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RESUMO
A resisténcia antimicrobiana configura-se como uma das principais ameacas a saude publica
global, impactando diretamente a eficacia dos tratamentos e elevando as taxas de morbidade e
mortalidade. Nesse contexto, a abordagem de Satide Unica destaca a interconexao entre satide
humana, animal e ambiental, sendo essencial para a compreensdao da disseminacdo de
microrganismos resistentes. Dentre esses, bactérias do género Enterobacter, especialmente
aquelas pertencentes ao complexo Enterobacter cloacae, apresentam relevancia devido a sua
ampla distribuicdo e capacidade de adquirir e disseminar genes de resisténcia aos
antimicrobianos. O presente estudo analisou, por meio da gendomica comparativa, a
diversidade genética e o perfil de resisténcia antimicrobiana de 51 genomas de Enterobacter
hormaechei, com énfase na cepa HOVB?2, integrando isolados de origem humana, animal e
ambiental obtidos do NCBI. Foram realizadas montagem, anotacao gendmica, identificacdo
do resistoma, viruloma e elementos genéticos mdveis, além de inferéncias taxondmicas e
filogenomicas por meio de ferramentas como ANI e andlise de pangenoma. A confirmacao
taxonomica por ANI (identidade entre 94,68% e 100% entre todos os genomas) validou que
todos os isolados pertenciam a espécie E. hormaechei. O pangenoma revelou arquitetura
aberta, com 11.743 genes totais, dos quais apenas 26,5% (3.109 genes) compuseram o core
genome, 4.052 genes exclusivos concentraram-se na Interface Clinica Humana e 4.201 genes
acessorios (35,7%) foram compartilhados entre duas ou mais interfaces. A analise do
plasmidoma e do viroma indicou predominancia das familias de replicons IncF e IncHI2 e de
bacteriéfagos temperados na interface clinica, sugerindo papel ativo desses elementos moveis
na disseminacdo de determinantes de resisténcia. A filogendmica ndo revelou segregacdo
clonal nitida por nicho ecoldgico, e o resistoma mostrou mecanismos basais (efluxo RND,
AmpC intrinseca) amplamente compartilhados entre interfaces, enquanto as carbapenemases,
embora predominantes na interface clinica, também foram detectadas nas interfaces animal e
ambiental/silvestre. Os resultados reforcam o conceito de Satide Unica e apontam para a
necessidade de programas de vigilancia genomica integrada entre as frentes humana, animal e

ambiental para o monitoramento e controle da disseminagdo da resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana; Enterobacter —hormaechei; gendmica

comparativa; Satde Unica; pangenoma.



ABSTRACT
Antimicrobial resistance is recognized as one of the major global public health threats,
dirAntimicrobial resistance is recognized as one of the major global public health threats,
directly impacting treatment effectiveness and increasing morbidity and mortality rates. In
this context, the One Health approach highlights the interconnection between human, animal,
and environmental health, being essential for understanding the dissemination of resistant
microorganisms. Among these, bacteria of the genus Enterobacter, particularly those
belonging to the Enterobacter cloacae complex, are highly relevant due to their wide
distribution and their ability to acquire and disseminate antimicrobial resistance genes. This
study analyzed, through comparative genomics, the genetic diversity and antimicrobial
resistance profile of 51 Enterobacter hormaechei genomes, with emphasis on strain HOVB2,
integrating isolates of human, animal, and environmental origin obtained from NCBI.
Genome assembly, genomic annotation, and identification of the resistome, virulome, and
mobile genetic elements were performed, together with taxonomic and phylogenomic
inferences using ANI and pangenome analysis. Taxonomic confirmation by ANI (identity
ranging from 94.68% to 100% across all genomes) validated that all isolates belonged to E.
hormaechei. The pangenome showed an open architecture, comprising 11,743 total genes, of
which only 26.5% (3,109 genes) formed the core genome, while 4,052 genes exclusive to the
human clinical interface and 4,201 accessory genes (35.7% of the pangenome) were shared
between two or more interfaces. Plasmidome and virome analyses indicated a predominance
of IncF and IncHI2 replicon families and of temperate bacteriophages in the clinical interface,
suggesting an active role of these mobile elements in the dissemination of resistance
determinants. Phylogenomics revealed no clear clonal segregation by ecological niche, and
the resistome showed basal mechanisms (RND efflux, intrinsic AmpC) broadly shared across
interfaces, while carbapenemases, although predominant in the clinical interface, were also
detected in the animal and environmental/wildlife interfaces. These results reinforce the One
Health concept and point to the need for integrated genomic surveillance programs across the
human, animal, and environmental fronts to monitor and control the dissemination of

antimicrobial resistance.

Keywords: antimicrobial resistance; Enterobacter hormaechei; comparative genomics; One

Health; pangenome.
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1 INTRODUCAO

Com o passar dos anos, a resisténcia aos antimicrobianos (RAM) tem se consolidado
como uma das principais ameacas a saide global, resultando na reducdao da eficacia dos
tratamentos e contribuindo para o aumento das taxas de morbidade e mortalidade (World
Organisation for Animal Health, 2026; Centers for Disease Control and Prevention, 2024).
Esse fator ndo se restringe aos ambientes clinicos, estando associado a interacdo entre
humanos, animais e o meio ambiente, o que reforca a importancia da abordagem de Saude
Unica.

Nesse contexto, bactérias do género Enterobacter destacam-se pela ampla distribuicdo
em diferentes ambientes, incluindo agua, solo, animais e seres humanos (Davin-Regli;
Lavigne; Pages, 2019). Esses microrganismos possuem relevancia em infec¢es oportunistas,
especialmente em ambientes hospitalares, além de apresentarem elevada capacidade de
adquirir, acumular e disseminar genes de resisténcia antimicrobiana, frequentemente
associados a elementos genéticos moveis, o que favorece sua adaptacao a diferentes nichos
ecoldgicos (Odey et al. 2024).

A gendmica comparativa apresenta-se como uma abordagem essencial para o
entendimento da diversidade genética, permitindo a identificacdo de padroes de resisténcia,
mecanismos evolutivos e rotas de disseminagdo. Dessa forma, contribui para uma analise
integrada aos pilares da Satide Unica: humano, animal e ambiental.

Os isolados do Complexo Enterobacter cloacae (CEC) representam um desafio
emergente tanto em ambientes hospitalares quanto em sistemas de produgdo animal, devido a
sua ampla distribuicdo e ao potencial de multirresisténcia. Esses microrganismos apresentam
identificagdo fenotipica complexa e circulam em unidades de terapia intensiva, fazendas,
granjas, instalagOes veterindrias e unidades de processamento de alimentos, impactando o
controle de infeccOes hospitalares, a biosseguranca, o desempenho zootécnico e a seguranga
alimentar (Centers for Disease Control and Prevention, 2024; Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2026).

Nesse cenario, a presente pesquisa investiga a genomica comparativa de linhagens de
Enterobacter hormaechei, priorizando a deteccdo e o exame de marcadores de resisténcia aos
antimicrobianos, determinantes de viruléncia e plataformas de mobilidade génica em variados
nichos ambientais brasileiros. Sob tal 6tica, propde-se o seguinte questionamento: a aplicacao
de ferramentas de gendomica comparativa e andlise de pangenoma na cepa HOVB2, em

conjunto com sequéncias genomicas de interfaces clinica, animal e ambiental, possibilita a
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validacdo taxonOmica rigorosa, a caracterizagdo da fluidez do resistoma, viruloma,
plasmidoma e viroma, bem como a deducdo de trajetérias evolutivas e rotas de dispersao
nessas frentes, ressaltando a identidade genomica deste isolado perante a diversidade da
espécie?

Parte-se da hipétese de que a cepa HOVB?2 pertence ao CEC, possivelmente a espécie
E. hormaechei, apresentando perfil multirresistente (MDR), com destaque para genes como
ampC e determinantes plasmidiais, além de fatores relacionados a persisténcia ambiental,
como adesdo, formacdo de biofilme e sistemas de secrecdo. Espera-se que analises de genoma
completo (WGS), incluindo ANI e pangenoma, permitam seu enquadramento taxondmico

refinado e sua associagdo filogenética com linhagens de origem veterindria e produtiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia da resisténcia antimicrobiana no Brasil

A RAM representa um dos principais desafios para a satide humana, a saide animal e
a producao de alimentos, pois compromete a eficacia dos antimicrobianos utilizados no
tratamento de infecgdes bacterianas em diferentes espécies. Em animais de producdo, a RAM
pode dificultar o controle de enfermidades bacterianas, aumentar a morbidade e a
mortalidade, favorecer o descarte de animais, reduzir o desempenho produtivo e elevar os
custos com tratamento, manejo sanitario e biosseguridade. Em humanos, estima-se que, em
2019, aproximadamente 4,95 milhdes de mortes estejam associadas a RAM (Murray et al.,
2022). No setor pecuario, modelos economicos recentes indicam que a progressio da RAM
pode gerar perdas acumuladas de aproximadamente US$ 318 bilhdes na produgdo animal até
2040, além de impactos econdmicos globais mais amplos, reforcando a importancia de
estratégias integradas de vigilancia, prevencao, diagnostico, biosseguridade e uso prudente de
antimicrobianos sob a perspectiva de Saide Unica (Acosta et al., 2026; Van Boeckel et al.,

2019).

No Brasil, a RAM constitui um desafio crescente para a satide publica, a satide animal
e a producao de alimentos, especialmente pela pressdo seletiva exercida pelo uso inadequado
ou excessivo de antimicrobianos na medicina humana, na medicina veterindria e nos sistemas
de producdo animal. Esse cenario favorece a selecao, manutencdo e disseminagao de bactérias
resistentes, comprometendo a efetividade dos tratamentos, aumentando os custos sanitarios e
produtivos e ampliando os riscos associados a circulacdo de microrganismos multirresistentes
entre animais, seres humanos, alimentos e ambiente (Rabello et al., 2020; Fontenele; Costa,
2023). Além dos impactos sanitdarios, a RAM também passou a representar uma preocupagao
comercial para a cadeia brasileira de produtos de origem animal. A Unido Europeia ampliou
suas exigéncias para a importacdo de animais e produtos de origem animal, proibindo a
entrada de produtos provenientes de sistemas que utilizem determinados antimicrobianos
como promotores de crescimento ou substancias reservadas ao tratamento de infecgOes
humanas. Nesse contexto, a retirada do Brasil da lista de paises autorizados para determinados
produtos de origem animal, com efeitos previstos a partir de 3 de setembro de 2026, evidencia
que o controle da RAM deixou de ser apenas uma questdo terapéutica e passou a integrar

critérios de acesso a mercados internacionais, rastreabilidade, certificacdo sanitaria e
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competitividade agropecuaria (European Union, 2019; European Commission, 2023;

European Commission, 2026).

As acoes de enfrentamento da RAM vém sendo estruturadas sob a perspectiva de
Sadde Unica, considerando a conexdo entre saide humana, saide animal, produgao
agropecudria, alimentos e ambiente. Nesse contexto, o Plano de A¢do Nacional de Prevencao
e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito de Uma S6 Satide (PAN-BR)
orienta medidas voltadas a vigilancia, prevencao e controle da RAM, ao fortalecimento dos
laboratorios, a producao de dados epidemiologicos e ao uso prudente de antimicrobianos.
Essas acdes envolvem diferentes setores institucionais, incluindo o Ministério da Saude, a
Anvisa e o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), este dltimo por meio do PAN-BR
Agro e de programas de vigilancia e monitoramento da RAM na agropecuaria. Essa
organizacao esta alinhada as recomendacdes internacionais da Organizacao Mundial da Satide
(OMS), da Organizacao Pan-Americana da Satde (OPAS) e da Organizacdao Mundial de
Satde Animal (WOAH/OMSA, antiga OIE), que reconhecem a RAM como um problema
multissetorial que afeta humanos, animais, plantas, alimentos e ecossistemas (Brasil, 2026;
Ministério da Agricultura e Pecuaria, 2023; Organizacao Pan-Americana da Saude, 2024;

World Health Organization, 2024; World Organisation for Animal Health, 2025).

Entre os microrganismos de interesse nesse cenario, destacam-se as espécies do
complexo E. cloacae, especialmente E. hormaechei. Embora seja frequentemente associada a
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, essa espécie também merece atengdo em estudos
de Satide Unica devido a sua ampla capacidade de adquirir, manter e disseminar genes de
resisténcia em diferentes contextos ecoldgicos. E. hormaechei pode apresentar resisténcia
mediada por beta-lactamases de espectro estendido, AmpC e carbapenemases, além de outros
determinantes associados a multirresisténcia. Em animais, alimentos, ambientes agropecuarios
e servigos veterindrios, bactérias da ordem Enterobacterales podem atuar como reservatorios e
veiculos de genes de resisténcia, favorecendo a circulacdo desses determinantes entre animais,
humanos e ambiente. Dessa forma, a caracterizagao fenotipica e gendomica dos mecanismos de
resisténcia presentes em E. hormaechei é fundamental para compreender a dinamica de
disseminacdo da RAM e subsidiar estratégias de vigilancia, prevencado, biosseguridade e uso
racional de antimicrobianos em uma abordagem integrada de Satide Unica (Davin-Regli et al.,

2019; Yeh et al., 2022; Zaitsev et al., 2022; Ramirez-Castillo et al., 2023).
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2.2. Impactos da resisténcia antimicrobiana na producao mundial de alimentos

A RAM representa um dos desafios na producao mundial de alimentos, pois
compreende a saude animal, a seguranca dos alimentos e a sustentabilidade dos sistemas
produtivos. O uso de antimicrobianos na produgdo animal tem como papel o tratamento,
controle e prevencao de doencas infecciosas, com impacto direto no bem-estar dos animais e
na manutengao da produtividade. Contudo, o uso excessivo ou inadequado destes
medicamentos favorece a selecdo de bactérias resistentes na cadeia de producao de alimentos

(Odey et al. 2024).

A cadeia produtiva de alimentos pode estabelecer uma via de disseminacdao de
microrganismos resistentes. Bactérias resistentes e determinantes genéticos de resisténcia
podem circular entre animais, seres humanos, alimentos e ambientes associados a cadeia
produtiva durante as etapas de producdo, processamento, transporte e comercializacao de
produtos de origem animal. Esses determinantes podem estar associados a elementos
genéticos moveis, como plasmideos, transposons e integrons, que favorecem sua
disseminagdo entre bactérias. Nesse contexto, o ambiente atua como reservatorio e via de
dispersao, podendo favorecer a persisténcia, a selecdo e a disseminacdo de microrganismos
resistentes sob determinadas condicOes ecoldgicas, sanitarias e produtivas (Partridge et al.,
2018; Fernandez-Trapote et al., 2024; United Nations Environment Programme, 2023). Sem
esquecer dos alimentos de origem vegetal que podem ser contaminados por agua da irrigacao,
solo ou fertilizantes que contenham residuos de origem animal ou humana, ampliando assim a
circulacdo de bactérias resistentes em diferentes cendrios (Odey et al., 2024; Centers for
Disease Control and Prevention, 2024).

A contaminacdo ambiental desempenha um papel importante na disseminagdo de
resisténcia antimicrobiana. Residuos antimicrobianos, dejetos dos animais, efluentes
domésticos e residuos da industria farmacéutica podem introduzir antibidticos e bactérias
resistentes no solo e nos recursos hidricos. Esse cenario favorece a transferéncia horizontal de
genes de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas, fazendo que a disseminagdo da
RAM seja ampliada e consequentemente aumentando os riscos para saide humana, animal e
ambiental (Centers for Disease Control and Prevention, 2024).

Além dos impactos sanitarios, a RAM causa prejuizos econdmicos relevantes ao setor
agroalimentar. Em sistemas de produgdo animal, a reducdo da eficacia dos tratamentos pode
aumentar a morbidade e a mortalidade dos animais, comprometer o desempenho produtivo,

elevar os custos com medicamentos, diagndstico, biosseguridade e controle sanitario, além de
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gerar perdas associadas ao descarte de animais, condenacdo de produtos e restricoes ao
comércio internacional. Esses efeitos comprometem a sustentabilidade da producdo de
alimentos e reforcam a necessidade de estratégias integradas para reduzir a selecao e a
disseminacdo de microrganismos resistentes ao longo da cadeia produtiva (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2021; World Organisation for Animal
Health, 2024).

Dessa forma, a Agéncia Internacional de Energia Atomica (AIEA/IAEA), em parceria
com a Organizacdao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), tem
destacado a importancia de abordagens multidisciplinares para o enfrentamento da RAM nos
sistemas agroalimentares. A atuacdo do Centro Conjunto FAO/AIEA de Técnicas Nucleares
na Alimentacdo e Agricultura inclui o apoio ao desenvolvimento e a aplicacdo de técnicas
nucleares, isotopicas, moleculares e biotecnologicas voltadas ao monitoramento de residuos
de antimicrobianos em alimentos e residuos da producao animal, a caracterizacao de bactérias
resistentes e genes de resisténcia e ao fortalecimento de programas de vigilancia. Essas
ferramentas contribuem para a geracdo de dados técnicos, para a formulacdo de politicas
publicas, para a seguranca dos alimentos e para a sustentabilidade da producdo agropecuaria.
Assim, o monitoramento continuo da RAM e dos residuos de antimicrobianos constitui uma
estratégia essencial para preservar a eficacia dos antimicrobianos, proteger a saide animal e
humana, reduzir perdas produtivas e minimizar os impactos sanitdrios e econdomicos
associados a disseminacdo de microrganismos resistentes (International Atomic Energy
Agency, 2023; Shifotoka, 2024; Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2025).

2.3. Importancia global da resisténcia antimicrobiana, com énfase no Brasil e em Minas

Gerais

A RAM ¢ reconhecida como uma das principais ameacas a saude global do século
XXI, afetando a saide humana, a saide animal, a seguranca dos alimentos e o meio ambiente.
A disseminacdo de microrganismos resistentes reduz a eficacia dos tratamentos disponiveis,
aumenta a morbidade e a mortalidade associadas as infec¢Oes e gera impactos econdmicos
expressivos para os sistemas de saide e para os setores produtivos. Diante desse cendrio,
organismos internacionais como a Organizacao Mundial da Saide (OMS), a Organizacao das
Nacoes Unidas para Alimentacdao e Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial de Saude

Animal (WOAH) tém reforcado a necessidade de estratégias integradas baseadas na
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abordagem de Satide Unica (One Health), reconhecendo que a resisténcia antimicrobiana é
um problema que ultrapassa fronteiras geograficas e setores de atuacdo (WHO, 2023; FAO,

2024; WOAH, 2024).

No Brasil, a RAM representa um dos principais desafios para a saude publica, a
medicina veterinaria, a zootecnia e a producao de alimentos. A reducdo da eficacia dos
antimicrobianos no tratamento de infec¢Ges bacterianas aumenta o risco de falhas
terapéuticas, prolonga os quadros clinicos, eleva os custos sanitarios e favorece a manutencao
e a disseminagdo de bactérias resistentes em rebanhos, alimentos, ambientes agropecuarios e
ecossistemas associados. Nesse contexto, o zootecnista exerce papel importante na adocao de
estratégias de manejo e prevencdo que favorecem o uso racional de antimicrobianos e
auxiliam no controle da disseminacao da resisténcia bacteriana. O enfrentamento desse
problema envolve a atuacdo integrada de médicos-veterinarios e zootecnistas, associada ao
diagnéstico adequado, a biosseguridade, ao bem-estar animal, ao manejo nutricional, a
prevencao de enfermidades e a sustentabilidade dos sistemas produtivos. Como resposta a
esse cendrio, o Brasil estruturou o Plano de Acdao Nacional de Prevencdo e Controle da
Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR), articulado a iniciativas setoriais como o PAN-
BR Agro, coordenado pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA). Essas estratégias
seguem recomendagOes internacionais da OPAS/OMS e da WOAH, reforcando que o
enfrentamento da resisténcia antimicrobiana exige acOes integradas entre saide humana,
saude animal, produgdo agropecudria, alimentos e ambiente (Brasil, 2026; Ministério da
Agricultura e Pecuaria, 2023; Pan American Health Organization, 2025; World Organisation
for Animal Health, 2025).

No setor agropecudrio, o uso de antimicrobianos permanece necessario para o
tratamento de infec¢Oes bacterianas em animais de producdo e, em situagdes especificas e
tecnicamente justificadas, para o controle de enfermidades sob supervisdao profissional.
Entretanto, o uso excessivo, inadequado ou sem critérios técnicos favorece a selecdo de
bactérias resistentes, que podem circular entre animais, seres humanos, alimentos e ambientes
associados as cadeias produtivas. Nesse contexto, o0 MAPA desempenha papel central por
meio do Programa Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos na
Agropecuaria (AgroPrevine), instituido pela Instrucdo Normativa MAPA n° 41/2017, do
PAN-BR Agro, atualmente em sua segunda etapa para o periodo de 2023 a 2027, e do
Programa de Vigilancia e Monitoramento da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da

Agropecuaria. Essas iniciativas buscam fortalecer a vigilancia, a geracao de dados, a analise
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de risco, o uso prudente de antimicrobianos e a adocdo de boas praticas de manejo, nutricao,
bem-estar animal, biosseguridade e controle sanitario nas cadeias produtivas, envolvendo
médicos-veterinarios, zootecnistas, produtores, industria e servigos oficiais de defesa

agropecuaria (Brasil, 2017; Brasil, 2023; MAPA, 2023).

No contexto de Minas Gerais, a vigilancia da resisténcia antimicrobiana assume
relevancia estratégica devido a importdncia do estado na agropecudria brasileira e a
diversidade de cadeias produtivas nele estabelecidas. Minas Gerais destaca-se como o maior
produtor nacional de leite, com 9,8 bilhdes de litros produzidos em 2024, correspondendo a
27,4% da produgdo brasileira, além de apresentar expressiva participacdao na bovinocultura,
suinocultura, avicultura, equideocultura e aquicultura. A intensidade das atividades pecuarias,
associada a circulacdo de animais, insumos, trabalhadores, alimentos e residuos da producao,
torna o estado um cendrio relevante para acoes de vigilancia, monitoramento e pesquisa sobre
microrganismos resistentes e determinantes genéticos de resisténcia (IBGE, 2024; Minas

Gerais, 2025).

No Triangulo Mineiro, importante polo agropecuario do estado, a elevada intensidade
das atividades pecudrias e a forte integracao entre producdo animal, cadeia de alimentos e
ambiente tornam a regido particularmente relevante para acoes de vigilancia microbiologica e
monitoramento da resisténcia antimicrobiana sob a perspectiva de Satide Unica. A interacio
constante entre animais, pessoas, alimentos e recursos ambientais favorece a circulacao de
microrganismos e genes de resisténcia, destacando a importancia de estudos voltados a

compreensao da dinamica desses agentes na regido (SEAPA, 2025).

Evidéncias regionais demonstram que a RAM esta presente em diferentes contextos
relacionados a medicina veterinaria e a produgdo de alimentos. Ferreira (2022), ao avaliar
bactérias isoladas no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, identificou
a presenca de microrganismos resistentes e multirresistentes em diferentes setores
hospitalares, reforcando a necessidade de vigilancia microbiolégica, higienizacdo ambiental e
medidas de biosseguranca em servicos veterinarios. No Triangulo Mineiro, estudos com
alimentos de origem animal também indicam a ocorréncia de bactérias resistentes, como
observado em isolados de Salmonella spp. provenientes de carcagas de frangos
comercializadas na regidao (Moura, 2018). Esses achados indicam que a RAM nao representa
um desafio restrito a satide humana, mas também a satide animal, aos servicos veterinarios, a

seguranca dos alimentos e aos sistemas produtivos regionais.
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Entre os diversos grupos bacterianos monitorados em programas de vigilancia da
resisténcia antimicrobiana, destacam-se as bactérias da ordem Enterobacteriales. Esse grupo
inclui microrganismos capazes de circular entre animais, seres humanos, alimentos e
ambientes associados as cadeias produtivas, além de abrigar genes de resisténcia
frequentemente relacionados a producdo de beta-lactamases, carbapenemases e outros

mecanismos de multirresisténcia (Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019; Yeh et al., 2022).

Entre esses microrganismos, Enterobacter hormaechei, integrante do complexo
Enterobacter cloacae, merece destaque por sua capacidade de adquirir, manter e disseminar
determinantes genéticos de resisténcia. Embora seja amplamente reconhecida como pat6geno
oportunista em ambientes hospitalares, a espécie também tem sido descrita em contextos de
interesse veterinrio e de Satide Unica. No Brasil, Cardoso et al. (2022) relataram uma cepa
multirresistente de E. hormaechei produtora de CTX-M-15, pertencente ao ST78, isolada de
um bezerro com onfalite, reforcando a importancia da vigilancia genomica de linhagens
resistentes em animais de producdo. Dessa forma, a caracterizacdo fenotipica e molecular de
E. hormaechei contribui para ampliar o conhecimento sobre a circulacao de genes de
resisténcia, a presenca de linhagens multirresistentes e os riscos associados a interface entre

saude animal, satide publica, alimentos e ambiente.
2.4. Custos do aumento da resisténcia antimicrobiana para criacao de animais

A producdo animal vem sofrendo impactos significativos provocados pela RAM, e
consequentemente afetando diretamente a saude dos rebanhos, a queda na eficiéncia produtiva
e a rentabilidade dos sistemas de criacao. Com o desenvolvimento de bactérias resistentes a
eficacia dos antimicrobianos utilizados no tratamento de enfermidades é reduzida, fazendo
assim que as infecgoes se tornam mais dificeis de combater e aumentando a necessidade de
prolongar ou abordagem diferente de tratamento, podendo também necessitar de
medicamentos com um custo maior. Consequentemente, se observa o aumento nos custos
com medicamentos, assisténcia veterindria, exames laboratoriais, sem esquecer de altos

indices na mortalidade e precoce descarte dos animais (Chaves et al., 2024; Zanotelli, 2023).

Os prejuizos economicos que foram resultados da resisténcia antimicrobiana vao além
dos custos diretos com tratamentos. Animais que foram acometidos por infec¢des causadas
por microrganismos resistentes frequentemente evidenciam uma reducao no ganho de peso
diario, pior conversdo alimentar, diminuicdo na produgdo de leite e ovos, queda no

desempenho reprodutivo e maior tempo para atingir o peso ideal de abate. Todos esse fatores
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reduzem a produtividade geral da propriedade e aumentam os custos de producao, em especial
nos sistemas intensivos, onde a alta densidade de animais acaba favorecendo a disseminacdo

de agentes infecciosos (Wisniewski et al., 2024; Zanotelli, 2023).

Em adicgdo as perdas produtivas, a resisténcia antimicrobiana acaba exigindo um certo
investimento em medidas preventivas, como programa de biosseguranga, vacinagao,
diagnéstico precoce, monitoramento microbioldgico e capacitacdo técnica. Mesmo que estas
estratégias apresentem como custos adicionais aos produtores, elas auxiliam para a reducao de
enfermidades, diminuem a necessidade do uso de antimicrobianos e preservam a eficacia
destes medicamentos. O MAPA destaca que uma eficaz adogdo de boas praticas e do uso
racional de antimicrobianos auxiliam em uma das principais estratégias para a reducdo na
selecdo de bactérias resistentes e consequentemente garantem que a sustentabilidade na

producao pecuadria brasileira aconteca (Brasil, 2019).

Outro ponto relevante sobre os impactos da resisténcia antimicrobiana é sobre a
competitividade do agroneg6cio. O aumento da preocupacdo dos consumidores e dos
mercados internacionais com a seguranca dos alimentos tem caminhado para que haja um
estabelecimento de normas rigorosas relacionadas ao uso de antimicrobianos na producao
animal. Fazendo que as propriedades e cadeias produtivas que ndao adotaram programa de
controle e monitoramento podem enfrentar restricGes comerciais, como uma reducao da
competitividade e uma certa dificuldade no acesso aos mercados importadores, que
consequentemente resultarda em prejuizos econdmicos para o setor pecudrio (Wisniewski et

al., 2024).

As projecdes econdmicas apresentam a necessidade de uma adocdo de medidas
preventivas. De acordo com a FAO, se as tendéncias atuais de uso de antimicrobianos
estiverem mantidas, que foram impulsionadas pelo aumento da demanda por alimentos de
origem animal e pela intensificacdio dos sistemas produtivos, as perdas acumuladas na
producdo mundial poderdo atingir cerca de U$318 bilhdes até 2040. Por outro lado, a
implementacdo de estratégias voltadas ao uso racional de antimicrobianos, melhoria das
condi¢des de manejo, biosseguranga e aos fortalecimento da vigilancia sanitaria pode reduzir
substancialmente esses prejuizos, demonstrando que os custos da prevengao sdo inferiores aos
custos decorrentes da disseminacdo da resisténcia antimicrobiana (Food and Agriculture

Organization of the United Nations, 2026).
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Nesse sentido, a resisténcia antimicrobiana ndo deve ser apenas compreendida como
um problema sanitario, mas também como um desafio econdmico para a producdo animal. Os
investimentos em programas de vigilancia, monitoramento microbioldgico, biosseguranca e
uso racional de antimicrobianos sdo essenciais para a preservacao da eficiéncia destes
medicamentos, reducdo nas perdas produtivas e garantia na sustentabilidade da pecudria.
Ademais, essa medidas contribuem para proteger a saude animal, a saide publica e a
seguranca dos alimentos, seguindo os principios da abordagem Satide Unica (Chaves et al.,

2024; Wisniewski et al., 2024).
2.5. Resisténcia antimicrobiana e Satide Unica

A RAM é reconhecida como uma das maiores ameacas a saude global, afetando de
maneira direta a eficacia dos tratamentos e aumentando as taxas de morbidade e mortalidade.
Segundo a OPAS, observa-se uma disseminagdo crescente de microrganismos resistentes a
antibiéticos de uso comum em diversas regides do mundo, evidenciando ainda mais a

magnitude do problema.

Nesse contexto, a abordagem de Satide Unica torna-se essencial, pois considera a
interconexdo entre a saide humana, animal e ambiental. O uso indiscriminado de
antimicrobianos em sistemas de producdo animal contribui significativamente para a selecdao
de microrganismos resistentes, que podem ser disseminados ao longo da cadeia produtiva e

alcangar o ambiente e os seres humanos (Gatica Eguiguren; Rojas, 2018).

Além disso, diretrizes da Organizacdo Mundial da Sadde reforcam a necessidade do
uso racional de antimicrobianos em animais destinados a producdo de alimentos, destacando a
importancia de medidas que reduzam a pressdo seletiva e a disseminacdo da resisténcia
(World Health Organization, 2017). Estratégias interdisciplinares, incluindo aspectos sociais e
economicos, também sdo fundamentais para reduzir o uso indiscriminado e a dependéncia de

antimicrobianos na producao animal (Baudoin; Hogeveen; Wauters, 2021).

2.6. Enterobacter spp., resisténcia antimicrobiana e genomica comparativa em Saude

Unica

Bactérias do género Enterobacter apresentam ampla distribuicdio em ambientes
naturais, agropecudrios e modificados pelo ser humano, podendo ser encontradas no solo, na
agua, em alimentos, em animais, em plantas e em seres humanos. Embora algumas espécies

possam integrar microbiotas ou estar associadas a ambientes diversos, o género também retne
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importantes patdgenos oportunistas, especialmente em contextos hospitalares e em individuos
ou animais imunocomprometidos. Essa relevancia se intensifica pela capacidade dessas
bactérias de adquirir, manter e disseminar determinantes genéticos de resisténcia
antimicrobiana, o que favorece a emergéncia de linhagens multirresistentes e dificulta a

escolha terapéutica em infec¢des bacterianas (Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019).

O CEC relne espécies geneticamente proximas e de dificil diferenciacdao por métodos
fenotipicos convencionais. Essa limitacdo taxonémica torna a identificacdo baseada apenas
em provas bioquimicas pouco precisa, especialmente quando ha necessidade de distinguir
espécies e subespécies com relevancia epidemioldgica. Nesse contexto, ferramentas
gendmicas, como o sequenciamento de genoma completo, a identidade média de nucleotideos
(ANI), a andlise do genoma central e abordagens de tipagem molecular de alta resolucao,
tornam-se fundamentais para a identificacdo correta dos isolados, para a definicdo de
linhagens e para a interpretagdo da diversidade genética do grupo (Jain et al., 2018; Davin-

Regli; Lavigne; Pages, 2019; De Maayer et al., 2025).

A resisténcia antimicrobiana em Enterobacter spp. esta frequentemente associada a
producao de [-lactamases, incluindo AmpC, [-lactamases de espectro estendido e
carbapenemases, além de outros mecanismos relacionados a multirresisténcia. Genes como
blaKPC e blaNDM podem estar localizados em plasmideos e outros elementos genéticos
moveis, favorecendo sua transferéncia horizontal entre bactérias e sua disseminacdo em
diferentes ambientes. No Brasil, ja foi descrita a coproducao de NDM-1 e KPC-2 em E.
hormaechei, evidenciando a relevancia epidemioldgica dessa espécie no cenario nacional
(Pereira et al., 2015). Estudos mais recentes também demonstraram a coexisténcia de
plasmideos portadores de blaKPC-2, blaNDM-1 e mcr-9 em isolados de E. hormaechei,
reforcando o papel dessa espécie como reservatério de genes de resisténcia de importancia

critica (Yuan et al., 2023).

Enterobacter spp. podem circular entre seres humanos, animais, alimentos, residuos,
agua, solo e ambientes associados a producdo agropecuaria, atuando como indicadores
relevantes da interface entre saide humana, saude animal, seguranca dos alimentos e
ambiente. A presenca de genes de resisténcia em isolados provenientes de diferentes
compartimentos reforca a necessidade de vigilancia integrada, especialmente em regides com
intensa atividade agropecudria e circulacdio de animais, produtos de origem animal,

trabalhadores, efluentes e residuos da produgao.
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Com isso a gendmica comparativa tem se consolidado como ferramenta essencial para
compreender a diversidade, a evolucao e a disseminacao de Enterobacter spp. O
sequenciamento de genoma completo permite investigar simultaneamente a identificacao
taxonomica, o perfil de resisténcia, os genes de viruléncia, os plasmideos, os elementos
genéticos moveis e as relacdes filogendmicas entre isolados. Além disso, andlises de
pangenoma permitem diferenciar o conjunto de genes conservados, compartilhados pela
maioria dos isolados, do conjunto de genes acessorios, frequentemente associado a adaptacao
ecologica, viruléncia, resisténcia antimicrobiana e plasticidade gendmica. Em E. hormaechei,
estudos recentes de pangenoma demonstram elevada flexibilidade genomica, diversidade de
genes acessorios e ampla distribuicdo de genes relacionados a resisténcia, reforcando a
importancia da vigilancia gendmica para o acompanhamento de linhagens multirresistentes e
para a compreensao das rotas de disseminacdo em diferentes contextos epidemiologicos (De

Maayer et al., 2025).

Assim, o estudo genomico de E. hormaechei, contribui para ampliar o conhecimento
sobre a circulacdo de genes de resisténcia, a diversidade de linhagens e os possiveis vinculos
entre isolados de origem humana, animal, alimentar e ambiental. Essas informacdes sao
fundamentais para subsidiar programas de vigilancia epidemiol6gica, biosseguridade, controle
de infeccdes, uso prudente de antimicrobianos e politicas ptiblicas alinhadas ao conceito de

Satde Unica.

2.7. Como as novas ferramentas de sequenciamento e analises de genomas podem

contribuir para reduzir perdas na producao animal

As tecnologias de sequenciamento de DNA e ferramentas de andlise gendmica
transformaram a pesquisa em saude animal e nos sistemas de produgdo pecudria. Essas
tecnologias auxiliam na compreensdao com uma maior precisdo a composicdo genética dos
animais e microbiolégica associada as enfermidades, contribuindo nos programa de
melhoramento genético, vigilancia epidemioldgica, diagnostico de doengas e monitoramento
da resisténcia aos antimicrobianos. Consequentemente, na reducdo dos custos do
sequenciamento e o aumento da capacidade de processamento de dados tem se tornado uma
ferramenta cada vez mais acessivel para aplicagdes na medicina veterinaria e na producao

animal (Goodwin; McPherson; McCombie, 2016).

As primeiras andlises de DNA utilizavam o método de Sanger, que foi considerado um

marco na biologia molecular por sua elevada precisdo. Porém, essa metodologia possuia
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limitacOes ao rendimento baixo e ao tempo elevado para o sequenciamento de grandes
genomas. A partir do desenvolvimento do Sequenciamento da Nova Geracao (Next-
Generation Sequencing - NGS), se tornou possivel analisar milhdes de fragmentos de DNA ao
mesmo tempo, reduzindo assim o tempo de processamento e os custos das analises. Logo
ap0s, surgiram as tecnologias de terceira geragdo, como as plataformas Pacificas Biosciences
(PacBio) e Oxford Nanopore Tecnologies (ONT), que sdo capazes de realizar leituras longas e
facilitar montagem de genomas completos, incluindo cromossomos e plasmideos bacterianos

(Goodwin; McPherson; McCombie, 2016).

Atualmente, diferentes plataformas de sequenciamento sdo utilizadas em pesquisas
envolvendo animais de producdo e microrganismos de interesse veterinario. A plataforma
[lumina se destaca por apresentar uma elevada precisdao na identificacdio de wvariantes
genéticas e pelo grande volume de dados gerados, sendo utilizada no sequenciamento de
genomas bacterianos e em estudos populacionais. As tecnologias de terceira geracdo
apresentam vantagens na reconstrucdo de regides repetitivas e na caracterizagdo de
plasmideos, elementos frequentemente associados a disseminacdo de genes de resisténcia

antimicrobiana (Goodwin; McPherson; McCombie, 2016).

Entre os repositorios e bancos de dados, destacam-se o NCBI, utilizado para depdsito,
recuperacao e comparacao de sequéncias genomicas; o Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD), voltado a curadoria de genes, mutacdes e mecanismos associados a
resisténcia antimicrobiana (Alcock et al., 2023); o ResFinder, empregado na identificagdo de
genes adquiridos e mutacoes relacionadas a resisténcia (Florensa et al., 2022); o Virulence
Factor Database (VFDB), destinado a consulta de fatores de viruléncia bacterianos (Liu et al.,
2022); o PlasmidFinder, utilizado para identificacdo e tipagem de replicons plasmidiais
(Carattoli et al., 2014); e o PubMLST, que retine esquemas de tipagem molecular e dados
populacionais de diferentes espécies bacterianas (Jolley; Bray; Maiden, 2018). Em paralelo,
softwares como AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2021), Bakta (Schwengers et al., 2021),
Prokka (Seemann, 2014), IQ-TREE (Minh et al., 2020) e iTOL (Letunic; Bork, 2024)
permitem, respectivamente, detectar genes de resisténcia, resposta ao estresse e viruléncia;
realizar a anotacao funcional de genomas bacterianos; inferir relacdes filogenéticas por
maxima verossimilhanga; e visualizar, editar e anotar arvores filogenéticas. Dessa forma, a
integracdo entre bancos de dados e softwares de analise genomica possibilita a identificacao
de espécies bacterianas, genes de resisténcia aos antimicrobianos, fatores de viruléncia,

plasmideos, perfis clonais e relacoes filogenéticas entre isolados. Essas abordagens sao
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amplamente empregadas em estudos de vigilancia microbiol6gica, epidemiologia molecular e
Satde Unica, pois fornecem informacdes essenciais para compreender a disseminacdo de
bactérias resistentes e orientar estratégias de prevencdo, controle e uso prudente de

antimicrobianos.

Na produgdo animal, o uso de tecnologias gendmicas e ferramentas bioinformaticas
tem ampliado a capacidade de identificacdo, caracterizacdo e rastreamento de patogenos
bacterianos de interesse veterinario e agroalimentar. Essas abordagens permitem a
identificacdo mais rapida e precisa de bactérias envolvidas em surtos, infec¢Ges clinicas ou
contaminagOes na cadeia produtiva, auxiliando a tomada de decisdo sobre medidas de
controle, biosseguridade e escolha terapéutica, sempre de forma complementar aos testes
microbiol6gicos e fenotipicos convencionais. A caracterizacdo gendmica também possibilita
detectar genes de resisténcia, fatores de viruléncia, plasmideos e outros elementos genéticos
moveis, contribuindo para o uso prudente de antimicrobianos e para a redugdo da pressao
seletiva sobre bactérias resistentes. Além disso, a comparagdo entre genomas permite rastrear
a disseminacdo de clones bacterianos e determinantes de resisténcia entre propriedades rurais,
hospitais veterindrios, frigorificos, alimentos e ambientes associados a producao. Dessa
forma, a integracdo entre sequenciamento gendomico, vigilancia epidemiologica e dados
produtivos fortalece programas de monitoramento baseados na abordagem de Satide Unica,
conectando saide animal, satide publica, seguranca dos alimentos e ambiente (Centers for
Disease Control and Prevention, 2024; World Health Organization, 2024; World Organisation
for Animal Health, 2024).

As aplicagOes da genomica nao se limitam ao estudo de microrganismos. Na producao
animal, essas ferramentas sdo utilizadas para programas de melhoramento através da
identificacdo de marcadores moleculares, polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) e
regides do genoma associados as caracteristicas de interesse econdomico, ganho de peso por
exemplo. Essas informag0es nos programas de selecao permitem o aumento na produtividade
do rebanho, reduz perdas reprodutivas e acelera o progresso genético dos animais (Torres,

2025).

Apesar dos avangos no sequenciamento gendmico e nas ferramentas bioinformaticas, a
aplicacdo rotineira dessas tecnologias diretamente nas propriedades rurais ainda enfrenta
importantes limitacoes. Entre os principais entraves estdo a falta de informacdo técnica

acessivel aos produtores, a escassez de empresas e servicos especializados, o custo de
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equipamentos, reagentes e andlises, a necessidade de laboratérios estruturados, a
complexidade da interpretacdo bioinformatica e a caréncia de profissionais capacitados para
integrar dados microbioldgicos, gendmicos, clinicos e produtivos. Essas barreiras sdo ainda
mais evidentes para pequenos e médios produtores, que muitas vezes dependem do envio de
amostras para universidades, centros de pesquisa ou laboratérios de referéncia. Como
consequéncia, pode haver um intervalo prolongado entre a coleta do material, o
processamento laboratorial, a analise dos dados e a emissdo dos resultados, limitando o uso
dessas ferramentas em situacoes que exigem decisOes rapidas, como surtos, falhas
terapéuticas ou agravamento clinico dos animais. Assim, embora o sequenciamento genomico
seja uma ferramenta estratégica para vigilancia, rastreamento de patégenos e monitoramento
da resisténcia antimicrobiana, sua incorporacao efetiva a producdo animal requer redes
laboratoriais regionalizadas, capacitacdo de médicos-veterinarios e zootecnistas, servicos de
apoio técnico, reducdo de custos, padronizacao dos fluxos analiticos e integracao com
métodos microbioldgicos e fenotipicos convencionais (Apruzzese et al., 2019; World Health

Organization, 2023; World Organisation for Animal Health, 2024; Zanotelli, 2023).

Contudo, nos ultimos anos, novas solugoes tém sido desenvolvidas para aproximar o
sequenciamento gendomico das demandas do campo e dos sistemas de producdao animal. O
equipamento MinlON, baseado na tecnologia de sequenciamento por nanoporo da Oxford
Nanopore Technologies, representa um exemplo importante desse avanco, por ser um
sequenciador portatil, capaz de gerar leituras longas e dados em tempo real, com menor custo
relativo de implantacdo quando comparado a plataformas gendmicas convencionais. Essas
caracteristicas ampliam seu potencial de uso em situacdes que exigem respostas mais rapidas,
como investigacdo de surtos, identificacdo de patégenos bacterianos, deteccao de genes de
resisténcia e vigilancia em satide animal, seguranca dos alimentos e Saide Unica. Além disso,
a integracao entre sequenciamento portatil, automacdo laboratorial, inteligéncia artificial,
algoritmos de andlise genomica e bancos de dados especializados tende a tornar os
diagnésticos microbiologicos mais rapidos, precisos e acessiveis. Ainda assim, sua aplicacao
rotineira na medicina veterindria e na producao animal depende de validacdao dos protocolos,
capacitacdo profissional, infraestrutura minima de laboratério, controle de qualidade das
amostras e integracdo com métodos microbioldgicos e fenotipicos convencionais (Goodwin,

McPherson e McCombie, 2016; Jain et al., 2016; Tyler et al., 2018).

Desse modo, é observado que as ferramentas de sequenciamento e andlise genomica

representam uma significancia nas estratégias para reducao de perdas na produtividade na
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producdo animal. Além dessas tecnologias que auxiliam no melhoramento genético, elas se
mostram presentes em outras perspectivas como deteccdo de patégenos e monitoramento de
resisténcia antimicrobiana, por exemplo. Embora que o seu uso ainda encontra entraves
relacionados a custo, infraestrutura e capacitacao técnica, a tendéncia é que estas tecnologias
passem a se tornar cada vez mais acessiveis para que fortalecam programas da vigilancia
sanitaria para a promocao de uso racional de antimicrobianos que consequentemente gerara
um sistema produtivo mais eficiente e sustentavel se baseando ainda mais com as diretrizes da

Satde Unica (Wisniewski et al., 2024; World Health Organization, 2024).
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3 METODOLOGIA

O sequenciamento genomico foi realizado utilizando a plataforma Illumina MiSeq,
com geracdo de leituras pareadas e cobertura de 75%. As leituras brutas foram avaliadas com o
FastQC (Andrews, 2010), com relatérios integrados por meio do MultiQC (Ewels et al.,
2016). A remocdo de adaptadores e bases de baixa qualidade foi realizada utilizando Trim
Galore/Cutadapt e Trimmomatic (Martin, 2011; Bolger et al., 2014). A montagem do genoma
foi conduzida com o software Unicycler (versao 0.5.0), em modo conservador, visando maior

confiabilidade estrutural da montagem (Wick et al., 2017).

A qualidade da montagem foi avaliada por meio de métricas de contiguidade e
completude, incluindo nimero de contigs, tamanho total do genoma, N50, L50 e contetido
GC, utilizando as ferramentas QUAST e assembly-stats, complementadas pelo mapeamento
das leituras contra a montagem final (Gurevich et al., 2013). A integridade gendmica e a
ocorréncia de eventuais eventos de contaminacdo foram avaliadas com CheckM e BUSCO,
considerando marcadores conservados esperados para genomas bacterianos (Parks et al.,

2015; Manni et al., 2021).

A cepa HOVB2, uma das integrantes dos 51 genomas selecionados para o estudo, teve
sua anotacao genomica inicialmente realizada com o NCBI Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (PGAP) (Tatusova et al., 2016). Para padronizacdo das andlises comparativas entre
os 51 genomas, foi utilizado o software Bakta (Schwengers et al., 2021), cujos resultados

serviram como base para as analises subsequentes.

Para esta andlise comparativa, foram selecionados 51 genomas publicos disponiveis
nas bases GenBank/Assembly e NCBI Pathogen Detection. A selecdo considerou critérios
taxonomicos, epidemioldgicos e técnicos, incluindo classificagdo como membros do
complexo Enterobacter cloacae, disponibilidade de metadados, origem da amostra, pais e ano
de isolamento, nivel de montagem, tamanho gendmico, nimero de contigs, N50, completude
e auséncia de contaminacdo excessiva. Os metadados foram organizados em planilha
padronizada, permitindo a classificacao dos isolados de acordo com a origem humana, animal,
ambiental ou alimentar, bem como sua estratificacdo em diferentes interfaces epidemiologicas

sob a perspectiva de Satide Unica.
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A caracterizacdo do resistoma foi realizada por meio da identificacdo de genes e
mutacgOes associados a resisténcia antimicrobiana utilizando o AMRFinderPlus (Feldgarden et
al., 2021), o CARD-RGI (Alcock et al., 2023) e a ferramenta Abricate, empregando a base de
dados ResFinder (Zankari et al., 2012). Os resultados foram filtrados de acordo com critérios
de identidade, cobertura e classe antimicrobiana, com atencdo especial para genes associados
a beta-lactamases, carbapenemases, aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas e

tetraciclinas.

A andlise do viruloma foi realizada por meio da identificacdo de genes associados a

fatores de viruléncia utilizando a Virulence Factor Database (VFDB) (Liu et al., 2022).

A andlise do plasmidoma foi conduzida utilizando o MOB-suite (Robertson; Nash,
2018) e o PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014), visando identificar contigs de provavel
origem plasmidial, replicons plasmidiais e grupos de mobilizacdo. A identificacao de
elementos genéticos moveis foi complementada pela busca de profagos, ilhas genomicas e
regioes adquiridas horizontalmente utilizando o PHASTEST (Wishart et al., 2023), o
mobileOG-db (Brown et al.,, 2022) e a plataforma PhaBox, com seus modulos PhaMer,
PhaTYP e PhaGCN, utilizada para a identificacao e caracterizacdo de bacteri6fagos (Shang et
al., 2023). A andlise de regides génicas especificas, incluindo aquelas associadas ao gene
ampC e a genes de resisténcia adjacentes a elementos moveis, foi realizada com o auxilio do

software clinker (Gilchrist; Chooi, 2021).

A analise taxonomica refinada foi conduzida por meio do calculo da Identidade
Nucleotidica Média (ANI), utilizando o software FastANI (Jain et al., 2018), e pela
comparagdo com cepas de referéncia por meio da plataforma TYGS (Meier-Kolthoff; Goker,
2019). Para a investigacdo das relacGes evolutivas entre os isolados, foi realizada uma analise
de pangenoma utilizando o software Panaroo (Tonkin-Hill et al., 2020), sendo o Roary
empregado como ferramenta complementar para comparagdo das matrizes de presencga e
auséncia génica (Page et al., 2015; Lamkiewicz et al., 2023). A partir do alinhamento do
genoma central (core genome) obtido nessa etapa, foi realizada a inferéncia filogenética
utilizando o IQ-TREE 2 (Minh et al., 2020; Nguyen et al., 2015), com selecdo automatica do
modelo evolutivo por meio do ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) e suporte
estatistico estimado por 1.000 réplicas de ultrafast bootstrap (UFBoot) (Hoang et al., 2018) e
pelo teste de razdo de verossimilhanga aproximada SH-aLRT. A visualizagdo e anotacao das

arvores filogenéticas foram realizadas utilizando a plataforma iTOL (Letunic; Bork, 2024).
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As analises estatisticas e a estruturagdo de dados foram realizadas no ambiente R (R
Core Team, 2026), com o objetivo de avaliar possiveis associacdes entre a origem dos
isolados e a presenca de determinantes genéticos de interesse, incluindo genes de resisténcia
antimicrobiana, fatores de viruléncia, replicons plasmidiais e elementos genéticos maveis.
Para a manipulacdo, mineragdo de textos brutos e tratamento das tabelas gendmicas, utilizou-
se o ecossistema de pacotes tidyverse (Wickham et al., 2019), empregando os pacotes dplyr,
stringr e puritr na padronizacdo de identificadores e cruzamento com os metadados
epidemiol6gicos. Para variaveis categoricas, foram aplicados o teste exato de Fisher ou o
teste do qui-quadrado de Pearson, conforme o tamanho amostral e a distribuicdo esperada das
frequéncias. O ambiente R também foi empregado na construcdo de matrizes bindrias de
presenca e auséncia com o pacote tidyr, bem como na confeccdo de graficos de distribuicdo,
mapas de calor (heatmaps) e figuras comparativas estratificadas por interface ecoldgico-

epidemiol6gica geradas via ggplot2 e scales.
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4 RESULTADOS

4.1. Caracterizacao geral do conjunto de genomas de Enterobacter hormaechei incluidos

no estudo

O banco de dados foi formado por 51 genomas ptiblicos de Enterobacter hormaechei,
recuperados do repositério NCBI, entre os quais estd incluida a cepa HOVB2, obtida de um
caso de onfalite bovina e utilizada como genoma de referéncia nas analises comparativas
realizadas neste estudo. Observou-se uma variacao de tamanho dos genomas selecionados de
4,76 a 5,46 Mb, e N50 entre 35.007 e 4.887.670 pb, evidenciando diferentes niveis de

contiguidade entre as montagens analisadas.

Quanto a origem dos isolados, observou-se predominio de amostras humanas (n = 37;
72,5%). Os demais genomas foram provenientes de fontes ambientais (n = 5; 9,8%), bovinos
(n = 3; 5,9% — incluindo a cepa HOVB2), animais de companhia (n = 3; 5,9%), animais

silvestres (n = 2; 3,9%) e alimentos (n = 1; 2,0%).

A distribuicdo epidemioldgica dos isolados e os principais parametros de qualidade
das montagens gendmicas encontram-se apresentados na Tabela 1, enquanto os metadados

completos de cada genoma analisado estdao disponiveis na Tabela Suplementar S1.

Tabela 1 — Resumo da distribuicdo epidemioldgica e dos parametros qualitativos de
montagem dos 51 genomas de Enterobacter hormaechei incorporados ao estudo, estratificados
por origem do isolado. A relacao completa dos metadados encontra-se na Tabela Suplementar

S1, em anexo.

Quantitativo Hospedeiro Fonte de E)gc[l:)s)ao N50 CDS Periodo de
de Amostras  (Origem) Isolamento (Média) (Média) (Média) Referéncia
37 Humano Matrizes biol6gicas 5,16 285.99 5.091* Dez/2014 a
(sangue, urina e tecidos) 9 Mar/2025
5 Ambiental  Efluente hospitalar, dreno 5,03 4952 Ago/2022 a
cirdrgico, superficies de Nov/2025
hospital veterinério,
amostra associada a toninha
3 Bovino Umbilico (onfalite), leite 4,94 220.62 4.784 Nov/2021 a
mastitico 5 Mar/2023
3 Animal de Ferida cirtirgica, glandula 4,88 255.29 4.769 Ago/2022 a

companhia adrenal, osso 1 Jul/2024
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Extensao

Quantitativo Hospedeiro Fonte de (Mb) N50 CDS Periodo de
de Amostras  (Origem) Isolamento (Média) (Média) (Média) Referéncia
2 Silvestre/ Lesdo bucal, sangue 5,07 157.02 5.132 Mai/2018 a

réptil 7 Ago/2018

1 Alimento Nado especificada 5,36 169.05 5.338 Out/2024

1

Nota: (*) A média de CDS do grupo Humano foi calculada com base em 36 dos 37 genomas, uma vez
que o isolado mais antigo do conjunto (submetido em 2014) ndo apresenta essa informacao disponivel
nos metadados do NCBI, o que inviabiliza sua inclusdao no calculo sem comprometer a precisao da
média. O isolado classificado como "Ambiental" associado a toninha (Pontoporia blainvillei) nao
possui hospedeiro determinado nos metadados oficiais do NCBI (Host: N.D.); sua classificacdo nesta
categoria considerou a fonte de isolamento declarada (associagdo com o animal), adotando-se critério
conservador diante da auséncia de confirmacdo formal do hospedeiro, de modo a evitar inferéncias

ndo sustentadas pelos dados disponiveis.

4.2 Anotacdo genomica e caracteriza¢ao funcional dos isolados

A anotacdo genomica global foi realizada utilizando o software Bakta, permitindo a
caracterizacdo da arquitetura estrutural e do repertério funcional dos genomas de E.
hormaechei. Entre os 51 genomas analisados, destaca-se o isolado HOVB2, obtido de um
bezerro com onfalite, cuja colonia foi recuperada por sedimentacdao em placa de agar sangue
exposta em ambiente aberto, sendo posteriormente isolada e utilizada como genoma de
referéncia para as analises comparativas realizadas neste estudo. Com base nos metadados de
origem, os isolados foram estratificados em trés interfaces epidemiolégicas da Satide Unica:

Clinica (Humana), Animal (Producao/Pet) e Ambiental/Silvestre (Tabela 2).

Os genomas analisados mostraram uma estabilidade nas caracteristicas estruturais
basicas. O tamanho total dos genomas variou entre 4,76 a 5,46 Mb, com médias aproximadas
entre as Interfaces Clinica (5,13 Mb), Ambiental/Silvestre (5,07 Mb) e Animal (4,98 Mb). O
contetido guanina + citosina (GC) apresentou conservado na faixa de 54 a 55%, uma
assinatura taxonomica de certa forma esperada por se tratar de uma bactéria do CEC. A alta
densidade codificada observada possui a média geral de 89%, indicando alta proporgao de

regioes genomicas destinadas a codificacdo de proteinas.
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A anotagdo realizada pelo Bakta identificou diferencas discretas no niimero médio de
sequéncias codificadoras de proteinas (CDSs) entre as interfaces epidemiolégicas avaliadas.
Os isolados pertencentes a interface Clinica apresentaram média de 4.876,1 CDSs, enquanto
os isolados da interface Ambiental/Silvestre apresentaram média de 4.778,2 CDSs e os da
interface Animal, média de 4.704,1 CDSs. O isolado HOVB2 apresentou um total de 4.778

CDSs, permanecendo dentro da variacao observada entre os genomas analisados.

Em relacdio aos elementos funcionais identificados pelo Bakta, os genomas
apresentaram médias semelhantes de tRNAs, tmRNAs, ncRNAs e pseudogenes entre as
diferentes interfaces epidemiol6gicas. A interface Clinica apresentou média de 70,3 tRNAs, 1
tmRNA, 75,5 ncRNAs e 13,8 pseudogenes, enquanto a interface Animal apresentou médias
de 65,4 tRNAs, 1 tmRNA, 72,1 ncRNAs e 13,1 pseudogenes. A interface Ambiental/Silvestre
apresentou média de 63,0 tRNAs, 1 tmRNA, 74,7 ncRNAs e 13,5 pseudogenes.

De maneira geral, os resultados demonstram que os genomas analisados apresentam
caracteristicas estruturais e funcionais conservadas, incluindo o isolado HOVB2, que
apresentou perfil gendmico compativel com os demais membros do conjunto avaliado. A
distribuicdo dos parametros de anotacao funcional entre as diferentes interfaces

epidemiol6gicas esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo epidemiolégica e caracterizacao funcional dos 51 genomas de

Enterobacter hormaechei incorporados ao estudo, conforme as interfaces da Satide Unica.

Interface N° de Regides Média de Média Média Média Média de

Epidemiolégica Isolados do Brasil (Proctlziias) tR(li\Ie As tml‘lilil As ncl;ilsl As Pseudsogene
SE (25),

Interface Clinica CO (7),

(Humana) 37 N (), 4.876,1 70,3 1 75,5 13,8
N.D. (3)

) SE (4), S

Interface Animal 7 (2,ND.  4.704,1 65,4 1 72,1 13,1

(Producao/Pet) 1)

Ir}terface Ambiental / 7 SE (3), S 4.778,2 63,0 1 74,7 135

Silvestre 4)

Fonte: Elaborada nos dados gerados pelo software Bakta.

Nota: CDS: sequéncias codificadoras de proteinas (coding sequences); tRNA: RNA transportador;
tmRNA: RNA transportador-mensageiro (transfer-messenger RNA); ncRNA: RNA nao codificante.
Regides do Brasil: N = Norte; CO = Centro-Oeste; SE = Sudeste; S = Sul; N.D. = regido nao

determinada nos metadados do isolado. As médias da Interface Clinica foram calculadas com base em
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32 dos 37 isolados, e as da Interface Ambiental/Silvestre com base em 6 dos 7 isolados, uma vez que

os demais nao apresentaram dados de anotacao disponiveis na saida do Bakta.

4.3 Confirmacao taxonomica e proximidade genomica por Identidade Nucleotidica
Média (ANI)

A taxonomia e a avaliacdo de proximidade gendmica dos isolados em escala global
foram confirmadas por meio da analise de Identidade Nucleotidica Média (ANI) no modo all-
to-all (todos contra todos), abrangendo os genomas estruturados no estudo. Os resultados que
foram gerados por meio da matriz de identidade foram plotados na forma de mapa de calor

com acompanhamento hierarquico (clustermap) (Figura 1).
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Figura 1 — Clustermap de ANI dos 51 genomas de E. hormaechei com destaque para a cepa
HOVB2.
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Fonte: Elaborada com base em dados do NCBI GenBank.

A interpretacdo visual da Figura 1 foi realizada com base no gradiente de cores da
matriz de ANI, no qual os valores mais proximos de 100% indicam maior identidade
nucleotidica entre os genomas comparados. O ponto de corte de aproximadamente 95-96% de
ANI foi utilizado como referéncia para delimitacdo de espécies bacterianas, permitindo
avaliar a consisténcia taxondmica dos isolados incluidos na anélise. De modo geral, observou-
se que os 51 genomas avaliados apresentaram valores elevados de ANI entre si, superiores ao

limite utilizado para separagdo de espécies, o que reforca a adequacao da triagem inicial e a
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identidade taxonomica dos genomas publicos recuperados do NCBI GenBank/Assembly
como pertencentes a E. hormaechei. A diagonal principal da matriz representa a
autocomparagdao de cada genoma consigo mesmo, com valores equivalentes a 100% de

identidade.

No contexto da integracdo entre o isolado local e os genomas ptiblicos disponiveis em
bases internacionais, destaca-se a cepa HOVB2. O dendrograma indica que esse isolado nao
se separou como um grupo isolado em relacdo aos demais genomas analisados, mas se
agrupou junto a um pequeno subclado de linhagens publicas de E. hormaechei,
compartilhando elevados coeficientes de ANI. O genoma mais préximo geneticamente foi o
GCA_049383345.1, com ANI de 99,90%, sugerindo elevada similaridade clonal entre os dois
isolados. Além disso, outros dois genomas apresentaram ANI > 99,0% em relacdao ao HOVB2
(GCA_052074925.1, com 99,56%, e GCA_023093575.1, com 99,08%), enquanto o restante
do conjunto apresentou valores mais moderados, entre 94,77% e 96,33%. O valor minimo de
ANI observado em todo o conjunto (94,77%, frente ao genoma GCA_023893895.1) ficou
discretamente abaixo do limiar de 95% comumente utilizado para delimitacdo de espécies
bacterianas, ponto que merece atencao e verificacdo adicional quanto a identidade taxonémica
desse genoma especifico. Esse resultado sugere elevada proximidade genomica entre a cepa
HOVB2 e um subgrupo restrito de isolados previamente depositados em repositorios ptiblicos

internacionais, notadamente os genomas GCA_049383345.1 e GCA_052074925.1.

A formacdo de blocos de maior similaridade na matriz indica a existéncia de grupos de
genomas mais proximos entre si, possivelmente relacionados a linhagens ou subconjuntos
genomicos dentro de E. hormaechei. Apesar da diversidade de origens epidemiol6gicas,
hospedeiros e localizacGes geograficas representadas nos metadados disponiveis, os altos
valores de ANI demonstram conservagao genomica global entre os isolados avaliados. Assim,
a andlise confirma que o conjunto de genomas selecionado é taxonomicamente coerente e
adequado para as etapas posteriores de comparacdo gendmica, incluindo andlises de

pangenoma, resistoma, viruloma, plasmidoma e filogenia.
4.4 Resistoma Global por Interface Epidemioldgica

A triagem dos determinantes genéticos de resisténcia antimicrobiana, realizada por
alinhamento dos genomas contra o banco de dados Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD), permitiu caracterizar o resistoma dos 51 genomas de Enterobacter

hormaechei analisados neste estudo (incluindo o isolado local HOVB2) (Tabela 3; Figura 2).
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O diagrama de intersecdes do tipo UpSet Plot evidenciou que a interface Clinica Humana
apresentou o maior nimero absoluto de ocorréncias de genes de resisténcia, seguida pelas
interfaces Animal (Producdo/Pet) e Ambiental/Silvestre. Esse padrdo indica maior
concentragdo de determinantes associados a resisténcia nos isolados de origem clinica
humana; entretanto, deve ser interpretado considerando o maior nimero de genomas nesse
grupo em relacdao as demais interfaces. Por isso, a avaliacdo conjunta da Figura 2 com a
Tabela 3 é importante para diferenciar a abundancia absoluta da ocorréncia proporcional dos

genes entre os grupos epidemiologicos.

Figura 2 - Genes de Resisténcia por Interface Epidemiolégica.
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T
750 500 250 0
Total de Genes por Interface

Fonte: Elaborada com base nos resultados das andlises bioinformaticas (2026).

Nota: Genes de resisténcia antimicrobiana identificados por triagem de homologia molecular contra o

banco de dados Comprehensive Antibiotic Resistance Database - CARD.
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Apesar da diferenca quantitativa observada entre as interfaces epidemioldgicas,
identificou-se um conjunto de determinantes de resisténcia amplamente distribuido entre os
genomas avaliados, sugerindo a presenca de um repertdrio basal de resisténcia conservado em
E. hormaechei. Entre esses mecanismos compartilhados, destacou-se o sistema de efluxo
multidrogas da familia RND (Resistance-Nodulation-Division) AcrAB-TolC, constituido
pelos genes estruturais acrA, acrB e tolC. Esse sistema esta associado a extrusdo de diferentes
compostos antimicrobianos, incluindo fluoroquinolonas, tetraciclinas, fenicéis, macrolideos e
alguns beta-lactamicos, além de compostos téxicos ndo antibidticos, como corantes,
detergentes, sais biliares e desinfetantes. Em E. hormaechei, a presenca do sistema AcrAB-
TolC pode contribuir para a reducdao da susceptibilidade a mudltiplas classes de
antimicrobianos, especialmente quando associada a outros mecanismos de resisténcia, como
beta-lactamases AmpC, alteracGes de permeabilidade da membrana externa, mutagoes em
alvos terapéuticos e aquisicao de genes de resisténcia por elementos genéticos méveis. Além
dos genes estruturais, também foi identificado o regulador transcricional marA, associado ao
controle da resposta ao estresse e a modulacdo da expressao de sistemas de efluxo, reforcando

a presenca de mecanismos intrinsecos e regulatdrios de resisténcia nos isolados analisados.

No que se refere a resisténcia aos beta-lactamicos, observou-se a presencga recorrente
de genes cromossomicos relacionados a beta-lactamase AmpC, pertencentes a familia ACT,
em todas as interfaces avaliadas (100%), independentemente da origem epidemioldgica dos
isolados. Esse achado indica que parte importante do resistoma de E. hormaechei esta
associada a caracteristicas intrinsecas da espécie. Em relacdo aos determinantes adquiridos de
maior impacto clinico, as carbapenemases dos grupos blaKPC e blaNDM foram
predominantes na interface Clinica Humana (81,1%), mas nao exclusivas dela: também foram
detectadas na interface Animal — Producao/Pet (33,3%; isolados de gato e cdo) e na interface
Ambiental/Silvestre (25,0%; isolados de dreno cirtirgico e de alimento). Esse padrdo indica
que a circulacdo de carbapenemases ndo estd restrita ao ambiente assistencial humano,
constituindo evidéncia de disseminacdo desses determinantes entre diferentes interfaces

epidemioldgicas, compativel com a perspectiva de Saude Unica.

Tabela 3 — Perfil comparativo de ocorréncia e frequéncia percentual dos principais

determinantes do resistoma global de Enterobacter hormaechei por interface epidemiologica.
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Interface Interface Interface

Classe / Mecanismo Genes Principais Clinica Animal Ambiental
Molecular P (Humana) (Producao/ / Silvestre

(n=37) Pet) (n=6) (n=8)
Efluxo Multidrogas o o o
RND (Core) acrA, acrB, tolC 100% 100% 100%
Reguladores de Efluxo - 10k sdia 100% 100% 100%
(Core)
Beta-lactamase ampC (Familia o o o
Intrinseca ACT) 100% 100% 100%
Carbapenemases blaKPC / blaNDM 81,1% 33,4% 25%
(Adquirida)
Efluxo Acessorio mdtEF-tolC 100% 100% 100%
Amplo
Resisténcia Adquirida Aminoglicosideos / 91,9% 66.7% 100%

Adicional Fluoroquinolonas

Fonte: Elaborada pelo perfil consolidado mediante a triagem de homologia molecular frente ao banco
de dados CARD.

O perfil de resisténcia adquirida apresentou distribuicdo mais concentrada, mas nao
exclusiva, na interface Clinica Humana, na qual foi observado maior aciimulo proporcional de
determinantes associados a antimicrobianos de importancia critica, incluindo carbapenemases
e genes relacionados a resisténcia a aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Nesse contexto, a
cepa local HOVB2 ndo apresentou genes de carbapenemase, distinguindo-se do perfil
predominante da prépria interface Clinica nesse aspecto; entretanto, exibiu um repertorio de
resisténcia adquirida relevante, incluindo a beta-lactamase de espectro estendido CTX-M-15,
a beta-lactamase TEM-1, o determinante plasmidial de resisténcia a fluoroquinolonas
QnrB17, além de genes associados a resisténcia a aminoglicosideos, sulfonamidas,
trimetoprima e tetraciclina. Notavelmente, a deteccao de carbapenemases em isolados das
interfaces Animal (gato e cdao) e Ambiental/Silvestre (dreno cirtrgico e alimento) indica que
esses determinantes ndao estdao confinados ao ambiente assistencial humano, reforcando a
hipotese de disseminacdo de resisténcia entre interfaces epidemioldgicas distintas. Esse
padrdo sugere que, no conjunto analisado, o repertdrio basal de resisténcia de E. hormaechei é
amplamente conservado entre todas as interfaces, enquanto o componente acessorio de maior
impacto clinico embora mais concentrado nos isolados humanos ndo € exclusivo,
evidenciando a relevancia da abordagem de Saiide Unica para a vigilancia da resisténcia

antimicrobiana nessa espécie.
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4.5. Viruloma Global por Interface Epidemiolégica

O mapeamento dos fatores de viruléncia preditos, realizado por triagem de homologia
molecular dos genomas contra o banco de dados Virulence Factor Database (VFDB), permitiu
caracterizar o viruloma global de E. hormaechei por interface epidemiologica (Figura 3;
Tabela 4). A Figura 3 evidenciou um conjunto expressivo de 108 determinantes
compartilhados entre as interfaces Clinica Humana, Animal (Producdo/Pet) e
Ambiental/Silvestre, indicando a presenca de um repertério basal de viruléncia conservado
entre 0os genomas avaliados. Além desse conjunto comum, foram observados 28
determinantes exclusivos da interface Clinica Humana, oito compartilhados entre as interfaces
Clinica Humana e Animal, e um determinante exclusivo da interface Ambiental/Silvestre.
Esse padrdo demonstra que, embora exista um nicleo de genes de viruléncia amplamente
distribuido na espécie, ha também um componente acessorio mais evidente nos isolados
clinicos humanos, possivelmente relacionado a adaptacdo a ambientes assistenciais,

colonizacgao, persisténcia bacteriana e aquisicao de elementos genéticos adicionais.

Figura 3 - Diagrama de intersecoes dos determinantes do viruloma global de Enterobacter

hormaechei por interface epidemiolégica.
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Fonte: Elaborada com base nos resultados das andlises bioinformaticas (2026).

Nota: A triagem dos fatores de viruléncia foi realizada por homologia molecular contra o banco de
dados Virulence Factor Database — VFDB. As barras verticais superiores representam o nimero de
determinantes de viruléncia presentes em cada intersecdo entre as interfaces epidemiolégicas. Os
pontos pretos indicam quais interfaces compdem cada intersecdo, enquanto as barras horizontais a
esquerda representam o total de determinantes identificados em cada interface.Dos 51 genomas
avaliados no estudo, 46 apresentaram host identificado com resolucdo suficiente para inclusdo nesta
analise, distribuidos nas interfaces clinica humana (n = 37), animal em producédo ou de companhia (n =
7) e ambiental/silvestre (n = 2). Cinco isolados de origem ambiental confirmada, porém sem
identificacdo do hospedeiro nos metadados publicos (GCA_024733415.1, GCA_049383345.1,
GCA_052074925.1, GCA_052078775.1 e GCA_053339215.1), ndo foram incluidos nesta

estratificacdo e, portanto, ndo estdo representados no diagrama.

Entre os componentes compartilhados, destacou-se a presenca do operon csg (csgA—
csgG), associado a sintese de fimbrias do tipo curli. Essas estruturas participam da adesdo
bacteriana, agregacdo celular e formacdao de biofilme, favorecendo a persisténcia em
superficies bioldgicas e abioticas, como tecidos, equipamentos, instalagdes hospitalares,

ambientes produtivos e superficies relacionadas a cadeia agroalimentar. Também foram
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identificados genes relacionados a aquisicdo de ferro, incluindo componentes da biossintese e
captacdo do sideroforo enterobactina, como entB, entC, entE, fepA e fepB, além do regulador
fur e do gene chuA, associado a captacdao de heme.

A Tabela 4 também demonstrou ampla distribuicdao de genes relacionados ao Sistema
de Secrecao do Tipo VI (T6SS), incluindo componentes estruturais e genes associados ao
funcionamento do sistema, como clpV/tssH e hcp. O T6SS é um sistema multiproteico
presente em bactérias Gram-negativas, responsavel pela entrega de efetores contra células
bacterianas ou eucarioticas, participando de competicdo microbiana, adaptacao ambiental e
interagao com o hospedeiro.

J& no componente acessorio do viruloma, os genes associados aos sideréforos
salmochelina (iroB, iroC, iroD, iroE e iroN) e yersiniabactina (ybtA, ybtE, irpl e irp2) foram
detectados exclusivamente na interface Clinica Humana. Esse padrdo é consistente com o
fendomeno de imunidade nutricional, no qual o hospedeiro restringe ativamente a
disponibilidade de ferro livre como mecanismo de defesa antimicrobiana, por meio de
proteinas como transferrina, lactoferrina e hepcidina. A presenca de muiltiplos sistemas de
sider6foros nos isolados clinicos humanos pode conferir maior capacidade de competicao por
ferro em sitios de infeccdo invasiva, onde essa restricdio é mais pronunciada, além de
possiveis fungdes acessérias na evasdao da resposta imune do hospedeiro, como ja descrito
para sider6foros homdlogos em outras Enterobacteriaceae patogénicas.

Em conjunto, esses resultados indicam que E. hormaechei apresenta um viruloma
basal compartilhado composto por genes relacionados a adesdo, biofilme, aquisicdo de ferro e
secrecdo bacteriana associado a um componente acessério mais concentrado na interface

clinica humana.

Tabela 4 — Caracterizacdo do repertério e prevaléncia dos componentes do viruloma de

Enterobacter hormaechei nos genomas com interface epidemioldgica identificada.
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Interface Interface

Classe / Fator de S Clinica Animal Intel.*face

e Genes Principais ~ Ambiental
Viruléncia (Humana) (Producado/Pet) . _

(n=37) (n=7) / Silvestre (n=2)
Adesio e Biofilme (Core) gig’g’ zzgf: iigg csgD, 100% 100% 100%
(o] (o} (o}

(Sé(ierre(;foro Enterobactina ;:ptg, ;::C, entE, fepA, 100% 100% 100%
Captacdo de Heme (Core)  chuA 100% 100% 100%
Sistema de Secrecdo Tipo  Cluster principal (tss1 / o o o
VI (T6SS) clpV1 / hepl) 91,89% 100% 100%
Slderoforo‘Adlaonal 1.roB, iroC, iroD, iroE, 35.14% 0% 0%
Salmochelin iroN
Sideréforo Adicional YbA, ybtE, irpl, irp2 5.41% 0% 0%

Yersiniabactina

Fonte: Elaborada com base no perfil consolidado mediante a triagem de homologia molecular frente

ao banco de dados VFDB.

Nota: Dos 51 genomas avaliados, 46 apresentaram host identificado com resolugdo suficiente para
inclusdo nesta andlise de viruloma, distribuidos nas interfaces clinica humana (n = 37), animal em
producao ou de companhia (n = 7) e ambiental/silvestre (n = 2). Os isolados GCA_024733415.1
(ES1), GCA_049383345.1 (ES5), GCA_052074925.1 (ES6), GCA_052078775.1 (ES7) e
GCA_053339215.1 (ES8), de origem ambiental confirmada mas sem identificagdo do hospedeiro nos
metadados publicos, ndo foram incluidos nesta estratificacdo especifica. Os percentuais foram

calculados utilizando como denominador o nimero de genomas classificados em cada interface.

4.6. Distribuicao e Mobilidade do Plasmidoma (MOB-suite e PlasmidFinder).

A caracterizacdo do plasmidoma global dos 51 genomas de E. hormaechei apresentou
uma distribuicdo de elementos genéticos moveis entre as trés interfaces epidemioldgicas
avaliadas: Clinica Humana, Animal (Producdo/Pet) e Ambiental/Silvestre. A integracao das
ferramentas PlasmidFinder, para identificacdo de replicons, e MOB-suite, para predicao de
mobilidade, permitiu mapear o perfil de resisténcia potencial e a capacidade de transferéncia
horizontal desses elementos genéticos moveis (Tabela 5).

Foram identificados 229 elementos plasmidiais no conjunto de genomas avaliados,
evidenciando desigualdade quantitativa possivelmente associada a pressdao seletiva do
ambiente hospitalar. A interface Clinica (Humana) concentrou a maior parte desses
elementos, com um total de 197 plasmideos, dos quais 63 foram classificados pelo MOB-suite

como conjugativos (alta mobilidade) e 64 como mobilizaveis (média mobilidade). A elevada
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proporcdo de plasmideos autotransferiveis ou passiveis de mobilizagdo em ambiente clinico
indica que o plasmidoma hospitalar de E. hormaechei funciona como um reservatério
dinamico para a disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos de ultima linha, como
as carbapenemases.

Na interface Animal (Producdo/Pet), observou-se um cendrio intermediario relevante,
com um total de 26 plasmideos detectados, dos quais 9 foram preditos como conjugativos e
11 como mobilizaveis. A presenca dessas plataformas de alta e média mobilidade em isolados
de origem animal constitui um alerta epidemioldgico, sugerindo que esses hospedeiros atuam
como elos ativos na persisténcia e circulagdio de plasmideos com perfil semelhante ao
observado em isolados humanos. Em contrapartida, a interface Ambiental/Silvestre exibiu o
perfil mais restrito, com apenas 6 elementos identificados; contudo, destaca-se que metade
desses plasmideos (3) foi caracterizada como conjugativa, demonstrando que, mesmo em
nichos com menor pressdo antimicrobiana direta, a capacidade de transferéncia horizontal

autébnoma é preservada.

Tabela 5 - Quantificacdo absoluta da classe de mobilidade de plasmideos por interface
ecologica.

Conjugativo  Mobilizavel

Interface Ecolégica (Alta (Média Nao-mobilizavel (T}z;&;ll
Mobilidade) = Mobilidade)

Interface Clinica (Humana) 63 64 70 197

Interface Animal

(Producao/Pet) J H 6 26

Interface Ambiental / 3 3 0 6

Silvestre

Fonte: Elaborada com base nos resultados das andlises de predi¢do molecular via pipeline MOB-suite.
Nota: A classificacdo de mobilidade foi realizada pelo MOB-suite, que categoriza os elementos
plasmidiais preditos em trés classes: conjugativos (alta mobilidade), que possuem maquinaria
completa de conjugacdo e podem se autotransferir entre células bacterianas; mobilizaveis (média
mobilidade), que dependem da maquinaria de conjugacdo de outro elemento presente na mesma célula
para serem transferidos; e ndo-mobilizaveis, que ndo apresentam determinantes genéticos associados a
transferéncia horizontal. A quantificacdo apresentada refere-se ao total de elementos plasmidiais
preditos nos 51 genomas avaliados, distribuidos conforme a interface epidemiolégica de origem do

isolado.

Os dados do PlasmidFinder, cruzados por interface, evidenciaram que os replicons da

familia IncF e o grupo IncHI2 foram predominantes entre os isolados avaliados, totalizando
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52 ocorréncias distribuidas de forma desigual entre as interfaces (Tabela 6). O replicon
IncHI2 foi o mais frequente do conjunto (24 ocorréncias), seguido por IncFIB (17
ocorréncias) - o IncHI2, notavelmente, foi o tnico replicon identificado na interface
Ambiental/Silvestre (2 ocorréncias), o que sugere ampla distribuicao ecolégica desse grupo de
incompatibilidade. Ja a variante IncFIA mostrou-se pouco representada (2 ocorréncias),
restrita exclusivamente a interface Clinica Humana. Esses grupos de incompatibilidade sao
classicamente reconhecidos na literatura por sua estabilidade metabdlica e capacidade de

rearranjo genomico, carreando frequentemente cassetes multirresistentes.

Tabela 6 - Distribuicdo quantitativa dos replicons plasmidiais identificados pelo
PlasmidFinder por interface epidemioldgica.

Interface Ecolégica IncFIA IncFIB IncFII IncHI2 (T;(:!:;ll
Interface Clinica 7 14 7 19 42
(Humana)

Interface Animal

(Produgao/Pet) 0 > ? ’ °
Interface Ambiental / 0 0 0 2 2

Silvestre

Fonte: Elaborada com base nos resultados das andlises de identificacdo de replicons via

PlasmidFinder.

Nota: Os valores representam o numero absoluto de ocorréncias de cada replicon identificado nos
genomas de cada interface epidemiolégica. Um mesmo isolado pode carrear mais de um replicon
simultaneamente, de modo que o total geral ndo corresponde necessariamente ao nimero de isolados
da interface. IncFIA, IncFIB e IncFII sdo variantes do grupo de incompatibilidade IncF; IncHI2
constitui grupo de incompatibilidade distinto, classicamente associado a plasmideos de grande porte e

a disseminagao de cassetes multirresistentes.

A deteccao desses mesmos perfis de replicons circulando entre isolados de origem
animal e humana reforca o conceito de Satide Unica, ao evidenciar a auséncia de barreiras
rigidas entre os ambientes clinico, animal e ambiental. Os resultados indicam que essas trés
esferas ndo operam de forma isolada; ao contrario, os plasmideos de E. hormaechei parecem
atuar como elementos de conexdo entre elas, favorecendo a disseminacdo de genes de

resisténcia entre interfaces epidemiologicas distintas.



47

4.7. Caracterizacao de elementos fagicos preditos por interface epidemiologica

A triagem realizada com a plataforma PhaBox identificou 821 sequéncias com
caracteristicas fagicas nos genomas de E. hormaechei. A predicdo do estilo de vida, realizada
pelo modulo PhaTYP, classificou 492 elementos como temperados (59,9% das detecgoes),
131 como virulentos (16,0%) e 198 como indeterminados (24,1%), evidenciando o

predominio de elementos temperados no conjunto analisado (Figura 4; Tabela 7).

Figura 4 - Distribuicdo dos estilos de vida preditos pelo PhaTYP para os elementos fagicos

identificados pelo PhaBox, segundo as interfaces epidemiolégicas de Satide Unica.

Estilo de Vida do Fago (PhaTYP) |:| Indeterminado |:| Temperado |:| Virulento

400

300

200

100

Quantidade Absoluta de Fagos Detectados

. —] [ ]

CS - Interface Clinica (Humana) Interface Animal (Produgéo/Pet) . Interface Ambiental / Silvestre
Interface Epidemiolégica (Saude Unica)

Fonte: Elaborado com base nas predicoes realizadas pelo PhaBox e pelo PhaTYP.

Por interface epidemiolégica, a Clinica (Humana) concentrou a maior parte dos
elementos identificados, com 716 sequéncias fagicas, das quais 421 (58,8%) foram
classificadas como temperadas, 107 (14,9%) como virulentas e 188 (26,3%) como
indeterminadas. Na interface Animal (Producao/Pet), foram identificados 62 elementos, sendo
34 (54,8%) temperados, 21 (33,9%) virulentos e 7 (11,3%) indeterminados. Ja a interface
Ambiental/Silvestre apresentou 43 elementos, dos quais 37 (86,0%) foram classificados como

temperados, 3 (7,0%) como virulentos e 3 (7,0%) como indeterminados.

O predominio de elementos temperados foi consistente nas trés interfaces, sendo
particularmente acentuado na interface Ambiental/Silvestre. Ainda assim, as diferencas nas
contagens absolutas devem ser interpretadas com cautela, uma vez que refletem, em parte, o

nimero desigual de genomas representados em cada interface, e ndo necessariamente uma
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diferenca bioldgica proporcional entre elas. Adicionalmente, os resultados correspondem a
predicdes bioinformadticas do estilo de vida dos elementos fagicos, ndao constituindo
confirmacdo experimental de integragdo cromossomica, atividade viral ou participacdo efetiva

na transferéncia horizontal de genes.

Tabela 7 — Distribuicdo dos estilos de vida preditos pelo PhaTYP para os elementos fagicos

identificados pelo PhaBox, por interface epidemiologica.

Interface Epidemiolégica Temperado Virulento Indeterminado Total
Interface Clinica (Humana) 421 (58,8%) 107 (14,9%) 188 (26,3%) 716
Interface Animal (Produgéo/Pet) 34 (54,8%) 21 (33,9%) 7 (11,3%) 62
Interface Ambiental / Silvestre 37 (86,0%) 3(7,0%) 3 (7,0%) 43
Total Geral 492 (59,9%) 131 (16,0%) 198 (24,1%) 821

Fonte: Elaborada com base nas predicdes realizadas pelo PhaBox e pelo PhaTYP.

Em relacdo a classificacao taxonomica dos elementos identificados, o PhaBox atribuiu
genero viral a 267 das 821 sequéncias (32,5%), destacando-se Biavirus (44 ocorréncias),
Cobrasixvirus (22), Punavirus (21), Lambdavirus (20) e Eganvirus (18) como os géneros mais
representados, refletindo a ampla diversidade taxonomica de elementos fagicos associados a
E. hormaechei (Tabela 8). Quanto ao hospedeiro predito, 610 sequéncias (74,3%)
apresentaram indicacao de hospedeiro bacteriano, das quais 433 (52,7%) corresponderam a
géneros pertencentes a ordem Enterobacterales - incluindo Escherichia, Enterobacter,
Salmonella, Klebsiella, Citrobacter, Atlantibacter e Pectobacterium -, resultado consistente
com a origem taxondmica dos genomas avaliados e reforcando a plausibilidade biologica das
predicoes realizadas pelo PhaBox. A relacdo completa de géneros virais e hospedeiros

preditos esta disponivel na Tabela Suplementar S2.
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Tabela 8 — Sumadrio da sistematizacdo taxonomica dos elementos fagicos via PhaBox,

estruturada por género viral e hospedeiro bacteriano predito.

Categoria N %

Classificacdo por Género Viral

Biavirus 44 5,4%
Cobrasixvirus 22 2,7%
Punavirus 21 2,6%
Lambdavirus 20 2,4%
Eganvirus 18 2,2%
Demais géneros (47 grupos adicionais) 142 17,3%
Subtotal — género definido 267 32,5%
Género ndo identificado 554 67,5%
Total absoluto 821 100%

Classificacdo por Hospedeiro Bacteriano Predito

Géneros vinculados a ordem 433 52,7%
Enterobacterales

Diferentes taxons (ndo Enterobacterales) 177 21,6%
Subtotal — hospedeiro determinado 610 74,3%
Hospedeiro ndo identificado 211 25,7%
Total absoluto 821 100%

Fonte: Elaborada com base nas inferéncias geradas via PhaBox.

Nota: O calculo percentual tomou como base a amostragem de 821 elementos fagicos. As somas
parciais refletem a agregacdo de sequéncias com classificacdao definida antes da insercdo do
contingente ndo determinado. O agrupamento "Géneros vinculados a ordem Enterobacterales” abrange
hospedeiros potenciais dos géneros Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Klebsiella, Citrobacter,
Atlantibacter, Pectobacterium, Cronobacter, Serratia, Raoultella, entre outros. O detalhamento integral

de géneros e hospedeiros preditos encontra-se sistematizado na Tabela Suplementar S2 (Apéndice B).
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4.8. Caracterizacao do genoma central e acessorio de E. hormaechei por interface

epidemiologica.

A andlise do pangenoma de E. hormaechei, realizada com o software Panaroo,
permitiu caracterizar a distribuicdo dos genes entre os componentes do genoma central (core
genome) e do genoma acessério dos 51 genomas avaliados, incluindo o isolado HOVB2

(Figura 5).

O pangenoma foi composto por 11.770 grupos génicos, dos quais 3.120 (26,5%) foram
classificados como pertencentes ao core genome. Esse conjunto corresponde aos genes
compartilhados por todos os isolados analisados, incluindo o HOVB2, representando a fragao

mais conservada do repertério genético da espécie no conjunto avaliado.

O genoma acessorio compreendeu 8.650 grupos génicos (73,5% do pangenoma),
sendo constituido por 4.201 genes compartilhados entre duas ou mais interfaces
epidemioldgicas (35,7%) e por 4.449 genes exclusivos de uma Unica interface. Entre estes, a
interface Clinica (Humana) apresentou o maior nimero de genes exclusivos (4.052; 34,4%),
seguida pela interface Animal (Producdo/Pet), com 295 genes (2,5%), e pela interface

Ambiental/Silvestre, com 102 genes (0,9%).

A Figura 5 evidencia que a maior parcela do pangenoma corresponde ao genoma
acessorio, representado pelos genes compartilhados entre interfaces epidemiolégicas e pelos
genes exclusivos de cada grupo. Observa-se que a interface Clinica concentrou o maior
nimero de genes exclusivos, enquanto as interfaces Animal e Ambiental/Silvestre
apresentaram conjuntos exclusivos de menor magnitude. Entretanto, esse padrdao deve ser
interpretado considerando o maior nimero de genomas humanos incluidos na analise, o que

aumenta a probabilidade de identificacdo de genes exclusivos nessa interface.

O isolado HOVB2, pertencente a interface Animal, compartilha os 3.120 genes do
core genome com os demais genomas analisados, evidenciando sua inser¢dao no repertério
genético conservado da espécie. Além disso, a presenca de 4.201 genes acessorios
compartilhados entre mais de uma interface demonstra que parcela expressiva da
variabilidade genomica de E. hormaechei é comum a diferentes origens epidemiologicas. Em
conjunto, esses resultados caracterizam a espécie como portadora de um pangenoma
predominantemente acessorio, evidenciando a elevada diversidade do contetido génico entre

os isolados avaliados.
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Figura 5 - Distribuicdo quantitativa dos componentes do pangenoma de Enterobacter

hormaechei por interface epidemiolégica.
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Fonte: Elaborada conforme analise realizada com o software Panaroo.

Nota: As barras representam a quantidade absoluta de genes classificados como genoma central (core
genome), acessorio compartilhado ou acessorio exclusivo por interface epidemioldgica, conforme

analise realizada com o software Panaroo.

4.9. Analise filogenomica baseada no genoma central

A andlise filogenomica baseada no genoma central permitiu reconstruir as relacées
filogenomicas entre os 51 genomas de Enterobacter hormaechei incluidos no estudo. O
alinhamento do core genome compreendeu 3.482.160 posicGes nucleotidicas compartilhadas,
fornecendo elevada resolucdo para a inferéncia filogenética. A arvore foi reconstruida pelo
método de maxima verossimilhanca utilizando o IQ-TREE 2, com suporte estatistico obtido
por 1.000 réplicas de ultrafast bootstrap, e posteriormente visualizada e anotada no iTOL

(Figura 6).
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Figura 6 — Reconstrucdo filogendmica de maxima verossimilhanca dos 51 genomas de
Enterobacter hormaechei com base no alinhamento do genoma central, evidenciando a

distribuicdo das interfaces epidemiologicas e dos hospedeiros de origem.
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Fonte: Elaborada com base na arvore filogenética gerada pelo IQ-TREE 2 e visualizada/anotada na

plataforma iTOL.

Nota: A reconstrugdo filogenética foi executada via IQ-TREE 2 empregando o alinhamento do
genoma central fornecido pelo software Panaroo, com posterior edicdo grafica e anotagdo na
plataforma iTOL. Os metadados externos discriminam a respectiva interface epidemioldgica e a

natureza do hospedeiro para todos os isolados.

A arvore revelou a formacao de multiplos clados compostos por isolados provenientes
de diferentes interfaces epidemiologicas, sem segregacdo consistente em funcao da origem
humana, animal ou ambiental. Em diversos clados, isolados clinicos agruparam-se com
genomas de origem animal e ambiental, indicando elevada conservacdao do genoma central
entre linhagens provenientes de diferentes hospedeiros e fontes de isolamento.

O isolado HOVB2 (GCA_020982755.1) agrupou-se com linhagens publicas de E.
hormaechei, notadamente com os genomas GCA_049383345.1 e GCA_052074925.1, ndo
formando um ramo filogenético isolado — resultado compativel com a elevada identidade
nucleotidica observada na anélise de Identidade Nucleotidica Média (ANI). A integracdo das

anotacoes referentes a interface epidemioldgica e ao hospedeiro de origem permitiu visualizar
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a distribuicao desses atributos ao longo da arvore filogenética, sem evidenciar segregacao
consistente entre esses atributos e os clados formados.

Em conjunto, os resultados demonstram que os isolados analisados compartilham um
genoma central altamente conservado, enquanto a variabilidade entre as linhagens esta
associada principalmente ao conteido génico acessorio e aos elementos genéticos maveis,

conforme observado nas andlises de pangenoma, resistoma e plasmidoma.
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5 DISCUSSAO

De forma geral, a analise comparativa dos 51 genomas de E. hormaechei, incluindo a
cepa  HOVB2 (GCA_020982755.1) e isolados das interfaces clinica, animal e
ambiental/silvestre, revelou uma espécie taxonomicamente coesa, porém dotada de expressiva
plasticidade genomica. A integracdo dos resultados de ANI, pangenoma, resistoma,
plasmidoma, viroma e filogendmica demonstrou que, embora os isolados compartilhem
elevada identidade nucleotidica e ndo apresentem segregacdo filogenética estrita segundo a
origem epidemiologica, existe ampla diversidade no componente acessorio e nos elementos
genéticos moveis. Esses achados evidenciam a capacidade de adaptacdo de E. hormaechei a
diferentes nichos e reforcam sua relevancia para a circulacdo de determinantes de resisténcia
antimicrobiana na perspectiva de Satde Unica, considerando-se, contudo, a distribuicio
desigual dos genomas entre as interfaces analisadas.

A confirmacdo taxonomica por Identidade Nucleotidica Média (ANI) configurou-se
como uma etapa central e indispensavel para garantir a consisténcia das analises comparativas
realizadas neste estudo. A elevada identidade nucleotidica (variando entre 94,68% e 100% no
modo all-to-all) observada entre os 51 genomas avaliados confirmou sua pertenca a espécie E.
hormaechei, mitigando as incertezas e os obstaculos historicamente associados a classificacao
de membros do complexo Enterobacter cloacae (CEC), um grupo reconhecidamente
heterogéneo e de dificil resolu¢do por métodos fenotipicos convencionais (Jain et al., 2018;
Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019). Ressalva-se que um genoma (GCA_023893895.1)
apresentou valor de ANI proximo ao limiar de 95% comumente utilizado para delimitagdo de
espécies bacterianas, merecendo atengao especifica quanto a sua identidade taxondmica. Essa
homogeneidade taxondmica de base conferiu robustez metodoldgica as etapas subsequentes,
permitindo inferir que as variagOes observadas no pangenoma e no fluxo horizontal de
determinantes adaptativos refletem pressdes microevolutivas e ecologicas reais das interfaces
amostradas, e ndo ruidos decorrentes de erros de especiacao.

Sob a perspectiva da arquitetura genomica, a analise pangendmica revelou um carater
marcadamente aberto e uma expressiva plasticidade evolutiva em E. hormaechei. O
pangenoma total foi composto por 11.743 genes, dos quais apenas 26,5% (3.109 genes)
compuseram o core genome, um padrao condizente com o comportamento de enterobactérias
generalistas com alta capacidade de transicdo entre nichos (Tettelin et al., 2005; De Maayer et

al., 2025). Enquanto os genes constituintes do genoma central asseguram a homeostase
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metabolica basal e a sobrevivéncia celular frente aos estresses fisicos e quimicos ubiquitarios,
o contingente acessorio confere adaptabilidade local.

Nesse contexto, o0s genes acessorios exclusivos mapeados nas interfaces
epidemiol6gicas traduzem diferentes pressoes seletivas locais, sendo que o repertério mais
amplo na Interface Clinica Humana sugere intensa pressao do ambiente hospitalar, enquanto
os repertorios exclusivos mais enxutos nas interfaces animal e ambiental sugerem
especializacGes metabolicas otimizadas para nichos com pressdes seletivas menos
direcionadas. A deteccdao de genes acessorios compartilhados entre duas ou mais interfaces
emerge como evidéncia gendmica direta de conectividade molecular, atuando como pontes
adaptativas dentro do arcabouco de Satide Unica (Tonkin-Hill et al., 2020; Djordjevic et al.,
2024).

No resistoma, observou-se a presenca de um arcabouco basal e conservado de
resisténcia amplamente distribuido entre todas as interfaces, independentemente do nicho,
contemplando o operon estrutural do sistema de efluxo multidrogas da familia RND acrAB-
tolC, o regulador transcricional marA e a beta-lactamase cromossomica intrinseca AmpC
(familia ACT). Esses mecanismos basais funcionam em sinergia com alteracdes de
permeabilidade e por regulacdo de efluxo para limitar a acdo antimicrobiana (Partridge et al.,
2018; Davin-Regli; Lavigne; Pages, 2019).

Por outro lado, os determinantes adquiridos de maior impacto critico na satde publica,
representados pelas carbapenemases (blaKPC e blaNDM), foram predominantes na Interface
Clinica Humana (81,1% dos isolados), mas nao exclusivos dela — também foram detectados
em isolados das interfaces Animal (33,3%; gato e cdao) e Ambiental/Silvestre (25,0%; dreno
cirargico e alimento). Esse gradiente epidemioldgico, mais do que restricdio a um unico
compartimento, reflete o papel das familias de replicons IncF e IncHI2, que predominaram de
maneira marcante nas linhagens humanas e animais. Plasmideos conjugativos e mobilizaveis
dessas familias sdo extensamente descritos na literatura global como os principais veiculos de
rearranjo e disseminacdo de cassetes de multirresistencia (MDR) e metais pesados em
Enterobacteriaceae (Carattoli et al., 2014; Algarni et al., 2024).

Paralelamente a dinamica plasmidial, a caracterizacdo in silico de elementos fagicos
revelou um viroma celular altamente povoado. A acentuada predominancia de fagos com
estilo de vida temperado (lisogénicos) integrados aos isolados de interface clinica e ambiental
sugere que a transducdo especializada opera como uma forga evolutiva complementar agil
para o transito silencioso de genes no ecossistema (Colavecchio et al., 2017; Shang et al.,

2023a). Contudo, convém destacar com cautela que a andlise computacional puramente
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preditiva ndo assume atividade viral e inducdo profagica efetiva sem ensaios wet-lab e
validagao experimental complementar.

A alta prevaléncia desses fagos temperados carrega grande relevancia epidemiologica,
uma vez que, ao integrarem seu material genético ao cromossomo ou plasmidoma bacteriano,
eles atuam como vetores silenciosos para a transferéncia horizontal de genes de viruléncia e
cassetes de resisténcia a antimicrobianos (AMR) por transducdo especializada (Colavecchio et
al., 2017). Por outro lado, fagos com estilo de vida virulento somaram 63 deteccOes na
interface clinica, enquanto 32 elementos foram classificados como indeterminados pelo
algoritmo.

A presenca de fagos na interface ambiental reflete a ecologia dos isolados
provenientes de matrizes de esgoto e aguas superficiais. O esgoto domeéstico e hospitalar
funciona como um ponto critico de convergéncia ecoldgica, onde a alta densidade bacteriana
e a pressao seletiva residual por sanitizantes e antibiéticos favorecem eventos de inducao de
profagos, moldando a evolugdo e a plasticidade genomica do complexo Enterobacter cloacae.
Ressalta-se a deteccao de fagos na amostra isolada de um mamifero marinho silvestre
(Pontoporia blainvillei / toninha-franciscana), o que evidencia a dispersao antropica desses
elementos até a interface marinha.

A interpretacdo funcional do viruloma acrescenta relevancia ecoldgica aos resultados,
mapeando atributos necessarios a persisténcia e a colonizacdo em superficies abioticas e
tecidos biologicos. A ampla distribuicdo de fatores associados ao operon csg (fimbrias curli
mediadoras de adesdo inicial e formacao de biofilme), sistemas eficientes de biossintese e
captacdo de siderd6foros (enterobactina e receptores de heme para aquisicio de ferro em
ambientes de restricdo) e o Sistema de Secrecao do Tipo VI (T6SS, voltado para competicao
interbacteriana e injecdo de efetores) demonstra um forte potencial de aptiddao biolédgica
compartilhado pela espécie (Kim et al., 2012; Coulthurst, 2019; Liu et al., 2022). Embora
estes genes nao assegurem de forma isolada uma manifestacao virulenta fenotipica — dada a
dependéncia de intrincadas redes regulatorias e estimulos ambientais —, o seu repertdrio
genomico confere vantagens adaptativas ubiquitdrias vitais para a colonizacdo de fazendas,
efluentes urbanos ou o trato urinario humano.

A arvore filogenomica baseada no alinhamento de alta resolucdo do genoma central
(composto por mais de 3,4 milhdes de posicdoes nucleotidicas sob o modelo evolutivo
GTR+F+R5) corroborou a premissa de Satide Unica ao revelar a auséncia de segregacdo
clonal rigida ou isolamento filogenético por nicho ecolédgico, regido geografica ou hospedeiro

(Nguyen et al., 2015; Minh et al., 2020). Isolados de origem animal, incluindo o isolado
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HOVB2 (GCA_020982755.1), apresentaram nos filogenéticos ancestrais imediatos
compartilhados com cepas provenientes de efluentes sanitarios e de ambiente hospitalar
veterinario. Essa estreita proximidade e interconexdo topoldgica sinaliza a permeabilidade das
barreiras entre nichos e corrobora relatos globais e nacionais recentes que identificaram
clones portadores de carbapenemases e genes acessorios circulando fora das unidades de
terapia intensiva (Cardoso et al., 2022; Halder et al., 2024). Entre estes, destaca-se a deteccao
de elementos adaptativos no isolado proveniente do mamifero marinho silvestre (Pontoporia
blainvillei), evidenciando que residuos antropicos estendem o fluxo da resisténcia
antimicrobiana até as interfaces marinhas.

Por se tratar de uma abordagem fundamentada em dados genomicos publicos e
predicoes computacionais, é indispensavel reconhecer as limitagdes metodoldgicas inerentes.
O conjunto amostral de 51 genomas apresenta um marcante desbalanceamento, com 72,5%
(37 isolados) concentrados na Interface Clinica Humana, enquanto as frentes animal (11,8%;
6 isolados) e ambiental (15,7%; 8 isolados) exibem representatividade inferior, cendrio
decorrente do historico viés de depdsito em bancos publicos voltados primordialmente a
vigilancia epidemiolédgica hospitalar humana (Feldgarden et al., 2021). Esse desequilibrio
afeta a comparacao direta de frequéncias absolutas e infla a deteccao de genes exclusivos no
grupo majoritario, demandando cautela na generalizacdo de contrastes e reforcando o carater
desses achados como hipdteses moleculares robustas a serem validadas futuramente por
ensaios fenotipicos in vitro.

Sob a ética da Zootecnia, da Medicina Veterindria e da producdo animal, os resultados
deste trabalho assumem um papel estratégico. A demonstracdo de que isolados de E.
hormaechei em sistemas de producdo pecudria, instalacOes veterinarias e efluentes
compartilham determinantes moleculares e proximidade clonal com patégenos hospitalares
reitera que o ambiente produtivo agropecudrio e a cadeia de alimentos de origem animal nao
estdo isolados. O monitoramento gendomico comparativo integrado desponta como uma
ferramenta auxiliar indispensavel, capaz de rastrear precocemente falhas terapéuticas e
desenhar rotas de biosseguridade. Os dados consolidados demonstram a urgéncia de manter
programas continuos de vigilancia sanitdria agropecudria em consonancia com as metas do
PAN-BR e do PAN-BR AGRO, consolidando o controle da resisténcia antimicrobiana por
meio de intervencgoes integradas e preventivas na base produtiva nacional (Brasil, 2018;

WOAH, 2024).
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6 CONCLUSAO

A abordagem genomica comparativa fundamentada em ANI confirmou que os 51
isolados pertencem a espécie Enterobacter hormaechei, incluindo a cepa HOVB2,
estabelecendo uma base taxonomica s6lida para revelar um pangenoma de arquitetura aberta e
alta plasticidade evolutiva. Os resultados demonstram que a espécie compartilha um resistoma
basal conservado entre todas as interfaces estudadas, composto pelo sistema de efluxo acrAB-
tolC, seu regulador marA e a beta-lactamase cromossomica AmpC. Em contrapartida, os
determinantes de resisténcia de dltima linha, com destaque para as carbapenemases (blaKPC e
blaNDM), embora predominantes na Interface Clinica Humana, ndo se restringiram a ela,
sendo também detectados em isolados das interfaces Animal e Ambiental/Silvestre. Esse
perfil acessério critico, associado a assimetria na distribuicao de plasmideos das familias IncF
e IncHI2 e de elementos fagicos preditos com estilo de vida temperado, evidencia que a
pressdo seletiva do ecossistema hospitalar favorece, mas ndo isola, a aquisicdo dos
mecanismos de maior impacto na saude publica, os quais também circulam entre as demais
interfaces epidemioldgicas.

Por fim, a topologia da arvore filogendmica baseada no core genome evidenciou uma
ampla interconexao clonal e a auséncia de segregacao rigida por nicho ecolégico, sugerindo a
permeabilidade das fronteiras entre os ambientes humano, animal e ambiental. Embora o
desbalanceamento amostral histérico dos bancos de dados publicos recomende cautela na
generalizacdo absoluta desses contrastes, as evidéncias moleculares integradas sustentam de
forma consistente o conceito de Satide Unica. Em sintese, este trabalho reitera que a
mitigacdo e o monitoramento da resisténcia antimicrobiana dependem do fortalecimento de
politicas de vigilancia genomica integradas e continuas entre as frentes médica, veterinaria e
ambiental, em estrita consonancia com as diretrizes nacionais do PAN-BR e do PAN-BR

AGRO.
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APENDICE A - QUADRO GERAL DE METADADOS DOS GENOMAS

Tabela Suplementar S1 — Compilado de metadados referentes aos 51 isolados gendomicos de

Enterobacter hormaechei integrados a analise comparativa.

D Acesso (GenBank) Subespécie Hospedeiro Fonte de Localizacao Extensdo  N50 (pb) Status Data de
Isolamento (Mb) Deposito
CS1 GCA_000803045.  oharae Homo swab retal Brasil 5,37 277.989 Contig 17/12/201
1 sapiens 4
CS2 GCA_002154845. hormaechei Homo urina Brasil: Sdo 5,46 114.263 Contig 22/05/201
1 sapiens José do Rio 7
Preto
CS3 GCA_002154865.  hormaechei Homo urina Brasil: Sao 5,34 155.140 Contig 22/05/201
1 sapiens José do Rio 7
Preto
CS4 GCA_002154935.  hormaechei Homo urina Brasil: Sdo 5,17 166.449 Contig 22/05/201
1 sapiens José do Rio 7
Preto
CS5 GCA_003176675.  hormaechei Serpentes leséo bucal Brasil: Sao 4,97 119.979 Contig 29/05/201
1 Paulo 8
CSé6 GCA_003363215.  hormaechei Chelonia sangue Brasil: 5,16 194.075 Scaffold ~ 05/08/201
1 mydas Ubatuba 8
CS7 GCA_014931695.  xiangfangensis ~ Homo aspirado Brasil: Sdo 5,12 4.887.67 Complet 26/10/202
1 sapiens traqueal Paulo 0 o 0
CS8 GCA_015681415.  xiangfangensis =~ Homo urina Brasil 5,27 83.748 Contig 24/11/202
1 sapiens 0
CS9 GCA_015959325.  xiangfangensis ~ Homo urina Brasil 5,32 117.497 Contig 11/12/202
1 sapiens 0
CS10 GCA_020982755.  hormaechei Bovino umbigo Brasil: 4,90 156.904 Contig 24/11/202
1 Pirassununga 1
CS11 GCA_023060195.  xiangfangensis ~ Homo swab retal Brasil: Vila 5,39 151.991 Contig 19/04/202
1 sapiens Rica 2
CS12 GCA_023060285.  xiangfangensis ~ Homo sangue Brasil: Vila 5,25 383.053 Contig 19/04/202
1 sapiens Rica 2
CS13 GCA_023060695.  hormaechei Homo N.D. Brasil: Vila 4,78 136.828 Contig 19/04/202
1 sapiens Rica 2
CS14 GCA_023060975.  steigerwaltii Homo sangue Brasil: Vila 5,11 170.080 Contig 19/04/202

1 sapiens Rica 2
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Rica
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José do Rio

Preto
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José do Rio

Preto

Brasil: Rio de

Janeiro
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José do Rio
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Brasil: Sdo
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José do Rio
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N50 (pb)
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149.866

182.243
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145.324
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128.304
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145.312
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239.731
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Status
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Contig
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Data de
Depasito

19/04/202
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2
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2
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14/08/202
2
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1

GCA_029531975.

1

GCA_029532005.
1

GCA_031630535.
1

GCA_031630555.
1

GCA_031630575.
1

GCA_031630595.
1

GCA_031630615.
1

GCA_031630635.
1

GCA_031630655.
1

GCA_037938235.
1

GCA_040751715.
1

GCA_041901375.
1

GCA_048966275.
1

GCA_024733415.
1

GCA_024733435.
1

GCA_024733455.
1

Subespécie

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

hormaechei

Hospedeiro

Homo

sapiens

Bovino

Bovino

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Homo

sapiens

Canis

familiaris

Homo

sapiens

Homo

sapiens

N.D.

Felino

Canino

Fonte de

Isolamento

tecido

desvitalizado

leite

mastitico

leite

mastitico

sangue

swab de

vigilancia

secregdo

traqueal

swab de

vigilancia

sangue

urina

outras fontes

clinicas

urina

ferida

sangue

sangue

dreno

cirdrgico

glandula

adrenal

0SS0

Localizacao

Brasil: Sdo
José do Rio

Preto

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Belém

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Sao

Paulo

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil: Manaus

Brasil: Belo

Horizonte

Brasil: Sdo

Paulo

Brasil:

Ribeirdo Preto

Brasil: Sdo
Francisco do
Sul

Brasil: Sdo
Francisco do

Sul

Brasil: Sao
Francisco do
Sul

Extensao
(Mb)

5,41

4,96

4,96

5,15

5,23

5,24

5,23

5,17

4,94

4,82

4,88

4,83

4,88

N50 (pb)

69.378

252.485

252.485

163.584

160.490

153.566

125.758

144.750

148.947

134.950

388.880

498.305

204.252

302.419

119.925

147.629

119.940

Status

Contig

Contig

Contig

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Contig

Contig

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Scaffold

Data de
Depasito

14/08/202
2

31/03/202

3

31/03/202
3

18/09/202
3

18/09/202
3

18/09/202
3

18/09/202
3

18/09/202
3

18/09/202
3

18/09/202
3

02/04/202
4

17/07/202
4

11/09/202
4

25/03/202
5

22/08/202
2

22/08/202
2

22/08/202
2
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D Acesso (GenBank) Subespécie Hospedeiro Fonte de Localizacao Extensdo  N50 (pb) Status Data de
Isolamento (Mb) Deposito
ES4 GCA_042760525.  hormaechei Alimento N.D. Brasil 5,36 169.051 Contig 08/10/202
1 4
ES5 GCA_049383345.  hoffmannii N.D. efluente Brasil: 5,08 83.309 Scaffold 08/04/202
1 hospitalar Curitiba 5
ES6 GCA_052074925.  hormaechei N.D. mesa Brasil: Rio 5,02 195.602 Contig 16/08/202
1 hospitalar Grande do Sul 5
vet.
ES7 GCA_052078775.  hormaechei N.D. torneira Brasil: Rio 5,15 149.253 Contig 17/08/202
1 hospitalar Grande do Sul 5
vet.
ES8 GCA_053339215.1 steigerwaltii N.D. toninha- Brasil: Cananeia 5,02 242.564 Contig 05/11/2025
franciscana

Fonte: Elaborada a partir de dados obtidos dos repositérios NCBI GenBank/Assembly e NCBI

Pathogen Detection.

Nota: A designagdo de subespécie "hormaechei (sensu lato)" refere-se a isolados identificados taxonomicamente
como Enterobacter hormaechei, porém sem especificagdo de subespécie nos registros ptiblicos originais. As
métricas de N50 e extensdo genémica correspondem aos dados brutos das montagens depositadas previamente

as etapas de processamento bioinformdtico deste estudo.

APENDICE B - RELACAO COMPLETA DE GENEROS VIRAIS E HOSPEDEIROS
BACTERIANOS PREDITOS PELO PHABOX (TABELA SUPLEMENTAR S2)

Tabela Suplementar S2.1 — Detalhamento taxondmico dos géneros virais preditos (n = 267 elementos

com género atribuido; 554 elementos com género ndo determinado).

Género Viral Predito N %

Biavirus 44 5,36%
Cobrasixvirus 22 2,68%
Punavirus 21 2,56%
Lambdavirus 20 2,44%
Eganvirus 18 2,19%
Oceanusvirus 10 1,22%

Wadgaonvirus 10 1,22%
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Género Viral Predito
Gemsvirus
Huanghaivirus
Chlorovirus
Immutovirus
Gegevirus
Kwaitsingvirus
Arsenicumvirus
Traversvirus
Stanholtvirus
Tupanvirus
Fadolivirus
Kayeltresvirus
Eneladusvirus
Varunavirus
Novemvirus
Nochtlivirus
Pankowvirus
Brunovirus
Brussowvirus
Kisquattuordecimvirus
Jouyvirus
Prasinovirus
Uetakevirus
Peduovirus
Irrigatiovirus
Bcepmuvirus
Colossusvirus

Casadabanvirus

%

0,97%

0,97%

0,97%

0,85%

0,73%

0,73%

0,61%

0,61%

0,49%

0,49%

0,49%

0,49%

0,37%

0,37%

0,37%

0,37%

0,37%

0,37%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,12%

0,12%
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Género Viral Predito

Metrivirus
Aokuangvirus
Brigitvirus
Reginaelenavirus
Infulavirus
Felsduovirus
Alcyoneusvirus
Cecivirus
Quadragintavirus
Seongnamvirus
Phapecoctavirus
Parlovirus
Arsyunavirus
Thornevirus
Ravinvirus
Muvirus

Tunavirus

%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

Fonte: Elaborada com base nas predigdes moleculares integradas pela plataforma PhaBox.

Tabela Suplementar S2.2 — Distribuicdo e prevaléncia taxondmica dos hospedeiros bacterianos

preditos (n = 610 com atribuicdo definida; 211 ndo determinados).

Hospedeiro Bacteriano Predito

Escherichia coli
Enterobacter cloacae

Prymnesium kappa

%

7,19%

5,72%

5,36%




Enterobacter genomosp. S
Atlantibacter subterranea
Escherichia (género)
Salmonella (género)
Enterobacter cancerogenus
Pectobacterium aquaticum
Bordetella genomosp. 13
Pectobacterium brasiliense
Vibrio ruber

Enterobacter bugandensis
Atlantibacter hermannii
Salmonella enterica
Tetraselmis sp.
Enterobacter hormaechei
Enterobacter roggenkampii
Citrobacter koseri
Escherichia albertii
Synechococcus sp. MW02
Chlorella (género)
Klebsiella pneumoniae
Cronobacter sakazakii
Flavobacterium sp. LMO8
Streptomyces galbus
Dickeya chrysanthemi
Burkholderia (género)
Dickeya dianthicola
Salmonella bongori
Serratia marcescens

Enterobacter sp. BIGb0359

25

23

22

20

16

16

13

12

12

11

11

11

10

10

3,05%

2,80%

2,68%

2,44%

1,95%

1,95%

1,58%

1,46%

1,46%

1,34%

1,34%

1,34%

1,22%

1,22%

1,10%

1,10%

0,97%

0,97%

0,97%

0,85%

0,85%

0,85%

0,85%

0,73%

0,73%

0,73%

0,73%

0,73%

0,73%
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Shewanella sp. M16
Marinobacter sp. C1S70
Pluralibacter gergoviae
Shewanella algae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter kobei
Acanthamoeba polyphaga
Enterobacter sp. RC4
Vermamoeba vermiformis

Bupleurum (género)

Klebsiella michiganensis
Pseudocitrobacter sp. RIT 415
Vibrio alginolyticus
Raoultella planticola
Enterobacter oligotrophica
Cedecea lapagei
Pectobacterium parmentieri
Pseudomonas aeruginosa
Brenneria alni

Erwinia amylovora
Streptococcus thermophilus
Ostreococcus (género)
Enterobacter (género)
Photobacterium sp. LAM9072
Yersinia pseudotuberculosis
Klebsiella (género)

Halomonas hydrothermalis

0,61%

0,61%

0,61%

0,61%

0,61%

0,49%

0,49%

0,49%

0,49%

0,49%

0,49%

0,49%

0,37%

0,37%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

75



Enterobacter sp. LU1
Salmonella sp.

Pseudomonas composti
Dolichospermum compactum
Burkholderia thailandensis

Nissabacter archeti

Shigella (género)
Photorhabdus thracensis
Leclercia adecarboxylata
Sphingomonas parapaucimobilis
Aeromonas sp. CA23
Caulobacter vibrioides
Klebsiella sp. D-Nf1
Izhakiella sp. KSNA2
Klebsiella sp. 2680
Klebsiella sp. NFIX27
Enterobacter mori
Raoultella terrigena
Necropsobacter massiliensis
Cronobacter dublinensis
Acinetobacter baumannii

Enterobacteriaceae bacterium ENNIH3

Mixta theicola
Escherichia sp. E4742
Enterobacter sp. WCHEs120003

Lactobacillus allii

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,24%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%
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Dickeya sp. Secpp 1600
Synechococcus sp. CBW1002
Faecalibacterium prausnitzii
Mixta sp. BIT-26

Izhakiella capsodis

Cedecea neteri

Serratia sp. Ag2
Edwardsiella piscicida
Riemerella anatipestifer
Klebsiella sp. G-Nf4
Bacillus (género)
Aquisalimonas asiatica
Aggregatibacter aphrophilus
Columba (género)

Ralstonia solanacearum
Enterobacter timonensis
Xenorhabdus miraniensis
Bacillus subtilis
Streptomyces phaeoluteigriseus
Dickeya zeae

Izhakiella australiensis
Raoultella sp. BIGb0149
Klebsiella quasipneumoniae

Kosakonia cowanii

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

0,12%

Fonte: Elaborada com base nas inferéncias geradas pela plataforma PhaBox.
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