepime, az-
treonam, amikacin, gentamicin (>32 mg/L), sulfamethoxazole/
trimethoprim, enrofloxacin, ciprofloxacin (>32 mg/L) and tetra-
cycline (>64 mg/L), as determined by disc diffusion or Etest meth-
ods.” ESBL production was confirmed by using a double-disc
synergy test (DDST), and PCR screening and sequencing revealed
blactx-m-1 in ICBEC7P and ICBEC11P, and blactx-m-> in ICBEC12P.
Although all isolates remained susceptible to ertapenem
(0.016 mg/L), imipenem, meropenem and cefoxitin (1 mg/L), the
E. coli strain ICBEC7P showed additional resistance to colistin
(8 mg/L),? due to the presence of the mcr-1 gene.!

The total genomic DNA of E. coli ICBEC7P was used to construct
a paired-end library, which was sequenced using the MiSeq plat-
form (Illumina). Genome assembly was carried out using SPAdes
v3.9.0 and contigs were annotated using Prokka (www.github.
com/tseemann/prokka). The 15.5 kbp contig containing the mcr-1
gene was found to bear an IncX4 replicon signature, as deter-
mined by the PlasmidFinder database (https://cge.cbs.dtu.dk/ser
vices/PlasmidFinder/). Another 17.5 kbp contig was found to host a
hit showing >99% identity to another IncX4 plasmid harbouring
mcr-1, which we had sequenced using mate-pair reads (GenBank
accession number CP015977). These two contigs were then
concatenated with a gap, and the gap was closed and the plas-
mid circularized using the paired-end reads for ICBEC7P with
GapFiller (www.baseclear.com/genomics/bioinformatics/basetools/
gapfiller). The complete circularized sequence of pICBEC7Pmcr was
deposited in GenBank under accession number CP017246.
Serotype, MLST ST, plasmid replicons, antimicrobial resistance
genes and virulence genes for E. coli ICBEC7P were identified
using the Serotypefinder 1.1, MLST 1.8, PlasmidFinder 1.3,
ResFinder 2.1 and VirulenceFinder 1.5 databases, respectively,
available from the Center for Genomic Epidemiology (http://genomi
cepidemiology.org/).

The WGS analysis showed that E. coli ICBEC7P belonged to sero-
type ONT:H32 and MLST ST10. ST10 has been globally reported from
livestock, food, human and environmental samples, being associ-
ated with the production of CTX-M-type ESBLs and, more recently,
the MCR-1 enzyme, supporting a great versatility for adaptation to
different hosts.”'° On the other hand, presence of the gad (glutam-
ate decarboxylase) gene found in ICBEC7P can be associated with
the low-virulence phylogenetic group A. E. coli ICBEC7P harboured
IncFIB, IncN, IncHI2, IncHI2A, IncI1 and IncX4 plasmids. The plasmid
bearing the blacrx-m-1 gene (pICBEC7Pctx) was successfully trans-
ferred to the E. coli C600 strain by the broth mating method, and be-
longed to the IncFIB incompatibility group according to PCR-based

© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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replicon typing.'* Transconjugants were selected on MacConkey
agar plates containing streptomycin (200 mg/L) and ceftriaxone
(2 mg/L). The 33.3 kb IncX4 plasmid carrying mcr-1 (pICBEC7Pmcr)
displayed 95.2% nucleotide identity to a plasmid originating from a
human patient in Brazil (pICBEC72Hmcr, GenBank accession number
CP015977).1% The only difference between the two plasmids was the
truncation of mobA due to the insertion of 1S1294 in pICBEC7Pmcr.
This mutation may explain why the attempts to mobilize mcr-1 from
E. coli ICBEC7P by in vitro conjugation were unsuccessful.
Non-conjugative plasmids are common in members of the
Enterobacteriaceae family, and probably rely largely on vertical
transmission to be maintained in bacterial populations,** where they
contribute to the persistence of resistance genes among clonal
lineages.

The complete sequence of pICBEC7Pmcr reinforces the ubiquity of
this IncX4 plasmid, which carries mcr-1, and sheds light on the role of
this incompatibility group in the global spread of colistin resist-
ance,'>'* even to wildlife. On the other hand, since E. coliis a potential
zoonotic pathogen, a meticulous microbiological and epidemiological
investigation of strains of this sort must be performed, in order to
identify reservoirs and potential transmission routes.
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ABSTRACT The emergence and rapid spread of colistin-resistant Escherichia coli car-
rying the mcr-1 gene have generated an urgent need to strengthen surveillance. We
performed a meticulous investigation of strains of this sort, which resulted in the
identification of international clones of E. coli carrying IncX4-plasmid-mediated mcr-1
and blacry.y genes in recreational waters of public urban beaches in cities with high
tourist turnover, highlighting a new environmental reservoir.

KEYWORDS MCR-1, ESBL, CTX-M, IncX4, polymyxins, Brazil

he emergence and rapid spread of colistin-resistant Enterobacteriaceae carrying the

mcr-1 gene have generated a profound sense of public alarm (1). Escherichia coli,
one of the bacterial species that is most widely distributed and exchanged between the
environment, animals, and humans, has been the main host of mcr-7 (2, 3). In South
America, the occurrence of E. coli carrying mcr-1 and blacry_, genes in human (4-6) and
wild animal (7) infections and food-producing animals (8) has created an urgent need
to strengthen epidemiological surveillance. Using a whole-genome sequencing (WGS)
approach, we performed a meticulous investigation of strains of this sort, which
resulted in the identification of international clones of E. coli carrying mcr-1 and
blacry.mtype genes in recreational waters of public urban beaches and highlighted a
new source of transmission of this infectious threat.

In September 2016, coastal water samples were collected from 11 different public
beaches (in the southeastern Brazilian continental margin of Sdo Paulo State) surround-
ing urban counties with a population of about 800,000 inhabitants, which can double
during the summer. Following standard methods for the examination of water and
wastewater (http://www.standardmethods.org), 500-ml surface water samples were
collected, on the same day, in sterile bottles, transported to the laboratory in cooled
containers (at about 4°C to 10°C), and processed within 6 h. From each water sample,
100 ml was concentrated by filtration through sterile membrane filters with a pore size
of 0.45 um. The filters were placed on MacConkey agar plates and incubated for 24 h
at 37°C. Next, the membrane filters were aseptically removed and placed separately in
sterile tubes that had been filled previously with 10 ml of sterile Mueller-Hinton broth.
After vortex mixing, an aliquot (100 ul) of each culture was streaked on MacConkey
agar plates supplemented with colistin (2 ug/ml).

Three colistin-resistant E. coli strains were recovered from different beaches located
in the cities of Sdo Vicente and Santos (Fig. 1); the latter is the major beachfront city of
the region, with the largest shipping terminal in Latin America. The isolates were
identified by matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrom-
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FIG 1 Map showing sampling locations (represented by flags) on public beaches surrounding the area
of Santos and Sao Vicente cities, in the southeastern Brazilian continental margin of Sdo Paulo State.
MCR-1-positive E. coli strains (black flags) were isolated from seawater at recreational beaches in Sédo
Vicente (*, ICBEC2AM [location, —23.974697S, —46.395060W]; **, ICBEC3AM [location, —23.974995S,
—46.371613W]) and Santos (***, ICBEC13AM [location, —23.986450S, —46.309086W]).

etry (MALDI-TOF MS) analysis, and antimicrobial susceptibility profiles and polymyxin
MICs were determined by using the disc diffusion and broth microdilution methods,
respectively (9, 10). Additionally, imipenem and meropenem MICs were determined by
using the Etest method, and all isolates displayed susceptibility to imipenem (MICs of
=0.19 png/ml) and meropenem (MICs of =0.032 wg/ml).

DNA libraries from ICBEC2AM and ICBEC3AM E. coli isolates were sequenced using
the NextSeq platform with paired-end reads (lllumina), whereas the DNA library from
ICBEC13AM E. coli was sequenced using the MiSeq platform with paired-end reads
(Ilumina). Serotypes (STs), multilocus sequence typing (MLST), plasmid replicons, anti-
microbial resistance genes, and E. coli virulence genes were identified or performed
using multiple databases, i.e., SerotypeFinder 1.1, MLST 1.8, PlasmidFinder 1.3, Res-
Finder 2.1, and VirulenceFinder 1.5, respectively, available from the Center for Genomic
Epidemiology.

The presence of mcr-1 and other clinically important resistance genes, including the
extended-spectrum B-lactamase (ESBL) genes bldcry_g and blacry_m.,, conferred a mul-
tidrug resistance (MDR) phenotype to E. coli strains belonging to the globally reported
sequence types ST10, ST46, and ST1638 (Table 1). ST10 and ST46 encompass patho-
genic strains responsible for human and animal infections, as reported for E. coli (7, 11,
12). Interestingly, the isolation of an E. coli ST10 strain carrying the mcr-1 gene from a
water sample collected from a public beach on the coast of Santos city and the isolation
of an E. coli ST10 strain from an infected migratory Magellanic penguin suffering from
pododermatitis, in the same area, in an earlier study by our group (7) suggest that the
ubiquitous ST10 survives easily and also spreads in the marine environment. Indeed, all
E. coli stains identified in this study showed tolerance to NaCl concentrations up to 10%
(Table 1). Recent studies have reported observation of the coexistence of mcr-71 and
blacry.m in MDR E. coli strains belonging to the ST10 complex in well water in rural
China (13), identification of environmental mcr-1-positive E. coli isolates surrounding
German swine farm areas (14), and isolation of mcr-T1-positive E. coli strains from
diseased food-producing animals in China (15) and in France and ltaly (16), supporting
the rapid adaptation of these lineages to different hosts and ecosystems.

IncX4 plasmids (~33 kb) were identified by WGS analysis in all strains carrying the
mcr-1 gene. After de novo assembly, plasmid sequences were manually annotated using
Geneious R9 software, and then PlasmidFinder 1.3 was used to identify incompatibility

July 2017 Volume 61 Issue 7 e00234-17

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

aac.asm.org 2


http://aac.asm.org

mcr-1-Positive E. coli on Public Beaches

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

TABLE 1 Characteristics of colistin-resistant Escherichia coli strains carrying the mcr-1 gene from Brazil

Characteristic? ICBEC2AM ICBEC3AM ICBEC13AM ICBEC7P ICBEC72H
Source Seawater Seawater Seawater Infected migratory Human infection
penguin

Location —23.974697S, —23.974995S, —23.986450S, —23.986306S, —5.779257S,
—46.395060W —46.371613W —46.309086W —46.308361W —35.200916W

Isolation date September 2016 September 2016 September 2016 June 2013 March 2016

NaCl tolerance (%) 10 10 10 10 10

Serotype ONT:H55 09:H4 054:H32 ONT:H32 ONT:H9

ST/CC 1638 46/46 10/10 10/10 101/43

Virulence genes Not detected iss, gad, mchF gad gad iroN, mecmA, mchB, mchC,

mchF, IpfA, iss

Phylogroup B1 B1 B1 A B1

Resistance AMO, AMP, CAZ, CEF, AMO, CEF, CLO, NAL, AMO, AMP, ATM, CAZ, AMK, AMO, AMP, ATM, AMO, AMP, ATM, CEF,
CRO, CTF, CTX, SUL, SXT CEF, CRO, CTX, CAZ, CEF, CIP, CTF, CTX, FEP
DOX, NAL, SUL, DOX, NAL, SUL, CTX, ENR, FEP, GEN,
TET SXT, TET NAL, SXT, TET

Colistin/polymyxin 4/4 4/4 4/4 8/8 4/4

MIC (ug/ml)
Resistance genotype

mcr-1, blacry s
qnrB19, aadA2,
StrA, strB, sul2

mcr-1, blargpm g
qnrB19, catAl,
aadAl, strA, strB,

mcr-1, blacry 1,
aadAl, sul2, tetA,
tetB

mcr-1, blacry -1,
aadAl, sul2, tetA,
tetB

mcr-1, blacry s

sull, sul2, tetA,
dfrA1, dfrA8
11, ColRNAI, X4 FIB, Q1, X4 HI2, 11, N, X4

Plasmids (Inc)® FIN, HI2, HI2A, 11,

N, X4

aE. coli isolates ICBEC2AM, ICBEC3AM, and ICBEC13AM were analyzed in this study. Data for E. coli ICBEC7P and ICBEC72H were obtained from earlier studies by our
group (5, 7). ST, sequence type; CC, clonal complex; AMK, amikacin; AMO, amoxicillin; AMP, ampicillin; ATM, aztreonam; CAZ, ceftazidime; CEF, cephalothin; CIP,
ciprofloxacin; CLO, chloramphenicol; CRO, ceftriaxone; CTF, ceftiofur; CTX, cefotaxime; DOX, doxycycline; ENR, enrofloxacin; FEP, cefepime; GEN, gentamicin; NAL,
nalidixic acid; SUL, sulfonamide; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; TET, tetracycline.

bThe replicon types of plasmids carrying the mcr-1 gene are in bold.

11, X4

groups. For comparative analysis, plasmid sequences were aligned against the nonre-
dundant database using the MegaBLAST algorithm (NCBI BLAST), with default settings
for the parameters. The plasmids pICBEC2AM and pICBEC3AM displayed 91% and 100%
nucleotide identity, respectively, to the plasmid pICBEC72Hmcr (GenBank accession
number CP015977), which originated from a human patient (5), and pICBEC13AM
displayed 100% identity to the plasmid pICBEC7Pmcr (GenBank accession number
CP017246), which was identified in the E. coli ST10 isolate from the infected penguin (7),
confirming an epidemiological link (Table 1); IncX4 plasmids are key vectors responsible
for dissemination of the mcr-1 gene (5, 7, 17).

The coexistence of mcr-1 and/or plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) and
ESBL-encoding genes, such as gnrB19 and bla-y \-type variants, is of great concern,
because the occurrence of mcr-1 and other clinically significant resistance genes in E.
coli would seriously compromise treatment options (18). These results suggest that
MCR-1-positive E. coli isolates are able to recruit other resistance genes, becoming MDR.

In summary, we report the occurrence of colistin-resistant, MCR-1-producing, E. coli
lineages in recreational coastal waters of anthropogenically affected public beaches
(19). In this situation, it is possible that residents, tourists, and wildlife could be exposed
to this infectious threat directly from water exposure, from contact with sand, or
through food consumption on the beach. Therefore, epidemiological studies address-
ing the consequences for human health of environmental dissemination of E. coli
strains carrying the mcr-1 gene are necessary.

Accession number(s). Complete plasmid sequences were deposited in GenBank
under accession numbers KY770023 (pICBEC2AM), KY770024 (pICBEC3AM), and
KY770025 (pICBEC13AM).
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he detection and rapid spread of colistin-resistant Escherichia coli isolates carrying Copyright © 2017 American Society for

the mcr-1 gene have created an urgent need to strengthen surveillance. Recently, Microbiology. AllRights Reserved.
mcr-T1-harboring Enterobacteriaceae isolates were identified in food-producing animals,
foods, aquatic environments, and humans (1-12). Although the mcr-1 gene has spread
rapidly in Asia, Europe, Africa, North America, and South America, few studies reported
its presence in Enterobacteriaceae isolates from foods. So far, mcr-1-positive E. coli
strains have been described in meats or vegetables in Europe (4-7, 9-11), Asia (8), and
North America (12). In this study, we report for the first time, to our knowledge, the
identification of colistin-resistant E. coli strains carrying the mcr-1 gene in commercial
chicken meat in Latin America.

As part of a local investigation conducted to monitor the presence of colistin-
resistant bacteria carrying mcr-1 in chicken meat sold in markets in Sdo Paulo, south-
eastern Brazil, 41 samples, including breast (n = 20), thigh (n = 20), and liver (n = 1),
were collected from 12 markets between August and October 2016. Samples (25 g)
were dispensed in sterile plastic bags (Whirl-Pak; Nasco, WI) containing 225 ml of
MacConkey broth and incubated at 37°C for 24 h. After incubation, a 1-ml aliquot
of MacConkey broth was serially diluted in buffered peptone water, inoculated onto
MacConkey agar plates containing colistin (2 wg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and
incubated at 37°C for 24 h (13). Next, antimicrobial susceptibility profiles and MIC values
of polymyxin B and colistin were determined by disk diffusion (14) and a microdilution
method (15), respectively; mcr-1, extended-spectrum B-lactamase (ESBL), and plasmid-
mediated AmpC B-lactamase genes were screened by PCR and sequencing (1, 16).

Eight colistin-resistant E. coli isolates from chicken meat samples (19.5%), collected
from markets located in the north, south, and west regions of Sdo Paulo, tested positive
for mcr-1 and blacry.y, or blacyy., genes (Table 1). These isolates were found to be
genetically unrelated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (17) and were not
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related to other mcr-1-positive E. coli isolates previously identified in food-producing
animals (2) and humans (3) in Brazil. However, plasmid characterization by PCR-based
replicon typing revealed the presence of IncX4-type plasmids in five mcr-T-positive E.
coli isolates (Table 1) (18), which has been reported globally (3).

Genomic DNA from five representative colistin-resistant E. coli isolates (CF1.2, CF101,
CF121, CF132, CF351) was extracted to construct a Nextera XT DNA library, which was
sequenced using the MiSeq v3 platform (lllumina, San Diego, CA) with paired-end reads
(300bp). De novo assembly was performed using the A5-MiSeq pipeline, and this
assembly was optimized using Geneious VR9 (Biomatters, Ltd., New Zealand). Sero-
types, MLST, plasmid replicons, antimicrobial resistance genes, and E. coli virulence
genes were identified using multiple databases, including SerotypeFinder 1.1, MLST 1.8,
PlasmidFinder 1.3, ResFinder 2.1, and VirulenceFinder 1.5, respectively, available from
the Center for Genomic Epidemiology (http://genomicepidemiology.org/).

Most E. coli isolates exhibited an MDR phenotype, and, indeed, clinically important
genes conferring resistance to aminoglycosides, quinolones, sulfonamide, and tetracy-
clines were identified by whole-genome sequencing (Table 1). On the other hand, MLST
analysis from sequence reads identified the sequence types ST132, ST48, ST4419,
ST522, and ST10 (Table 1). In particular, the ST10 has been widely identified in animal,
food, human, and environmental samples and associated with the production of
CTX-M-type ESBLs and, more recently, the MCR-1 enzyme, denoting great versatility
of this lineage for adaptation to different hosts (3, 19-23). Furthermore, the presence
of IncX4 plasmids carrying the mcr-1 gene in E. coli isolates CF1.2, CF131, and CF132 was
confirmed, as previously reported in human and animal clinical samples collected in
this region (3, 19). In this regard, contigs of 5,545 kbp containing the mcr-7 gene were
found to bear an IncX4 replicon signature, as determined by the PlasmidFinder database
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/). Moreover, these contigs were found to
host a hit showing 100% identity to another IncX4 plasmid harboring mcr-1 (GenBank
accession no. CP015977). CTX-M-type encoding genes were not located in the same
plasmid that carried the mcr-7 gene. In fact, IncX4 plasmids have been associated with
only the mobilization of mcr-1 (24).

Colistin has been widely used in animal feed as a growth promoter in Brazilian
livestock, mainly pigs and poultry. In 2008, the Ministry of Agriculture, Livestock, and
Supply (MAPA) established appropriate levels for colistin use in broilers (2 to 10 g/ton
of feed), poultry (4 to 10 g/ton of feed), pigs (20 to 40 g/ton of feed), and cattle (5 to
40 g/ton of feed). However, after the presence of colistin-resistant E. coli carrying the
mcr-1 gene was confirmed in humans and animals (including livestock), the use of
colistin in animal feed was banned by MAPA (regulatory instruction no. 45 [http://
www.agricultura.gov.br/]) in November 2016, following the international recommen-
dations of the World Health Organization.

In summary, these results highlight that commercial chicken meat can be an
important reservoir of mcr-1-carrying E. coli isolates, which is a cause for public health
concern, since this could contribute to acceleration of the spread of the mcr-7 gene. In
fact, in the agribusiness, Brazil is the third-largest chicken meat producer and the
largest exporter of this product, with high domestic consumption (25). Finally, the
occurrence of E. coli isolates carrying the mcr-7 gene in chicken meat could be favored
by the versatility of E. coli, i.e., host adaptability, ubiquity, and persistence along the
food chain; IncX4 plasmids might be key vectors responsible for the dissemination of
this gene. So, surveillance of colistin-resistant E. coli carrying the mcr-1 gene in the food
chain needs to be established as a priority, to prevent their spread.

Accession number(s). Partial IncX4 plasmid sequences were deposited in the
GenBank database under accession numbers KY550358 (pCF1-2), KY550357 (pCF131),
and KY550359 (pCF132).

ACKNOWLEDGMENTS
This work was supported by research grants from Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de

May 2017 Volume 61 Issue 5 e02718-16

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

aac.asm.org 3


http://genomicepidemiology.org/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP015977
http://www.agricultura.gov.br/
http://www.agricultura.gov.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=KY550358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=KY550357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=KY550359
http://aac.asm.org

Monte et al.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Sao Paulo (FAPESP), and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tec-
nolégico (CNPq). N.L. is a research grant fellow of CNPq.
This work was funded by research grants from FAPESP (2013/07914-8 and 2016/
08593-9) and CNPq (470956/2013-5).

We have no conflicts of interest to declare.

REFERENCES

1.

10.

11.

12.

May 2017 Volume 61

Liu YY, Wang Y, Walsh TR, Yi LX, Zhang R, Spencer J, Doi Y, Tian G, Dong
B, Huang X, Yu LF, Gu D, Ren H, Chen X, Lv L, He D, Zhou H, Liang Z, Liu
JH, Shen J. 2016. Emergence of plasmid-mediated colistin resistance
mechanism MCR-1 in animals and human beings in China: a microbio-
logical and molecular biological study. Lancet Infect Dis 16:161-168.
https://doi.org/10.1016/51473-3099(15)00424-7.

. Fernandes MR, Moura Q, Sartori L, Silva KC, Cunha MP, Esposito F,

Lopes R, Otutumi LK, Gongalves DD, Dropa M, Matté MH, Monte DF,
Landgraf M, Francisco GR, Bueno MF, de Oliveira Garcia D, Knébl T,
Moreno AM, Lincopan N. 2016. Silent dissemination of colistin-
resistant Escherichia coli in South America could contribute to the
global spread of the mcr-1 gene. Euro Surveill 21(17). http://
www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?Articleld=22458.

. Fernandes MR, McCulloch JA, Vianello MA, Moura Q, Pérez-Chaparro

PJ, Esposito F, Sartori L, Dropa M, Matté MH, Lira DPA, Mamizuka EM,
Lincopan N. 2016. First report of the globally disseminated IncX4
plasmid carrying the mcr-1 gene in a colistin-resistant Escherichia coli
sequence type 101 isolate from a human infection in Brazil. Antimi-
crob Agents Chemother 60:6415-6417. https://doi.org/10.1128/AAC
.01325-16.

. Schwarz S, Johnson AP. 2016. Transferable resistance to colistin: a new

but old threat. J Antimicrob Chemother 71:2066-2070. https://doi.org/
10.1093/jac/dkw274.

. Hasman H, Hammerum A, Hansen F, Hendriksen R, Olesen B, Agerso

Y, Zankari E, Leekitcharoenphon P, Stegger M, Kaas R, Cavaco L,
Hansen D, Aarestrup F, Skov R. 2015. Detection of mcr-1 encoding
plasmid-mediated colistin-resistant Escherichia coli isolates from hu-
man bloodstream infection and imported chicken meat, Denmark
2015. Euro Surveill 20(49). http://www.eurosurveillance.org/View
Article.aspx?Articleld=21331.

. Zurfuh K, Poirel L, Nordmann P, Niesch-Inderbinen M, Hachler H,

Stephan R. 2016. Occurrence of the plasmid-borne mcr-1 colistin resis-
tance gene in extended-spectrum-B-lactamase-producing Enterobacte-
riaceae in river water and imported vegetable samples in Switzerland.
Antimicrob Agents Chemother 60:2594-2595. https://doi.org/10.1128/
AAC.00066-16.

. Kluytmans-van den Bergh M, Huizinga P, Bonten M, Bos M, De Bruyne K,

Friedrich A, Rossen J, Savelkoul P, Kluytmans J. 2016. Presence of mcr-
1-positive Enterobacteriaceae in retail chicken meat but not in humans
in the Netherlands since 2009. Euro Surveill 21(9). http://
www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?Articleld=21396.

. Kuo SC, Huang WC, Wang HY, Shiau YR, Cheng MF, Lauderdale TL. 2016.

Colistin resistance gene mcr-1 in Escherichia coli isolates from humans
and retail meats, Taiwan. J Antimicrob Chemother 71:2327-2329.
https://doi.org/10.1093/jac/dkw122.

. Doumith M, Godbole G, Ashton P, Larkin L, Dallman T, Day M, Day M,

Muller-Pebody B, Ellington MJ, de Pinna E, Johnson AP, Hopkins KL,
Woodford N. 2016. Detection of the plasmid-mediated mcr-1 gene
conferring colistin resistance in human and food isolates of Salmonella
enterica and Escherichia coli in England and Wales. J Antimicrob Che-
mother 71:2300-2305. https://doi.org/10.1093/jac/dkw093.

Zurfluh K, Klumpp J, Nuesch-Inderbinen M, Stephan R. 2016. Full-length
nucleotide sequences of mcr-1-harboring plasmids isolated from
extended-spectrum-B-lactamase-producing Escherichia coli isolates of
different origins. Antimicrob Agents Chemother 60:5589-5591. https://
doi.org/10.1128/AAC.00935-16.

Irrgang A, Roschanski N, Tenhagen BA, Grobbel M, Skladnikiewicz-
Ziemer T, Thomas K, Roesler U, Kasbohrer A. 2016. Prevalence of mcr-1
in E. coli from livestock and food in Germany, 2010-2015. PLoS One
11:0159863. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0159863.

Mulvey MR, Mataseje LF, Robertson J, Nash JH, Boerlin P, Toye B, Irwin R,
Melano RG. 2016. Dissemination of the mcr-1 colistin resistance gene.

Issue 5 e02718-16

20.

21,

22,

23.

24,

25.

Lancet Infect Dis 16:289-290. https://doi.org/10.1016/51473
-3099(16)00067-0.

. US. Food and Drug Administration. 2012. NARMS retail meat annual

report. U.S. Food and Drug Administration, Rockville, MD.

. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2014. Performance standards

for antimicrobial susceptibility testing; 24th informational supplement.
CLSI document M100-S24. Clinical and Laboratory Standards Institute,
Wayne, PA.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. 2016.
EUCAST clinical breakpoints. http://www.eucast.org/clinical
_breakpoints/.

. Dropa M, Lincopan N, Balsalobre LC, Oliveira DE, Moura RA, Fernandes

MR, da Silva QM, Matté GR, Sato MI, Matté MH. 2016. Genetic back-
ground of novel sequence types of CTX-M-8- and CTX-M-15-producing
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae from public wastewater treat-
ment plants in Sdo Paulo, Brazil. Environ Sci Pollut Res Int 23:4953-4958.
https://doi.org/10.1007/s11356-016-6079-5.

. Ribot EM, Fair MA, Gautom R, Cameron DN, Hunter SB, Swaminathan B,

Barrett TJ. 2006. Standardization of pulsed-field gel electrophoresis pro-
tocols for the subtyping of Escherichia coli O157:H7, Salmonella, and
Shigella for PulseNet. Foodborne Pathog Dis 3:59-67. https://doi.org/10
.1089/fpd.2006.3.59.

. Johnson TJ, Bielak EM, Fortini D, Hansen LH, Hasman H, Debroy C, Nolan

LK, Carattoli A. 2012. Expansion of the IncX plasmid family for improved
identification and typing of novel plasmids in drug-resistant Enterobac-
teriaceae. Plasmid 68:43-50. https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2012.03
.001.

. Sellera FP, Fernandes MR, Sartori L, Carvalho MPN, Esposito F, Nasci-

mento CL, Dutra GHP, Mamizuka EM, Pérez-Chaparro PJ, McCulloch JA,
Lincopan N. 2016. Escherichia coli carrying IncX4 plasmid-mediated
mcr-1 and blacy.,, genes in infected migratory Magellanic penguins
(Spheniscus magellanicus). J Antimicrob Chemother:pii:dkw543. https://
doi.org/10.1093/jac/dkw543.

Day MJ, Rodriguez |, van Essen-Zandbergen A, Dierikx C, Kadlec K, Schink
AK, Wu G, Chattaway MA, Do Nascimento V, Wain J, Helmuth R, Guerra
B, Schwarz S, Threlfall J, Woodward MJ, Coldham N, Mevius D, Woodford
N. 2016. Diversity of STs, plasmids and ESBL genes among Escherichia
coli from humans, animals and food in Germany, the Netherlands and
the UK. J Antimicrob Chemother 71:1178-1182. https://doi.org/10.1093/
jac/dkv485.

El Garch F, Sauget M, Hocquet D, LeChaudee D, Woehrle F, Bertrand X.
2016. mcr-1 is borne by highly diverse Escherichia coli isolates since 2004
in food-producing animals in Europe. Clin Microbiol Infect 23:51.e1-
51.e4. https://doi.org/10.1016/j.cmi.2016.08.033.

Sun P, Bi Z, Nilsson M, Zheng B, Berglund B, Stalsby Lundborg C,
Borjesson S, Li X, Chen B, Yin H, Nilsson LE. 2017. Occurrence of
blaKPC-2, blaCTX-M and mcr-1 in Enterobacteriaceae from Well Water in
rural China. Antimicrob Agents Chemother pii:AAC.02569-16. https://doi
.org/10.1128/AAC.02569-16.

Guenther S, Falgenhauer L, Semmler T, Imirzalioglu C, Chakraborty T,
Roesler U, Roschanski N. 2017. Environmental emission of multiresistant
Escherichia coli carrying the colistin resistance gene mcr-1 from German
swine farms. J Antimicrob Chemother pii:dkw585. https://doi.org/10
.1093/jac/dkw585.

Li R, Xie M, Zhang J, Yang Z, Liu L, Liu X, Zheng Z, Chan EW, Chen S. 2017.
Genetic characterization of mcr-1-bearing plasmids to depict molecular
mechanisms underlying dissemination of the colistin resistance deter-
minant. J Antimicrob Chemother 72:393-401. https://doi.org/10.1093/
jac/dkw411.

U.S. International Trade Commission. 2012. Brazil: competitive factors in
brazil affecting U.S. and Brazilian agricultural sales in selected third
country markets. Publication 4310. U.S. International Trade Commission,
Washington, DC. https://www.usitc.gov/publications/332/pub4310.pdf.

aac.asm.org 4


https://doi.org/10.1016/S1473-3099(15)00424-7
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=22458
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=22458
https://doi.org/10.1128/AAC.01325-16
https://doi.org/10.1128/AAC.01325-16
https://doi.org/10.1093/jac/dkw274
https://doi.org/10.1093/jac/dkw274
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=21331
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=21331
https://doi.org/10.1128/AAC.00066-16
https://doi.org/10.1128/AAC.00066-16
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=21396
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=21396
https://doi.org/10.1093/jac/dkw122
https://doi.org/10.1093/jac/dkw093
https://doi.org/10.1128/AAC.00935-16
https://doi.org/10.1128/AAC.00935-16
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0159863
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(16)00067-0
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(16)00067-0
http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/
http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/
https://doi.org/10.1007/s11356-016-6079-5
https://doi.org/10.1089/fpd.2006.3.59
https://doi.org/10.1089/fpd.2006.3.59
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2012.03.001
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2012.03.001
https://doi.org/10.1093/jac/dkw543
https://doi.org/10.1093/jac/dkw543
https://doi.org/10.1093/jac/dkv485
https://doi.org/10.1093/jac/dkv485
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2016.08.033
https://doi.org/10.1128/AAC.02569-16
https://doi.org/10.1128/AAC.02569-16
https://doi.org/10.1093/jac/dkw585
https://doi.org/10.1093/jac/dkw585
https://doi.org/10.1093/jac/dkw411
https://doi.org/10.1093/jac/dkw411
https://www.usitc.gov/publications/332/pub4310.pdf
http://aac.asm.org

Journal of
Antimicrobial
Chemotherapy

J Antimicrob Chemother
doi:10.1093/jac/dky341

Novel mcr-5.3 variant in a
CTX-M-8-producing Escherichia coli
ST711 isolated from an infected horse

Miriam R. Fernandes (® , Louise Cerdeira’,

Meire M. Silva?, Fabio P. Sellera®, Maria Munoz?,
Felicio G. Junior?, Sergio S. Azevedo?, Pablo Power*>,
Gabriel Gutkind*® and Nilton Lincopan () *-®*

'Department of Clinical Analysis School of Pharmacy,
Universidade de Sao Paulo, SGo Paulo, Brazil; ?Academic Unit of
Veterinary Medicine, Universidade Federal de Campina Grande,
Patos, Paraiba, Brazil; >Department of Internal Medicine School of
Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao Paulo,
Sao Paulo, Brazil; “Catedra de Microbiologia, Departmento de
Microbiologia, Inmunologia y Biotecnologia, Facultad de Farmacia
y Bioguimica, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires,
Argentina; °Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET), Buenos Aires, Argentina; °Department of
Microbiology, Institute of Biomedical Sciences University of Sao
Paulo, Sao Paulo, Brazil

*Corresponding author. Tel: +55-11-3091-7296; Fax: +55-11-3091-
7354; E-mail: lincopan@usp.br @ orcid.org/0000-0003-0161-5800

Sir,

Following the first description of the mobile phosphoethanolamine
transferase gene mcr-1, responsible for transferable colistin resist-
ance in Enterobacteriaceae of human and animal origin, a rapid
dissemination and emergence of novel mcr variants has been glo-
bally described.'™ In this regard, two recent reports published in
JAC have documented the identification of novel mcr-5 and mcr-
5.2 gene variants in d-tartrate fermenting Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Paratyphi B and Escherichia coli from food
and food-producing animals, respectively, in Germany.>*
Interestingly, mcr-5 has also been identified in E. coli isolates from
diseased pigs in Japan® and from animals and the human vaginal
microbiome in China.””® In this study, we report the occurrence of
novel variant of mcr-5 (mcr-5.3) in South America.

A retrospective genomic study led to the identification of a CTX-
M-8-producing E. coli isolate (ECPB39) carrying an mcr-5-type
gene, from a diseased horse that died due to pneumonia.
Veterinary medical records revealed that E. coli ECPB39 was iso-
lated in 2012, from a lung tissue culture obtained at necropsy, in a
veterinary hospital in north-eastern Brazil. This strain exhibited an
MDR profile including ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, ceftio-
fur, ceftriaxone, cefotaxime (>32 mq/L), cefepime, amikacin, gen-
tamicin, trimethoprim/sulfamethoxazole and tetracycline, but

remained susceptible to cefoxitin, ciprofloxacin, enrofloxacin, erta-
penem, imipenem and meropenem (http://www.eucast.org/).
ESBL production was confirmed by using a double-disc synergy
test, whereas ESBL genes were screened for by PCR and Sanger
sequencing, revealing the presence of blacrym-g. Even though
ECPB39 exhibited a colistin MIC of 2 mg/L (http://www.eucast.org/),
it showed a positive result in the rapid polymyxin NP test,” which
was reverted in the presence of EDTA.'°

Whole genomic DNA was extracted (PureLink™; Invitrogen)
and used to prepare a library that was sequenced using the
NextSeq550 platform (2x 75bp paired-end) (Illumina). De novo
assemblies were accomplished by using the CLC Genomic
Workbench 10.0. Multilocus STs, serotypes, virulomes, resistomes
and incompatibility plasmid groups were screened for using bio-
informatics tools available from the Center for Genomic
Epidemiology (http://genomicepidemiology.org/).

WGS analysis revealed that ECPB39 belonged to serotype
045:H20 and ST711, the latter described in the E. coli MLST data-
base as a human, animal, food and environmental pathogen in
countries throughout Europe and North America (http://entero
base.warwick.ac.uk/). Regarding virulence, the presence of gad
(glutamate decarboxylase), [pfA (long polar fimbrige) and iss
(increased serum survival) genes was found. The resistome ana-
lysis identified the presence of genes conferring resistance to
B-lactams (blactx-m-g and blarem-18), aminoglycosides [aac(3)-11d,
aadA2, strA and strB], sulphonamides (sul2) trimethoprim (dfrA12)
and polymyxins (mcr-5-type).

E. coli ECPB39 harboured IncI1, IncHI1A, IncQ1, IncFIB, IncFIA
and IncFII plasmids. For plasmid assembly, a de novo strategy was
used in combination with manual curation. In this regard, a novel
5361bp plasmid (pECPB39, belonging to an unknown replicon
type) carrying the mcr-5-type gene could be identified. It incorpo-
rated the complete backbone of the pKP13a plasmid (2459 bp,
GenBank accession number CPO03996), as previously observed,*
with a mobilization gene and two hypothetical proteins
(Figure 1a). The mcr-type gene (1644 bp), termed as mcr-5.3-
type,” showed 99.9% sequence identity (G1240T) to mcr-5, result-
ing in 7479x mutation coverage (i.e. number of reads mapping at
that position). Therefore, the MCR-5.3 variant differed by one
amino acid (Ala414Ser) from MCR-5 and MCR-5.2 (Figure 1b). The
mutation was confirmed by Sanger sequencing, using
primers mcr-5.3 F (5'-CGATAACCAGTCGGGCTGTA-3’) and mcr-5.3 R
(5'-CCAGAAGGTCCAACTCTGGC-3') (55°Cannealing).

Based on a previous analysis of the mcr-5.2 variant,* the genetic
context of mcr-5.3 revealed that pSE13-SA01718 (KY807921),
pEC1066 (MG587003) and pEC2380 (MG587004) carried the same
transposon (Tn3-type), differing only by the ProP protein present in
Cupriavidus gilardii CR3 (CP010516) (Figure S1, available as
Supplementary data at JAC Online).>* On the other hand, pECPB39
(MG886287) and pEC0674 (MF684783) plasmids lack tnpA and
tnpR of the mcr-5 transposon. While the plasmid carrying the mcr-
5.3 gene could not be transferred by conjugation (using
MacConkey plates supplemented with 200 mg/L streptomycin and
0.5 or 1mg/L colistin), an IncI1/ST113 plasmid (90kb) carrying
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(a)

pECPB39 (5361 bp)
Horse (MG886287)

pKP13a (2459 bp)
Human (CP003996)

N
AproP mcr-5.3 crhB DUF  DUF

IRL: 5-GGGGTCGTCTCAGAAAACGGAAAAAATCGTACGCTAAG-3"

DR1: AGAAAA DR2: AGAAAA

MCR-5 MRLSAFITFLKMRPQVRTEFLTLFISLVFTLLCNGVFWNALLAGRDSLTSGTWLMLLCTG 60

MCR-5.2 MRLSAFITFLKMRPQVRTEFLTLFISLVFTLLCNGVEFWNALLAGRDSLTSGTWLMLLCTG 60

MCR-5.3 MRLSAFITFLKMRPQVRTEFLTLFISLVEFTLLCNGVEWNALLAGRDSLTSGTWLMLLCTG 60

MCR-5 LLITGLOWLLLLLVATRWSVKPLLILLAVMTPAAVYFMRNYGVYLDKAMLRNLMETDVRE 120
MCR-5.2 LLITGLQWLLLLLVATRWSVKPLLILLAVMTPAAVYFMRNYGVYLDKAMLRNLMETDVRE 120
MCR-5.3 LLITGLQWLLLLLVATRWSVKPLLILLAVMTPAAVYFMRNYGVYLDKAMLRNLMETDVRE 120
MCR-5 ASELLQWRMLPYLLVAAVSVWWIARVRVLRTGWKQAVMMRSACLAGALAMISMGLWPVMD 180
MCR-5.2 ASELLQWRMLPYLLVAAVSVWWIARVRVLRTGWKQAVMMRSACLAGALAMISMGLWPVMD 180
MCR-5.3 ASELLQWRMLPYLLVAAVSVWWIARVRVLRTGWKQAVMMRSACLAGALAMISMGLWPVMD 180
MCR-5 VLIPTLRENKPLRYLITPANYVISGIRVLTEQASSSADEAREVVAADAHRGPQEQGRRPR 240
MCR-5.2 VLIPTLRENKPLRYLITPANYVISGIRVLTEQASSSADEAREVVAADAHRGPQ-QGRRPR 239
MCR-5.3 VLIPTLRENKPLRYLITPANYVISGIRVLTEQASSSADEAREVVAADAHRGPQEQGRRPR 240
MCR-5 ALVLVVGETVRAANWGLSGYERQTTPELAARDVINFSDVTSCGTDTATSLPCMFSLNGRR 300
MCR-5.2 ALVLVVGETVRAANWGLSGYERQTTPELAARDVINFSDVTSCGTDTATSLPCMFSLNGRR 299
MCR-5.3 ALVLVVGETVRAANWGLSGYERQTTPELAARDVINFSDVTSCGTDTATSLPCMFSLNGRR 300
MCR-5 DYDERQIRRRESVLHVLNRSDVNILWRDNQSGCKGVCDGLPFENLSSAGHPTLCHGERCL 360
MCR-5.2 DYDERQIRRRESVLHVLNRSDVNILWRDNQSGCKGVCDGLPFENLSSAGHPTLCHGERCL 359
MCR-5.3 DYDERQIRRRESVLHVLNRSDVNILWRDNQSGCKGVCDGLPFENLSSAGHPTLCHGERCL 360
MCR-5 DEILLEGLAEKITTSRSDMLIVLHMLGNHGPAYFQRYPASYRRWSPTCDTTDLASCSHEA 420
MCR-5.2 DEILLEGLAEKITTSRSDMLIVLHMLGNHGPAYFQRYPASYRRWSPTCDTTDLASCSHEA 419
MCR-5.3 DEILLEGLAEKITTSRSDMLIVLHMLGNHGPAYFQRYPASYRRWSPTCDTTDLSSCSHEA 420
MCR-5 LVNTYDNAVLYTDHVLARTIDLLSGIRSHDTALLYVSDHGESLGEKGLYLHGIPYVIAPD 480
MCR-5.2 LVNTYDNAVLYTDHVLARTIDLLSGIRSHDTALLYVSDHGESLGEKGLYLHGIPYVIAPD 479
MCR-5.3 LVNTYDNAVLYTDHVLARTIDLLSGIRSHDTALLYVSDHGESLGEKGLYLHGIPYVIAPD 480
MCR-5 EQIKVPMIWWQSSQVYADQACMQTHASRAPVSHDHLFHTLLGMFDVKTAAYTPELDLLAT 540
MCR-5.2 EQIKVPMIWWQSSQVYADQACMQTHASRAPVSHDHLFHTLLGMFDVKTAAYTPELDLLAT 539
MCR-5.3 EQIKVPMIWWQSSQVYADQACMQTHASRAPVSHDHLFHTLLGMFDVKTAAYTPELDLLAT 540
MCR-5 CRKGQPQ 547
MCR-5.2 CRKGQPQ 546
MCR-5.3 CRKGQPQ 547

Figure 1. (a) Genetic backbone of pECPB39 (MG886287) and pKP13a (CP003996) plasmids. In pECPB39, the AproP-mcr-5.3-chrB array has been incor-
porated into the pKP13a backbone. In fact, the mcr-5.3 gene is embedded within a Tn3-family transposon with a 38 bp IRL, as previously reported.>
DUF, domain of unknown function proteins. (b) Comparison of MCR-5-type phosphoethanolamine transferase proteins of S. enterica subsp. enterica
serovar Paratyphi B and E. coli strains identified in Germany®* and Brazil (this study). The position of the amino acid deletion in MCR-5.2 (Glu233) is
indicated by a dash (highlighted in grey), whereas the amino acid substitution in MCR-5.3 (Ala414Ser) is indicated in bold (highlighted in grey).

blacrx-m-g was transferred to the recipient streptomycin-resistant
E. coli C600°™.

Although, E. coli ECPB39 was susceptible to colistin (MIC 2 mg/L,
just below the EUCAST breakpoint), in silico structural analysis of
MCR-5.3 revealed that the Ala414Ser mutation would not have a
significant impact on the overall architecture of the catalytic do-
main, where zinc ions and residues seem to remain conserved
and properly coordinated in comparison to MCR-1, despite the
low amino acid identity (Figure S2). Thus, the identification of an
mcr-5-positive isolate showing a colistin MIC of 2mg/L, in the

present study, indicates that the silent spread of this gene might
happen. Indeed, some E. coli isolates carrying the mcr-1, mcr-3 or
mcr-5 gene have showed lower colistin MICs.>'1713

In conclusion, we report the identification of a novel variant of
mcr-5 in a CTX-M-8-producing E. coli from an infected horse, which
had not received colistin previously. These results suggest that
mcr-5 variant genes have been present in the South American vet-
erinary scenario for at least 6 years, highlighting an urgent need to
monitor plasmid-mediated mcr-type genes in human and veterin-
ary medicine.
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Nucleotide sequence accession number

The nucleotide sequence of pECPB39 has been deposited at
GenBank under the accession number MG886287.
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2011 - 2011 Curso Basico de PCR em Tempo Real- Suas Aplicacdes. (Carga horaria: 12h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2011 - 2011 Curso Teorico - Pratico de PCR em Tempo Real. (Carga horéria: 12h).
Lab Trade, LAB TRADE, Brasil.

2010 - 2010 Curso de Biosseguranca Laboratorial. (Carga horaria: 20h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2010 - 2010 Estruturacdo de Artigo Cientifico. (Carga horaria: 24h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2010 - 2010 Plano de Gerenciamento de Residuos. (Carga horaria: 3h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2010 - 2010 Fundamentos da Citometria de Fluxo. (Carga horaria: 17h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2010 - 2010 Diretrizes gerais para Contengdo com Microrganismo. (Carga horaria: 3h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2010 - 2010 Uso de equipamento de protecdo individual. (Carga horaria: 2h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2010 - 2010 Técnicas de Diagndstico Molecular. (Carga horaria: 76h).
Instituto Centro de Genomas, ICG, Brasil.

2010 - 2010 1I Curso de Politicas Publicas. (Carga horaria: 35h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2009 - 2009 Treinamento em Biosseguranca. (Carga horaria: 6h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2009 - 2009 Teodrico e Pratico de Microbiologia Alimentar. (Carga horaria: 12h).
Centro Universitario Lusiada, UNILUS, Brasil.

2009 - 2009 Tedrico e Prético de Antibiograma. (Carga horaria: 12h).
Centro Universitario Lusiada, UNILUS, Brasil.

2008 - 2008 Curso Teorico e Pratico de Antibiograma. (Carga horaria: 15h).
Centro Universitario Lusiada, UNILUS, Brasil.

2006 - 2006 Bases Cel/Mol. das TransformacOes Malignas. (Carga horaria: 16h).
Centro Universitario Lusiada, UNILUS, Brasil.

2006 - 2006 Primeiros Socorros. (Carga horaria: 8h).

Centro Universitario Lusiada, UNILUS, Brasil.

Atuacao Profissional

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2013 - Atual Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluna Mestrado, Regime: Dedicagao
exclusiva.

Vinculo institucional

2012 - 2013 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Treinamento Técnico - TT3, Carga horaria:
40, Regime: Dedicagao exclusiva.

Outras informacgoes



Vinculo institucional
2009 - 2010
Outras informacgoes

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

Vinculo institucional
2010 - 2012

Outras informacgoes

Expressao dos genes bmeABC de bombas de efluxo de Bacteroides fragilis em Escherichia
coli, caracterizacdo do perfil de substrato das bombas bmeABC e sua relacao com a
resisténcia aos antimicrobianos.

Vinculo: Aluna, Enquadramento Funcional: Estagio, Carga horaria: 40
Estagio extracurricular em Bacteriologia de Anaerdbios. Identificagdes bacterianas,
caracterizagOes fenotipicas e genotipicas de bactérias anaerdbias.

Vinculo: Aprimoramento Profissional, Enquadramento Funcional: Bolsista, Carga horaria:
40, Regime: Dedicacao exclusiva.

Bacteriologia em Salde Publica Caracterizagdo fenotipica e genotipica de bactérias
causadoras de Meningites , Pneumonias, Leptospirose, Difteria, Coqueluche ,
Micobacterioses, Doencas diarréicas e causadoras de InfeccGes Hospitalares.

Pronto Socorro Central de Santos, PSC, Brasil.

Vinculo institucional
2009 - 2009
Outras informacgoes

Vinculo: Estagio, Enquadramento Funcional: Estagio, Carga horaria: 8
Estagio voluntario em laboratério de emergéncia

Centro Universitario Lusiada, UNILUS, Brasil.

Vinculo institucional
2009 - 2009
Outras informacgoes

Projetos de pesquisa
2013 - 2015

2012 - 2014

2012 - 2013

2010 - 2012

Revisor de periddico

2015 - Atual
2015 - Atual
2015 - Atual
2016 - Atual
2016 - Atual
2016 - Atual
2016 - Atual
2016 - Atual
2016 - Atual

Vinculo: Aluna, Enquadramento Funcional: Estagio Curricular, Carga horaria: 30
Estagio obrigatorio supervisionado em Analises Clinicas

A influéncia da antibioticoterapia na microbiota fecal de criancas em idade escolar
Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Mestrado académico: (2) .

Integrantes: Miriam Rodriguez Fernandes - Integrante / Viviane Nakano - Coordenador /
Aline Ignacio - Integrante / Mario Julio Avila-Campos - Integrante.

Avaliacdo de alguns microrganismos da microbiota intestinal enddgena de criancas
eutroficas, obesas e com sobrepeso em idade escolar.

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Mestrado académico: (2) .

Integrantes: Miriam Rodriguez Fernandes - Integrante / Viviane Nakano - Coordenador /
Aline Ignacio - Integrante.

Expressao dos genes bmeABC de bombas de efluxo de Bacteroides fragilis em Escherichia
coli, caracterizacdo do perfil de substrato das bombas BmeABC e sua relagdo com a
resisténcia aos antimicrobianos

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Miriam Rodriguez Fernandes - Integrante / Viviane Nakano - Coordenador.
Investigagao Epidemioldgica Molecular de um surto de Doenga Meningocdcica em uma
refinaria de petroleo e sua comunidade adjacente.

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Miriam Rodriguez Fernandes - Integrante / Ana Paula Silva de Lemos -
Coordenador / Maria Cecilia Gorla - Integrante.

Periddico: Brazilian Journal of Microbiology (Online)
Periddico: African Journal of Microbiology Research
Periddico: Biomedical Research International

Periddico: African Journal of Biotechnology

Periddico: Foodborne Pathogens and Disease

Periddico: Anti-Infective Agents in Medicinal Chemistry
Periddico: African Journal Bacteriology Research

Periddico: Journal of Veterinary Medicine and Animal Health
Periddico: Clinical Microbiology and Infection



2017 - Atual Periddico: Microbiome

2017 - Atual Periddico: Scientific Reports

2017 - Atual Periddico: Journal of Global Antimicrobial Resistance
2017 - Atual Periddico: Infection and Drug Resistance

2018 - Atual Periddico: Journal of Antimicrobial Chemotherapy
2018 - Atual Periddico: Journal of Infection and Public Health

Areas de atuacao

1. Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia / Subérea: Bacteriologia.

2. Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia / Subarea: Resisténcia bacteriana.
Idiomas

Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Bem.

Espanhol Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Prémios e titulos

2017

Grant: Wellcome Genome Campus Advanced Courses Genomics and Epidemiological
Surveillance of Bacterial Pathogens, Sanger Institute - Wellcome Genome Campus.
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