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CARACTERIZAÇÃO DE GENES DE RESISTÊNCIA DE ISOLADOS DE E. coli 

PROVENIENTES DE SUÍNOS, AVALIAÇÃO DOS DIFERENTES PERFIS CLONAIS 

CIRCULANTES E SUA RELAÇÃO COM RESÍDUOS DE ANTIBIÓTICOS NO 

AMBIENTE E NA CARNE IN NATURA1 

 
Autor: Silvia Adriana Mayer Lentz 

Orientadora: Profª. Drª. Andreza Francisco Martins 
 

O Brasil ocupa um papel importante na produção de suínos, sendo o quatro maior 
produtor e exportador do mundo. Entretanto, a intensa administração de 
antimicrobianos na produção animal vem sendo relacionada à emergência da 
resistência bacteriana. A exposição à colistina leva à seleção de bactérias resistentes 
no ambiente. Neste contexto, o surgimento da resistência à polimixina, através do mcr-
1 tem causado preocupação. Escherichia coli tem sido considerada um bom indicador 
de resistência, uma vez que está presente no intestino dos animais. Nesse sentido, 
este estudo teve como objetivos: investigar a ocorrência dos principais genes de 
resistência de importância clínica (blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC, blaGES, blaOXA-48, 
blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, qnrA, qnrB, qnrS e mcr-1) em isolados de E. coli obtidos da 
cadeia suinocultora; avaliar a ocorrência de resíduos de antimicrobianos relacionados 
a estes genes; e correlacionar com os resíduos de antimicrobianos encontrados na 
carne e ambiente. O sequenciamento do genoma completo (WGS) foi realizado em 
alguns isolados a fim de caracterizar ambiente genético envolvido no mecanismo de 
resistência encontrado. Um total de 442 isolados de E. coli (268 suínos e 174 
ambientais) foram avaliados. A prevalência do gene mcr-1 foi de 25% (109/442) e foi 
encontrado em 67 isolados de animais e 42 do meio ambiente. Destes, um total de 
35/67 (52%) de suínos e 28% (12/42) de isolados ambientais foram considerados 
resistentes à colistina (CIM ≥ 4mg/L). Mais de 96% (105/109) foram resistentes à 
enrofloxacina, 70% (77/109) resistentes a pelo menos uma cefalosporina testada e 
86% (90/109) foram considerados multirresistentes. Tilosina foi o antibiótico mais 
administrado através da ração, sendo detectado em 50% dos lotes (23/46); na água, 
norfloxacino apareceu em 19,6% (9/46); e, no músculo, foram encontrados resíduos 
dos antibióticos: norfloxacino, doxiciclina e oxitetraciclina em 15% (7/46) dos lotes 
avaliados. A alta prevalência de mcr-1 associada à ocorrência de outros 
determinantes de resistência é uma preocupação atual. Os animais e o meio ambiente 
foram diretamente impactados por essa prática, mas o efeito da exposição 
antimicrobiana sobre os níveis de genes de resistência aos antimicrobianos é muito 
complexo. Assim, o monitoramento do uso de medicamentos tornou-se importante 
para garantir a segurança alimentar. Alternativas ao uso de antimicrobianos na 
produção animal devem ser implementadas com urgência.  
 
Palavras-chave: Colistina. Resistência bacteriana. mcr-1. Suínos. One Health. 

 
1 Tese de Doutorado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da 
Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (192 p.) março, 2022. 
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CHARACTERIZATION OF RESISTANCE GENES OF E. coli ISOLATES FROM 

SWINE, EVALUATION OF DIFFERENT CIRCULATING CLONAL PROFILES AND 

THEIR RELATIONSHIP WITH ANTIBIOTIC WASTE IN THE ENVIRONMENT AND 

IN FRESH MEAT2 

 
Author: Silvia Adriana Mayer Lentz 

Advisor: Profª. Drª. Andreza Francisco Martins 
 

Brazil plays an important role in swine production, being the 4th largest producer and 
exporter in the world. However, the intense use of antimicrobials in animal production 
has been related to the emergence of bacterial resistance. The exposure to antibiotics 
such as Colistin leads to a selection of resistant bacteria in the environment. In this 
context, the emergence of polymyxin resistance, mediated by gene mcr-1, has caused 
great concern. Escherichia coli has been considered a good indicator of resistance, 
since it is present in the gut of animals. This study aimed to investigate the occurrence 
of the main resistance genes of clinical importance (blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC, 
blaGES, blaOXA-48, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, qnrA, qnrB, qnrS and mcr-1) in E. coli isolates 
obtained from swine production chain; to evaluate the occurrence of antimicrobial 
residues related to these genes; and to correlate with the antimicrobial residues found 
in the meat and environment. Whole genome sequencing (WGS) was performed in 
some isolates in order to characterize the genetic environment involved in the 
resistance mechanism found. A total of 442 E. coli isolates (268 swine and 174 
environmental) were analyzed. The prevalence of the mcr-1 gene was 25% (109/442) 
and was found in 67 isolates from animals and 42 from the environment. Of these, a 
total of 35/67 (52%) of swine and 28% (12/42) of environmental isolates were 
considered resistant to colistin (MIC ≥ 4mg/L). More than 96% (105/109) were resistant 
to enrofloxacin, 70% (77/109) were resistant to at least one cephalosporin tested, and 
86% (90/109) were considered multidrug. Seventy percent (76/109) of the mcr-1 
positive isolates were co-producers of at least one of the cephalosporin (blaCTX-M and 
blaTEM) or quinolone (qnr) resistance genes. Tylosin was the most administered 
antibiotic through the feed, being detected in 50% of the lots (23/46); in water 
norfloxacin appeared in 19.6% (9/46), and in muscle residues of antibiotics were found: 
norfloxacin, doxycycline and oxytetracycline in 15% (7/46) of the evaluated lots. The 
high prevalence of mcr-1 associated with the occurrence of other resistance 
determinants is a current concern. Animals and the environment have been directly 
impacted by this practice, but the effect of antimicrobial exposure on antimicrobial 
resistance gene levels is very complex. Thus, monitoring the use of antimicrobials has 
become important to ensure food safety. Alternatives to the use of antimicrobials in 
animal production must be implemented urgently. 
 
Keywords: Colistin. Bacterial resistance. mcr-1. Pigs. One Health.  

 
2 Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências Básicas 
da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (192 p.) March, 2022. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em 2012, a Organização Mundial da Saúde (OMS) reconheceu a 

resistência aos antimicrobiana como uma das três principais ameaças à saúde pública 

do século 21 (WHO, 2012). A emergência e disseminação da resistência aos 

antimicrobianos limita as opções de tratamento não somente em humanos, como 

também em animais, representando uma ameaça aos antibióticos já utilizados na 

prática clínica. (O’Neill, 2014; Garg et al., 2017; WHO, 2022).  

Na produção animal, os antimicrobianos são amplamente utilizados como 

aditivos melhoradores de desempenho desde 1950, quando o FDA (Food and Drug 

Administration) aprovou a sua utilização. Entretanto, o uso de antimicrobianos com 

esta finalidade tem sido um fator importante na emergência e disseminação da 

resistência aos antimicrobianos. (Au et al., 2021).  

A suinocultura mundial está em frequente expansão. Nesse cenário, o 

Brasil atua como protagonista, contribuindo com recordes de produção e ganhando 

destaque nas exportações mundiais, passando de 7,4% dos volumes, em 2018, para 

10,4%, em 2021 (USDA, 2021). Contudo, os suínos têm sido apontados como um 

potencial reservatório de resistência aos antimicrobianos (AMR).  

Nas últimas décadas, o rápido aumento de bactérias Gram-negativas 

resistentes aos carbapenêmicos, resultou na reintrodução das polimixinas no arsenal 

terapêutico. Em particular, a colistina (polimixina E) está sendo usada como antibiótico 

de último recurso para o tratamento de infecções graves causadas por estes 

patógenos. (Munoz-Price et al., 2013; Poirel et al., 2017). 

Nesse contexto, o surgimento da resistência à polimixina, mediada por um 

gene plasmídico transferível mcr-1, vem causando preocupação (Liu et al., 2016a). A 

Escherichia coli tem sido considerada como o principal reservatório do gene mcr-1, 

além de ser vista como um bom indicador de resistência, uma vez que está presente 

no intestino dos humanos e animais, além de estar amplamente distribuída no 

ambiente. (Rochelle-Newall et al., 2015; Nordmann er al., 2016; Braz et al., 2020).  

A partir disso, torna-se necessária uma intensificação da vigilância sobre o 

uso de antimicrobianos e a ocorrência de bactérias carreadoras destes genes na 

cadeia alimentar e de outras fontes de origem animal, a fim de conhecer melhor o 



18 

 

potencial reservatório ambiental destes genes e contribuir para a formulação de 

medidas que busquem reduzir a sua propagação potencial. 

 

   



19 

 

2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a ocorrência e disseminação de genes de resistência em isolados 

de Escherichia coli no ambiente da suinocultura e detectar resíduos de 

antimicrobianos no ambiente e na carne in natura. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Determinar o perfil de susceptibilidade dos isolados de E. coli obtidos de suínos; 

2.2.2 Determinar a ocorrência dos genes blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC, blaGES, blaOXA-

48, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, qnrA, qnrB, qnrS e mcr-1 em isolados de E. coli; 

2.2.3  Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente os isolados de E. coli 

portadores do gene mcr-1; 

2.2.4 Avaliar a relação entre as Sequence Types (STs) de E. coli mcr-1 positivos 

obtidos dos animais e do ambiente; 

2.2.5  Analisar a exposição dos animais aos antimicrobianos através das fichas de 

acompanhamento dos animais e boletins sanitários; 

2.2.6  Avaliar a exposição dos animais aos antimicrobianos através da detecção de 

resíduos na água, ração e carne;  

2.2.7  Relacionar a exposição dos animais aos antimicrobianos com o perfil fenotípico 

e genotípico de resistência dos isolados de E. coli. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 PRODUÇÃO DE SUÍNOS NO BRASIL 

 

A carne suína é a mais consumida no mundo (USDA, 2021). A demanda 

por esta carne tem aumentado nas últimas décadas como resultado de mudanças nos 

padrões de consumo à medida que a renda aumenta, principalmente nos países em 

desenvolvimento. Somado à avicultura, o setor de suínos é o subsetor de pecuária 

que mais cresce: o número de animais, hoje, é de mais de 1 bilhão de matrizes, o 

dobro dos anos 1970. (USDA, 2021).  

No cenário mundial, China, União Europeia, Estados Unidos e Brasil 

lideram o mercado mundial de carne suína, produzindo 81% (79.277 milhões de 

toneladas) do total (USDA, 2021, disponível em https://apps.fas.usda.gov/psdonline). 

A China é o maior produtor mundial e consome cerca de 500 milhões de suínos por 

ano, quase metade do total produzido mundialmente. (Yuan et al., 2021; 

Pharmaceuticals, 2015). 

A cadeia produtiva brasileira ocupou o quatro lugar em produção e 

exportação no ano de 2020, segundo dados da Embrapa Suínos e Aves (Miele et al., 

2021), tendo produzido 4.436 milhões de toneladas de carne suína, das quais, 77% 

foram destinadas ao consumo interno e 23% ao mercado exportador. No total, 1.024 

milhões de toneladas foram exportadas, gerando uma receita de 2.269 milhões de 

dólares para nosso país. (ABPA, 2021).  

Com relação ao consumo brasileiro de carne, o país ocupa o quinto lugar 

no mercado mundial, tendo um consumo per capita que variou entre 15 e 16 kg, em 

2020 (ABPA, 2021). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

apontam crescimento no consumo de carne suína no Brasil, sendo que, atualmente, 

esse consumo chega a 17,58 kg, um marco histórico no país. (IBGE, 2021). 

Nas exportações de suínos, os estados da região Sul ganham destaque, 

são responsáveis por mais de 91% das exportações brasileiras, ficando o Rio Grande 

do Sul (RS) em segundo lugar (25,79%), apenas atrás de Santa Catarina (SC). (ABPA, 

2021).  

De acordo com a Associação Brasileira de Produtores de Suínos (ABCS), 

o perfil da cadeia produtiva brasileira varia de acordo com a região. A região sul do 
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país é caracterizada por um sistema intensivo de produção integrado, tendo como 

principais objetivos a alta produção animal com baixo custo, que visa alcançar uma 

alta performance produtiva e zootécnica (ABCS, 2016; 2022). Cerca de 60% das 

granjas de terminação desta região têm até 500 animais alojados, sendo que 

aproximadamente 81% dessas fazendas estão engajadas em sistema integrado ou 

cooperativo. (ABCS, 2018).  

O sistema integrado possui operações que são coordenadas verticalmente, 

através de uma agroindústria que apresenta como atributos o fornecimento de ração, 

genética, logística e assistência técnica. (EMBRAPA, 2022).  

Todavia, algumas das características do sistema intensivo como a alta 

densidade animal (número de animais por m2 de piso das instalações), a mistura de 

leitões de diferentes origens, o desmame de leitões muito jovens e a presença de 

outros fatores de risco ambientais, são motivos estressantes aos animais e resultam 

quase que diretamente em problemas sanitários e na ocorrência de doenças 

respiratórias e entéricas. (Salak-Johnson et al., 2007; Street et al., 2008; Burow et al., 

2014). 

Dessa forma, a fim de viabilizar uma suinocultura eficiente e lucrativa os 

animais são submetidos a mecanismos de defesa adicionais, dos quais o uso coletivo 

de antimicrobianos (ATM) e as vacinas acabam funcionando como ferramentas 

preventivas e de controle de doenças.  

 

3.2 UTILIZAÇÃO DE ANTIMICROBIANOS EM MEDICINA VETERINÁRIA 

 

A utilização de antimicrobianos na cadeia produtiva animal tem sido 

empregada de duas principais formas. O uso terapêutico ou “uso médico veterinário” 

engloba a utilização dos antimicrobianos na metafilaxia, profilaxia ou tratamento dos 

animais (FAO; WHO, 2021). E, a utilização de antimicrobianos como aditivos 

melhoradores de desempenho, que são classificados como uso não terapêutico de 

acordo com as definições do Código de Práticas do Codex Alimentarius (FAO; WHO, 

2021).  

O uso de ATM como melhoradores de desempenho é feito através da 

administração de subdoses de aditivos antibacterianos, especialmente junto à ração 
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(Teillant et al., 2015); e tem como finalidade aumentar as taxas de crescimento animal 

e eficiência alimentar enquanto reduzem a mortalidade. (Teillant et al., 2015).  

O mecanismo de ação dos aditivos melhoradores de desempenho não está 

completamente esclarecido. De um modo geral, ocorre a redução da carga bacteriana 

total e o aumento da absorção de nutrientes, isso determina um acréscimo diário de 

ganho de peso e, consequentemente, uma melhor conversão alimentar. Favorece o 

crescimento de alguns microrganismos e previne uma possível multiplicação 

bacteriana patogênica no trato gastrointestinal (Durso et al., 2014). Acredita-se que a 

eficiência alimentar aconteça em razão da redução da carga bacteriana entérica e, em 

vista disso, haja diminuição da energia consumida; sendo, então, a energia disponível 

utilizada no crescimento animal. (Hardy, 2002). 

Contudo, essa utilização de antimicrobianos pode provocar efeitos 

negativos, como o aumento da ocorrência de algumas doenças. A administração de 

antimicrobianos elimina algumas bactérias comensais da microbiota intestinal e 

aumenta a chance de cepas patogênicas e resistentes aos antimicrobianos 

colonizarem o intestino destes animais. (Hill et al., 2010). 

Outra forma de uso dos ATM discutida é a profilaxia. De acordo com as 

definições do Codex a profilaxia acontece através da administração ou aplicação de 

agentes antimicrobianos a um indivíduo ou grupo de animais em risco de adquirir uma 

infecção específica ou em uma situação específica em que é provável que ocorra 

doença infecciosa se o agente antimicrobiano não for administrado ou aplicado (FAO, 

WHO, 2021) Nesta terapia, os ATMs são administrados por um período curto, em 

doses terapêuticas para doenças que já se sabe que têm alta probabilidade de ocorrer 

em determinada faixa etária, como maneira de prevenir a ocorrência dos sinais 

clínicos. No entanto, a ração suplementada é usada por alguns dias, e não 

regularmente. Os ATMs são empregados nas etapas de maior estresse para os 

animais, como troca de alojamento, contato com animais de origens diferentes e 

período pós-desmame, quando algumas doenças podem se manifestar (Barton, 

2014). Um exemplo típico de ocorrência de doença pós-desmame é a infecção por E. 

coli, que costuma acontecer entre cinco e 20 dias após essa prática em suínos 

(Barcellos et al., 2009).  

Além desses dois delineamentos de utilização de antimicrobianos, há a 

metafilaxia, que é definida como a administração ou aplicação de agentes 
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antimicrobianos a um grupo de plantas/culturas ou animais contendo indivíduos 

doentes e saudáveis (supostamente infectados), que é utilizada para tratar os animais 

doentes e todos os seus contatos (animais da mesma baia) (Barcellos et al., 2009; 

Barton, 2014; FAO, WHO, 2021). Essa administração ocorre quando identificados os 

primeiros sinais clínicos e através da adição do antibiótico à ração animal. Não se 

pode esquecer também a utilização terapêutica ou curativa, em que o tratamento das 

doenças acontece através da administração ou aplicação de agentes antimicrobianos 

a um indivíduo ou grupo de animais que apresentem sinais clínicos de doença 

infecciosa. Sua utilização visa à recuperação da saúde, evitando dor e sofrimento dos 

animais e, sobretudo, possui o objetivo de promover o bem-estar animal.  

A administração oral é, de longe, a via de administração mais comum de 

antimicrobianos em suínos, seja ela realizada por meio da ração ou água, 

correspondendo a 90% do total de antimicrobianos utilizados. (Chauvin et al., 2002; 

Rajić et al., 2006; Callens et al., 2012; Merle et al., 2012; Burow et al., 2014; Postma 

et al., 2015; Van Rennings et al., 2015; Sarrazin et al., 2018; Burow et al., 2019). 

Van Boeckel e colaboradores estimaram, em estudos anteriores, que 73% 

de todos os antimicrobianos vendidos globalmente são usados em animais de 

produção (Van Boeckel et al., 2017). O consumo médio global de antimicrobianos é 

de 172mg/kg, 148mg/kg e 45mg/kg para suínos, frangos e bovinos, respectivamente 

(por Kg de animal produzido). Numa análise realizada pela World Organization for 

Animal Health (Organização Mundial de Saúde Animal) – OIE – que reúne 

informações de 93 países referente ao ano de 2016, o consumo global total de 

antimicrobianos em animais foi de 92.269 toneladas, em 2016, distribuídos numa 

média de 144,39 mg/kg (OIE, 2020). A tetraciclina foi o antimicrobiano mais utilizado 

(35,3%), seguida por penicilinas (16,4%), macrolídeos (10,9%) e polipeptideos 

(10,5%) (Van Boeckel et al., 2015; OIE, 2020).  

O relatório anual da Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) 

apresentou informações importantes sobre o emprego de antimicrobianos em animais 

em 2018. O relatório contou com a participação de 153 países, dos quais, 23% 

relataram a utilização de antimicrobianos como aditivos melhoradores de 

desempenho. Quando diferenciados por região da OIE, as Américas e Ásia, Extremo 

Oriente e Oceania têm as maiores proporções de países que usam antimicrobianos 

com esta finalidade. (OIE, 2020). 
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Desde 1997, a União Europeia vem sinalizando a proibição total dos 

antibióticos como aditivos alimentares. Iniciou com a avoparcina, em 1997, e baniu 

totalmente a utilização de aditivos, em 2006 (UE, 2003). A tilosina foi banida em 1999; 

e a bacitracina, que ainda é utilizada no Brasil, foi proibida há mais de 20 anos (Xiong 

et al., 2018). A Europa tem trabalhado nesta questão há muitos anos e isso se reflete 

nas respostas fornecidas, sendo uma das regiões com menor percentual de uso e 

autorização de aditivos melhoradores de desempenho. 

Um dos antimicrobianos mais utilizados na produção animal é a colistina. 

O consumo dela em animais aumentou. Em meados do século XX foi particularmente 

alto em países de renda baixa e média. Sua utilização expandiu-se em 13% no Brasil, 

Rússia, Índia, China e África do Sul entre os anos de 2000 e 2010 (Laxminarayan et 

al., 2016). A China não só ganha destaque enquanto maior produtor mundial de carne 

suína, bem como é o maior consumidor mundial de antimicrobianos (Pharmaceuticals, 

2015; Yuan et al., 2021).  

O uso anual de colistina, na China, variou de 2.470 a 2.875 toneladas 

métricas de 2011 a 2015, o que tornou a China o maior usuário de polimixinas no 

mundo (Shen et al., 2016). Na União Europeia, embora a colistina esteja disponível 

para o tratamento e prevenção de doenças infecciosas em animais, sua utilização foi 

banida como melhorador de desempenho, em 2006. (Maron et al., 2013).  

Entretanto dados da rede de Vigilância Veterinária Europeia de Consumo 

de Antimicrobianos mostram que o consumo entre os países europeus ainda persiste 

para outras finalidades e varia entre os países. As polimixinas foram a quinta classe 

de antimicrobianos mais amplamente consumida durante os anos de 2013 a 2015, 

porém, nenhuma polimixina foi vendida na Finlândia, Islândia e Noruega. Em vários 

países desenvolvidos, como Canadá e Estados Unidos, a colistina nunca foi aprovada 

para uso em animais. (EMA/AMEG, 2016, ECDC/EFSA/EMA, 2017). 

No Brasil, até 2016, a colistina ainda podia ser utilizada como aditivo 

melhorador de desempenho na produção animal. Entretanto, a partir de 22 de 

novembro de 2016, com a Instrução Normativa (IN) 45/2016 (Brasil, 2016), ela passou 

a integrar a lista de aditivos proibidos dada sua importância à saúde humana e, em 

especial, ao contexto da disseminação plasmidial do gene mcr-1 notificado no Brasil. 

Apesar da IN ter sido publicada em 2016, a restrição passou a vigorar a contar de 

novembro de 2018, no país. 
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O movimento de retirada da colistina em outros países, igualmente, passou 

a acontecer. Além da proibição brasileira que ocorreu em novembro de 2016, países 

como Tailândia (fevereiro de 2017), China (abril de 2017), Japão (julho de 2018), 

Malásia (janeiro de 2019), Argentina (fevereiro de 2019) e Índia (julho de 2019) 

também proibiram o uso da colistina como aditivo alimentar em animais de produção. 

(FAO, 2016). 

Em janeiro de 2020, uma nova IN (01-2020) proibiu a importação, 

fabricação, comercialização e uso de aditivos melhoradores de desempenho contendo 

os antimicrobianos tilosina, lincomicina e tiamulina, classificados como importantes na 

medicina humana (Brasil, 2020). Apesar de serem usados mais amplamente na 

medicina veterinária (tilosina e tiamulina), pertencem às classes antimicrobianas: 

macrolídeos, lincosamidas e pleuromutilinas, bastante utilizadas na clínica médica 

humana. Portanto, o objetivo é evitar que sua utilização possa selecionar cepas 

resistentes que venham a ser transmitidas ao homem. 

Estes estudos confirmam que os antibióticos de importância veterinária, 

definidos como antimicrobianos criticamente importantes de maior prioridade em 

humanos na lista da OMS (WHO, 2017), ainda são comumente usados na produção 

de suínos. 

 

3.2.1 Uso de Antimicrobianos na Suinocultura 

 

Antimicrobianos são ferramentas eficazes para prevenir e tratar doenças e 

tiveram efeitos profundos na morbidade, mortalidade e combate às infecções 

bacterianas. Na suinocultura, entre as bactérias mais prevalentes associadas a 

doenças suínas estão: Escherichia coli (causando diarreia, doença do edema e 

septicemia), Actinobacillus pleuropneumoniae (causando pleuropneumonia suína), 

Staphylococcus hyicus (causando epidermite exudativa), Bordetella bronchiseptica 

(envolvida na rinite atrófica e broncopneumonia) e Streptococcus suis (causando, por 

exemplo, meningite, artrite, pneumonia e septicemia). (Gutiérrez-Martín et al., 2006; 

Zhao et al., 2011; Zimmerman et al., 2012; Varela et al., 2013).  

Uma revisão sistemática, envolvendo dados de países como União 

Europeia e América do Norte, apontou que as classes de antimicrobianos mais 

utilizadas na criação de suínos são – penicilinas, tetraciclinas e macrolídeos (Cuong 
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et al., 2018). As penicilinas têm ações bactericidas contra patógenos Gram-negativos 

e Gram-positivos (Lobanovska et al., 2017). São frequentemente aplicados para 

profilaxia e tratamento de septicemia, infecções respiratórias e do trato urinário em 

uma ampla gama de espécies animais. As tetraciclinas são largamente aproveitadas 

para o tratamento de doenças respiratórias causadas por Actinobacillus 

pleuropneumoniae e Pasteurella multocida; mas, a resistência às tetraciclinas é 

comum. Por exemplo, 22% de Pasteurella multocida, 15% de Actinobacillus 

pleuropneumoniae e 82% de Streptococcus suis foram relatados como resistentes às 

tetraciclinas. (de Jong et al., 2014). 

Dados do FDA, Estados Unidos, incluídos no relatório de 2020, indicam que 

entre o total de antimicrobianos utilizados nos animais produtores de alimentos, as 

espécies bovinas e os suínos dividem a maior participação, sendo que cada um deles 

usou 41% do total de antimicrobianos medicamente importantes aprovados para uso 

em animais produtores de alimentos (82% ao total). Tetraciclinas foram responsáveis 

por 66%, penicilinas – 13%, macrolídeos – 7%, sulfonamidas e aminoglicosídeos por 

5% cada um, seguidos por lincosamidas (2%), cefalosporinas e fluoroquinolonas 

(menos de 1% cada) (FDA, 2021). Estima-se que 87% das lincosamidas e 42% dos 

macrolídeos foram destinados ao uso em suínos. (FDA, 2021). 

Tiseo e colaboradores, num estudo publicado em 2020, realizaram uma 

projeção valendo-se de um modelo de regressão multivariada, estimando as vendas 

globais de antimicrobianos de 2017 em 93.309 toneladas. A China foi o maior 

consumidor de antimicrobianos veterinários em 2017, respondendo por 45% do uso 

global, e a projeção é que continue sendo o maior consumidor em 2030 (43%). (Tiseo 

et al., 2020).  

Neste estudo, o Brasil esteve entre os dez maiores consumidores de 

antimicrobianos veterinários – ocupando o segundo lugar em consumo, com 7,9% - 

estando apenas atrás da China e à frente dos Estados Unidos (7,0%), que atingiu o 

terceiro lugar. Dados trazidos pela análise informam que, juntos, esses dez países 

respondem por 75% dos antimicrobianos empregados na produção animal (Tiseo et 

al., 2020). Ademais, prospectivamente, avaliaram que, entre 2017 e 2030, os suínos 

contribuirão com 45% para o aumento total do consumo entre os animais produtores 

de alimentos, sendo a categoria animal que apresentou o maior aumento. 
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No Brasil, todas as substâncias antimicrobianas utilizadas devem ser 

informadas no Boletim Sanitário dos Animais, documento oficial obrigatório que 

acompanha os lotes no momento do abate. Para que possam ser utilizadas, estas 

substâncias devem constar na lista de aditivos alimentares autorizados pelo Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), consoante lista atualizada, de 25 

de abril de 2015 (Brasil, 2020). Outrossim, os produtores devem respeitar o período 

de carência compreendido entre a administração do fármaco e o abate dos animais, 

evitando, desse modo, a presença de resíduos nos produtos de origem animal que 

serão consumidos (carne, mel, leite, e seus derivados). 

A relação entre o uso de antimicrobianos e a emergência de bactérias 

resistentes já está bem estabelecida (Bell et al., 2014). Pesquisas demonstraram que 

os antimicrobianos aplicados na produção animal são os principais responsáveis pela 

disseminação de genes de resistência antimicrobiana (ARG) e, especificamente, para 

aqueles antimicrobianos administrados em níveis subterapêuticos. (Kanwar et al., 

2014; Xiong et al., 2018). 

O MAPA disponibiliza, no Brasil, uma lista com 22 produtos permitidos para 

utilização como melhoradores de desempenho (Brasil, 2015). Entre eles, atualmente, 

há compostos como virginamicina, salinomicina, monensina sódica, flavomicina, 

halquinol, espiramicina, enramicina, clorohidroxiquinolina, cloridrato de ractopamina, 

entre outros.  

 

3.3 RESERVATÓRIOS AMBIENTAIS DE GENES DE RESISTÊNCIA 

 

Estudos de genomas microbianos comensais, humanos e ambientais 

mostram que a resistência aos antibióticos é ubíqua e antiga, assinalando uma 

quantidade muito maior de genes de resistência aos antimicrobianos do que foi 

previamente reconhecido (D'Costa et al., 2011; Perry et al., 2016). Trabalhos 

revelaram a resistência em cavernas isoladas e em humanos preservados por 

centenas de anos. (D'Costa et al., 2011; Perry et al., 2016). 

A AMR foi prevista antes do início da produção e utilização comercial de 

antimicrobianos. Os genes que codificam para AMR já existiam muito antes da sua 

descoberta e produção comercial (D'Costa et al., 2011; Van Hoek et al., 2011; 

Martínez, 2012; Wright et al., 2012; Li et al., 2015; Perry et al., 2016). Na maioria dos 
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casos, a descoberta dos genes de resistência e a sua expressão fenotípica ocorreram 

antes ou imediatamente após a utilização em massa de um determinado 

antimicrobiano. (Friedman et al., 2016).  

Adicionalmente, encontraram-se genes de resistência aos antimicrobianos 

em regiões e locais com pouca ou nenhuma interação humana (Allen et al., 2009; 

Lang et al., 2010; Van Goethem et al., 2018). Exemplificando, Lee et al. (2019), citando 

trabalhos anteriores realizados com Park et al. (2018), identificaram genes de 

resistência aos antimicrobianos em sedimentos do fundo do mar, que têm dezenas de 

milhares de anos.  

A origem de muitos genes de resistência em patógenos é oriunda de 

bactérias ambientais, incluindo organismos produtores de antibióticos, que existem há 

milhares de anos. Um importante mecanismo de resistência que impactou na saúde 

humana foi a resistência aos β-lactâmicos, cujas enzimas (β-lactamases) que inativam 

estes antimicrobianos existem há milhões de anos na natureza. (Aminov, 2009). 

Apesar da resistência antibiótica ser reconhecidamente antiga, as 

comunidades bacterianas são impactadas diretamente por fatores ecológicos e 

ambientais. Dessa maneira, a utilização imprópria e excessiva de antimicrobianos na 

medicina humana e na produção de animais (Silbergeld et al., 2008; Holmes et al., 

2016; O’Neill, 2016), pode selecionar populações resistentes no ambiente, e outros 

fatores, como condições físico-químicas, contaminantes ambientais, indução de 

respostas ao estresse, a adaptação bacteriana e a heterogeneidade fenotípica têm o 

potencial para aumentar o efeito de pressões seletivas e promover a evolução 

bacteriana no sentido de selecionar cepas mais resistentes. (Berendonk et al., 2015). 

Ainda, a água e o saneamento deficientes podem permitir a propagação 

dos microrganismos, em países de média e baixa renda, contribuindo para os altos 

índices de resistência nestes locais. A subsequente transmissão é afetada por 

padrões de controle de infecção, saneamento, e difícil acesso à água potável (Finley 

et al., 2013). Frost e colaboradores evidenciaram, inclusive, que viajar a países com 

estas características é um fator de risco associado à aquisição e disseminação da 

resistência. (Frost et al., 2019).  

A pecuária é um dos setores que possui potencial como reservatório de 

bactérias resistentes (Alonso et al., 2017a). O uso de antimicrobianos na produção 

animal está diretamente relacionado à detecção de microrganismos resistentes em 
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produtos de origem animal (Baron et al., 2014; Chantziaras et al., 2014). Sua utilização 

em escala tem o poder de acelerar o desenvolvimento de microrganismos patogênicos 

resistentes, assim como os organismos comensais. (Chen et al., 2019). 

 

3.4 RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS 

 

A resistência antimicrobiana a uma vasta gama de agentes infecciosos é 

uma enorme ameaça para a saúde pública (Aslam et al., 2010; Laxminarayan et al., 

2013; WHO, 2014; Ferri et al., 2017; Frieri et al., 2017), primordialmente, porque, nas 

últimas duas décadas, enfrenta-se uma pausa na descoberta e na emergência de 

fármacos eficazes para combater patógenos microbianos (Coates et al., 2011; Hollis 

et al., 2014; Kalkreuter et al., 2020). Nos últimos 50 anos, somente um antimicrobiano 

pertencente a uma nova classe, a daptomicina de espectro restrito, foi descoberto e 

usado em cenários clínicos. (Lewis, 2012; Piddock, 2012; Fernandes P et al., 2017).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a AMR 

desenvolve-se quando um microrganismo, como bactéria, fungo, vírus ou parasita, já 

não pode ser destruído, ou ter o seu crescimento limitado por um fármaco ao qual, 

anteriormente, era sensível. Isto leva a dificuldades no tratamento e controle de 

infecções, com internações prolongadas e risco aumentado de transmissão de 

doenças, elevação dos custos socioeconômicos e maiores riscos de morte (WHO, 

2014). A AMR causa um a ampliação de 50% nos riscos de causar morte em 

comparação com doenças causadas por microrganismos não resistentes. (WHO, 

2018). 

Como definição, a resistência aos antimicrobianos – RAM ou AMR da sigla 

em inglês – é o resultado da capacidade dos microrganismos de sofrer mutações, 

adquirir elementos genéticos móveis que codificam genes de resistência e de 

transferir plasmídeos entre hospedeiros. As mutações podem levar à alteração do sítio 

de ligação de determinado antimicrobiano, hiper-regular a produção de enzimas, 

inativando o princípio ativo e, também, alterar a proteína de transporte da membrana 

externa. (Monroe et al., 2000; Alekshun et al., 2007).  

As transferências horizontais de genes de resistência podem suceder no 

solo, na água, no trato gastrointestinal de humanos e animais, em alimentos, e outros 

ambientes, e verificam-se através de três mecanismos: transdução, conjugação e 
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transformação (Verraes et al., 2013). Geralmente, os genes de resistência localizam-

se em elementos genéticos móveis, como plasmídeos, transposons e cassetes 

gênicos em integrons, além de poder estar presentes em DNA livre e bacteriófagos. 

Estes genes podem ser transferidos entre bactérias de diferentes grupos taxonômicos 

e em diferentes nichos ecológicos. (Levy et al., 1989; Levy, 2002).  

A replicação dos plasmídeos acontece independentemente dos 

cromossomos e estes elementos podem ser transferidos entre as bactérias por 

conjugação. Sua presença dentro da bactéria não é essencial, mas pode conferir uma 

vantagem adaptativa e desempenhar um papel essencial na sobrevivência deste 

microrganismo (Verraes et al., 2013). Embora existam vários genes que conferem 

resistência aos antimicrobianos, cada um com uma característica própria, eles podem 

se acumular no mesmo organismo, podendo conferir resistência a múltiplos 

antimicrobianos. (Levy et al., 2004; Davies et al., 2010). 

 

3.5 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE E. coli  

 

A Escherichia coli é uma bactéria entérica tipicamente encontrada no trato 

gastrointestinal de humanos e animais que está cada vez mais envolvida em infecções 

intestinais e extra-intestinais atuando também como patógeno oportunista. (Riley, 

2020; Denamur et al., 2021). É uma das bactérias mais estudadas no mundo e pode 

estar amplamente disseminada no ambiente. Pode ser definida como um bacilo Gram-

negativo, não esporulado, aeróbico, integrante da ordem Enterobacterales, capaz de 

se reproduzir em cerca de 20 minutos (Jang et al., 2017), e este rápido crescimento 

permite a observação da evolução de mais de 50.000 gerações, tornando-se um 

modelo de estudo (Tenaillon et al., 2016). Seu genoma varia entre 4,2 a 6,0 Mbp, o 

que corresponde a 3.900-5.800 genes, respectivamente. (Oliphant et al., 2002; 

Gillespie, 2016; Oliveira et al., 20199). 

A E. coli possui uma forte estrutura filogenética representada por, pelo 

menos, oito grupos filogenéticos divididos em dois agrupamentos fundamentais: 

filogrupos B2, G, F e D; e filogrupos A, B1, C e E (Denamur et al., 2021). Entre os 

quais: A, B1, B2 e D representam a maioria das cepas, e as outras quatro (C, E, F e 

G) são mais raras (Lu et al., 2016; Beghain et al., 2018; Clermont et al., 2019). As E. 

coli patogênicas também podem ser divididas em dois grupos principais, conforme 



31 

 

seus patotipos: Escherichia coli intestinal patogênica (InPEC) e Escherichia coli 

extraintestinal patogênica (ExPEC). (Kaper et al., 2004; Riley, 2020).  

Os ExPEC são classificados como: Escherichia coli uropatogênica (UPEC), 

Escherichia coli causadora de sepse (SEPEC) e Escherichia coli associada à 

meningite neonatal (NMEC) (Kaper et al., 2004). Possuem uma grande variedade de 

fatores de virulência, como adesinas (fimbriais e não fimbriais), sideróforos, toxinas, 

invasinas, entre outros. Muitos desses fatores de virulência ocorrem combinados 

dentro da mesma cepa e atuam sinergicamente (Biran et al., 2018; Johnson et al., 

2018). Pertencente a este grupo e caracterizada por seu hospedeiro, tem-se, ainda, a 

Escherichia coli patogênica aviária (APEC). (Manges et al., 2019; Desvaux et al., 

2020; Riley, 2020). 

As principais Sequence Types (STs) associadas às infecções causadas por 

E. coli extraintestinal em humanos, são as: ST131, ST69, ST10, ST405, ST38, ST95, 

ST648, ST73, ST410, ST393, ST354, ST12, ST127, ST167, ST58, ST617, ST88, 

ST23, ST117 e ST1193. Em animais de produção, as mais prevalentemente 

associadas às ExPEC são: as ST10, ST12, ST69, ST73, ST95, ST117, ST127, ST131 

e ST405. (Riley, 2020). 

Já a cepas InPEC são subdivididas em diversos patotipos, propostos por 

suas características diferenciais e genes de virulência essenciais que definem cada 

subgrupo, como Escherichia coli produtora de Shiga toxina (STEC), Escherichia coli 

enterohemorrágica (EHEC), Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), Escherichia 

coli enterotoxigênica (ETEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli 

enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli difusamente aderente (DAEC), Escherichia 

coli aderente-invasiva (AIEC). Cada uma delas detêm propriedades distintas de 

virulência, incluindo adesinas, produção de toxinas e fatores de colonização. (Kaper 

et al., 2004; Riley, 2020).  

As diferentes cepas de E. coli podem causar, tanto patologias 

extraintestinais (infecções do trato urinário – ITUs –, diversas infecções intra-

abdominais, pulmonares, da pele e tecidos moles, meningite neonatal – NBM – e 

bacteremia), como patologias intestinais (várias formas de diarreia, incluindo síndrome 

hemolítica e urêmica – SHU). Essas infecções podem ser muito comuns (ITUs) (Izzo 

et al., 2011), ligadas à alta morbidade (insuficiência renal em SHU) em crianças 
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(Kolenda et al., 2015), sequelas neurológicas em NBM (Bouillon et al., 2018) e alta 

mortalidade (~15% em bacteremia. (Antão et al., 2008; Hutton et al., 2018). 

Nos animais, a E. coli é uma das principais causas de diarreia, juntamente 

com outros agentes patogénicos, tais como: rotavírus, coronavírus, Cryptosporidium 

parvum, ou uma combinação destes (Izzo et al., 2011). Estas E. coli enterotoxigênicas 

(ETEC) se ligam e colonizam o epitélio intestinal através de adesinas no contexto de 

fimbriae, tais como: o F4 (anteriormente designado K88), F5 (K99), F6 (987P), F17, e 

F18 fimbriae (Kolenda et al., 2015). Além disso, fimbrias do tipo I – F1 – sensíveis à 

manose estão presentes em quase todas as espécies de E. coli (incluindo K12). As 

ETEC também produzem várias enterotoxinas, entre as quais: toxinas termolábeis, 

termoestáveis e/ou termoestáveis enteroagregativas (EAST-1), que causam diarreia 

(Poirel et al., 2018). As ETEC afetam várias espécies animais, especialmente animais 

jovens, produtores de alimentos, como leitões, terneiros e frangos. A diarreia é 

observada em suínos e terneiros durante os primeiros três a cinco dias de vida e, em 

suínos de três a dez dias após o desmame (Poirel et al., 2018). A tendência ao 

desmame precoce, em vários países e continentes, tem o potencial de desempenhar 

um papel significativo no aumento da ocorrência de diarreia pós-desmame no setor 

da suinocultura. Como consequência, as infecções letais por ETEC em animais 

podem ocorrer, igualmente, como resultado da desidratação grave e de desequilíbrio 

eletrolítico. As infecções com E. coli em animais não se limitam aos jovens indivíduos, 

ocorrem, identicamente, em adultos. Como mencionado acima, a E. coli patogênica 

extraintestinal é responsável por infecções do trato urinário, particularmente em 

animais de companhia. (Bouillon et al., 2018; Hutton et al., 2018).  

A Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) é um patotipo 

zoonótico de grande interesse, reconhecido como uma das principais causas de 

doenças transmitidas por alimentos que ameaçam saúde pública e segurança 

alimentar em todo o mundo (Croxen et al., 2013; Ori et al. 2018; Gonzalez et al., 2020). 

As cepas produtoras de toxinas Shiga são capazes de causar doenças graves em 

humanos quando transmitidas por meio da cadeia alimentar de seus reservatórios 

animais (Gonzales et al., 2020). As cepas STEC já foram recuperadas de fezes do 

intestino de um numeroso grupo de animais, entre eles aves domésticas e silvestres. 

No entanto, seu papel como agente causador da doença tem sido especialmente 

associado ao consumo de carne bovina, seguido por carne suína (Kintz et al., 2017; 
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Smith et al., 2018; Scott et al., 2020). Na maioria dos animais, a E. coli STEC pode 

ser transportada e excretada na ausência de doenças. Além disso, relatos de doenças 

têm sido descritas relacionadas ao consumo de hortaliças, frutos do mar e produtos 

prontos para o consumo, entre outros alimentos. (Erickson et al., 2007; Prakasan et 

al., 2018; Torres et al., 2018). 

Referente aos genes de virulência, estão localizados em elementos 

genéticos móveis, como ilhas genômicas, bacteriófagos, sequências de inserção (SI), 

integrons, plasmídeos e transposons; por isso, logram ser facilmente trocados entre 

diferentes cepas (Hacker et al., 2003; Dobrindt et al., 2010). As E. coli patogênicas 

são responsáveis por cerca de 209.500 mortes por ano em todo o mundo (Lozano et 

al., 2012). Ainda, estes elementos genéticos são agentes que carregam vários genes 

de resistência a antimicrobianos que estão sob forte pressão seletiva como resultado 

do uso extensivo de antibióticos. (Brzuszkiewicz et al., 2009). 

 

3.5.1 Mecanismos de Resistência em E. coli  

 

A Organização Mundial da Saúde Humana (OMS) e Animal (OIE – 

Organização Mundial de Saúde Animal) têm recomendado a inclusão da E. coli em 

programas de vigilância e monitoramento de resistência dada a sua importância. 

(WHO, 2017; OIE, 2019). 

Devido às suas características de plasticidade genética e abundância, a E. 

coli é utilizada como marcador em estudos de diversidade e de reservatórios de genes 

de resistência no ambiente do One Health. Sua vasta distribuição no ambiente e 

presença no trato gastrointestinal de homens e animais faz com que ela venha sendo 

cada vez mais empregada em estudos de disseminação da resistência microbiana. 

(Leimbach et al., 2013; Braz et al., 2020). 

A multirresistência em Escherichia coli tornou-se uma questão preocupante 

que é cada vez mais observada não somente na medicina humana, mas também na 

medicina veterinária no mundo todo. E. coli é intrinsecamente suscetível a quase 

todos os agentes antimicrobianos clinicamente relevantes, porém, ela possui grande 

capacidade de acumular genes de resistência, principalmente por meio de 

transferência horizontal. (Poirel et al., 2018). 
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Os agentes antimicrobianos têm um grande impacto na microbiota intestinal 

onde a E. coli reside. Ela é suscetível a todas as condições ambientais do órgão, como 

o tipo de ração consumido e o uso de aditivos e intensificadores de desempenho pelos 

animais de produção (Rochelle-Newall et al., 2015). Desse modo, as bactérias 

presentes na microbiota dos animais de produção são amplamente consideradas 

como reservatórios de genes de resistência aos antimicrobianos e têm servido como 

indicadores para estimar a carga de resistência antimicrobiana em animais e outros 

setores numa perspectiva de Saúde Única. (Hu et al., 2016).  

Os genes blaNDM-1 e blaCTX-M-15 já foram encontrados em amostras de água 

coletadas em Bangladesh, em 2012 (Toleman et al., 2015), e a E. coli foi a espécie 

carreadora de blaNDM-1 em três das sete regiões amostradas no estudo, fato de grande 

dimensão epidemiológica. (Pitout, 2012). 

Um estudo realizado na Suíça investigou a presença do gene mcr-1 em 

vegetais importados de outros países. Dois isolados de E. coli mcr-1 positivos 

pertencentes aos clones ST167 (clone ExPEC) e ST4683 foram descobertos entre 

Enterobacteriaceae (3,3%) produtoras de Extended-spectrum β-lactamases (ESBL) 

(Zurfluh et al., 2019). Este fato sugere que o comércio internacional de alimentos 

vegetais é uma rota potencial para disseminação de cepas de E. coli multirresistentes. 

Significativos genes de resistência transferidos por plasmídeos, como 

blaNDM-1, que confere resistência aos carbapenêmicos, e o gene de resistência à 

colistina mcr-1, têm sido encontrados em cepas bacterianas de humanos e animais 

(Shaheen et al., 2013; Delgado-Blas et al., 2016; Liu et al., 2016a). Isso é motivo de 

grande preocupação, pois estes antimicrobianos são sempre considerados como 

medicamentos de última escolha para tratar infecções humanas causadas por 

patógenos multirresistentes. (Livermore et al., 2012; Shaheen et al., 2013; Codjoe et 

al., 2017). Cabe salientar que a resistência aos carbapenêmicos tem sido encontrada, 

sobremaneira, em isolados humanos, e pouco reconhecida em animais.  

Por outro lado, a resistência à colistina em E. coli parece estar relacionada 

ao uso da colistina na medicina veterinária em escala mundial. Para as outras 

características de resistência, a transferência cruzada entre os humanos e animais 

ainda carece de elucidação. (Poirel et al., 2018). 

Tanto a E. coli comensal, quanto a patogênica, foram implicadas na 

transferência de genes de resistência para outras bactérias (Adenipekun et al., 2015). 
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Haja vista a sua presença em uma ampla gama de hospedeiros, a E. coli é 

considerada um indicador útil para a análise de prevalência de resistência a 

antibióticos, permitindo avaliar e comparar a ocorrência de resistência entre diferentes 

populações e analisar a transmissão animal-humano (Alonso et al., 2017b). Frente a 

isso, a E. coli foi relatada como um reservatório de genes de resistência a antibióticos 

que podem ser transferidos de animais para humanos e fornecem informações vitais 

sobre o fluxo de resistência na cadeia alimentar. (Verraes et al., 2013; Allen et al., 

2014). 

Os mecanismos mais importantes frequentemente encontrados em E. coli 

correspondem à aquisição de genes que codificam para enzimas como Extended-

spectrum β-lactamases – ESBL (conferindo resistência a cefalosporinas de terceira e 

quarta gerações), carbapenemases (dando resistência aos carbapenêmicos), 16S 

rRNA metilases (conferindo pan-resistência a aminoglicosídeos), resistência a 

quinolonas mediada por genes plasmidiais (PMQR) (que aferem resistência a 

fluoroquinolonas) e genes mcr (que oferecem resistência às polimixinas). (Poirel et al., 

2018). 

 

3.5.1.1 Resistência aos β-lactâmicos em E. coli 

 

Antimicrobianos das classes dos β-lactâmicos interferem na síntese da 

parede celular bacteriana, resultando na inibição do crescimento bacteriano, ligando-

se às proteínas de ligação à penicilina (PBPs), que são enzimas envolvidas na síntese 

de peptideoglicano. Os antibióticos β-lactâmicos são usados para tratar infecções 

causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Todos eles compartilham, 

como estrutura comum, um anel lactâmico de quatro membros, conhecido como anel 

β-lactâmico. (Davies et al., 2010). Os antibióticos β-lactâmicos atuam na formação da 

parede celular bacteriana, interferindo nas proteínas ligantes de penicilina (PBPs) no 

estágio final da síntese de peptideoglicanos. (Davies et al., 2010).  

A resistência aos antibióticos β-lactâmicos pode ocorrer através dos 

sistemas de efluxo e perda de porinas que irão influenciar na permeabilidade das 

membranas; a partir da alteração da estrutura do peptideoglicano; em razão das 

mutações nas proteínas ligantes de penicilina (PBPs), levando à diminuição da 

afinidade da ligação do antibiótico ao local de ação; e por intermédio dos mecanismos 
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enzimáticos de degradação do antibiótico. A degradação do antibiótico mediada por 

enzimas β-lactamases, que quebram o anel β-lactâmico, são mecanismos mais 

comuns e importantes em bactérias Gram-negativas. (Dzidic et al., 2008). 

Antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos, em especial as cefalosporinas 

de terceira e quarta gerações, são utilizados como primeira escolha no tratamento 

para as infecções causadas por enterobactérias. São seguros e eficazes e tornaram-

se uma das classes de agentes antibacterianos mais amplamente prescritos. (Davies 

et al., 2010; Bush, 2016). 

Entretanto, nota-se que há um aumento da resistência a estes 

antimicrobianos, mediado pela produção de enzimas chamadas de ESBL, que além 

de conferir resistência às cefalosporinas, dão resistência a maioria dos β-lactâmicos, 

à exceção de carbapenêmicos, cefamicinas e inibidores de β-lactamases, como 

clavulanato e tazobactam. (Tsai et al.; 2011; Lupo et al., 2013; Adler et al., 2016). 

A classificação de Bush-Jacoby divide as enzimas β-lactamases em quatro 

grupos de acordo com suas atividades funcionais, relacionando sua estrutura com o 

espectro de ação dos antimicrobianos hidrolisados: penicilinases, ESBLs, 

carbapenemases e AmpC type cefalosporinases, além de seus vários subgrupos 

(Bush et al., 2010; Zhou et al., 2007). Alguns exemplos de β-lactamases já relatadas 

na medicina veterinária encontram-se na Tabela 1, com destaque para as ESBLs. 

O grupo 1, também chamado de cefalosporinases, tem a cefalosporinas 

como substrato preferencial. Grupo 2, β-lactamases de espectro estendido, é o maior 

grupo e possui como substrato todos os antibióticos β-lactâmicos. Esse grupo é 

chamado de serina β-lactamases e é dividido em diferentes subgrupos em função dos 

diferentes espectros de ação de cada enzima. Os principais genes codificadores de 

β-lactamases estão nos subgrupos 2b, 2be, 2br, 2d, 2de, 2df e 2f. O grupo 3, composto 

pelas metalo-β-lactamases, é diferente dos outros dois grupos, uma vez que essas 

enzimas utilizam o zinco como cofator e tem os carbapenêmicos como substrato 

preferencial (Bush e Jacoby 2010). 
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Tabela 1. Principais β-lactamases encontradas em animais. 
Genes País de Origem Fonte Referência 

blaCTX-M-1 Dinamarca, Suíca, França, Alemanha, 
EUA 

Suíno, Frango, gado, bovino de 
leite, cão, gato, cavalo 

Randall et al., 2011; Endimiani et al., 
2012; Börjesson et al., 2013; Hammerum 
et al., 2014; Liu et al., 2016b 

blaCTX-M-2, blaCTX-

M-8 
Brasil Frango Lentz et al., 2019 

blaCTX-M-14 França, China Bovinos de leite, suíno, frango, 
cão 

Dahmen et al., 2013; Liao et al., 2015; Liu et al., 
2016c. 

blaCTX-M-15 Reino Unido, Países Baixos, 
Alemanha, México, França, Espanha, 
Espanha, EUA, China, Nigéria 

Frango, cão, animais de produção, 
bovinos de leite, cavalo, gato, ave 
silvestre 

Ewers et al., 2010, 2014; Randall et al., 2011; 
Berthe et al., 2013; Hordijk et al., 2013; Rocha-
Gracia et al., 2015; Falgenhauer et al., 2016; Liu 
et al., 2016b; Liu et al., 2016c; Ojo et al., 2016; 
Timofte et al., 2016; Freitag et al., 2017 

blaSHV-2a, blaSHV-

18 
Brasil Frango Lentz et al., 2019 

blaSHV-12 Espanha, Alemanha, China Aves silvestres, cão, frango Liu et al., 2016c; Alonso et al., 2017b 

blaCMY-2 Alemanha, Espanha, Dinamarca, 
França, Portugal, Suíca, Brasil, EUA, 
China, Japão 

Cão, ave silvestre, frango e carne 
de frango, gado 

Park et al., 2012; Loncaric et al., 2013; Ohnishi et 
al., 2013; Guo et al., 2014; Sato et al., 2014; Vogt 
et al., 2014; Alcalá et al., 2016; Hansen et al., 
2016; Jones-Dias et al., 2016; Maamar et al., 
2016; Cunha et al., 2017; Schill et al., 2017;  
Lentz et al., 2019 

blaNDM-1 China, U.S Cão, gato, suíno Shaheen et al., 2013; Lin et al., 2016; Cui et al., 
2017 

blaNDM-5 China, Algeria, India Cao, suíno, gado, pato Kitchel et al., 2009; Yaici et al., 2016; Yousfi et 
al., 2016; Kong et al., 2017 
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blaVIM-1 Alemanha Frutos do mar, suínos Fischer et al., 2012; Fischer et al., 2017; 
Roschanski et al., 2017a; Roschanski et al., 
2017b 

blaIMP-4 Austrália Gaivota Dolejska et al., 2016 

blaOXA-48 Alemanha, França, EUA, Líbano e 
Algéria 

Cão, gato, frango Stolle et al., 2013; Al Bayssari et al., 2015; Liu et 
al., 2016b; Melo et al., 2017 

blaOXA-181 Itália Suínos Pulss et al., 2017 

blaKPC-2 Brasil Cão Sellera et al., 2018 

Fonte: O autor, adaptado de Poirel et al. (2018). 
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Os genes que codificam as β-lactamases são encontrados, sobretudo, em 

elementos genéticos móveis, como plasmídeos, e são detectados em diferentes 

isolados e amostras. Esses genes são extensamente relatados em bactérias clínicas 

(Bush et al., 2010); tal qual há relatos em bactérias ambientais (Pitondo-Silva et al., 

2016; Furlan et al., 2018). Existem várias descrições em suínos, aves, bovinos, solo, 

vegetais e água. (Ewers et al., 2012; Ben Said et al., 2016; Furlan et al., 2018).  

A produção de ESBLs, AmpCs β-lactamases e carbapenemases são 

mecanismos de resistência aos antimicrobianos muito importantes do ponto de vista 

clínico e epidemiológico em Enterobacterales (Friedman et al., 2016; Wilson et al., 

2018). As ESBLs estão incluídas no grupo 2be, na classificação de Bush-Jacoby. Já 

há diversas famílias, como: TEM-, SHV-, CTX-M- PER-, VEB- (Bush et al., 2010). Mais 

de 541 ESBLs já foram referidas. Na atualidade, as famílias de ESBLs mais 

predominantemente encontradas são: blaCTX-M, blaTEM e blaSHV, sendo que até 

dezembro de 2021, 167 variantes de TEM, 132 de SHV e 242 de CTX-M tinham sido 

publicadas no banco de dados Lahey. (http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp). 

O uso intensivo e indevido de antibióticos β-lactâmicos, tanto na medicina 

humana, quanto na veterinária, levaram à disseminação de bactérias resistentes 

produtoras de ESBL. Infecções causadas por cepas produtoras de ESBL estão entre 

as ameaças mais sérias e críticas do século XXI, uma vez que estão correlacionadas 

a altas taxas de morbidade e mortalidade. (ECDC, 2014; Abayneh et al., 2018; Walker 

et al., 2018; Bergšpica et al., 2020).  

Genes de ESBL e AmpC estão sendo encontrados abundantemente em 

bactérias comensais provenientes de amostras de fezes de animais de produção, 

assim como em animais de companhia. (Dierikx et al., 2013; Haenni et al., 2014; 

Hordijk et al., 2013). Altas taxas de prevalência foram encontradas em E. coli 

produtoras de ESBL/AmpC, tais como em terneiros na Europa, e frangos no mundo 

todo. Provavelmente este seja um resultado da pressão de utilização de 

cefalosporinas como ceftiofur, impactando sobre a microbiota comensal destes 

animais (Poirel et al., 2018).  

Um dos maiores grupos de ESBL são as enzimas CTX-M. Estudos recentes 

de epidemiologia realizados no Brasil, mostram que CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e 

CTX- M-15 são as variantes predominantes no país. (Irrgang et al., 2017; Cyoia et al., 

2019; Daga et al., 2019; Soncini et al., 2021). 
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Antimicrobianos da classe dos carbapenêmicos são o tratamento de 

escolha para infecções graves motivadas por organismos produtores de ESBL em 

humanos. (Kang et al., 2004; Paterson et al., 2005).  

Contudo, a produção de carbapenemases em isolados clínicos de bacilos 

Gram-negativos (BGN) é o principal mecanismo de resistência aos carbapenêmicos 

e, é apontado como uma das ameaças mais preocupantes descritas pelos Centros de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC), sob o ponto de vista clínico, epidemiológico 

e de saúde pública. Normalmente, estes isolados clínicos possuem genes 

codificadores de suas enzimas que estão localizados em elementos genéticos móveis, 

facilitando, dessa maneira, a transferência da resistência (CDC, 2013-2008). São 

enzimas que hidrolisam os carbapenêmicos e, usualmente, conferem resistência a 

grande parte dos antimicrobianos β-lactâmicos, como cefalosporinas e penicilinas 

(Nordmann et al., 2002; Queenan et al., 2007). As penicilinas, todavia, são excelentes 

substratos para qualquer tipo de β-lactamases, incluindo carbapenemases, e, 

portanto, seu uso pode contribuir para uma pressão de seleção de qualquer forma.  

O primeiro determinante de carbapenemases identificado em um animal 

isolado de E. coli foi VIM-1, recuperado de um suíno, na Alemanha (Fischer et al., 

2017). Desde então, outros foram identificados isolados de E. coli produtores de VIM-

1 em diferentes fazendas de suínos no mesmo país (Fischer et al., 2012, Guerra et 

al., 2014). Esta carbapenemase até agora nunca foi encontrada em outro lugar em 

isolados de animais. Outras carbapenemases identificadas em E. coli são: NDM-1 e 

NDM-5. NDM-1 foi identificada nos Estados Unidos e na China, em isolados 

recuperados de cães, gatos e suínos (Shaheen et al., 2013; Wang Y et al., 2017). 

NDM-5 também foi detectada na China, Índia e Argélia, a partir de bovinos, aves, cães, 

gatos e peixes (Liu Z et al., 2017; Yousfi et al., 2016). O gene que codifica IMP-4 foi 

identificado em isolados de E. coli recuperados de gaivotas na Austrália (Dolejska et 

al., 2016). Curiosamente, a OXA-48, que é a mais prevalente carbapenemase em 

isolados de enterobactérias humanas na Europa, foi encontrada em isolados de E. coli 

recuperados de cães, gatos e galinhas na Alemanha, França, Líbano, Argélia e 

Estados Unidos (Stolle et al., 2013; Schmiedel et al., 2014; Al Bayssari et al., 2015; 

Melo et al., 2017). Embora a classe A β-lactamase KPC seja uma das 

carbapenemases mais comumente identificadas em humanos, ela tem sido pouco 

relatada em isolados de E. coli de animais provenientes de animais (Munoz-Price et 
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al., 2013; Mollenkopf et al., 2017), exceto por um único isolado portador de blaKPC-2 de 

um cão, no Brasil, que sofreu de uma infecção do trato urinário (Sellera et al., 2018). 

Fora isso, blaVIM-1 foi recentemente relatado em amostras de carne suína, na Bélgica 

(Garcia-Graells et al., 2020), e KPC-2 e KPC-3 foram recentemente reportadas em 

aves silvestres, na África. (Ben Yahia et al., 2020). 

Apesar da importância clínica e epidemiológica que possui, a detecção de 

carbapenemases fora do ambiente hospitalar permanece baixa. Raramente elas são 

identificadas em isolados de E. coli provenientes de animais (Poirel et al., 2018). Cabe 

salientar que carbapenêmicos não são habitualmente utilizados e prescritos em 

Medicina Veterinária. Somente em alguns em casos raros, são utilizados em animais 

de companhia. Dessa forma, a ocorrência de carbapenemases em animais é 

incomum, logo, esse ambiente não corresponde a um reservatório expressivo destes 

genes. (Poirel et al., 2014, 2018).  

 

3.5.1.2 Resistência a quinolonas 

 

Quinolonas e fluoroquinolonas são importantes agentes antimicrobianos 

utilizados para o tratamento de vários tipos de infecções em humanos e em animais 

(Pham et al., 2019). Em 1962, surgiram as quinolonas de primeira geração, que tem 

como alguns dos exemplares as substâncias flumequina, ácido nalidíxico e ácido 

oxolínico. (Brar et al., 2020). 

A partir de seu surgimento, elas foram rapidamente utilizadas para 

combater infecções urinárias de difícil tratamento. Na década de 1980, um novo grupo 

foi sintetizado, caracterizado pela adição de um átomo de flúor à molécula, assim 

apareceram as chamadas fluoroquinolonas ou quinolonas de segunda geração. Seu 

espectro de ação ampliou-se, combatendo não unicamente bactérias Gram-negativas, 

mas algumas espécies de Gram-positivas (Goldstein, 1996; King et al., 2000; Zhanel 

et al., 2002). Enrofloxacino, norfloxacino e ciprofloxacino estão entre os exemplares 

cruciais da chamada segunda geração de quinolonas (Van Hoek et al., 2011). 

Quinolonas de terceira e quarta geração foram sintetizadas desde então, têm seu uso 

mais restrito, principalmente as de quarta geração, cuja ação se restringe ao ambiente 

hospitalar humano. (Spinosa et al., 2011). 
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A resistência teve sua emergência com o uso clínico e transformou-se 

comum em alguns patógenos bacterianos. Os mecanismos de resistência às 

quinolonas incluem duas categorias de mutação (i; ii) e a aquisição de genes que 

conferem resistência (iii) como segue: i) o acúmulo de mutações nos genes que 

codificam a DNA girase e a topoisomerase IV; ii) uma diminuição da concentração 

intracelular de fluoroquinolonas por regulação negativa das porinas ou modificação da 

atividade das bombas de efluxo; iii) a aquisição de genes de resistência através de 

plasmídeos. (Jacoby, 2005, Redgrave et al., 2014; Hooper et al., 2015). 

Quinolonas são usadas para tratar infecções bacterianas provocadas por 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo, porém, não se limitando a 

infecções do trato urinário (ITUs), pielonefrite, gastroenterite, doenças sexualmente 

transmissíveis, como gonorreia, tuberculose (Gillespie, 2016), prostatite, pneumonia 

adquirida na comunidade e infecções da pele e dos tecidos moles (Oliphant et al., 

2002; Aldred et al., 2014). O primeiro gene descoberto transferível por plasmídeo foi 

denominado qnrA, que foi seguido pelo isolamento de vários genes relacionados. 

Cerca de 100 variantes de genes qnr foram revelados nomeadamente em membros 

da família Enterobacteriaceae, e agrupados em cinco famílias distintas: qnrA, qnrB, 

qnrC, qnrD e qnrS. (Martínez-Martínez et al. 1998; Nordmann et al., 2005; Strahilevitz 

et al., 2009; Jacoby et al., 2014; Hooper et al., 2015). 

Um segundo gene de resistência mediado por plasmídeo (PMQR) foi 

através da detecção da proteína mutante AAC(6′)-Ib-cr. (Robicsek et al., 2006). 

O terceiro mecanismo foi localizado em 2007, com as bombas de efluxo de 

quinolonas, achado mediado por plasmídeo qepA. (Yamane et al., 2007; Périchon et 

al., 2007) e oqxAB (Hansen et al., 2007). 

PMQRs foram amplamente identificados entre isolados humanos, e entre 

isolados animais. Na China, estudos mostraram altas prevalências dos determinantes 

qnr, aac(6')-Ib-cr e qepA entre animais produtores de alimentos (Ma et al., 2009; Liu 

et al., 2012), e alguns estudos destacaram um aumento da prevalência ao longo dos 

anos. (Huang et al., 2009; Poirel et al., 2018).  

Uma investigação retrospectiva realizada em toda a Europa identificou 

genes qnrS1 e qnrB19 em isolados de E. coli em animais produtores de alimentos, 

como frangos, bovinos e suínos (Veldman, et al., 2011; Poirel et al., 2018). PMQRs 



43 

 

também foram observados em animais de companhia. (Umeda, 2020; e animais de 

produção (Doma, 2020).  

Além disso, a presença de genes qnr em Enterobacteriaceae produtoras 

de ESBL foram relatados na Europa, Estados Unidos, Ásia e África (Poirel et al., 2006; 

Guessennd et al., 2008; Lavilla et al., 2008; Bouchakour et al., 2010; Silva-Sanchez et 

al., 2013). Alguns estudos encontraram uma forte associação entre isolados positivos 

para qnr e ESBL. (Nordmann et al., 2005; Jacoby et al., 2006; Robicsek et al., 2006; 

Moumouni et al., 2017). 

 

3.5.1.3 Resistência às polimixinas mediada por plasmídeo 

 

Polimixinas são antibióticos polipeptídicos usados como último recurso 

para tratar infecções causadas por BGN resistentes a carbapenêmicos. Por efeito da 

sua alta neurotoxicidade e nefrotoxicidade, quando administradas sistematicamente 

em humanos, as polimixinas foram gradualmente substituídas por antimicrobianos 

menos tóxicos na década de 1970. (Li et al., 2006). 

A ação das polimixinas acontece por meio da interação com os 

lipopolissacarídeos (LPS) e fosfolipídios da parede celular (membrana externa) de 

bactérias Gram-negativas. Elas agem desestabilizando o LPS através da troca de 

cátions (Ca+2 e Mg+2) e, dessa forma, aumentam a permeabilidade da parede 

bacteriana, gerando o extravasamento do conteúdo citoplasmático e consequente 

morte da célula. Independentemente de o LPS ser o alvo principal das polimixinas, 

seu mecanismo de ação exato ainda não foi completamente elucidado. (Zavascki et 

al., 2007; Poirel et al., 2017a).  

As polimixinas possuem duas formas de apresentação que são a colistina 

(polimixina E) e polimixina B, e são moléculas ativas contra a maioria dos 

microrganismos da ordem Enterobacterales. A prática terapêutica com polimixinas 

contra bactérias Gram-negativas não fermentadoras, como P. aeruginosa e 

Acinetobacter spp., possui resultado significativo. As polimixinas não possuem 

espectro de ação contra cocos Gram-negativos, bactérias Gram-positivas e bactérias 

anaeróbias. (Sader et al., 2015; Poirel et al., 2017a).  

Algumas espécies de BGN, como Burkholderia mallei, Brucella spp., 

Campylobacter spp., Chromobacterium spp., Edwardsiella spp., Legionella spp., 
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Morganella morganii, Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, Proteus spp., 

Providencia spp., e Vibrio cholerae são intrinsecamente resistentes às polimixinas.  

Até novembro de 2015, a resistência às polimixinas era caracterizada por 

mutações cromossomais. No final deste ano, Liu e colaboradores reportaram, na 

China, pela primeira vez, o gene denominado mobile colistin resistance (mcr-1) que 

confere resistência às polimixinas e é mediado por plasmídeo, em isolados 

bacterianos de animais e humanos da família Enterobacteriaceae (Liu et al., 2016). O 

gene mcr codifica uma fosfoetanolamina transferase, que modifica o 

lipopolissacarídeo adicionando fosfoetanolamina ao lipídeo A, reduzindo a carga 

aniônica do LPS e, subsequentemente, a sua afinidade às polimixinas. (Liu et al., 

2016). 

Os isolados de E. coli que carreiam o gene mcr-1 fazem parte de diferentes 

STs (Rumi et al., 2019; Loayza-Villa et al., 2020). Sua disseminação não está 

associada a uma linhagem clonal específica e nem a um grupo de plasmídeos, sendo 

que esta ampla flexibilidade molecular facilita muito sua disseminação (Li et al., 2016; 

Wang Q et al., 2017, 2018). Desde seu primeiro relato, mcr-1 é mencionado em 

isolados humanos, animais e ambientais, bem como em amostras de alimentos em 

todos os continentes, exceto na Antártica (Liu et al., 2016; Elbediwi et al., 2019; 

Matamoros et al., 2017). Tem sido encontrado em diferentes espécies bacterianas, 

em plasmídeos de diferentes grupos de incompatibilidade. Plasmídeos do tipo IncI2 e 

IncX4 são os mais prevalentes e já foram detectados em diferentes espécies de 

Enterobacteriaceae, incluindo E. coli, K. pneumoniae, Salmonella, C. braakii e C. 

sakazakii, isolados de várias fontes, como humanos, animais e ambientes de 

produção, vida selvagem e vários outros ambientes (águas residuais, água de poço, 

solo, estrume, rios etc.). (Guenther et al. 2017; Zhou et al., 2017; Poirel et al., 2018; 

Andrade et al., 2020). 

Atualmente, E. coli é a espécie mais reiteradamente encontrada, carreando 

o gene mcr-1 em isolados no mundo todo. A ST10 e outras cepas pertencentes ao 

complexo clonal CC10 são as mais prevalentes associadas à disseminação deste 

gene. (García-Meniño et al., 2018, 2019, 2021; Tang et al., 2019; Hsueh et al., 2020; 

Khanawapee et al., 2020; Migura-Garcia et al., 2020; Wang Y et al., 2020; Nakano et 

al., 2021). 
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A resistência mediada através do gene mcr-1 tem sido predominantemente 

reportada em isolados de origem animal. Provavelmente devido ao fato da colistina 

ter seu uso muito maior neste grupo do que em seres humanos. Desde 1980, é 

utilizada nos sistemas de produção e a descrição mais antiga de mcr-1 data deste 

mesmo ano em isolado de frango, na China. (Shen et al., 2016; Skov et al., 2016; 

Nordmann et al., 2016). 

Ao contrário de seu uso na medicina humana, a colistina é extensivamente 

utilizada na medicina veterinária por décadas para tratamento e/ou prevenção de 

doenças infecciosas, ou como aditivo alimentar visando a promoção de crescimento 

em animais. (Poirel et al., 2017). 

Mesmo com suas limitações, em resposta ao rápido crescimento de 

bactérias resistentes na última década, a reintrodução das polimixinas na terapêutica 

humana para tratar infecções graves foi imprescindível ao combate por patógenos 

Gram-negativos multirresistentes como Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter 

baumannii em humanos. (Munoz-Price et al., 2013; Poirel et al., 2017). 

Nas últimas décadas, vem se empregando a colistina no tratamento de 

infecções em humanos e, por isso, os mecanismos de resistência mediados por 

plasmídeos, despertaram grande preocupação. 

Dados sobre resistência à colistina em animais de produção na América do 

Norte são escassos, pois a colistina não está bastante disponível na pecuária nestas 

regiões (EMA/AMEG, 2016). Atualmente, as taxas mais altas de resistência à colistina 

entre isolados de animais de produção dizem respeito a maior pressão de seleção 

imposta pelo uso intensivo da colistina na prática veterinária. Um estudo realizado em 

26 países europeus indica associações estatisticamente positivas entre o consumo de 

polimixinas em animais produtores de alimentos e resistência à colistina em isolados 

de E. coli. (García et al., 2018).  

Com base nos dados de resistência disponíveis, a ocorrência de resistência 

à colistina entre isolados de animais produtores de alimentos é de 0,9-76,9%, bem 

mais frequente do que em isolados humanos (0,1-8,8%). (Liu et al., 2018).  

Até o momento, 32 variantes de mcr-1 já foram contabilizadas, conforme o 

GenBank (fevereiro-2022) (mcr-1.1 até mcr-1.32) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#gene_family:(mcr-1), diferindo em 
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apenas em um nucleotídeo do gene mcr-1. Outros dez genes mcr foram descritos ao 

redor do mundo (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Primeiros relatos das variantes do gene mcr distribuídas no mundo. 
Gene Espécie País Fonte Referência 

mcr-1 E. coli e Klebsiella 
pneumoniae 

China Carne 
frango, 
suíno, 
isolado 
clínico 

Liu et al., 2016 

mcr-2 E coli  Bélgica Suínos, 
Bezerros 

Xavier et al., 2016 

mcr-3 E. coli, K.pneumoniae 
Salmonella 

Ásia e EUA suíno Yin et al., 2017 

mcr-4 S. enterica  
E. coli 

Itália 
Espanha e 
Bélgica 

suíno Carattoli et al., 2017 

mcr-5 S. enterica subsp. enterica 
serovar Paratyphi B 

Alemanha frango Borowiak et al., 2017 

mcr-6  Moraxella  Grã-Bretanha  suíno AbuOun et al., 2017 

mcr-7 Klebsiella pneumoniae China frango Yang et al., 2018 

mcr-8  Klebsiella pneumoniae  China frango, 
suíno, 
isolado 
clínico 

Wang R et al., 2018 

mcr-9  Salmonella enterica 
serotype Typhimurium  

EUA isolado 
clínico 

Carroll et al., 2019 

mcr-10 Enterobacter roggenkampii China isolado 
clínico 

Wang C et al., 2020 

Fonte: O autor. 

 

Os genes mcr têm sido descritos, principalmente, em BGN fermentadores. 

No entanto, mcr-1 e mcr-4 também foram relatados em Acinetobacter spp. e 

Pseudomonas spp. (apenas mcr-1). (Caselli et al., 2018; Martins-Sorenson et al, 

2019).  

Moraxella spp., que são bactérias Gram-negativas comensais e 

patogênicas, frequentemente encontradas em animais como bovinos, ovelhas, gatos, 

cães, coelhos e suínos, são vistas como reservatório natural do gene mcr. Genes mcr-

1 e mcr-2 apresentam grau de similaridade elevado com alguns genes cromossômicos 
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intrínsecos do gênero. Apesar disso, as espécies exatas que tenham atuado como 

progenitoras dos genes mcr-1 e mcr-2 ainda não foram determinadas (Poirel et al., 

2017b). Outra característica importante que sugere origem animal para o gene é a 

presença de coprodutores de resistência específicos para medicamentos de uso 

veterinário, como o florfenicol, cuja resistência é identificada pelo gene flor. (Kieffer et 

al., 2017). 

A presença do gene mcr-1 vem sendo associada a isolados que carreiam 

outros genes de resistência como as ESBLs, tipo CTX-M, SHV e TEM, e/ou 

cefalosporinase AmpC, como CMY (Fernandes et al., 2016; Chen et al., 2019; Lentz 

et al., 2019; Mobasseri et al., 2019). Genes de resistência a quinolonas (qnrA, qnrB, 

qnrS) e carbapenemases (blaKPC, blaNDM, blaOXA-48 e blaVIM) também são citados em 

isolados mcr-1 positivos. (Delgado-Blas et al., 2016; Skov et al., 2016; Dalmolin et al., 

2018; Dominguez et al., 2018; Schages et al., 2020; Solgi et al., 2020).  

 

3.5.1.4 Elementos genéticos associados ao gene mcr 

 

O gene mcr-1 pode ser carreado por uma série de tipos de plasmídeos 

conjugativos e não conjugativos, incluindo IncX3, IncX4, um híbrido IncX3–X4, IncH1, 

IncHI1, IncHI2, IncP, IncI2, IncF, IncFII, um híbrido IncI2–IncFIB, e IncY (Quiroga et 

al., 2019). Além disso, pode estar integrado no cromossomo de algumas espécies 

bacterianas (Saavedra et al., 2017). Estes plasmídeos tem sido implicados não 

somente na disseminação de mcr, mas também estão envolvidos na disseminação 

global de outros genes de resistência em enterobactérias de origem humana e animal 

(Campos et al., 2016; Tse et al., 2016). Os principais plasmídeos associados a 

disseminação mundial de mcr-1 são os do tipo IncHI2, IncI2 e IncX4. (Shen et al., 

2018; Wang et al., 2018).  

Na América Latina, apenas quatro plasmídeos foram qualificados até 

agora: IncX4 (Fernandes MR et al., 2017), IncP (Garza-Ramos et al., 2018), IncI2 

(Rumi et al., 2019) e IncHI2 (Faccone et al., 2020), sendo o plasmídeo IncX4 o mais 

frequente no Brasil. (Sacramento et al., 2018; Perdigão Neto et al., 2019).  

Até o momento, quatro tipos de ambientes genéticos foram relatados 

associados à presença de mcr-1, e a maioria são sequências de inserção, como IS26, 

IS2, IS609, IS683, IS1294 e IS150 (Wang Y et al., 2017; Shen Y et al., 2018). ISApl1 
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é o elemento normalmente encontrado adjacente a mcr-1 em uma ou ambas as 

extremidades (Snesrud et al., 2017; Shen Y et al., 2018; Wang Q et al., 2018; Wang 

Y et al., 2017). ISApl1 pertence à família IS30 e foi primeiramente identificado em 

Actinobacillus pleuropneumoniae. Este bacilo Gram-negativo da família de 

Pasteurellaceae é agente causador de pleuropneumonia necrótica em suínos. 

(Falgenhauer et al., 2016; Petrillo et al., 2016; Poirel et al., 2017b). 

Algumas evidências sugerem que o gene mcr tem origem em isolados de 

animais. A primeira é representada pela mobilização relacionada a uma sequência de 

inserção inicialmente identificada em isolados de suínos que é a ISApl1. Análises 

explicitaram que a sequência de inserção ISApl1 pode estar presente em um 

transposon composto (ISApl1-mcr-1-ISApl1) em plasmídeos do tipo IncHI2 (com 

tamanho de 200 kb), estando presente ou ausente em plasmídeos do tipo IncI2 (60 

kb), e completamente ausente em plasmídeos do tipo IncX4 (30 kb).  

O papel do ISApl1 na mobilização do gene mcr-1 foi demonstrado in vitro, 

por transposição. Tem se suscitado que os eventos de recombinação associados à 

mobilização do mcr-1 foram preliminarmente mediados por duas cópias de ISApl1. 

(Snesrud et al., 2016).  

O elemento móvel IS26 a montante do mcr-1 também foi associado a 

plasmídeos do tipo IncX4no Brasil, contudo, não há outros relatos na América Latina 

(Rau et al., 2020; Zamparette et al., 2020). No mundo, a IS26 já foi identificada em 

isolados da Estónia e na China. Esta Sequência de Inserção (SI) desempenha um 

papel essencial na disseminação e evolução da resistência antimicrobiana em 

plasmídeos, incluindo genes de resistência à colistina (Anyanwu et al., 2020). 

Supostamente, concerne à sua mobilização via unidades translocáveis ou pela 

formação de cointegrados, dado que já foi identificado em outros tipos de plasmídeos 

portadores de diferentes genes de resistência antimicrobiana. (Harmer et al., 2014, 

2016, 2020; He et al., 2015, 2019; Liu BT et al., 2017; Vinué et al., 2020). 

 

3.6 TIPAGEM MOLECULAR 

 

Técnicas de tipagem molecular vêm se provando como uma ferramenta 

muito útil para estudos epidemiológicos, sendo fundamentais como instrumentos na 

investigação de surtos, pois permitem determinar as relações clonais entre os 
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isolados. São utilizadas com o objetivo de identificar a fonte de infecção, os tipos de 

patógenos microbianos envolvidos, e para realizar o controle, monitoramento e 

investigação da prevalência destas infecções num ambiente hospitalar. (Azimi et al., 

2016; Johnson et al., 2016).  

Clones de E. coli multirresistentes possuem grande distribuição e, nesse 

panorama, técnicas de genotipagem têm sido utilizadas como ferramentas na 

discriminação de isolados com fenótipos idênticos. As técnicas oportunizam, a partir 

das características de variabilidade genética, distinguir e/ou relacionar os 

microrganismos, em especial os da mesma espécie (Sabat et al., 2013; Ranjbar et al., 

2014; Tümmler, 2020). Os resultados gerados oferecem dados importantes para a 

compreensão mundial ou local dos clones, contribuindo para o entendimento da 

epidemiologia molecular (Tartof el al., 2005; Rahimi et al., 2016; Sakai et al., 2016; 

Jeong et al., 2021). A genotipagem permite determinar a origem dos agentes 

patogênicos com altas taxas de virulência, transmissibilidade e resistência aos 

antimicrobianos. 

A tipagem de E. coli é uma ferramenta útil para detectar a origem da cepa, 

se é mais prevalente em isolados humanos ou de animais. A exemplo disso, cita-se a 

ST131, que é uma das cepas mais importantes na clínica médica, devido à alta 

patogenicidade e associação com resistência a quinolonas e ESBLs (Nicolas-

Chanoine et al., 2014). Entretanto ela já foi identificada em suínos, embora não seja 

comum. Um estudo de García Meniño e colaboradores, na Espanha (2018), identificou 

cepas ST131 responsáveis pela ocorrência de colibacilose entérica nos suínos. 

Adicionalmente, uma análise de macrorestrição foi realizada, comparando estes 

isolados com isolados humanos, e alguns deles apresentaram alta similaridade com 

isolados clínicos (≥85%), sugerindo disseminação clonal desta cepa clinicamente 

relevante. (García-Meniño et al., 2018). 

Diversos métodos de genotipagem têm sido empregados. Os métodos de 

tipagem molecular são baseados no uso de enzimas de restrição, de modo a clivar o 

DNA em fragmentos, e examinar o polimorfismo dos mesmos. A técnica de 

macrorestrição ou Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) é muito adotada. Esta 

técnica é baseada na análise de fragmentos de DNA total obtidos pela clivagem por 

uma enzima de restrição denominada endonuclease e a separação dos fragmentos 

ocorre através da eletroforese em campo pulsado (Sabat et al., 2013; Ranjbar et al., 
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2014; Salipante et al., 2015). Os perfis gerados são comparados segundo a 

quantidade e tamanho de bandas obtidas e pela similaridade dos perfis. PFGE já foi 

considerado como uma técnica "padrão-ouro" para tipagem molecular, por conferir 

alto poder discriminatório entre as cepas e reprodutibilidade.  

Apesar disso, um de seus maiores limitantes é não poder realizar a 

comparação dos resultados entre outros laboratórios e países. É uma técnica que 

pode ser aplicada durante a ocorrência de uma investigação epidemiológica de um 

surto hospitalar, todavia, é bastante trabalhosa, demorada e tem limitações como 

necessidade de profissionais especializados, e possuir certa subjetividade em função 

da interpretação dos resultados gerados. (Sabat et al., 2013; Ranjbar et al., 2014; 

Salipante et al., 2015). 

Os métodos de tipagem molecular baseados em técnicas de reação em 

cadeia de polimerase (PCR) estão cada vez mais frequentes. Existem vantagens, 

como poder relacionar os resultados encontrados facilmente com estudos realizados 

em laboratórios de outros países, além de serem precisos, rápidos, reprodutíveis, 

sensíveis e confiáveis. (Mcdougal et al., 2003; Agius et al., 2007; Clermont et al., 

2000).  

Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método altamente discriminatório 

para tipagem de cepas e caracterização de isolados com base nas análises das 

sequências de nucleotídeos de genes constitutivos conhecidos como housekeeping. 

Para E. coli, o esquema de Achtman utiliza os genes: adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA 

e recA (Wirth et al., 2006). As sequências de cada gene são denominadas alelos e 

cada alelo recebe um número, em que, por intermédio da combinação de alelos dos 

sete genes housekeeping, é possível classificar cada isolado como um tipo de 

sequência (ST), que define a origem evolutiva dos isolados. (Larsen et al., 2012; Sabat 

et al., 2013).  

Aqueles que compartilham mais de seis alelos idênticos são agrupados em 

um mesmo complexo clonal, através da comparação com os alelos conhecidos em 

cada lócus no banco de dados do MLST (Feil et al., 2004). Ressalta-se que a 

PubMLST (disponível em https://pubmlst.org/) é a plataforma própria para análise, e 

reúne informações de diferentes bancos de dados. Ainda, a pesquisa pode ser feita 

por meio da plataforma web Center for Genomic Epidemiology (CGE) (disponível em 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/). 
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As técnicas de Sequenciamento de Nova Geração (NGS) possibilitam o 

sequenciamento completo do genoma (Whole Genome Sequencing – WGS) e é 

possível proceder a investigação de variantes com um alto poder discriminatório, além 

de adjetivar geneticamente o genoma completo. O desenvolvimento de NGS 

revolucionou a medicina. Não obstante sua grande evolução e rapidez com que os 

dados são executados, esta ferramenta ainda é considerada de alto custo e detém a 

necessidade de profissional altamente qualificado para a interpretação dos resultados. 

Os métodos de tipagem molecular baseados na sequência de nucleotídeos 

podem ser aplicados tanto para técnicas geradas a partir sequenciamento Sanger, 

como também com os dados gerados a partir do WGS (Larsen et al., 2012). 

Weissman e colaboradores propuseram uma nova técnica de tipagem 

molecular para E. coli fundamentada na amplificação de dois genes, ao invés de sete 

genes que são utilizados na técnica de MLST (Weissman et al., 2012). A técnica 

conhecida como CH typing utiliza um dos sete genes housekeeping, fumC (fumarate 

hydratase) e o gene fimH (Type 1 fimbrin D-mannose specific adhesin) que está 

envolvido na codificação de fímbrias do tipo 1 (F1), responsável pela adesão celular 

em E. coli. Isso promoveu uma redução nos custos, menor tempo para a realização 

da técnica, uma vez que a técnica de MLST baseada na amplificação e 

sequenciamentos de sete genes é bastante trabalhosa e com custo elevado quando 

aplicada a um número grande de isolados. Inicialmente, os dados eram gerados a 

partir das reações de PCR, seguidas pelo sequenciamento Sanger, que precisavam 

ser alinhados com um banco de dados que contém as sequências já conhecidas, e só 

então a identificação acontecia (Roer et al., 2017). Posteriormente, as propostas de 

criação de duas Web Tools FimTyper (https://cge.cbs.dtu.dk/services/FimTyper/) e 

CHTyper (https://cge.cbs.dtu.dk/services/chtyper/) disponibilizadas para livre acesso 

no CGE vieram facilitar mais a identificação das CHs. Elas garantiram que não 

somente sequências curtas geradas desde o Sanger, e sim os dados brutos ou 

montados gerados a partir do WGS pudessem ser utilizados para a determinação dos 

alelos. (Roer et al., 2018). 

A técnica apoiada no fumC/fimH tem se correlacionado com STs 

específicos ou complexos clonais em mais de 90% dos casos e tem se mostrado uma 

ferramenta útil para triagem de isolados para o WGS (Roer et al., 2018). Clones de 

Escherichia coli mcr-1 positivos provenientes de suínos foram caracterizados num 
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estudo realizado por García-Meniño e colaboradores, na Espanha (García-Meniño et 

al., 2018; 2019), através da técnica de CH typing fumC/fimH. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DESENHO DO ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Este estudo foi do tipo transversal prospectivo realizado em 39 granjas 

distribuídas em oito cidades, no Rio Grande do Sul, no período de março a setembro 

de 2018. Os locais das coletas estão descritos na Figura 1.  

A definição do número de amostras foi realizada juntamente ao Laboratório 

de Epidemiologia da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul. O cálculo amostral considerou uma sensibilidade perfeita de 

100%, prevalência de 1% e o nível de confiança de 90-95% para uma população 

infinita, para um tamanho médio de 600 animais em cada lote. Foram coletados seis 

suínos por lote (swab retal), em 46 lotes distintos para as análises microbiológicas. 

Além disso, foram coletadas amostras de ração (100g por lote) e de músculo (100g 

por lote) relacionados aos 46 lotes descritos. 

 

Figura 1. Área de realização das coletas contendo a distribuição das granjas no Estado do Rio Grande 
do Sul.  

 

A localização dos pontos de coleta encontra-se marcada pela figura dos animais no mapa. 
Fonte: TerraMetrics (2021). 
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Coletaram-se, também, amostras ambientais (46 amostras de água, 92 

amostras de piso da pocilga, 92 amostras de swab dos bebedouros dos suínos e 45 

amostras de esterqueiras) com base no método de amostragem de conveniência para 

avaliar a disseminação genética de mcr-1 nas fazendas. As coletas foram realizadas 

em todas as granjas, exceto a coleta de uma esterqueira devido à dificuldade de 

acesso ao local. Para melhor compreensão do desenho do estudo, a Figura 2 

apresenta o fluxograma de análise das amostras. 

As amostras foram utilizadas para as seguintes finalidades: 

a) amostras de água destinada ao consumo dos animais: análise de 

resíduos de antimicrobianos e isolamento de E. coli e detecção de genes 

de resistência; 

b) piso de pocilga: isolamento de E. coli e detecção de genes de resistência; 

c) amostra de bebedouro dos animais: isolamento de E. coli e detecção de 

genes de resistência; 

d) amostra de esterqueira: isolamento de E. coli e detecção de genes de 

resistência; 

e) amostra de ração: detecção de resíduos de antimicrobianos; 

f) amostra de músculo: detecção de resíduos de antimicrobianos. 

As coletas somente aconteceram após a assinatura do termo para uso de 

animais (APÊNDICE 1). As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até 

o laboratório e processadas em um período máximo de 24h. 
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Figura 2. Representação esquemática do estudo realizado.  

 
Os quadrados cinzas indicam isolados positivos para mcr-1 com caracterização completa. Os isolados foram definidos como não suscetíveis quando relatados como 
intermediários (I) ou resistentes (R) a qualquer antimicrobiano (Jarlier et al., 2019). TSDD: Teste do Sinergismo do Duplo Disco. MIC: Concentração inibitória mínima;  
ESBL: Extended-spectrum β-lactamases. 
Fonte: O autor. 
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4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 

4.2.1 Amostras de suínos 

 

Foram obtidas 276 amostras de swab retal de suínos, provenientes de 

animais sadios (um swab por animal) pesando aproximadamente 125-135 kg (cinco a 

seis meses de idade) coletadas no período de terminação. A coleta ocorreu de modo 

asséptico, através da introdução de swab no reto dos animais, onde então foram 

realizados movimentos circulares para obtenção da amostra. Utilizou-se um swab por 

animal e, depois da coleta, foram colocados no tubo contendo o meio de transporte 

Stuart (Absorve®). Os swabs foram incubados em 20mL de Caldo Triptona Caseína 

de Soja (TSB) (KASVI®), contendo os antimicrobianos ceftazidima em concentrações 

subinibitórias (1µg/mL) e ampicilina (100 µg/ml de ampicilina). Incubados por 24h, a 

37°C, para posterior semeadura e identificação, conforme o item 4.3. O objetivo da 

adição da ceftazidima foi diminuir população de E. coli sensível a cefalosporina 

testada e a adição de ampicilina visou minimizar o crescimento de Enterococcus spp.  

 

4.2.2 Coleta de amostras ambientais 

 

4.2.2.1 Swab bebedouro 

 

Foram realizadas coleta de 92 amostras dos bebedouros dos animais de 

46 lotes (39 granjas). Duas baias foram amostradas aleatoriamente e dois swabs 

foram então realizados, passando-se a parte que contém algodão ao redor de toda a 

superfície que os animais podem ter contato ao tomar água. Na sequência, 

armazenaram-se em caixas isotérmicas e processados consoante descrito no item 

4.2.1. Incubados por 24h, a 37°C, para posterior semeadura e identificação conforme 

o item 4.3. 

 

4.2.2.2 Swab arraste da pocilga 

 

A coleta das amostras deu-se em ambos os pés, bota de plástico 

descartável e propé. Foram selecionadas duas baias aleatoriamente em cada granja. 
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A seguir, circulou-se em várias direções da pocilga, cuidando para colocar em contato 

o propé com as fezes depositadas no piso. Após a colheita da amostra, os propés 

foram acondicionados em frascos estéreis contendo 40 mL de água peptonada na 

concentração de 0,1%, e a bota plástica descartada. Os propés foram armazenados 

em caixas isotérmicas para o transporte até o laboratório, onde mantiveram-se sob 

refrigeração para processamento no dia posterior. No total, obteve-se 92 amostras de 

39 granjas (46 lotes). 

As amostras foram processadas adicionando 40 mL de água peptonada 

tamponada 0,1% em cada frasco contendo os propés. Homogeneizadas para que se 

obtivesse uma solução mais líquida e uniforme de fezes. Retiraram-se 2 mL desta 

solução e adicionaram-se 18 mL de caldo TSB contendo ceftazidima (1µg/mL). 

Incubados por 24h, a 37°C, para posterior semeadura e identificação em 

conformidade com o item 4.3. 

 

4.2.2.3 Esterqueiras 

 

Foram obtidas 45 amostras, sendo uma de cada granja (totalizando 38 

granjas diferentes e 45 lotes coletados). As amostras foram coletadas em frasco estéril 

contendo um volume de aproximadamente 80mL. Armazenaram-se em caixas 

isotérmicas para o transporte e, até o processamento (dia posterior a coleta), foram 

mantidas sob refrigeração 2-8ºC. As amostras foram processadas diluindo 5mL ou 5g 

de amostra de esterqueira em 45mL de água peptonada tamponada (Oxoid, 

Basingstoke, Hampshire, UK). Na sequência, foram homogeneizadas para que se 

obtivesse uma solução mais líquida e homogênea. Foram retirados 2 mL desta 

solução e adicionados 18 mL de caldo TSB contendo ceftazidima (1µg/mL). Incubados 

por 24h, a 37°C, para posterior semeadura e identificação conforme o item 4.3. 

 

4.2.2.4 Água 

 

A coleta realizou-se em concordância com a metodologia adaptada do 

Manual Integrado de Vigilância, Prevenção e Controle das Doenças Transmitidas por 

Alimentos (Brasil, 2010). Ao chegar em cada na propriedade, localizou-se a torneira 

da qual poderia ser coletada a amostra, sempre levando em consideração que a 
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origem da água seria a mesma destinada aos animais. Primeiro, realizou-se a limpeza 

da torneira com esponja e detergente até conseguir remover todas as impurezas; 

depois, desinfecção com álcool 70. Após este procedimento, abriu-se a torneira e 

deixou-se a água escorrer na vazão máxima por, no mínimo, três minutos. Passado 

esse tempo, diminuiu-se a vazão e o frasco estéril foi aberto próximo a torneira para 

coletar a amostra e tampar imediatamente o frasco. Foram coletadas duas amostras 

de água de 100mL em cada granja, tendo em conta o ponto em que ela é 

disponibilizada aos animais. Elas foram acondicionadas em frascos estéreis de 

100mL, um com tiossulfato 10mg (633µL de solução de tiossulfato 0,1N) e outro sem 

tiossulfato, totalizando 200mL para análise microbiológica. Além da coleta para 

análise microbiológica, 1L de água, dividido em duas garrafas estéreis de 500mL, 

contendo 250 microlitros de formol em cada uma, foi coletado para encaminhamento 

para análise de resíduos de antimicrobianos. No total, foram obtidas 92 amostras. Os 

frascos foram armazenados em caixas isotérmicas para transporte e as amostras 

foram processadas ao chegar ao Laboratório. 

Foi realizada a filtração de 200mL de água do mesmo ponto de coleta, com 

a mesma membrana (membrana Acetato de Celulose 0,22 Ø47mm - 0.22 μm; 

Sartorius®), em seguida, colocou-se a membrana com a superfície virada para baixo 

em caldo TSB (frasco estéril com 40 mL de caldo TSB sem antimicrobiano). Incubados 

por 24h, a 37°C, para posterior semeadura e identificação de acordo com o item 4.3. 

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO E. coli  

 

As amostras foram semeadas utilizando uma alça estéril de 10 microlitros 

em ágar MacConckey (HIMEDIA) e EMB (Eosin Methylene Blue Agar – OXOID). As 

placas foram incubadas por 18-24h, a 37°C, para isolamento e identificação de E. coli. 

Em caso de colônias suspeitas, estas foram encaminhadas para identificação através 

de espectrometria de massas utilizando o equipamento MALDI-TOF/MS. (Brucker 

Daltonics, Germany).  

Após o crescimento em ágar, três a quatro colônias lactose positivas com 

características típicas de E. coli foram selecionadas e estocadas em duplicata em 

caldo Brain Heart Infusion (BHI – OXOID) com glicerol 16% em freezer -80ºC para 

análises posteriores. 
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4.4 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS 

ANTIMICROBIANOS 

 

Para caracterização do perfil fenotípico de susceptibilidade aos 

antimicrobianos realizou-se o teste de disco difusão em ágar Mueller Hinton (OXOID). 

Foram utilizados antimicrobianos representativos das seguintes classes de β-

lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas e carbapenêmicos), aminoglicosídeos, 

fluoroquinolonas, tetraciclinas e inibidores da via do folato como segue: amoxicilina 

com ácido clavulanico (AMC, 20 µg/10 µg), cefepime (FEP, 30 µg), cefotaxima (CTX, 

30 µg), ceftazidima (CAZ, 30 mg), ceftiofur (EFT, 30 µg), enrofloxacino (ENR 5 µg), 

gentamicina (GM, 10 µg), imipenem (IPM, 10 µg), tetraciclina (TET 30 µg) e 

sulfametoxazol com trimetoprim (STX 23,75 µg /1,25 µg). A cepa padrão de E. coli 

ATCC 25922 foi utilizada como controle de qualidade e, depois de 18h de incubação, 

a 37ºC, os resultados foram interpretados e os isolados classificados como 

"suscetíveis" (S) “intermediários” (I) e “resistentes” (R), de acordo com os CLSI-M100 

Ed28 (CLSI 2021) e CLSI-VET08 Ed4. (CLSI, 2018c, 2019).  

Os antimicrobianos utilizados foram selecionados com base em seu 

significado clínico ou epidemiológico para a saúde humana e animal. 

 

4.4.1 Determinação da concentração inibitória mínima para polimixinas, 

quinolonas e cefalosporinas 

 

Para avaliação do perfil de susceptibilidade à colistina, aplicou-se a técnica 

de microdiluição em caldo para determinação da concentração inibitória mínima, 

conforme preconizado pelos Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana do Comitê 

Europeu – European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST 

2018). Para isolados não susceptíveis (com sensibilidade intermediária ou resistentes) 

às quinolonas e cefalosporinas segundo os resultados obtidos no teste de disco 

difusão, sucedeu-se a determinação da CIM para cefotaxima e ciprofloxacino. Para o 

controle da qualidade, usou-se a cepa padrão de Escherichia coli ATCC25922. A 

interpretação dos resultados foi realizada utilizando o EUCAST 2018 e CLSI 2021. 
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4.5 PESQUISA FENOTÍPICA DE ESBL ATRAVÉS DO TESTE DE SINERGISMO DE 

DISCO DUPLO (TSDD) 

 

Para pesquisa fenotípica de ESBL foi realizada a Técnica de Sinergismo 

de Duplo Disco (TSDD). Esse teste é baseado na aproximação de discos contendo as 

cefalosporinas (cefotaxima 30ug, ceftazidima 30ug, cefepima 30ug) a um disco com o 

ácido clavulânico (amoxicilina-ácido clavulânico 30ug/10ug - AMC). A disposição dos 

discos de centro a centro foi de 15mm, conforme padronizado pelo Comitê Brasileiro 

de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (BrCAST). O teste foi aplicado para 

isolados de E. coli considerados não suscetíveis (resistentes ou intermediários) à 

ceftazidima, cefotaxima ou ceftiofur por disco difusão. O resultado positivo foi 

interpretado quando as zonas de inibição em torno de qualquer um dos discos de 

cefalosporinas aumentaram na direção do disco (AMC) que contém o ácido 

clavulânico.  

 

4.6 PESQUISA FENOTÍPICA DE CARBAPENEMASES ATRAVÉS DO TESTE DE 

BLUECARBA 

 

Todos os isolados de E. coli considerados não susceptíveis a imipenem no 

antibiograma foram testados para pesquisa fenotípica de carbapenemases, 

empregando o método do BlueCarba (Pires et al., 2013). Para isso, utilizaram-se três 

a quatro colônias isoladas no ágar Mueller Hinton (KASVI®) na realização do teste. 

Posterior à incubação, a mudança da coloração de verde para amarelo ou de azul 

para verde indicou resultado positivo. Uma cepa, previamente caracterizada como 

produtora de NDM-1, foi usada como controle positivo (Wink et al., 2021) e E. coli 

ATCC 25922 foi usada como controle negativo.  

 

4.7 PESQUISA DE GENES DE RESISTÊNCIA 

 

4.7.1 Extração de DNA 

 

Uma suspensão equivalente a 0,5 na escala de McFarland foi preparada 

usando colônias puras. O DNA genômico foi extraído através de lise térmica em 1000 
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μL de tampão TE (Tris-EDTA, pH 7,8) por 40min: sendo aquecido por 20min a 80°C 

seguido pelo resfriamento a -20°C por 20min. (Lentz et al., 2017). Após a lise, as 

amostras foram centrifugadas a 5000 rpm, por quatro minutos, o sobrenadante 

contendo o DNA foi transferido para um novo tubo e utilizado para a realização de 

PCR. 

 

4.7.2 Pesquisa genotípica de ESBLs 

 

Para detecção dos genes blaTEM e blaSHV, aplicou-se o protocolo descrito por 

Dierikx et al. (2010), e para o gene blaCTX-M, o protocolo de Ojdana et al. (2014). O 

detalhamento das reações de PCR consta na Tabela 3. Para todas as reações, foi 

incluído controle positivo previamente caracterizado (Lentz et al., 2017; 2019) e o 

isolado E. coli RSBR 215 sob o depósito JADOYT000000000.  

 

4.7.3 Pesquisa de genes de resistência a quinolonas (qnrA, qnrB e qnrS) 

 

Para detecção dos genes qnrA, qnrB e qnrS, utilizou-se o protocolo descrito 

por Yue e colaboradores (Yue et al., 2008), realizando a técnica de PCR multiplex 

para realizar a detecção simultânea dos três genes na mesma reação de PCR (Tabela 

3). Os controles positivos da reação utilizados foram o isolado previamente 

caracterizado Escherichia coli RSBR215 (qnrB+) (número de acesso GenBank: 

JADOYT000000000) e as cepas Salmonella sp. 473 (qnrS+), e Enterobacter cloacae 

506 (qnrA+), gentilmente cedidos pelo Laboratório da Professora Silvia Dias, da 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). O controle negativo 

foi água ultrapura livre de DNAse e RNAse.  
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Tabela 3. Primers e condições de PCR utilizadas para a pesquisa dos genes: blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaIMP-type, blaVIM-type, blaNDM-1, blaKPC-type, 
blaGES -type, blaOXA-48, qnrA, qnrB, qnrS, fumC, fimH e mcr-1. 

Genes 
Amplicon 

(pb) 
Primers (5′ - 3′) 

Condições de PCR utilizadas Ciclos Referência 

mcr-1  
 

259 (Fa) CGGTCAGTCCGTTTGTTC 
(Rb) CTTGGTCGGTCTGTAGGG 

95°C - 5min; 95°C - 45s; 60°C - 45s; 72°C - 30s;  
72°C - 3 min 

35 
Liu et al., 2016 

blaSHV  
 

795 (Fa) TTATCTCCCTGTTAGCCACC 
(Rb) GATTTGCTGATTTCGCTCGG 

94°C - 3min; 94°C - 60s; 55°C - 60s; 72°C - 60s;  
72°C - 10 min 

30 

Dierikx et al., 2010 
blaTEM 964 (Fa) GCGGAACCCCTATTTG 

(Rb) ACCAATGCTTAATCAGTGAG 
94°C - 3 min; 94°C - 60s; 50ºC - 60s; 72°C - 60s;  

72°C - 10min 
25 

blaCTX-M 585 (Fa) SCSATGTGCAGYACCAGTAA 
(Rb) ACCAGAAYVAGCGGBGC 

94 °C - 3min; 94°C - 30s; 55°C - 30s; 72°C - 45s;  
72°C - 10min 

35 Ojdana et al., 2014 

qnrA  
 
qnrB 
qnrS  

627 
 
 

469 
 
 

417 

(Fa) TCAGCAAGAGGATTTCTCA 
(Rb) GGCAGCACTATTACTCCCA 
 
(Fa) GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
(Rb) ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 
 
(Fa) ACGACATTCGTCAACTGCAA 
(Rb) TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

94 °C - 3 min; 94°C - 60s; 57°C - 60s; 72°C - 60s;  
72°C - 10min 

 
 
 

35 

 
 
 

Yue et al., 2008 

NDM Fa 
NDM Rb 

82 (Fa) TTGGCCTTGCTGTCCTTG 
(Rb) ACACCAGTGACAATATCACCG 

95 °C - 5 min; 95 °C - 20 s; 55 °C - 45 s; 72 °C for 30 s; e 
os passos da curva de desnaturação (Melt curve step) de 

65 °C, com um incremento de 0,1 °C/s até 95 °C, com 
aquisição de fluorescência a cada 1 s. 

35 Monteiro et al., 2012 

IMP Fa 
IMP Rb 

120 (Fa) GAGTGGCTTAATTCTCRATC 
(Rb) AACTAYCCAATAYRTAAC 

OXA-48 Fa 
OXA-48 Rb  

177 (Fa) TGTTTTTGGTGGCATCGAT 
(Rb) GTAAMRATGCTTGGTTCGC 

VIM Fa 
VIM Rb 

382 (Fa) GTTTGGTCGCATATCGCAAC 
(Rb) AATGCGCAGCACCAGGATAG 

GES Fa 
GES Rb 

594 (Fa) CTATTACTGGCAGGGATCG 
(Rb) CCTCTCAATGGTGTGGGT 

KPC Fa 
KPC Rb 

785 (Fa) TCGCTAAACTCGAACAGG 
(Rb) 
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 
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fumC 806 (Fa) TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
(Rb) GTACGCAGCGAAAAAGATTC 95°C -  2 min; 95ºC – 60s; 60°C – 60s; 72°C - 2 min;  

72°C - 5 min 
30 Wirth et al., 2006 

fimH 900 (Fa) CACTCAGGGAACCATTCAGGCA 
(Rb) CTTATTGATAAACAAAAGTCAC
  

94°C - 5 min; 94°C - 30 s; 58°C - 90 s; 72°C – 60s;  
72°C – 60s 

30 
Weissman et al., 2012; 

Roer et al., 2017 

aF: Forward primer; bR: Reverse primer 

Fonte: O autor. 
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4.7.4 Pesquisa de genes de Carbapenemases pela Técnica de PCR Multiplex em 

Tempo Real (Multiplex High Resolution Melting (HRM) Real Time PCR) 

 

A detecção da presença dos genes blaIMP type, blaVIM type, blaNDM-1, blaKPC type, blaGES type, 

blaOXA-48, que codificam para as carbapenemases IMP, VIM, NDM-1, KPC, GES e OXA-

48, respectivamente, deu-se através da técnica de PCR em Tempo Real, utilizando a 

tecnologia de curva de desnaturação de alta resolução por multiplex (Multiplex HRM 

Real Time PCR) adaptada de Monteiro et al. (2012) e previamente descrita (Lentz et 

al., 2017). As condições podem ser consultadas na Tabela 3. O controle negativo foi 

água livre de RNAse e os controles positivos foram: Klebsiella pneumoniae (K. 

pneumoniae) A28008 (KPC+), P. aeruginosa 395 (IMP+), P. aeruginosa 81-11963A 

(VIM+), K. pneumoniae NCTC BAA2146 (NDM-1+), P. aeruginosa 48-8896A (GES+) 

e K. pneumoniae 68-5227A (OXA-48+), gentilmente cedidas pelo Laboratório Especial 

de Microbiologia Clínica (LEMC) da Escola Paulista de Medicina. Esta técnica foi 

executada no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre em parceria com o Laboratório de Resistência Bacteriana (LABRESIS). 

 

4.7.5 Pesquisa genotípica para detecção do gene mcr-1 

 

Para detecção da presença de mcr-1, cumpriu-se a técnica de PCR in 

house, usando os primers descritos por Liu e colaboradores (Liu et al., 2016). O 

controle positivo foi o isolado Escherichia coli RSBR215, depósito sob o número 

JADOYT000000000 no Genbank (Lentz et al., 2016). O detalhamento das reações de 

PCR é apresentado na Tabela 3. 

 

4.8 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA COMPLETO 

 

Para avaliar a disseminação de isolados mcr-1 positivos nas granjas de 

suínos, um total de 16 E. coli portadoras do gene mcr-1 (nove swabs retais e sete 

amostras ambientais; de nove granjas), foram selecionadas e submetidas ao 

sequenciamento do genoma completo usando a plataforma Illumina MiSeq™ 

(Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos), após extração de DNA usando QiaAmp 

DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha). Efetuou-se a quantificação do DNA com o kit 



65 

 

QubitTM dsDNA HS Assay Kit, de acordo com as recomendações do fabricante 

(ThermoFisher, MA, Estados Unidos). A biblioteca Paired-end, construída com o Kit 

de Preparação de Biblioteca de DNA NexteraTM XT (MiSeq™ System), e a execução 

realizada com o kit MiSeqTM Reagent V2 (500 ciclos), com cobertura de 100x. 

Montaram-se os dados brutos usando CLC Genomic Workbench 20.0.4 

(https://digitalinsights.qiagen.com) e os contigs foram anotados com PROKKA (Galaxy 

Version 1.13) (Seemann, 2014). A análise dos contigs ocorreu pelo ResFinder v3.2 

(Zankari et al., 2012), PlasmidFinder v2.0, Comprehensive Antibiotic Resistance 

Database (CARD) (Alcock et al., 2020) e Antibiotic Resistance Genes Online (ARGO) 

(Scaria et al., 2005). Os Tipos de Sequência (STs) foram caracterizados por Multilocus 

Sequence Typing (MLST) v2.0 (Larsen et al., 2012). Depositaram-se os dados de 

sequência no GenBank sob os números de acesso individuais. O arquivo .fasta dos 

contigs foi submetido na Web Tool CHTyper (https://cge.cbs.dtu.dk/services/chtyper/) 

para determinação das CHs. 

 

4.9 ANÁLISE DE ANTIMICROBIANOS UTILIZANDO LC-MS/MS 

 

As análises efetivaram-se por meio de cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas, com diferentes abordagens: cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS) e cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas híbrida quadrupolo-tempo de voo (LC-

QTOF). O equipamento utilizado para esta finalidade foi um cromatógrafo líquido da 

Série 1100 (Agilent Technologies) acoplado a um espectrômetro de massas triplo 

quadrupolo API 5000 (Applied Biosystems) usando uma sonda de eletropulverização 

(ESI) em modo positivo como fonte de ionização (LC-MS/MS), conforme relatado 

anteriormente (Jank et al., 2014; Jank et al., 2018). A LC-MS/MS – Liquid 

Chromatography–Tandem Mass Spectrometry Multiclass Method – é uma técnica de 

análise de compostos orgânicos, extremamente sensível e seletiva, portanto, 

adequada para a análise de antimicrobianos nas amostras de alimentos provenientes 

dos animais, bem como das amostras provenientes de seu ambiente de produção 

objetos deste estudo. As análises foram realizadas pelo Laboratório Nacional 

Agropecuário, do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, utilizando 
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metodologia já desenvolvida e validada, aplicada em amostras oficiais. O método foi 

aplicado à detecção de 48 antimicrobianos, conforme segue na Tabela 4:  

 

Tabela 4. Antimicrobianos avaliados por LC/MS-MS 
Classe  Antimicrobianos 

Sulfonamidas sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfatiazol, sulfamerazina, sulfametazina, 
sulfadoxina, sulfadimetoxina, sulfaclorpiridazina, sulfaquinoxalina, 
sulfizoxazol 

Tetraciclinas tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina, doxicilina 

Quinolonas ciprofloxacino, enrofloxacino, difloxacino, sarafloxacino, danofloxacino, 
norfloxacino ácido nalidíxico, ácido oxolínico, flumequina 

β-lactâmicos penicilina G, penicilina V, ampicilina, amoxicilina, oxacilina, cloxacilina, 
dicloxacilina e nafcilina (penicilinas); ceftiofur, cefapirina, cefoperazona, 
cefotaxima, ceftazidima, nafcilina, cefquinoma, cefalônio, cefalexina 
(cefalosporinas) 

Macrolídeos e 
Lincosamidas 

lincomicina (lincosamida); eritromicina, espiramicina, tilmicosina, 
azitromicina, tilosina, clindamicina (macrolídeos) 

Outros trimetoprim e bromexina 

Fonte: O autor. 

 

Para a análise das amostras de músculo, uma alíquota de 2,0 g foi pesada 

e submetida ao preparo a fim de eliminar possíveis interferentes que possam 

prejudicar a análise, utilizando 100 mg de C18-bulk, purificação à baixa temperatura 

(-18°C durante 40 minutos). O sobrenadante foi evaporado sob fluxo de nitrogênio a 

45°C, até atingir um volume de cerca de 300 µL. A amostra foi, então, avolumada a 

1,0 mL com água ultrapura, e uma alíquota de 10 µL do extrato final foi submetida à 

análise por LC-MS/MS. A separação cromatográfica ocorreu utilizando uma coluna 

Agela Durashel RP (2,1 × 100 mm, 3 µm, 100 Å), e a fase móvel foi composta por (A) 

água com 5 mM de formiato de amônio e 0,1% de ácido fórmico e (B) metanol com 5 

mM de formiato de amônio e 0,1% de ácido fórmico. Controles de qualidade foram 

analisados conjuntamente com as amostras, contendo todas as substâncias de 

interesse em diferentes concentrações, a fim de determinar a concentração das 

mesmas. Os dados foram processados através do software Analyst 1.6. 

Já as amostras ambientais foram analisadas de acordo com metodologia 

modificada de Jank et al. (2014), utilizando preparo de amostra e concentração com 

extração em fase sólida (SPE, do inglês solid phase extraction). Processou-se uma 

alíquota de 100 mL de amostra líquida ou 100 g de amostra sólida utilizando SPE, 

previamente condicionado com 6 mL de acetona 0,3% de ácido acético, 6 mL de 
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metanol com 0,3% de ácido acético e 3 mL de água:metanol (70:30). A amostra foi 

carregada e, posteriormente, eluída com 12 mL de acetona 0,3% de ácido acético e 

12 mL de metanol com 0,3% de ácido acético, evaporada à secura com fluxo de 

nitrogênio a 45°C e retomada em água:acetonitrila (98:2) com 0,1% de ácido fórmico. 

Injetou-se uma alíquota de 10 µL no sistema LC-MS/MS. A separação cromatográfica 

ocorreu com o uso uma coluna Agela Durashel RP (2,1 × 100 mm, 3 µm, 100 Å), e a 

fase móvel foi composta por (A) água com 5 mM de formiato de amônio e 0,1% de 

ácido fórmico e (B) metanol com 5 mM de formiato de amônio e 0,1% de ácido fórmico. 

Controles de qualidade foram analisados conjuntamente com as amostras, contendo 

todas as substâncias de interesse em diferentes concentrações, visando determinar a 

concentração das mesmas. O software Analyst 1.6 processou os dados. O método 

detectou concentrações acima de 400 ng L-1 para os 48 antimicrobianos das oito 

classes diferentes.  

 

4.10 COLETA DE DADOS 

 

As informações pertinentes aos animais utilizados neste projeto foram 

consultadas nos Boletins Sanitários de cada um dos lotes e também nas fichas de 

acompanhamento dos lotes fornecidos pelos produtores.  
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

O banco de dados foi montado com auxílio do Microsoft Excel® (Microsoft 

Inc., Redmond, Washington, Estados Unidos). E, as análises estatísticas foram 

realizadas em R, usando o RStudio (R Core Team, 2019). 

Nessa perspectiva, a associação entre exposição antimicrobiana com 

resíduo antimicrobiano nas amostras de carne suína, perfil fenotípico de resistência e 

genes de resistência antimicrobiana foram avaliadas pelo teste exato de Fisher e 

adotado o nível de significância de p ≤ 0,05. 
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6 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Nesta investigação, foram respeitados os preceitos legais da Comissão de 

Ética no Uso de Animais – CEUA/UFRGS, conforme o disposto na Lei Federal nº 

11.794, de 8 de outubro de 2008 estabelecidos para pesquisa com animais. O Projeto 

de n° 33494 foi submetido e aprovado junto à CEUA-UFRGS (ANEXOS 1 e 2) e 

também submetido e aprovado no CEP GPPG/HCPA sob número de 2018-0672 

(ANEXOS 3 e 4). 
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7 ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

7.1 ARTIGO 1: MCR-1 GENE IN LATIN AMERICA: HOW IS IT DISSEMINATED 

AMONG HUMANS, ANIMALS, AND THE ENVIRONMENT? 

 

Artigo 1: mcr-1 Gene in Latin America: How Is It Disseminated Among Humans, 

Animals, and the Environment?  

Artigo publicado na Revista Frontiers “Challenges and Successes of One Health in the 

Context of Planetary Health in Latin America and the Caribbean”. 

 

O mesmo encontra-se integralmente disponível ao final desta Tese no 

Apêndice 2.  
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8 DISCUSSÃO GERAL 

 

A resistência antimicrobiana é uma grande ameaça à saúde humana 

(WHO, 2022) e um dos desafios de saúde mais importantes no século 21 (CDC, 2019; 

FDA, 2019). A produção animal tem sido caracterizada pela ampla utilização de 

antimicrobianos e o uso excessivo contribui para a RAM. Apesar dos dados 

disponíveis de aumento da utilização de antimicrobianos na produção animal, é 

complexo determinar o impacto da sua utilização à saúde humana. (Singer et al., 2006; 

Pollock et al., 2020; Tiseo et al., 2020).  

Nesse trabalho, foram analisadas características fenotípicas e genotípicas 

de resistência bacteriana em isolados comensais de E. coli de granjas de suínos no 

Sul do Brasil, ademais de apresentar dados relacionados à exposição dos animais 

aos antimicrobianos. À vista disso, observou-se um elevado percentual de E. coli 

comensal multirresistente, semelhante ao relatado por outros estudos brasileiros e 

também em países como África do Sul, Portugal e China. (Spindola et al., 2018; 

Amador et al., 2019; Abdalla et al., 2021; Hu et al., 2021; Pissetti et al., 2021).  

A resistência aos carbapenêmicos não foi relatada, semelhante ao 

publicado por diversos ensaios realizados em ambientes de produção animal, uma 

vez que a utilização desta classe terapêutica não é comum nos animais de produção. 

(Franco et al., 2015; Lentz et al., 2016; Mendonça et al., 2016; Amador et al., 2019).  

Quanto ao perfil genotípico encontrado nos suínos, um número expressivo 

de animais apresentou os genes mcr-1, blaCTX-M, qnrB e qnrS, conferindo resistência 

a antimicrobianos criticamente importantes usados em medicina humana, além de 

terem sido encontrados amplamente distribuídos no ambiente da granja. As 

porcentagens de resistência descobertas foram muito semelhantes em amostras de 

suínos e ambientes, sugerindo que eles estão totalmente integrados.  

Outrossim, 70% dos isolados positivos para o gene mcr-1 deste estudo 

eram coprodutores de, pelo menos, um dos genes de resistência a cefalosporinas e/ou 

quinolonas. As descobertas sugerem que as fazendas podem ser uma fonte de 

disseminação de muitos genes de resistência antimicrobiana, incluindo mcr-1. No 

presente estudo, a ocorrência do gene mcr-1 (25%) foi consideravelmente maior do 

que as relatadas anteriormente no Brasil e na América Latina (Fernandes et al., 2016; 
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Lentz, 2021; Girardello et al., 2021). Por outro lado, a China relatou níveis críticos de 

prevalência de mcr-1.  

O estudo de Tong et al., em 2018, realizou-se envolvendo a análise em 18 

províncias da China que têm um grande uso de colistina, detectando mcr-1 em uma 

taxa extremamente alta de 76,2% (Tong et al., 2018). Zhang et al. também chegaram 

a níveis de ocorrência de mcr-1 significativamente mais altos, com 79,2% em fazendas 

de suínos (Zhang et al., 2018). Os dados desta tese também revelaram uma grande 

utilização de colistina, com a detecção do gene mcr-1 nos animais e no ambiente da 

fazenda.  

Assim como previamente reportado por Liu e Li e colaboradores, esse 

estudo constatou um elevado número de isolados mcr-1 positivos nos suínos, 

demonstrando que as cepas mcr-1 positivas são mais prevalentes em fazendas do 

que na comunidade ou em hospitais (Liu et al., 2016; Li et al., 2019). Apesar disso, as 

fazendas estão intimamente ligadas à vida humana, e as bactérias transmitidas por 

alimentos podem infectar humanos através da cadeia alimentar. Além disso, as cepas 

multirresistentes (MDR) podem se espalhar contaminando alimentos; ou através dos 

resíduos animais que podem contaminar culturas com vegetais. (Liu et al., 2019; Xia 

Xiaomin et al., 2020). 

Essa alta ocorrência de resistência nas granjas de suínos pode estar 

associada ao elevado número de antibióticos utilizados. Vários mecanismos podem 

estar envolvidos no surgimento de cepas MDR de E. coli, como: 1) mecanismos de 

resistência comuns que ocorrem com antimicrobianos da mesma categoria, como 

mutações na proteína ligante de penicilina e presença de ß-lactamases. Isso também 

pode ocorrer com antibióticos de diferentes classes devido à presença de bombas de 

efluxo atuando em diferentes antibióticos; 2) exposição a múltiplos antibióticos através 

do uso rotineiro de terapia combinada e falha repetida do tratamento; e 3) presença 

de plasmídeos portadores de genes de resistência a múltiplos antibióticos. Em 

particular, a resistência à colistina, cefalosporinas e quinolonas, antimicrobianos 

criticamente importantes usados em humanos, representam um alto risco, em razão 

da perda da eficácia antimicrobiana pode comprometer os tratamentos clínicos 

utilizados para infecções graves em humanos. (Tarakdjian et al., 2020).  

No presente estudo, 16 isolados mcr-1 positivos foram selecionados e 

avaliados através do sequenciamento completo do genoma. Observou-se que a 
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disseminação do gene mcr-1, no Sul do Brasil, está relacionada ao grupo de 

incompatibilidade plasmidial IncX4. Este resultado corrobora com estudos já 

realizados no país, que relatam disseminação do mcr-1 ligada a este plasmídeo. 

(Dalmolin et al., 2017; Aires et al., 2017, Sellera et al., 2017, Lentz et al., 2021).  

A maioria dos isolados avaliados nessa investigação pertence ao CC10, 

um complexo clonal clinicamente importante internacionalmente. Da mesma maneira, 

ST10 e ST617 (CC10) já foram descritos em uma ampla gama de hospedeiros, 

incluindo humanos, animais, plantas, águas residuais e córregos urbanos. (Manges et 

al., 2015; Varela et al., 2015; Reid et al., 2019; Massella et al., 2020).  

Dados disponíveis na Enterobase (http://enterobase.warnick.ac.uk/) 

constataram vasta distribuição mundial do clone ST617, tendo sido identificado em 

diferentes fontes: humanas, animais e ambientais em pelo menos 31 países. Eles 

foram detectados principalmente em países europeus, Estados Unidos e China. Até o 

momento, apenas quatro isolados de E. coli ST617 foram relatados no Brasil. 

Pesquisas realizadas na China e na Coréia descobriram que esse tipo de ST também 

está relacionada à co-seleção de blaNDM, fato que preocupa. (Nguyen et al., 2019; 

Peng et al., 2021). 

É importante notar que, no presente trabalho, as ST617, ST101, ST48 e ST 

156 foram identificadas em suínos e isolados ambientais nas mesmas fazendas, 

sugerindo que se disseminaram no ambiente da fazenda. (Wang J et al., 2018; 

Dhaouadi et al., 2020; Nakano et al., 2021).  

No entanto diferentes STs carregando o gene mcr-1 foram verificados, 

tanto em suínos, quanto em amostras de ambiente no mesmo lote, indicando que a 

disseminação do gene mcr-1 pode ter ocorrido através de transferência genética 

horizontal entre diferentes linhagens, como já descrito previamente. (El Garch et al., 

2018; Shen et al., 2018; Liu BT et al., 2017; Matamoros et al., 2017). 

De acordo com nossos resultados da investigação ora desenvolvida, em 

todos os lotes, os animais receberam doxiciclina, ciprofloxacino, tiamulina, florfenicol, 

neomicina, norfloxacino. Além disso, este estudo demonstrou altas taxas de 

resistência às cefalosporinas, quinolonas e tetraciclinas. Porém não foi possível 

estabelecer uma associação estatisticamente significativa entre fenótipo de 

resistência, genótipo e exposição antimicrobiana, o que também foi relatado por Sali 

e colaboradores. (Sali et al., 2021). 
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Alguns estudos relataram que a exposição à tetraciclina, macrolídeos, 

cefalosporina e quinolonas está associada a altos níveis de resistência fenotípica. No 

entanto, altos níveis de resitência fenotípica (Langlois et al., 1988; Dunlop et al., 1998; 

Akwar et al., 2008; Vieira et al., 2009) e genotípica (Barkovskii et al., 2012; Holman et 

al., 2013; Agga et al., 2014) à tetraciclina também foi encontrada em suínos que não 

foram expostos à tetraciclina. Essa correlação contraditória entre exposição 

antimicrobiana e fenótipo de resistência também foi demonstrada para macrolídeos 

(Holman et al., 2013; Kalmokof et al 2011; Loof et al., 2014). 

O uso de cefalosporinas e quinolonas em suínos também foi relatado em 

vários países europeus por Lekagul e colegas (Lekagul et al, 2019). Os autores 

esclareceram a ligação entre o uso de cefalosporinas de terceira geração com o nível 

de resistência a esses antibióticos em isolados comensais de E. coli de suínos 

(Chantziaras et al., 2014; Fournier et al., 2020). Tal qual Lekagul et al., os dados do 

presente trabalho revelaram a exposição dos animais a cefalosporinas e quinolonas, 

e ainda a presença de elevadas taxas de resistência, todavia, não foi possível 

estabelecer uma associação entre as variáveis. 

No Brasil, dados oficiais de antimicrobianos utilizados na produção animal 

não estão disponíveis publicamente. Um relatório divulgado pelo Sindicato Nacional 

das Indústrias de Produtos para Saúde Animal (SINDAN, 2021) é a única fonte pública 

de dados disponível que possui informações sobre o volume total de vendas das 

indústrias de produtos para saúde animal que faturaram R$ 7.586 bilhões, em 2020. 

Desse valor, os antimicrobianos responderam por 14% e representaram o terceiro 

item de maior custo na produção, além de outros como antiparasitários, aditivos, 

suplementos, imunobiológicos etc. Esse total inclui a venda de antibióticos, tanto para 

produção animal, quanto para pequenos animais. (Cardoso, 2019; SINDAN, 2021).  

O uso de colistina na alimentação animal foi proibido pelo governo brasileiro 

em novembro de 2016. Na ausência de pressão seletiva de colistina, a taxa de 

detecção do gene mcr-1 pode reduzir gradualmente, embora os plasmídeos 

portadores do gene mcr-1 também carreguem, frequentemente, os genes ESBL, como 

o gene blaCTX-M (Faccone et al., 2019). Entretanto, a pesquisadora dessa investigação, 

não encontrou, em nenhum dos plasmídeos IncX4 portadores do gene mcr-1, genes 

de resistência de ESBL. 
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Um estudo recente, na China, mostrou que a prevalência do gene mcr-1 na 

maioria das fontes, incluindo fazendas de suínos, alimentos e amostras ambientais, 

diminuiu significativamente quando o uso de colistina na alimentação animal foi 

proibido (Wang et al., 2020). As coletas do presente estudo realizaram-se num período 

em que a colistina ainda estava autorizada para utilização, tendo sido prescrita através 

da ração, aos animais, durante 80 dias do seu período produtivo (Brasil, 2016). Nesse 

ínterim, a colistina é um antimicrobiano cuja técnica ainda não foi implementada pelo 

MAPA para detecção em alimentos, água e carnes. Esta situação limitou o diagnóstico 

e, por conseguinte, a monitorização dos principais antimicrobianos utilizados na 

medicina humana para combater a resistência em microrganismos multirresistentes. 

Apesar dos resultados encontrados de detecção de resíduos de 

antimicrobianos nas amostras de carne, as concentrações encontradas estavam em 

harmonia com os parâmetros exigidos pela legislação brasileira (Brasil, 2017). Estes 

resultados estão em concordância com as publicações disponibilizadas pelo MAPA, 

que encontrou poucas não conformidades sob o ponto de vista de resíduos detectados 

na carne dos animais em seus últimos relatórios (PNCRC 2017, disponível em 

ResultadosPNCRC2017Detalhado.pdf (www.gov.br). Apesar disso, as análises desta 

tese apresentaram resultados de detecção de resíduos de antimicrobianos na água, 

ração e carne suína que não foram relatados pelos produtores.  

O Brasil possui o Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes 

em Produtos de Origem Animal – PNCRC/MAPA, objetivando promover a segurança 

química dos alimentos. Igualmente, tem como finalidade garantir a inocuidade dos 

alimentos quanto à presença de resíduos decorrentes do uso de drogas veterinárias, 

agroquímicos e contaminantes ambientais. O limite de segurança ou limite máximo de 

resíduo (LMR) baseia-se nas recomendações feitas pelo Codex Alimentarius 

(BRASIL, 1999). Necessário frisar que leva em consideração o desaparecimento do 

resíduo, mas não abrange a seleção de cepas bacterianas resistentes. 

Contudo, o MAPA publicou, em 2018, o seu Plano de Ação Nacional de 

Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos no Âmbito da Saúde Única 

(PAN-BR), em convergência com os objetivos definidos pela Aliança Tripartite 

formada pela Organização Mundial de Saúde (OMS), Organização das Nações 

Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) e pela Organização Mundial de 

Saúde Animal (OIE), retratados no Plano de Ação Global sobre Resistência aos 
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Antimicrobianos, ao qual o Brasil é signatário. Alinhado aos esforços de combate a 

resistência no âmbito do One health, o Brasil conta, agora, também, com o Plano de 

Ação Nacional de Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos, no 

Âmbito da Agropecuária, o PAN-BR AGRO, que possui ações específicas a serem 

desenvolvidas pelo setor agropecuário, referentes ao tema da RAM. 

Na abordagem One Health, os animais têm sido considerados um 

importante reservatório de bactérias multirresistentes e genes de resistência a 

antibióticos. Embora exista a implementação de medidas de intervenção para prevenir 

a propagação da resistência aos antibióticos no Brasil, esta questão ainda é um 

problema crescente em todo o mundo. A proibição do uso de um ou dois 

antimicrobianos não pode ser isolada, as boas práticas na produção animal devem 

ser revistas. 

Alternativas têm sido demonstradas para a redução na utilização dos 

antimicrobianos. Um estudo realizado na Embrapa Suínos e Aves utilizando o 

princípio de baixa densidade, criação em família e uso de boas práticas de produção 

determinou ser possível a criação de suínos sem uso coletivo de ATM com bons 

resultados produtivos e sanitários. (Wilbert et al., 2019). 

Este sistema de produção de suínos em família é baseado na produção 

sem mistura das leitegadas (a família é mantida junta) do nascimento ao abate, na 

boa higiene das instalações, com densidade adequada, em práticas que privilegiam o 

bem-estar animal e com nutrição adequada para favorecer a saúde dos animais. 

Entretanto, é direcionado para sistemas de produção de pequena escala. Mas os 

conceitos propostos e validados nele servem como subsídios aos médios e grandes 

sistemas de produção e no uso prudente de ATMs para buscar melhor posicionamento 

no novo padrão concorrencial. 

A partir do conhecimento da pesquisadora, este é o primeiro estudo a 

detectar resíduos de antimicrobianos em sistemas de produção de suínos brasileiros, 

da granja ao abatedouro. A associação com exposição antimicrobiana e os 

determinantes de resistência é muito complexa e necessita ser aprofundada. Como o 

Brasil é produtor e exportador mundial de suínos, pesquisas como essa devem ser 

largamente realizadas e constantemente aprimoradas. A E. coli comensal apresentou 

altas taxas de resistência aos antimicrobianos utilizados no tratamento de infecções 

humanas críticas. O monitoramento de cepas de E. coli resistentes à colistina é 
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essencial para entender a prevalência de genes de resistência à colistina na medicina 

humana e veterinária, incluindo a produção de suínos. A presença de múltiplos genes 

de resistência, em especial mcr-1, reforça a importância de manter programas de 

vigilância de resistência antimicrobiana em sistemas de produção de alimentos e 

promover o uso prudente de antibióticos na pecuária.  

Por fim, enfatiza-se que uma maior vigilância do uso de antimicrobianos e 

resistência bacteriana é basilar para diminuir o impacto do uso excessivo e não 

regulamentado de antimicrobianos em animais de produção. Portanto, o 

monitoramento de antimicrobianos veterinários é essencial para conter o aumento da 

RAM e rastrear os esforços de administração antimicrobiana em humanos e animais. 
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9 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados deste estudo, pode-se concluir que: 

- Isolados de E. coli provenientes de suínos e do ambiente da fazenda 

apresentaram os genes mcr-1, blaTEM, blaCTX-M, qnrB e qnrS. Entretanto, não se 

detectou nenhum isolado portador dos genes de resistência aos 

carbapenêmicos investigados no estudo;  

- Foram encontrados Isolados produtores do gene mcr-1 com significativo perfil 

de multirresistência, incluindo a produção de genes de resistência a 

importantes antimicrobianos como blaCTX-M e qnrB e qnrS; 

- Entre os isolados mcr-1 positivos observou-se a presença de clones 

internacionalmente relevantes, como os do complexo clonal 10 (CC10); 

- A disseminação de mcr-1 caracterizou-se pela presença do plasmídeo do tipo 

IncX4 em todos os isolados sequenciados; 

- Os animais foram expostos a diversas classes de antimicrobianas durante o 

período de terminação;  

- Houve a detecção de resíduos de antimicrobianos nas amostras avaliadas que 

não haviam sido reportados pelos produtores; 

- Não foi possível estabelecer uma relação estatisticamente significativa entre a 

utilização de antimicrobianos pelos animais e o perfil fenotípico de resistência, 

bem como para os genes de resistência;  

- São necessários mais estudos para estabelecer uma relação entre a exposição 

aos antimicrobianos e o perfil de resistência dos isolados obtidos no ambiente 

da fazenda. 
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APÊNDICE 1 – TCLE – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(ANIMAIS) 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Título da Pesquisa: Caracterização de genes de resistência de isolados de E. coli 

provenientes de suínos, avaliação dos diferentes perfis clonais circulantes e sua relação com 

resíduos de antibióticos no ambiente e na carne in natura.  

Nome do(a) Pesquisador(a) Responsável/Professor(a):  

Dra. Andreza Francisco Martins – Professora da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul Instituto de Ciências Básicas da Saúde – Departamento de Microbiologia, Imunologia e 

Parasitologia 

Nome dos demais participantes da equipe: 

1) Silvia Adriana Mayer Lentz – Médica Veterinária – Doutoranda em Microbiologia 
Agrícola e do Ambiente – UFRGS – ICBS 

2) Paula Marques Rivas - Médica Veterinária - Prefeitura Municipal de Porto Alegre - 
Coordenadoria Geral de Vigilância em Saúde - Equipe de Vigilância de Alimentos 

3) Franciele Caroline Adam - Estudante Graduação Biomedicina UFRGS – Iniciação 
Científica 

4) Prof. Dr. Afonso Luís Barth – Professor Titular da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul - Coordenador do Laboratório de Pesquisa em Resistência Bacteriana 
(LABRESIS) do Centro de Pesquisas Experimental do HCPA. 

Natureza da pesquisa/aula: O Sr.(Sra.) está sendo convidado(a) a autorizar a participação 

dos animais que são abatidos em sua indústria nesta pesquisa que tem como finalidade 

analisar a prevalência de genes de resistência a polimixinas, quinolonas e β-lactâmicos em E. 

coli provenientes de suínos. 

Identificação do(s) animal(is): 384 suínos (Sus scrofa domesticus).  

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitirá que o (a) 

pesquisador(a)/professor(a) realize a coleta de amostras de E. coli que serão obtidas através 

da introdução de swab retal nos suínos. As coletas serão realizadas, realizando-se 

movimentos circulares no orifício para a obtenção da amostra. O Sr. (Sra.) tem liberdade de 

se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da 

pesquisa/aula, sem qualquer prejuízo para o seu animal. Sempre que quiser poderá pedir 

mais informações sobre a pesquisa/aula através do telefone do(a) 
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pesquisador(a)/professor(a). Se necessário, poderá entrar em contato com Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA).  

Sobre os dados necessários: será preenchido um formulário no momento das coletas 

baseado na ficha de inspeção sanitária do lote. 

Riscos e desconforto: a participação nesta pesquisa/aula não traz complicações legais. Os 

procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos princípios éticos no uso de animais, 

elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), sobre 

a utilização de animais em atividades educacionais e em experimentos que envolvam 

espécies definidas na Lei 11.794/2008. 

Confidencialidade: todas as informações coletadas neste estudo são estritamente 

confidenciais. Somente os pesquisadores/professor(a)(s) terão conhecimento dos dados. 

Benefícios: esperamos que este estudo traga informações importantes sobre a presença dos 

diferentes genes de resistência, de forma que o conhecimento que será construído a partir 

desta pesquisa possa contribuir para estudos futuros e desenvolvimento de políticas públicas 

de controle, o pesquisador/professor(a) se compromete a divulgar os resultados obtidos do 

estudo à Empresa. 

Pagamento: informamos que não será necessário nenhum pagamento por parte da Empresa 

e que os custos desta pesquisa estão sendo providos através de verbas do Pesquisador. 

Após estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para a 

participação de seus animais nesta pesquisa. Preencher, por favor, os itens que se seguem: 

Consentimento Livre e Esclarecido 

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto 

meu consentimento em participar da pesquisa.  

Nome do Proprietário: ____________________________ CNPJ ______________________ 

______________________________         _____________________________ 
          Assinatura do Proprietário             Assinatura do Pesquisador 

Data: ____/_____/______  

 

TELEFONES: Pesquisador: Silvia Adriana Mayer Lentz 51 99151-8108 

Orientador: Andreza Francisco Martins 51 3308-3422 CEUA/UFRGS: 51 3308-3738 
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APÊNDICE 2 – ARTIGO 1 – ARTIGO PUBLICADO 
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ANEXO 1 – PARECER DE APROVAÇÃO PROJETO DOUTORADO 

 

  



181 

 

ANEXO 2 – E-MAIL CONTENDO A APROVAÇÃO DO PROJETO CEUA – UFRGS 
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ANEXO 3 – PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP - COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA 
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ANEXO 4 – CARTA DE APROVAÇÃO PROJETO HCPA 

 

 


