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RESUMO 

 
FURLAN, J. P. R. Caracterização molecular de isolados de Escherichia coli multidroga 
resistentes obtidos do meio ambiente. 2022. 139f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 
 

A ocorrência de patógenos multidroga resistentes (MDR) se tornou uma ameaça à capacidade 
de tratar infecções e a rápida disseminação desses patógenos na interface humana, animal e 
ambiental causa preocupações. Escherichia coli permanece como um dos principais 
patógenos associados com infecções relacionadas à assistência a saúde e possui uma grande 
capacidade de adquirir e transferir genes de resistência aos antimicrobianos (ARGs). O meio 
ambiente é constantemente afetado pela poluição decorrente de atividades antrópicas, as quais 
favorecem a seleção de bactérias resistentes aos antimicrobianos e a transferência horizontal 
de ARGs. Portanto, este estudo teve como objetivo caracterizar isolados de E. coli 
recuperados de amostras ambientais quanto aos perfis de resistência aos antimicrobianos, de 
virulência e epidemiológico. Amostras de solo (n=300) e de água (n=200) foram coletadas em 
diferentes cidades da região Sudeste do Brasil e foram utilizadas no isolamento de E. coli. Os 
isolados obtidos foram submetidos a testes fenotípicos e moleculares para caracterização dos 
perfis e dos genes de resistência aos antimicrobianos, enquanto que os genes de virulência, os 
elementos genéticos móveis e a tipagem foram determinados por métodos moleculares. Desta 
forma, 105 isolados MDR foram obtidos e apresentaram resistência principalmente às 
cefalosporinas de espectro estendido, às fluorquinolonas e à colistina. A tipagem e a 
subtipagem dos isolados revelaram uma grande diversidade genética, destacando as 
sequências tipo (STs) do complexo clonal 10 e os clones de alto risco ST10, ST131, ST354, 
ST648 e ST744. Diversos ARGs foram detectados, evidenciando a presença dos genes blaCTX-
M, blaCMY e qnrB em isolados de solo e de água, e do mcr-1 (mcr-1.1, mcr-1.26) e do qnrS em 
isolados de água. Em alguns isolados, os genes blaCTX-M-2, blaCTX-M-14 e blaCTX-M-15 foram 
localizados no cromossomo e estavam associados ao elemento Tn21-like e a ISEcp1, 
enquanto que os genes blaCMY, qnrB, qnrS e mcr-1 foram localizados nos plasmídeos IncI1-
ST12, Col(pHAD28), IncR e IncX4, respectivamente. Os plasmídeos IncX4 foram altamente 
similares; no entanto, um novo ambiente genético atribuído pela inserção da ΔIS5-like (258 
pb) na orientação oposta a montante do gene mcr-1.1 foi evidenciada. Diferenças nas regiões 
adjacentes ao gene mcr-1.26, bem como a subestimação e a primeira descrição no mundo do 
gene mcr-1.26 no meio ambiente foram determinadas neste estudo. Diferentes cassetes 
gênicos inseridos no integron de classe 1 em isolados de solos e a presença de um módulo de 
resistência aos antimicrobianos e de tolerância aos metais em isolados de água foram 
observados. Além disso, mutações nos determinantes de resistência às fluorquinolonas (GyrA, 
ParC, ParE) e à colistina (PmrAB, PhoPQ, MgrB) também foram identificadas. Genes de 
virulência relacionados com linhagens de E. coli diarreiogênicas (DEC) e E. coli patogênica 
extra-intestinal foram detectados dentre os isolados, destacando a presença de E. coli 
produtora de toxina Shiga e a prevalência de DEC em solos. Adicionalmente, um plasmídeo 
híbrido e multireplicon IncF [F2:A-B1]-∆IncQ1 carreando ARGs e genes de virulência foi 
detectado em uma linhagem ST131-H22 de água que também foi positiva para o gene mcr-
1.26. Diante disso, esses resultados evidenciam uma alta diversidade genética em linhagens de 
E. coli MDR e potencialmente patogênicas no meio ambiente, as quais são procedentes 
principalmente de contaminações de origem humana e de animais da cadeia produtora de 
alimentos. Portanto, a presença dessas linhagens no meio ambiente representa um potencial 
risco à saúde pública e ambiental, bem como à segurança alimentar.  
 
Palavras-chave: E. coli, MDR, mcr-1, ESBL, PMQR, solo, água. 
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ABSTRACT 

 
FURLAN, J. P. R. Molecular characterization of multidrug-resistant Escherichia coli 
isolates obtained from the environment. 2022. 139f. Thesis (Doctoral). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 
 

The occurrence of multidrug-resistant (MDR) pathogens has become a threat to the ability to 
treat infections and the rapid spread of these pathogens at the human-animal-environmental 
interface causes concern. Escherichia coli remains one of the main pathogens associated with 
healthcare-related infections and has a great ability to acquire and transfer antimicrobial 
resistance genes (ARGs). The environment is commonly affected by pollution resulting from 
human activities, which favor the selection of antimicrobial-resistant bacteria and the 
horizontal transfer of ARGs. Thus, this study aimed to characterize E. coli isolates recovered 
from environmental samples regarding antimicrobial resistance, virulence, and 
epidemiological profiles. Soil (n=300) and water (n=200) samples were collected in different 
cities in the Southeast region of Brazil and were used to isolate E. coli. The isolates obtained 
were submitted to phenotypic and molecular tests to characterize the profiles and genes of 
antimicrobial resistance, while virulence genes, mobile genetic elements, and typing were 
determined by molecular methods. Accordingly, 105 MDR isolates were obtained and 
showed resistance mainly to extended-spectrum cephalosporins, fluoroquinolones, and 
colistin. The typing and subtyping of the isolates revealed a great genetic diversity, 
highlighting the sequence types (STs) of the clonal complex 10 and the high-risk clones 
ST10, ST131, ST354, ST648, and ST744. Several ARGs were detected, evidencing the 
presence of blaCTX-M, blaCMY, and qnrB genes in isolates from soil and water, and mcr-1 (mcr-
1.1, mcr-1.26) and qnrS in isolates from water. In some isolates, the genes blaCTX-M-2, blaCTX-
M-14, and blaCTX-M-15 were located on the chromosome and were associated with the Tn21-like 
element and ISEcp1, while the genes blaCMY, qnrB, qnrS, and mcr-1 were located on plasmids 
IncI1-ST12, Col(pHAD28), IncR, and IncX4, respectively. IncX4 plasmids were highly 
similar; however, a new genetic environment attributed by the insertion of the ΔIS5-like (258 
bp) in the opposite orientation upstream of the mcr-1.1 gene was evidenced. Differences in 
the adjacent regions of the mcr-1.26 gene, as well as the underestimation and first description 
in the world of the mcr-1.26 gene in the environment were determined in this study. Different 
gene cassettes inserted into the class 1 integron in isolates from soil and the presence of a 
module of antimicrobial resistance and metal tolerance in isolates from water were observed. 
In addition, mutations in the resistance determinants to fluoroquinolones (GyrA, ParC, ParE) 
and to colistin (PmrAB, PhoPQ, MgrB) were also identified. Virulence genes related to 
diarrheogenic E. coli (DEC) and extra-intestinal pathogenic E. coli strains were detected 
among the isolates, spotlighting the presence of Shiga toxin-producing E. coli and the 
prevalence of DEC in soils. Furthermore, a hybrid and multireplicon plasmid IncF [F2:A-B1]-
∆IncQ1 carrying ARGs and virulence genes was detected in a ST131-H22 lineage from water 
that was also positive for the mcr-1.26 gene. On that account, these results show a high 
genetic diversity in lineages of E. coli MDR and potentially pathogenic in the environment, 
which come mainly from contamination of human origin and animals in the food production 
chain. Therefore, the presence of these lineages in the environment represents a potential risk 
to public and environmental health, as well as food safety. 
 

Keywords: E. coli, MDR, mcr-1, ESBL, PMQR, soil, water. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A emergência da resistência antimicrobiana  

 

A descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming através da inibição de 

culturas bacterianas pelo fungo Penicilium notatum, atualmente denominado como 

Penicillium chrysogenum, bem como a purificação e a realização de testes clínicos em 1941 

por Howard Florey e Ernest Chain trouxeram uma nova perspectiva para o tratamento das 

doenças infecciosas, as quais eram responsáveis por milhares de mortes em todo o mundo. 

Posteriormente, a produção em grande escala e a elevada utilização deste antibiótico 

ocasionaram uma importante redução nas taxas de mortalidade. Diante disso, o Prêmio Nobel 

de Medicina e Fisiologia em 1945 foi atribuído aos pesquisadores Alexander Fleming, 

Howard Florey e Ernest Chain. Nesta ocasião, Alexander Fleming alertou para o surgimento 

de bactérias resistentes à penicilina (FLEMING, 1929; AMINOV, 2010; GAYNES, 2017).   

Com a utilização de técnicas semelhantes, a penicilina também foi isolada de outras 

espécies e muitos outros antibióticos, incluindo a estreptomicina, o cloranfenicol, a 

eritromicina e a vancomicina, foram descobertos nas décadas de 1950 e 1960, sendo este 

período conhecido como a “era de ouro”. No entanto, os pesquisadores não conseguiram 

manter o ritmo da descoberta de novos antibióticos devido a emergência de patógenos 

resistentes, o que ocasionou o fim desta era (ABRAHAM & CHAIN, 1988; NATHAN, 2004; 

AMINOV, 2010; GAYNES, 2017). Apesar disso, a descoberta dos antibióticos ainda 

permanece como um dos grandes marcos da medicina moderna; entretanto, o 

desenvolvimento da resistência antimicrobiana (AMR – do inglês antimicrobial resistance) 

tem sido muito mais rápida do que a descoberta e a produção de novos antimicrobianos, 

comprometendo grandemente o tratamento de infecções bacterianas e alertando para o início 

de uma “era pós-antibiótico” (CIMA, 2014; ASLAM et al., 2018).  

Muitas espécies bacterianas desenvolveram a capacidade de resistir aos 

antimicrobianos muito antes dos seres humanos começarem a produzí-los em larga escala 

para prevenir e tratar doenças infecciosas. Estudos descreveram a presença de mecanismos de 

resistência em cavernas isoladas, ambientes e espécimes que foram preservados da 

contaminação bacteriana por atividades antropogênicas, reforçando a presença da AMR 

durante a “era pré-antibiótico” (D'COSTA et al., 2011; BHULLAR et al., 2012; PERRY et al., 

2016; LUGLI et al., 2017). A introdução dos antimicrobianos nos sistemas de saúde 
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proporcionou pressões seletivas sem precedentes, especialmente nas microbiotas de seres 

humanos e de animais, bem como nos ambientes poluídos com antimicrobianos. Essa pressão 

promoveu a transferência horizontal de genes (HGT – do inglês horizontal gene transfer), 

incluindo os ARGs, para muitas espécies bacterianas, particularmente para aquelas 

consideradas patogênicas (ALLEN, 2010; DAVIES & DAVIES, 2010). 

A AMR é definida como a capacidade de um micro-organismo de resistir aos efeitos 

dos antimicrobianos, que são substâncias químicas que possuem a capacidade de inibir o 

crescimento ou causar a morte dos micro-organismos. O surgimento e a rápida disseminação 

de patógenos multidroga resistentes (MDR – do inglês multidrug-resistant) ameaçam a 

capacidade de tratar infecções, uma vez que as opções terapêuticas disponíveis são 

significativamente reduzidas (PRESTINACI et. al., 2015; ASLAM et al., 2018). Neste 

sentido, a problemática da AMR se sobressalta quando patógenos pan-resistentes, que 

também são conhecidos como superbactérias, emergem causando infecções que não são 

tratáveis com os antimicrobianos existentes. Em vista disso, a AMR emergiu como uma das 

principais ameaças à saúde e ao desenvolvimento do século XXI e está listada como uma das 

dez maiores ameaças à saúde pública pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (JINDAL et 

al., 2015; WHO, 2019b, 2021).  

De acordo com um estudo encomendado pelo governo do Reino Unido, estima-se que 

aproximadamente 10 milhões de mortes irão ocorrer anualmente a partir de 2050, caso não 

sejam tomadas medidas restritivas. Além disso, os prejuízos econômicos estão estimados em 

aproximadamente 100 trilhões de dólares, no qual estão incluídos os valores associados às 

internações hospitalares mais longas e a necessidade de medicamentos mais caros (O'NEILL, 

2016). Em 2019, a estimativa de mortes associadas a AMR em todo o mundo foi de ~ 5 

milhões, enquanto que de mortes atribuídas foi de 1,3 milhão, mais do que HIV/aids e malária 

(ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022). Diante disso, a OMS e 

diversos pesquisadores apoiaram que a disseminação da AMR é uma questão urgente que 

requer um plano de ação global e coordenado, como descrito no documento denominado 

“Global action plan on antimicrobial resistance”. Em consequência, se a AMR não for 

controlada, a sua disseminação pode tornar os patógenos bacterianos mais letais do que nos 

dias atuais (WHO, 2015; ASLAM et al., 2018; CDC, 2019; WHO, 2021; ANTIMICROBIAL 

RESISTANCE COLLABORATORS, 2022). 

Os antimicrobianos utilizados nas medicinas humana e veterinária são categorizados 

como criticamente importantes, altamente importantes e importantes. Dentre os criticamente 
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importantes de maior prioridade se encontram as cefalosporinas de espectro estendido, os 

carbapenêmicos e as polimixinas. Estes antimicrobianos estão dentre os mais utilizados no 

tratamento de infeções causadas por patógenos MDR, com destaque para as polimixinas, mais 

especificamente a colistina, a qual é utilizada no tratamento de infecções causadas por 

patógenos resistentes aos carbapenêmicos (DOI, 2019; SHEU et al., 2019; WHO, 2019a). 

Perante o exposto, a OMS forneceu um alerta sobre a importância e o impacto da resistencia a 

esses antimicrobianos para as autoridades envolvidas no gerenciamento da AMR, a fim de 

garantir que esses agentes sejam utilizados com prudência tanto na medicina humana quanto 

na veterinária (WHO, 2019a).  

A OMS publicou uma lista de patógenos para os quais novos antimicrobianos são 

urgentemente necessários. Esta lista é dividida em três categorias de acordo com o grau de 

urgência: prioridade crítica, alta e média. A lista contém diversas espécies Gram-negativas e 

Gram-positivas, as quais representam uma grande ameaça à saúde humana devido à gravidade 

das infecções causadas por essas bactérias associada à falta de antimicrobianos eficazes 

(WHO, 2017; LERMINIAUX & CAMERON, 2019). Dentre esses patógenos, a maioria é 

listada como resistentes aos antimicrobianos β-lactâmicos, incluindo as cefalosporinas de 

espectro estendido e os carbapenêmicos, e as fluorquinolonas. O grupo mais crítico de todos 

inclui as espécies MDR da família Enterobacteriaceae, destacando Escherichia coli e os 

gêneros Klebsiella, Serratia e Proteus, e ainda Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa (VAN DUIN & PATERSON, 2016; WHO, 2017). 

A AMR não se restringe aos ambientes hospitalares, uma vez que diversos estudos já 

reportaram que os animais, os alimentos e o meio ambiente contribuem para a disseminação e 

para a manutenção da AMR, sendo, portanto, um problema de Saúde Única (do inglês One 

Health) (BERENDONK et al., 2015; MCEWEN & COLLIGNON, 2018; TIEDJE et al., 

2019). Além disso, a disseminação das bactérias MDR por diferentes áreas geográficas 

constitui um problema global de saúde pública (Figura 1) (HERNANDO-AMADO et al., 

2019). Essa problemática está intimamente relacionada com o uso intensivo de 

antimicrobianos na saúde humana e animal, evidenciando o uso profilático em animais 

saudáveis e o uso como promotores de crescimento em animais da cadeia produtora de 

alimentos (GONZÁLEZ-ZORN & ESCUDERO, 2012; ASLAM et al., 2021).  

No Brasil, a fim de conter a AMR, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) em parceria com a Coordenação Geral dos Laboratórios de Saúde Pública e com a 

Organização Pan-Americana da Saúde implementaram em 2005 a Rede Nacional de 
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Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços de Saúde. Adicionalmente, a 

ANVISA criou a RDC nº 44 de 2010 que garante a venda de antimicrobianos apenas com 

prescrição médica, enquanto que, em 2016, o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento proibiu o uso do sulfato de colistina como aditivio na composição de rações 

para os animais da cadeia produtora de alimentos (ANVISA, 2010; MAPA, 2016). Em 2018 

foi elaborado o Plano de Ação Nacional para Prevenção e Controle da Resistência aos 

Antimicrobianos no Âmbito da Saúde Única, o qual é coordenado pelo Ministério da Saúde. 

No geral, as estratégias para a contenção da AMR visam sobretudo o fortalecimento do 

conhecimento por meio de vigilância e de pesquisa e a garantia da prevenção e o do 

tratamento de infecções bacterianas de forma recomendada (WHO, 2015; MAPA, 2016; MS, 

2018). 

O conceito de Saúde Única pode ser definido como uma abordagem interdisciplinar 

entre a saúde humana, animal e ambiental. Este conceito é antigo e ganhou força quando os 

estudos se concentraram na relação da saúde humana e animal, com a consequente criação 

pelo médico alemão Rudolf Virchow do termo “zoonose”, que indica a transmissão de 

patógenos, incluindo os MDR, entre animais e seres humanos (ATLAS, 2013; GYLES, 

2016). Os animais e os seres humanos estão perenemente em contato direto ou indireto com 

os antimicrobianos, o que contribui para a seleção de bactérias resistentes aos antimicrobianos 

e para a presença das mesmas nas suas microbiotas. Como consequência ocorrem internações, 

as quais são normalmente prolongadas devido ao insucesso das terapias antimicrobianas 

(BERENDONK et al., 2015; MAEUSLI et al., 2020). Nesse sentido, a Organização das 

Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura, a Organização Mundial da Saúde Animal 

e a OMS desenvolveram estratégias e reforçaram a importância da abordagem interdisciplinar 

na contenção da AMR (FAO/OIE/WHO, 2017). 

Por fim, novas abordagens terapêuticas, redução da pressão seletiva de 

antimicrobianos, redução da transmissão de bactérias resistentes aos antimicrobianos e dos 

genes de resistência aos antimicrobianos (ARGs – do ingles antimicrobial resistance genes) e 

a restauração de populações bacterianas suscetíveis aos antimicrobianos podem ajudar a 

reduzir a AMR dentre os eixos “Saúde Única” e “Saúde Global” (GIL-GIL et al., 2019; 

HERNANDO-AMADO et al., 2019).  
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Figura 1. Os eixos “Saúde Única” e “Saúde Global” da AMR.  

Adaptado de HERNANDO-AMADO et al. (2019). 

 

1.1.1 A importância do meio ambiente na AMR 

 

O meio ambiente é afetado vigorosamente pela poluição decorrente da presença de 

antimicrobianos, de biocidas, de metais e de outras substâncias que são capazes de selecionar 

bactérias resistentes aos antimicrobianos e seus ARGs, ocasionando desequilíbrios na 

microbiota ambiental com graves consequências para todos os nichos ecológicos. De forma 

complementar, a imensa diversidade da microbiota ambiental pode fornecer genes que 

potencialmente podem ser adquiridos e utilizados por patógenos para neutralizar o efeito dos 

antimicrobianos (MATHER et al., 2013; LEEKITCHAROENPHON et al., 2016; LARSSON 

& FLACH, 2022). Portanto, o meio ambiente fornece uma diversidade gênica incomparável, a 

que excede em muito a microbiota dos seres humanos e dos animais (HERNANDO-AMADO 

et al., 2019). Diante disso, o meio ambiente é considerado um grande reservatório e um 

importante disseminador da AMR (BERENDONK et al., 2015; HEß et al., 2018; MCEWEN 

& COLLIGNON, 2018).  

Os ARGs são originados na grande maioria das vezes por bactérias ambientais, 

especialmente as bactérias do solo, que sabidamente co-evoluíram com os micro-organismos 

produtores de antibióticos (D'COSTA et al., 2011; NESME et al., 2014). No entanto, 

normalmente ocorre um grande intervalo de tempo entre o uso clínico de um antimicrobiano e 
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o aparecimento de ARGs clinicamente relevantes abrigados por elementos genéticos móveis 

(MGEs – do ingles mobile genetic elements) em patógenos bacterianos (LEWIS, 2013). Como 

exemplo, são conhecidas as espécies dos gêneros Kluyvera, Shewanella e Aeromonas. 

Algumas espécies do gênero Kluyvera, que fazem parte da microbiota ambiental, são as 

progenitoras do gene blaCTX-M que codifica a β-lactamase de espectro estendido (ESBL – do 

inglês extended-spectrum β-lactamase) mais prevalente mundialmente (HUMENIUK et al., 

2002; CANTÓN et al., 2012; D'ANDREA et al., 2013). As espécies dos gêneros Shewanella e 

Aeromonas foram descritas como progenitoras dos genes qnrA, mcr-3, mcr-4 e mcr-7, os 

quais estão envolvidos na resistência às fluorquinolonas e às polimixinas (POIREL et al., 

2005; CARATTOLI et al., 2017; YIN et al., 2017; YANG et al., 2018). Atualmente, o gene 

blaCTX-M está intimamente relacionado com clones potencialmente patogênicos de diversos 

gêneros bacterianos, destacando os clones de alto risco (MATHERS et al., 2015; WYRES & 

HOLT, 2018) e está presente em diversos tipos de plasmídeos, resultando em uma ampla 

disseminação dentre os hospitais, os animais e o meio ambiente (CARATTOLI, 2013; 

WOERTHER et al., 2013). 

BERGLUND et al. (2017) descreveram que diversos novos genes codificadores de 

metalo-β-lactamases, os quais conferem resistência principalmente aos carbapenêmicos, estão 

intimamente relacionados aos genes cromossômicos das espécies do gênero Shewanella e 

localizados em contextos genéticos que sugerem que podem ser transferíveis horizontalmente. 

Em ambientes aquáticos, a presença de integrons de classe 1 contendo o gene sul1, que 

confere resistência às sulfonamidas, e a suscetibilidade reduzida para alguns antimicrobianos 

foram descritas em espécies de cianobactérias do gênero Planktothrix, que são 

frequentemente suscetíveis aos antimicrobianos, indicando o compartilhamento de ARGs com 

bactérias resistentes aos antimicrobianos oriundas de fontes externas. Esta descoberta chama a 

atenção para uma possível substituição da comunidade suscetível por uma resistente e para 

disseminação de ARGs para a microbiota residente (YU et al., 2017; DIAS et al., 2019). 

A disseminação de bactérias MDR e seus ARGs do meio ambiente pode ocorrer pelo 

contato ou pelo consumo de águas e alimentos contaminados. A grande maioria dos ARGs em 

Enterobacteriaceae é transmitida por plasmídeos. Portanto, a capacidade de disseminação 

desses genes dentre nichos ecológicos está estreitamente ligada a estes elementos (WYRES & 

HOLT, 2018; ROZWANDOWICZ et al., 2018). Adicionalmente, as comunidades 

microbianas ambientais são consideradas hotspots para HGT (POPA et al., 2011; KLÜMPER 

et al., 2015). Assim, as Enterobacteriaceae MDR, incluindo E. coli carreando ARGs e 



      I n t r o d u ç ã o | 8 

 
 

plasmídeos de resistência, podem se disseminar por diferentes fontes ambientais e 

hospedeiros, os quais podem capturar materiais genéticos de diversos doadores e retê-los por 

tempo suficiente para transmití-los para novos receptores (Figura 2) (LÖHR et al., 2015; 

WYRES & HOLT, 2018; ANJUM et al., 2021).  

 

 
 

Figura 2. Dispersão de bactérias MDR e seus ARGs no meio ambiente. 
Adaptado de WYRES & HOLT (2018). 

 
1.2 Escherichia coli 

 

E. coli é uma bactéria versátil pertencente ao filo Proteobacteria, a ordem 

Enterobacterales e a família Enterobacteriaceae. Esta espécie foi descrita pela primeira vez 

em 1885 pelo médico alemão Theodor Escherich, e foi isolada de uma amostra de fezes de 

uma criança com diarreia, denominando-a Bacterium coli commune (ESCHERICH, 1885; 

SHULMAN et al., 2007; ADEOLU et al., 2016). Em 1895, B. coli commune foi designada 

como Bacillus coli e renomeada em 1919 para E. coli, sendo oficialmente reconhecida em 

1958, estabelecendo-se Escherichia como um gênero e E. coli como a primeira espécie deste 

gênero. Desde sua descoberta, E. coli tem sido um dos micro-organismos mais estudados, 

servindo como um dos modelos fundamentais em microbiologia e biologia molecular 

(HENRY, 2015; YU et al., 2021).  
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Tais bactérias são classificadas como bacilos Gram-negativos, anaeróbios facultativos, 

mesófilos (temperatura ótima de crescimento em torno de 37 °C), catalase-positivos, oxidase-

negativos, não formadores de endósporos, fermentadores de glicose e de lactose com a 

produção de ácido e gás, capazes de utilizar a D-glicose como única fonte de carbono e 

energia, não utilizam citrato como fonte de carbono, produzem indol, reduzem nitratos a 

nitritos, dentre outras (PHE, 2014). Dentre as espécies da família Enterobacteriaceae, E. coli 

é a mais predominante no trato gastrointestinal de seres humanos e de animais, 

desempenhando benefícios aos hospedeiros, tais como a síntese de ácidos graxos e vitaminas 

K e do complexo B. Além disso, essa espécie também compete com bactérias patogênicas por 

sítios de colonização no trato gastrointestinal (ASM, 2011; YU et al., 2021). 

Por outro lado, algumas linhagens de E. coli são classificadas como patogênicas 

devido à presença de determinantes de virulência, e podem ser classificadas em diversos 

patotipos. Diante disso, as linhagens patogênicas que causam infecções do trato 

gastrointestinal são denominadas E. coli diarreiogênicas (DEC – do inglês diarrheagenic E. 

coli), enquanto que as linhagens que causam infecções extraintestinais são denominadas E. 

coli patogênica extra-intestinal (ExPEC – do inglês extraintestinal pathogenic E. coli). Assim, 

as linhagens DEC podem causar infecções com quadros diarreicos leves e graves e as ExPEC 

podem causar diversos tipos de infecções, destacando as infecções do tratro urinário e da 

corrente sanguínea (NATARO & KAPER, 1998; JOHNSON et al., 2003; KAPER et al., 

2004; MAINIL et al., 2013; DALE & WOODFORD, 2015; GOMES et al., 2016; BRAZ et 

al., 2020).  

Os patotipos de DEC diferem principalmente em relação aos seus determinantes de 

virulência relacionados a aderência e/ou propriedades tóxicas, e pelas suas consequências 

clínicas, sendo eles: E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), que também pode ser referida 

como E. coli enterohemorrágica (EHEC) ou E. coli produtora de verocitotoxina (VTEC), E. 

coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasiva 

(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adesão difusa (DAEC), E. coli aderente-

invasiva (AIEC) e E. coli cell-detaching (CDEC) (NATARO & KAPER, 1998; GOMES et 

al., 2016; BRAZ et al., 2020). Dentre esses patotipos, o EHEC e o VTEC são subcategorias 

do STEC, enquanto que o EAEC e o EPEC são divididos em típicos (tEAEC/tEPEC) e 

atípicos (aEAEC/aEPEC). O patotipo STEC é inferido devido à presença dos genes stx1 e/ou 

stx2 (toxina Shiga), enquanto que o EHEC/VTEC, além desses genes, apresentam 

principalmente o gene ehxA (entero-hemolisina), o gene vt (verotoxina), o sorotipo O157:H7 
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e/ou o plasmídeo pO157. Os patotipos EAEC e EPEC são classificados como típicos devido a 

presença dos genes aggR e bfpA, respectivamente, os quais também são considerados mais 

virulentos do que os atípicos (NGUYEN & SPERANDIO, 2012; DUTTA et al., 2013; 

GOMES et al., 2016; GUERRIERI et a., 2019; SNEHAA et al., 2021). 

As linhagens ExPEC compartilham uma grande variedade de genes de virulência 

associados com as adesinas, as toxinas, as invasinas, os sideróforos, dentre outros, e podem 

ser classificadas como E. coli uropatogênica (UPEC), E. coli de septicemia (SEPEC), E. coli 

associada à meningite neonatal (NMEC) e E. coli patogênica aviária (APEC) (JOHNSON et 

al., 2003, 2008; MANGES et al., 2019; SAROWSKA et al., 2019). Devido às caraterísticas 

em comum dentre esses patotipos, JOHNSON et al. (2003) propuseram a classificação das 

linhagens ExPEC baseada na presença de ≥ 2 dos genes pap (fímbrias P), sfa/foc (fímbrias 

S/F1C), afa/dra (adesinas Afa/Dr), iutA (receptor de aerobactina) e kpsMT II (síntese de 

cápsula polissacarídica). Especialmente em aves, as linhagens APEC causam colibacilose, 

enteretites e síndrome da cabeça inchada, comprometendo a produção avícola e serem 

responsáveis por grandes perdas econômicas (AL-KANDARI & WOODWARD, 2019). Além 

disso, a HGT entre diferentes linhagens de E. coli favorece o surgimento de linhagens de E. 

coli patogênica híbrida, incluindo EAEC-STEC, STEC-ExPEC e ExPEC-EAEC, que 

emergiram como patógenos responsáveis por surtos de diarreia sanguinolenta 

(BIELASZEWSKA et al., 2011; BRAZ et al., 2020). 

Tanto as linhagens comensais quanto as DEC e ExPEC podem ser transmitidas aos 

seres humanos e aos animais através da ingestão de águas contaminadas. De forma 

complementar, o consumo de alimentos contaminados, principalmente aqueles de origem 

animal, verduras e legumes, desempenha um papel importante na contaminação dos seres 

humanos. Assim, E. coli é utilizada como um indicador universal de contaminação fecal em 

ambientes aquáticos e em alimentos, e a ocorrência dessas linhagens pode ainda indicar a 

contaminação por outros enteropatógenos (Figura 3) (ROCHELLE-NEWALL et al., 2015; 

VILA et al., 2016). O aumento da identificação de linhagens de DEC e de ExPEC resistentes 

aos antimicrobianos levanta preocupações. Essas linhagens apresentam resistência 

normalmente aos β-lactâmicos, exceto aos carbapenêmicos, às tretaciclinas e às sulfonamidas, 

podendo ocasionar o fenótipo MDR. Ademais, a resistência aos carbapenêmicos e às 

polimixinas já foi identificada nessas linhagens, o que se torna ainda mais preocupante. 

Diante de tal heterogeneidade, essa espécie demonstra uma ampla diversidade clonal, 
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evidenciando os clones de alto risco (CYOIA et al., 2019; MERIDA-VIEYRA et al., 2019; 

ELTAI et al., 2020; GONG et al., 2020).    

 

1.2.1 AMR em E. coli 

 

 E. coli é intrinsecamente suscetível a quase todos os antimicrobianos clinicamente 

relevantes. No entanto, esta espécie possui uma grande capacidade de adquirir e transferir 

ARGs através da HGT. Os mecanismos mais preocupantes em E. coli correspondem à 

aquisição de ARGs responsáveis pela resistência aos β-lactâmicos, polimixinas, 

fluorquinolonas e/ou aminoglicosídeos (IREDELL et al., 2016; POIREL et al., 2018). A 

disseminação dos ARGs relacionados com a resistência aos carbapenêmicos e as polimixinas 

é reconhecida principalmente nos setores humano e animal, respectivamente, enquanto que 

para os outros antimicrobianos, a dispersão desses genes ocorre através da transferência 

cruzada desses setores (Figura 3). Adicionalmente, as linhagens de E. coli de origem animal 

normalmente apresentam uma maior prevalência de resistência aos antimicrobianos das 

classes das tetraciclinas, sulfonamidas e fenicóis (POIREL et al., 2017, 2018; HAMMOUDI 

HALAT & AYOUB MOUBARECK, 2020; ZHAO et al., 2021). 

 

 
Figura 3. Vias de transmissão de linhagens de E. coli e ARGs. 

Adaptado de ZHAO et al. (2021). 
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Os β-lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos) 

estão dentre os principais antimicrobianos utilizados no tratamento de infecções causadas por 

E. coli. Esses antimicrobianos inibem a síntese do peptideoglicano, os quais são responsáveis 

pelo formato e pela rigidez da parede celular e por proteger contra o choque osmótico (BUSH 

& BRADFORD, 2016; LIMA et al., 2020). Os β-lactâmicos possuem um anel β-lactâmico em 

comum, no qual se ligam as transpeptidases responsáveis pela etapa de transpeptidação na 

síntese do peptideoglicano. Por outro lado, a produção das enzimas β-lactamases é o principal 

mecanismo de resistência a esses antimicrobianos, os quais hidrolisam o anel β-lactâmico, 

impedindo que os antimicrobianos se liguem às transpeptidases (SCHNEIDER & SAHL, 

2010; BUSH, 2010; BUSH & JACOBY, 2010; EIAMPHUNGPORN et al., 2018; TOOKE et 

al., 2019). 

As β-lactamases, codificadas pelos genes bla, podem ser classificadas com base na 

similaridade entre as sequências de aminoácidos e foram divididas dentre as classes A, B, C e 

D, ou pelas características enzimáticas e pelos perfis de inibição por inibidores de β-

lactamases, sendo divididas dentre os grupos 1, 2, 3 e 4 com subdivisões (AMBLER, 1980; 

BUSH, 1995; BUSH & JACOBY, 2010). As classes A, C e D possuem o aminoácido serina 

no centro ativo da enzima e são denominadas serina-β-lactamases, enquanto que a classe B 

utiliza o zinco como cofator para sua atividade e agrupa as metalo-β-lactamases (AMBLER, 

1980). A classificação de Bush, Jacoby e Medeiros de 1995 foi atualizada por Bush e Jacoby 

em 2010, agrupando as β-lactamases nos grupos funcionais 1, 2 e 3 (BUSH et al., 1995; 

BUSH & JACOBY, 2010). 

O grupo 1 é composto pelas β-lactamases do tipo AmpC e é representado 

principalmente pela enzima AmpC plasmidial (pAmpC) CMY, enquanto que outras são 

codificadas por genes cromossômicos (blaAmpC) com hiperprodução induzível pela exposição 

aos β-lactâmicos, e são encontradas em diversas espécies da família Enterobacteriaceae 

(JACOBY, 2009; RUBIN & PITOUT, 2014). Em E. coli, as β-lactamases do tipo AmpC 

estão intimamente relacionadas com a resistência às penicilinas, às cefamicinas e às 

cefalosporinas de espectro restrito e não são inibidas pelo ácido clavulânico. Algumas 

variantes de CMY, como a CMY-33 e a CMY-37, podem conferir resistência às 

cefalosporinas de espectro estendido e ao aztreonam, e são denominadas como β-lactamases 

do tipo AmpC de espectro estendido (do inglês extended-spectrum AmpC β-lactamases) 

(AHMED & SHIMAMOTO, 2008; BUSH & JACOBY, 2010; PIRES et al., 2015; TOOKE et 

al., 2019). A β-lactamase CMY-2 é comumente reportada em isolados de E. coli obtidos de 
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animais da cadeia produtora de alimentos e seus derivados, representando a pAmpC mais 

prevalente (PIETSCH et al., 2018; KOGA et al., 2019). 

O grupo 2 compõe o maior número de serina-β-lactamases, sendo representado 

principalmente pelas β-lactamases TEM, SHV, CTX-M, OXA e KPC. As β-lactamases do 

subgrupo 2b, com destaque para TEM-1 e SHV-1, hidrolisam as penicilinas e as 

cefalosporinas de espectro restrito e são inibidas pelo ácido clavulânico e pelo tazobactam. Já 

os subgrupos 2be, 2br e 2ber são compostos por algumas variantes de TEM e SHV e pelas 

CTX-M, sendo denominadas de ESBL, uma vez que hidrolisam as cefalosporinas de espectro 

estendido e o aztreonam, mas não as cefamicinas. As β-lactamases do subgrupo 2be (TEM-3, 

SHV-2, CTX-M) são inibidas pelo ácido clavulânico, o qual é utilizado como um recurso na 

detecção laboratorial, enquanto que aquelas pertencentes ao subgrupo 2br (TEM-30, SHV-10) 

não são inibidas pelo ácido clavulânico. Além disso, a variante TEM-50 pertence ao subgrupo 

2ber, que além do potencial de ESBL, possui resistência à inibição do ácido clavulânico 

(BUSH & JACOBY, 2010; SALVERDA et al., 2010; TOOKE et al., 2019; BUSH & 

BRADFORD, 2020; CASTANHEIRA et al., 2021).  

Dentre as β-lactamases do grupo 2, a TEM-1 já está disseminada mundialmente em 

isolados de E. coli obtidos da interface humana, animal e ambiental, enquanto que as outras 

variantes de TEM e SHV, incluindo aquelas classificadas como ESBL, são reportadas com 

menor frequência e estão intimamente relacionadas com isoladas obtidos de animais da cadeia 

produtora de alimentos (COHEN STUART et al., 2012; KOLA et al., 2012; LIAKOPOULOS 

et al., 2016; POIREL et al., 2018). As enzimas CTX-M são as ESBLs mais prevalentes em E. 

coli. Devido a sua ampla disseminação e a grande quantidade de variantes, essas enzimas 

adquiriram um caráter pandêmico. No Brasil, as variantes CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 

já foram prevalentes e, atualmente, a CTX-M-15 tem substituído essas variantes e é 

considerada a mais importante clinicamente, além de ser detectada em animais e no meio 

ambiente (SILVA & LINCOPAN, 2012; GUZMÁN-BLANCO et al., 2014; GHAFOURIAN 

et al., 2015; ROCHA et al., 2016; BUSH & BRADFORD, 2020; CASTANHEIRA et al., 

2021). 

Os subgrupos 2d, 2de e 2df compõe as β-lactamases do tipo OXA que hidrolisam mais 

rapidamente a oxaciclina do que as outras penicilinas. Algumas variantes do subgrupo 2de, 

tais como OXA-11 e OXA-15, possuem um potencial de ESBL, podendo hidrolisar as 

cefalosporinas de espectro estendido e o aztreonam. As variantes do subgrupo 2df, tais como 

OXA-23 e OXA-48, podem hidrolisar os carbapenêmicos. Essas β-lactamases possuem a 
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inibição variável pelo ácido clavulânico (TOOKE et al., 2019; BUSH & JACOBY, 2010; 

EVANS & AMYES, 2014). No geral, as β-lactamases do tipo OXA são identificadas 

principalmente em bacilos Gram-negativos não fermentadores. No entanto, a presença dessas 

β-lactamases em E. coli já foi reportada principalmente em isolados clínicos (EVANS & 

AMYES, 2014; LIVERMORE et al., 2019; BUSH & BRADFORD, 2020; GURUNG et al., 

2020).  

O subgrupo 2f é representado pelas serina-carbapenemases, realçando a KPC que 

confere resistência a todos os antimicrobianos β-lactâmicos, incluindo os carbapenêmicos, e 

podem ser melhor inibidas pelo tazobactam do que pelo ácido clavulânico (TOOKE et al., 

2019; BUSH & JACOBY, 2010). Embora a KPC tenha sido detectada pela primeira vez em 

K. pneumoniae, essa β-lactamase se disseminou rapidamente para diversas outras espécies 

bacterianas, incluindo E. coli. A KPC é a serina-carbapenemase mais detectada em todo o 

mundo e é um grande problema em infecções nosocomiais (QUEENAN & BUSH, 2007; 

MATHERS et al., 2015; HAMMOUDI HALAT & AYOUB MOUBARECK, 2020). A 

princípio, a KPC-2 emergiu nos hospitais brasileiros em 2005 e, posteriormente, se tornou 

recorrente nas infecções relacionada à assistência a saúde (IRAS) (PAVEZ et al., 2009; 

PEIRANO et al., 2009; PEREIRA et al., 2013; TOLENTINO et al., 2019). Por outro lado, a 

KPC-2 já foi reportada em E. coli causando infecção urinária em um animal de companhia, 

representando um novo desafio para os clínicos veterinários (SELLERA et al., 2018). 

Adicionalmente, clones de alto risco foram identificados carreando a KPC-2 em ambientes 

aquáticos (OLIVEIRA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2017). 

O subgrupo 3 compõe as metalo-β-lactamases que hidrolisam todos os 

antimicrobianos β-lactâmicos, exceto o aztreonam, e não são inibidas pelo ácido clavulânico 

ou tazobactam (TOOKE et al., 2019; BUSH & JACOBY, 2010). Diante do exposto, do ritmo 

acelerado em que novas variantes são descritas e da sua disseminação em fontes hospitalares e 

ambientais, essas enzimas chamam a atenção e levantam preocupações. As principais metalo-

β-lactamases são NDM, IMP e VIM, as quais são frequentemente reportadas em bacilos 

Gram-negativos não fermentadores, destacando a P. aeruginosa. No entanto, E. coli e K. 

pneumoniae despontam entre as principais Enterobacteriaceae que carreiam essas enzimas. A 

NDM é disseminada mundialmente, enquanto que a IMP e a VIM são predominantes no 

sudeste da Ásia e nos países da Europa banhados pelo Mediterrâneo (TOOKE et al., 2019; 

BUSH & BRADFORD, 2020; MOJICA et al., 2016, 2022). No Brasil, essas metalo-β-
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lactamases já foram identificadas principalmente em isolados clínicos (NEVES et al., 2019; 

SCAVUZZI et al., 2019; FIRMO et al., 2020; WINK et al., 2021).  

 As polimixinas são polipeptídeos catiônicos cíclicos e constituem um grupo de cinco 

agentes (A, B, C, D, E), sendo que devido a alta toxicidade desses agentes, apenas as 

polimixinas B e E (colistina) são utilizadas para fins terapêuticos. Devido a alta 

nefrotoxicidade, esses antimicrobianos foram descontinuados entre 1970 e 1980, mas tiveram 

que ser reintroduzidos nos anos 2000 devido a ocorrência de patógenos MDR, especialmente 

aqueles resistentes aos carbapenêmicos. Assim, esses antimicrobianos são considerados como 

último recurso terapêutico no combate de infecções por bactérias produtoras de 

carbapenemases (FALAGAS & KASIAKOU, 2005; RHOUMA & LETELLIER, A, 2017; 

ANDRADE et al., 2020). Esses antimicrobianos interagem com o lipídeo A do 

lipopolissacarídeo (LPS) da membrana externa das bactérias Gram-negativas, 

desestabilizando os íons de cálcio e magnésio que são necessários para a sua estabilidade. Por 

consequência, ocorre um aumento da permeabilidade celular com extravasamento do 

conteúdo celular e, por fim, a morte da bactéria (FALAGAS et al., 2010; EL-SAYED 

AHMED et al., 2020).  

Os mecanismos de resistência a esses antimicrobianos ainda não foram totalmente 

elucidados, mas sabe-se que existem mecanismos primários e secundários envolvidos nas 

modificações do LPS, superexpressão de sistemas de efluxo e modificações nas porinas. Em 

E. coli, o principal mecanismo de resistência constitui nas modificações no lipídeo A do LPS 

que resultam na alteração da carga negativa do LPS, dificultando a interação do 

antimicrobiano com a bactéria (GRÉGOIRE et al., 2017; POIREL et al., 2017). Os sistemas 

de dois componentes PhoP/PhoQ e PmrAPmrB que regulam positivamente o operon arn, 

responsável pelas modificações no LPS, bem como no regulador negativo MgrB que controla 

a fosforilação de PhoP e a ativação do sistema PmrA/PmrB, são os principais alvos 

cromossômicos relacionados com a resistência a esses antimicrobianos (OLAITAN et al., 

2014; QUESADA et al., 2015; EL-SAYED AHMED et al., 2020; GOGRY et al., 2021; 

BINSKER et al., 2022). 

Em um estudo publicado em 2016, Liu e colaboradores descreveram o primeiro 

mecanismo transferível responsável pela resistência às polimixinas, o qual é codificado pelo 

gene mcr-1 (LIU et al., 2016). Posteriormente, novos genes mcr (mcr-2 ao mcr-10; março de 

2022) foram descritos e chamaram a atenção para estudos urgentes de vigilância 

epidemiológica (DALMOLIN et al., 2018; LEI et al., 2010; LING et al., 2020). Diante disso, 
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a rápida disseminação de bactérias MDR, incluindo E. coli, carreando principalmente o gene 

mcr-1 e outros ARGs clinicamente relevantes em diferentes fontes causaram um sério 

problema de saúde pública (OVEJERO et al., 2017; JIN et al., 2018; WANG et al., 2018). 

Dentre os genes mcr, o mcr-1 é o mais prevalente e o que mais possui alelos (mcr-1.1 ao mcr-

1.34; março de 2022) e vem sendo reportado amplamente em seres humanos e animais em 

todo o mundo (WISE et al., 2018; PARTRIDGE et al., 2018a; ANYANWU et al., 2020). 

No Brasil, o gene mcr-1 foi descrito pela primeira vez em 2016 em linhagens de E. 

coli recuperadas de animais da cadeia produtora de alimentos entre 2012 e 2013 

(FERNANDES et al., 2016a). Posteriormente, esse gene foi detectado em diferentes espécies, 

incluindo E. coli, K. pneumoniae e Salmonella sp., obtidas de diferentes fontes 

(FERNANDES et al., 2016b, 2017; CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; RAU et al., 2018). Os 

outros genes mcr também já foram identificados, mas em uma frequência bem menor quando 

comparada com a do gene mcr-1 (Figura 4A) (FERNANDES et al., 2018; KIEFFER et al., 

2018; LEITE, et al., 2020; MARTINS-SORENSON et al., 2020). No meio ambiente, os genes 

mcr-1, mcr-3, mcr-4, mcr-5 e mcr-7 já foram detectados a partir de DNA total, enquanto que 

o gene mcr-1 foi identificado em linhagens de E. coli MDR recuperadas de amostras de água 

e de solo (Figura 4B) (OLIVEIRA et al., 2019; FURLAN et al., 2020a, 2020b; LOPES et al., 

2021b; CORDEIRO-MOURA et al., 2022; FURLAN et al., 2022a). 

 

 
Figura 4. Visão geral dos genes mcr no Brasil de acordo com publicações em periódicos 
indexados no PubMed entre 2016 e março de 2022.  
A. Distribuição dos genes mcr por estados e suas as fontes de isolamento. B. Descrição dos genes mcr 
recuperados de amostras ambientais (FURLAN, 2022; Autoria própria). 
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 As fluorquinolonas e o ácido nalidíxico (quinolona) são importantes antimicrobianos 

utilizados principalmente no tratamento de infecções do trato urinário causadas por E. coli. 

Esses antimicrobianos atuam inibindo a DNA girase e a topoisomerase IV, as quais estão 

envolvidas na síntese do DNA bacteriano, mas especificamente no processo de replicação do 

DNA (BLONDEAU, 2004; FÀBREGA et a., 2009). Em E. coli, a resistência a estes 

antimicrobianos ocorre geralmente por modificações no sítio alvo devido a mutações nas 

subunidades da DNA girase (GyrA) e da topoisomerase IV (ParC e ParE) que fazem parte das 

regiões determinantes de resistência às quinolonas (QRDR – do inglês quinolone resistance-

determining regions). Adicionalmente, mecanismos de resistência às quinolonas mediados 

por plasmídeos (PMQR – do inglês plasmid-mediated quinolone resistance) também podem 

estar envolvidos na resistência ou na suscetibilidade reduzida a esses antimicrobianos, tais 

como: i) as proteínas Qnr que protegem o DNA da ligação desses agentes – as mais 

prevalentes; ii) a AAC(6')-Ib-cr acetiltransferase que inativa esses agentes; e iii) as bombas de 

efluxo QepA e OqxAB que diminuem a concentração desses agentes no interior da célula 

bacteriana (JACOBY, 2005; HOOPER & GEORGE, 2016; POIREL et al., 2018). 

Os aminoglicosídeos são constantemente utilizados em combinação com os β-

lactâmicos no tratamento de infecções bacterianas. Esses antimicrobianos se ligam ao sítio 

aminoacil do RNA ribossômico 16S da subunidade ribossômica 30S, ocasionando a leitura 

incorreta do código genético e, por consequência, a inibição da translocação (BECKER & 

COOPER, 2013; KRAUSE et al., 2016; GERMOVSEK et al., 2017). A resistência a esses 

antimicrobianos ocorre principalmente pela inativação através das enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos (do inglês aminoglycoside modifying enzymes) que modificam a estrutura 

química desses agentes, tornando-os incapazes de se ligarem ao ribossomo e, 

consequentemente, de inibir a síntese proteica. Essas modificações afetam os grupos amina e 

hidroxila mediante os processos de N-acetilação, O-fosforilação e O-adenilação pelas enzimas 

acetiltransferases (AACs), fosfotransferases (APHs) e nucleotidiltransferases (ANTs), 

respectivamente. As subclasses AAC(6')-I, APH(3')-I e ANT(2'') são as mais disseminadas 

dentre as linhagens de E. coli (RAMIREZ & TOLMASKY, 2010; POIREL et al., 2018)  

As tetraciclinas são amplamente utilizadas na medicina veterinária e, devido a pressão 

seletiva exercida nesse setor, o desenvolvimento de resistência a esses antimicrobianos é 

aumentado. Esses antimicrobianos se ligam a subunidade ribossômica 30S em uma posição 

que bloqueia a ligação do aminoacil-tRNA com o ribossomo bacteriano e, consequentemente, 

a síntese proteica é inibida (CHOPRA & ROBERTS, 2001). Os genes tet são responsáveis 



      I n t r o d u ç ã o | 18 

 
 

pela resistência às tetraciclinas, os quais codificam mecanismos de bombas de efluxo (tetA a 

tetE, tetG, tetJ, tetL, tetY), de proteção ribossômica (tetM, tetW) e de inativação enzimática 

(tetX). Esses genes estão distribuídos principalmente em linhagens de E. coli de origem 

animal, destacando os genes tetA, tetB e tetC, que já estão disseminados em linhagens de E. 

coli de diferentes fontes (SHIN et al., 2015; MARKLEY & WENCEWICZ, 2018; POIREL et 

al., 2018).  

Os fenicois são representados pelos agentes cloranfenicol e florfenicol, que já foram 

extensamente utilizados nas medicinas humana e veterinária. O uso desses agentes foi 

restringido devido aos efeitos tóxicos e ao desenvolvimento de novos antimicrobianos mais 

efetivos e menos tóxicos. Essa classe inibe a síntese proteica se ligando à subunidade 

ribossômica 50S e, em vista disto, inibindo o alongamento da cadeia peptídica (SCHWARZ et 

al., 2004; FERNÁNDEZ et al., 2012). Os principais mecanismos de resistência a esses 

agentes em E. coli são: i) inativação enzimática pela cloranfenicol acetiltransferase CatA que 

impede a ligação do antimicrobiano ao alvo devido a acetilação; e ii) as bombas de efluxo 

CmlA e FloR. Os genes que codificam esses mecanismos são frequentemente encontrados em 

MGEs associados com outros ARGs (BISCHOFF et al., 2005; POIREL et al., 2018).  

As sulfonamidas e o trimetoprim são agentes antimicrobianos que inibem diferentes 

etapas da via de síntese do ácido fólico que são necessárias para a síntese de ácidos nucleicos. 

O sulfametoxazol inibe uma etapa intermediária da via por um mecanismo competitivo, 

enquanto que o trimetoprim atua no final do processo inibindo a formação do metabólito ativo 

do ácido tetra-hidrofólico. A combinação desses agentes (sulfametoxazol-trimetoprim – 

cotrimoxazol) gera em um efeito sinérgico, resultando em uma ação bactericida. As 

sulfonamidas e o trimetoprim foram muito utilizados nas medicinas humana e veterinária e, 

atualmente, o cotrimoxazol vem sendo mais utilizado no tratamente de diferentes tipos de 

infecções em seres humanos (ELIOPOULOS & HUOVINEN, 2001; SKÖLD, 2001, 2010). A 

resistência a esses antimicrobianos em E. coli ocorre geralmente pela aquisição dos genes sul 

(sul1, sul2, sul3) e dfrA, que codificam enzimas-alvo com baixa afinidade a esses agentes. 

Esses genes já estão disseminados em linhagens de E. coli de origem animal, evidenciando o 

gene sul1 que faz parte da estrutura dos integrons de classe 1 e, portanto, também é 

comumente identificado com outros ARGs clinicamente relevantes (POIREL et al., 2018; 

JIANG et al., 2019; RUMI et al., 2019).   

A fosfomicina atua como uma análoga do fosfoenolpiruvato e se liga à enzima MurA, 

a qual é responsável pela primeira etapa da síntese do peptideoglicano, inibindo a síntese do 
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mesmo. O uso da fosfomicina na medicina veterinária é limitado ao tratamento de infecções 

bacterianas em suínos e frangos de corte, enquanto que na medicina humana esse 

antimicrobiano emerge como um agente seguro e eficaz no combate de infecções do trato 

urinário causadas por E. coli MDR (FALAGAS et al., 2016; GARDINER et al., 2019; SOJO-

DORADO et al., 2022). Os mecanismos de resistência mais prevalentes em E. coli estão 

associados as mutações em GlpT, UhpA e UhpT que estão envolvidas no sistema de 

transporte da fosfomicina para o citoplasma e a aquisição de enzimas modificadoras de 

fosfomicina, com destaque para a FosA, que abrem o anel epóxido deste agente (SILVER et 

al., 2017; POIREL et al., 2018).  

 

1.3 Mobilização de ARGs 

 

Os ARGs são mobilizados através de MGEs, tais como os integrons, os transposons, 

as sequências de inserção (ISs) e os plasmídeos. Esses elementos podem mobilizar os ARGs 

do cromossomo para um plasmídeo ou entre plasmídeos (mobilidade de DNA intracelular) ou 

entre linhagens de uma mesma espécie ou espécies diferentes (mobilidade de DNA 

intercelular) (Figuras 2 e 3). Como esses elementos estão frequentemente presentes em 

múltiplas cópias em diferentes locais de um genoma, eles também podem facilitar a 

recombinação homóloga. As interações entre esses elementos estão intimamente relacionadas 

com a disseminação da AMR e a rápida evolução dos patógenos MDR. Os mecanismos 

intercelulares de troca genética incluem a conjugação, a transdução e a transformação, os 

quais são mediados por plasmídeos/elementos conjugativos integrativos, por bacteriófagos e 

pela captação de DNA extracelular, respectivamente (FROST et al., 2005; PARTRIDGE et 

al., 2018b).   

Os integrons possuem duas regiões conservadas (5'-CS e 3'-CS). Na região 5'-CS estão 

localizados o gene intI, um sítio de recombinação attI e um promotor. O gene intI codifica 

uma enzima tirosina recombinase sítio-específica que catalisa a recombinação entre os sítios 

attI e o attC, inserindo os cassetes gênicos na orientação que permite a expressão dos 

mesmos. Na região 3'-CS estão localizados os genes de resistência aos compostos de 

quaternário de amônio (qacEΔ1) e as sulfonamidas (sul) e regiões de leitura aberta (ORFs – 

do inglês open reading frames). Esses elementos utilizam a recombinação sítio-específica 

para mover os ARGs. Até o presente momento, cinco classes de integrons já foram descritas, 

sendo os integrons de classe 1, 2 e 3 os mais prevalentes em Enterobacteriaceae, destacando 
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os integrons de classe 1 que são comumente identificados carreando diversos ARGs em E. 

coli (WHITE et al., 2001; ESCUDERO et al., 2015; KAUSHIK et al., 2018; PARTRIDGE et 

al., 2009, 2018b). 

As ISs são elementos curtos de até ~ 3 kb que normalmente abrigam genes que 

codificam transposases flanqueados pelas regiões de repetições invertidas (IRs – do inglês 

inverted sequences), que são designadas a esquerda (IRL – do inglês left inverted repeat) e a 

direita (IRR – do inglês right inverted repeat), e por sequências curtas repetidas (DR – do 

inglês directly repeated sequences) em relação a direção da transcrição das tranposases. As 

IRs possuem os domínios “a” e “b” que estão envolvidos na clivagem e na ligação das 

transposases, respectivamente (SEGUIER et al., 2014; VANDECRAEN et al., 2017; 

PARTRIDGE, 2011; PARTRIDGE et al., 2018b). Diversas famílias de ISs estão envolvidas 

na disseminação de ARGs em bactérias Gram-negativas, ressaltando os elementos das 

famílias IS26 (IS6), IS30 (ISApl1) e IS1380 (ISEcp1) que são relacionados com ARGs 

clinicamente relevantes (ZONG et al., 2010; HARMER et al., 2014; LIU et al., 2016).  

Os transposons possuem estruturas heterogêneas e maiores do que as ISs e incluem 

diferentes conjuntos de genes relacionados à transposição que são específicos para cada 

família e os genes acessórios. Em bactérias Gram-negativas, os transposons das famílias Tn1, 

Tn2 e Tn3 foram os primeiros a serem descritos e possuem uma transposase (tnpA) e uma 

resolvase (tnpR) transcritas em direções opostas, ARGs e genes acessórios que são 

flanqueados por IRs. Os transposons compostos, como por exemplo o Tn21-like, são 

elementos específicos grandes que podem conter > 20 kb e são flaqueados por um par de IS. 

A transposição desses elementos pode ser replicativa através da inserção de uma mesma cópia 

em uma nova posição ou não-replicativa através da excisão de um local e a inserção em outro 

(WILLIAMS et al., 2006; SEGUIER et al., 2014; BABAKHANI & OLOOMI, 2018; 

PARTRIDGE et al., 2018b; FAN et al., 2019). 

Os plasmídeos são moléculas de DNA extracromossomais que se replicaram 

independentemente devido a uma região de replicação (ori) e uma proteína de iniciação Rep. 

A quantidade de cópias distribuídas para as células filha varia de acordo com o tamanho do 

plasmídeo, sendo uma quantidade maior para os plasmídeos pequenos do que para os grandes, 

uma vez que os plasmídeos maiores sobrecarregam os seus hospedeiros. Assim, os 

plasmídeos maiores normalmente possuem regiões de resolução (res), partição (par) e 

sistemas de morte pós-segregacional que contribuem para a manutenção dos mesmos 

(DIONISIO et al., 2005; SMILLIE et al., 2010; SAN MILLAN et al., 2014; RAMSAY & 



      I n t r o d u ç ã o | 21 

 
 

FIRTH, 2017). Os plasmídeos conjugativos são complexos e possuem um backbone 

conservado de ~ 20 kb associado com regiões de transferência (tra) que inclui os sistemas 

Type IV secretion, Matting pair formation e DNA transfer protein. Por outro lado, os 

plasmídeos não-conjugativos podem ser mobilizados através de outros plasmídeos 

conjugativos presentes na mesma célula. Esses plasmídeos são pequenos (~ 10 kb) e 

normalmente possuem um conjunto de genes de mobilidade (mob) e uma relaxase específica 

(SCHRÖDER & LANKA, 2005; WALLDEN et al., 2010; GRUBER et al., 2016).  

 As regiões variáveis dos plasmídeos abrigam principalmente os ARGs, os genes de 

tolerância aos metais e os genes de virulência que estão frequentemente associados com os 

outros MGEs. Os principais plasmídeos que circulam dentre as Enterobacteriaceae podem ser 

classificados de acordo com um grupo de incompatibilidade (Inc – do inglês incompatibility 

group), visto que dois plasmídeos que competem pelo mesmo sistema de replicação não 

podem coexistir dentro de uma mesma linhagem celular (HEDGES & DATTA, 1971; 

CARATTOLI et al., 2005; CARATTOLI, 2009, 2013; THOMAS, 2014; ORLEK et al., 

2017). Mais de 30 grupos de incompatibilidade já foram descritos em Enterobacteriaceae, 

evidenciando aqueles relacionados com os ARGs clinicamente relevantes, tais como IncF, 

IncI1, IncHI2, IncN e IncX. Em E. coli, os plasmídeos IncX4, IncHI2 e IncI1 são os 

principais responsáveis pela disseminação dos genes mcr, blaCTX-M e blaCMY (BEN SALLEM 

et al., 2014; YANG et al., 2015; ROZWANDOWICZ et al., 2018; HAENNI et al., 2020). 

Alterações genéticas nos genomas de E. coli garantem uma alta diversidade devido ao 

ganho e a perda de genes por eventos de recombinação gênica que facilitam novas rearranjos 

dentro do genoma. Este fenômeno pode resultar em maior flexibilidade na transição dessa 

espécie entre os seres humanos, os animais e o meio ambiente. A crescente disseminação de 

linhagens potencialmente patogênicas de E. coli MDR, incluindo os clones de alto risco, 

carreando ARGs clinicamente relevantes na interface humana, animal e ambiental constitui 

uma grave ameaça para o controle de infecções em seres humanos e em animais, bem como 

para a integridade do meio ambiente. A grande maioria dos estudos com foco em AMR é 

realizada com isolados bacterianos obtidos do âmbito hospitalar. No entanto, os isolados 

ambientais dispontam como importantes disseminadores de AMR, mas poucos estudos são 

realizados com o objetivo de entender os mecanismos envolvidos nessa problemática. 

Portanto, uma investigação molecular, que inclui análises genômicas, de isolados obtidos do 

meio ambiente permite uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na AMR que 
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circulam em diferentes nichos, o qual contribui para o monitoramento da AMR e de 

patógenos MDR a nível nacional e internacional e no contexto da Saúde Única.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo caracterizar isolados de E. coli 

obtidos do meio ambiente quanto aos perfis de resistência aos antimicrobianos, de virulência e 

epidemiológico. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Obter isolados de E. coli MDR de amostras ambientais provenientes de diferentes 

cidades do Brasil. 

• Determinar o perfil de resistência aos antimicrobianos. 

• Investigar a presença e a diversidade de ARGs. 

• Identificar mutações em determinantes de resistência aos antimicrobianos. 

• Detectar genes de virulência associados aos patotipos DEC e ExPEC. 

• Analisar a presença de MGEs. 

• Realizar a tipagem molecular dos isolados. 

• Caracterizar o resistoma, o viruloma e o plasmidoma de alguns isolados através do 

sequenciamento completo do genoma. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Amostras de solo e obtenção dos isolados 

 
Trezentas amostras de solo foram coletadas entre 2017 e 2019 de 13 fazendas 

localizadas na região metropolitana de Ribeirão Preto, no estado de São Paulo, e na cidade de 

Montes Claros, no estado de Minas Gerais, que utilizavam a pecuária extensiva. As amostras 

foram coletadas de solos cultivados com abacate, amendoim, brachiaria, café, cana-de-

açúcar, goiaba, jaboticaba, limão, manga e milho e solos sem culturas que possuíam animais 

da cadeia produtora de alimentos e/ou cavalos domésticos em até 300 metros dos pontos de 

coleta. Dentre as fazendas, seis (A, B, C, D, E, F) possuíam um histórico do uso de dejetos de 

animais como fertilizante orgânico nas lavouras (Tabela 1). Aproximadamente 50 g de cada 

amostra de solo foram coletadas a uma profundidade de até 15 cm usando espátulas e tubos 

cônicos tipo falcon estéreis. As amostras provenientes das mesmas fazendas foram coletadas a 

uma distância de pelo menos 50 metros uma das outras.  

 

Tabela 1. Dados das fazendas e das amostras de solo coletadas 
 

Fazenda Cidade Estado1 Ano de 
coleta 

Animais (rebanhos) Amostras de solo (n) Histórico 
do uso de 
dejetos de 
animais Su

ín
o 

B
ov

in
o  

O
vi

no
 

E
qu

in
o  

A
ví

co
la

 

Com 
cultura 

Sem 
cultura 

A Jardinópolis SP 2017 
    ✕ 30 0 Sim 

B Jardinópolis SP 2018 
 ✕ ✕ ✕ ✕ 15 15 Sim 

C Jardinópolis SP 2018 
    ✕ 30 0 Sim 

D Jardinópolis SP 2018 
    ✕ 15 15 Sim 

E Jardinópolis SP 2018 ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 15 0 Sim 

F Jardinópolis SP 2018 
    ✕ 15 0 Sim 

G Altinópolis SP 2019 ✕ ✕ 
   

15 0 Não 

H Sales Oliveira SP 2019 
    ✕ 15 0 Não 

I Sales Oliveira SP 2017 ✕ 
    

0 15 Não 

J Ribeirão Preto SP 2018 
 ✕ 

   
0 15 Não 

K Montes Claros MG 2019 
 ✕ 

   
0 30 Não 

L Montes Claros MG 2019 
 ✕ 

   
0 30 Não 

M Montes Claros MG 2019 
   ✕ 

 
0 30 Não 

1
 São Paulo, SP; Minas Gerais, MG. 

 

Para o isolamento bacteriano, as amostras de solo foram homogeneizadas e 1 g de 

cada amostra foi adicionado em 5 mL de caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Oxoid, 

Reino Unido) e incubado a 35 ± 2 °C por 18-24 horas. Em seguida, as culturas foram 
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semeadas em ágar MacConkey (Oxoid, Reino Unido) e incubadas a 35 ± 2 °C por 18-24 

horas e, posteriormente, uma colônia característica de E. coli (colônia na cor rosa cercada por 

uma zona de precipitação biliar) de cada amostra foi selecionada, purificada e estocada a - 80 

°C em tubos criogênicos contendo caldo BHI acrescido de 15% de glicerol (Merck, 

Alemanha).  

 

3.2 Amostras de água e obtenção dos isolados 

 
 Duzentas amostras de água (500 a 1500 mL) foram coletadas entre 2018 e 2020 pela 

Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB) da cidade de Ribeirão Preto no 

estado de São Paulo. Os ecossistemas aquáticos pertencem às classes 2, 3 e 4 de acordo com a 

Resolução CONAMA n° 357, de 17 de março de 2005 (CONAMA, 2005) e são utilizados 

para abastecimento público (após tratamento convencional), recreação de contato primário e 

secundário, irrigação, aquicultura, atividade pesqueira, navegação marítima e outros usos. No 

total, 24 ecossistemas aquáticos, sendo 43 pontos de rios, ribeirões, córregos e lagos em 

diversas cidades do estado de São Paulo foram estudados. Esses pontos estão localizados em 

áreas agropecuárias e em industrialização e fazem parte da Rede de Monitoramento de 

Qualidade das Águas Interiores do Estado de São Paulo (Figura 5).  

As placas de ágar m-TEC ChromoSelect (Sigma-Aldrich, Reino Unido) com culturas 

bacterianas foram cedidas pela CETESB após a realização da quantificação de E. coli 

utilizando a técnica de membrana filtrante de acordo com a Norma Técnica L5.230 (CETESB, 

2012). Para o isolamento bacteriano no Laboratório de Microbiologia Ambiental da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, onde 

este estudo foi realizado, as amostras de água foram filtradas na Bomba de Vácuo TE-058 

(Tecnal, Brasil) utilizando membranas filtrantes com um tamanho de poro de 0,45 µm (Unifil, 

Brasil). Em seguida, as membranas filtrantes foram adicionadas em placas de ágar 

MacConkey (Oxoid, Reino Unido) e incubadas a 35 ± 2 °C por 18-24 horas. A fim de obter 

isolados resistentes à colistina, algumas amostras de água foram processadas e 2 mg/L de 

colistina (Sigma-Aldrich, EUA) foram acrescidos no ágar MacConkey. Por fim, os isolados 

bacterianos foram selecionados, purificados e estocados como descrito no item 3.1.  
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Figura 5. Mapa dos pontos de coleta dos ecossistemas aquáticos utilizados neste estudo.  
Círculos, quadrados e triângulos pretos representam os rios, os ribeirões/córregos e os lagos, respectivamente. A 

cor vermelha representa os ecossistemas aquáticos utilizados para fins recreativos de contato primário. Adaptado 

de FURLAN et al. (2022c). 

 
3.3 Extração do DNA genômico 

 
O DNA genômico dos isolados foi extraído com o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit 

(Thermo Fisher Scientific, EUA) de acordo com as recomendações do fabricante. A 

concentração e a pureza do DNA genômico foram determinadas em DS-11 + 

Spectrophotometer (DeNovix, EUA) utilizando os comprimentos de onda de 260 e 280 nm.  

 

3.4 Identificação molecular dos isolados 

 

3.4.1 Gene 16S rRNA 

 
Os isolados bacterianos obtidos foram identificados molecularmente através do 

sequenciamento do gene 16S rRNA (1.499 pb) utilizando os iniciadores fD1 (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e rP2 (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') 

(WEISBURG et al., 1991).  
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3.4.1.1 Condições das reações em cadeia da polimerase 

 
A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR – do inglês Polymerase Chain 

Reaction) foi realizada no termociclador ProFlex™ PCR System (Applied Biosystems, 

Cingapura) sob as seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial a 94 °C por 15 

minutos, seguido de 30 a 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 52 °C 

por 1 minuto e extensão a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 10 minutos de extensão a 72 

°C. Para cada reação foram utilizados 14,75 μL de água deionizada esterilizada, 1 μL (1,25 U) 

da enzima JumpStart™ Taq DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, EUA), 2,5 μL do tampão PCR 

buffer minus Mg-10X, 1,75 μL (25 mM) de MgCl2, 0,5 μL de solução contendo 10 mM de 

cada desoxinucleotídeo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Sinapse Inc., EUA), 1 μL (25 µM) de 

cada primer (forward e reverse) e 2,5 μL (100 ng) de DNA genômico, obtendo um volume 

final de 25 μL. Linhagens de referência foram adicionadas em cada reação como controle 

positivo e reações livres de DNA foram utilizadas como controle negativo. 

 
3.4.1.2 Eletroforese horizontal em gel de agarose 

 
A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% utilizando o tampão TAE 1X 

(solução estoque 50X – Tris 2 mol/L, ácido acético 1 mol/L e EDTA 0,5 mol/L com pH 8,0). 

Ao término da corrida, as bandas foram visualizadas após coloração em brometo de etídio 

(0,5 mg/L) no transluminador E-Gel Imager (LIFE Technologies, Israel). Os fragmentos de 

DNA amplificados foram comparados com o marcador de peso molecular de 100 bp Ladder 

Plus (Sinapse Inc., EUA) para determinação do tamanho dos mesmos. 

 
3.4.1.3 Sequenciamento dos produtos amplificados por PCR 

 
 Os produtos amplificados foram purificados utilizando o IllustraTM GFXTM PCR Kit 

(GE Healthcare, Reino Unido) e posteriormente sequenciados pelo método de Sanger. Os 

produtos foram sequenciados com os mesmos iniciadores (diluição 1:10) utilizados na reação 

de amplificação do respectivo produto gênico. As reações de sequenciamento foram 

realizadas utilizando o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, de acordo com as 

recomendações do fabricante, no sequenciador Applied Biosystems™ 3500xL Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, Lituânia) do Núcleo de Serviços em Biotecnologia da 

Fundação Hemocentro de Ribeirão Preto (http://lgmb.fmrp.usp.br/nsb/). As sequências 

obtidas foram analisadas utilizando os programas ChromasPro v.1.7.6 (Technelysium Pty. 
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Ltd.) e/ou Geneious Prime v.2021 (Biomatters Ltd., Nova Zelândia), e em seguida, utilizando 

o algoritmo MegaBLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para pesquisa da identidade 

com outras sequências disponíveis no GenBank® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

Por fim, as sequências foram depositadas publicamente no GenBank®. 

 
3.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos  

 
Os perfis de resistência aos antimicrobianos foram determinados pelos métodos de 

disco-difusão em ágar e de microdiluição em caldo conforme as recomendações do Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI) (M100, 28th ed.) e/ou Brazilian Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast) (v.9.0, 2019)/European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). As linhagens de E. coli ATCC® 25922™ e 

P. aeruginosa ATCC® 27853™ foram utilizadas como controles de qualidade.  

 
3.5.1 Método de disco-difusão 

 
O método de disco-difusão foi realizado utilizando placas de ágar Mueller-Hinton 

(MHA; Oxoid, Reino Unido) e 33 antimicrobianos foram testados, incluindo ampicilina (10 

µg), ácido clavulânico+amoxicilina (20/10 µg), sulbactam+ampicilina (10/10 µg), 

piperacilina+tazobactam (100/10 µg), cefazolina (30 µg), cefuroxima (30 µg), cefaclor (30 

µg), cefotaxima (30 µg), ceftriaxona (30 µg), ceftazidima (30 µg), cefepima (30 µg), 

aztreonam (30 µg), ertapenem (10 µg), meropenem (10 µg), imipenem (10 µg), 

estreptomicina (10 µg), gentamicina (10 µg), tobramicina (10 µg), amicacina (30 µg), 

tetraciclina (30 µg), doxiciclina (30 µg), minociclina (30 µg), ácido nalidíxico (30 µg), 

levofloxacino (5 µg), ciprofloxacino (5 µg), norfloxacino (10 µg), ofloxacino (5 µg), 

lomefloxacino (10 µg), sulfametoxazol+trimetoprim (23,75/1,25 µg), sulfonamidas (300 µg), 

trimetoprim (5 µg), cloranfenicol (30 µg) e nitrofurantoina (300 µg) (CECON, Brasil).  

A partir de colônias de crescimentos recentes, incubadas por uma noite (18-24 horas) 

em MHA, foram realizadas suspensões bacterianas em soluções de NaCl 0,9% estéreis 

compatíveis com a escala 0,5 de McFarland (1x108 UFC/mL). Com auxílio de swabs, as 

suspensões bacterianas foram semeadas nas placas de MHA e os discos de antimicrobianos 

foram posicionados equidistantes e concomitantemente, permitindo a realização do teste 

sinérgico do duplo-disco para avaliação da produção de ESBL (DRIEUX et al., 2008). Em 

seguida, as placas foram incubadas a 35 ± 2 °C por 16-18 horas e os halos foram medidos e 
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interpretados como resistentes ou suscetíveis de acordo com o CLSI e/ou BrCAST/EUCAST. 

Por fim, os isolados foram classificados como MDR (resistentes a ≥ 1 antimicrobiano em ≥ 3 

categorias de antimicrobianos) (MAGIORAKOS et al., 2012) e positivos para ESBL devido a 

formação da zona fantasma (do inglês ghost zone) dos discos de cefotaxima, ceftazidima, 

cefepima e/ou aztreonam em direção ao disco de ácido clavulânico+amoxicilina (DRIEUX et 

al., 2008).  

 
3.5.2 Método de microdiluição em caldo 

 
As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) dos isolados resistentes para 

ceftazidima, ciprofloxacino e colistina (Sigma-Aldrich, EUA) foram determinadas pelo 

método de microdiluição em caldo utilizando o caldo Mueller-Hinton cátion ajustado 

(CAMHB; Oxoid, Reino Unido). As soluções estoques dos antimicrobianos testados foram 

diluídas de forma seriada em CAMHB e, posteriormente, 190 μl de cada diluição foram 

adicionadas em placas de 96 poços (Kasvi, China). A partir de colônias de crescimentos 

recentes, incubadas a 35 ± 2 °C por uma noite (18-24 horas) em ágar MH, foram realizadas 

suspensões bacterianas em soluções de NaCl 0,9% estéreis compatíveis com a escala 0,5 de 

McFarland (1x108 UFC/ml). Em seguida, uma diluição de 1:10 foi utilizada nas soluções e 10 

μl foram adicionados nas placas para obter uma concentração bacteriana final em cada poço 

em torno de 5x105 UFC/ml. As placas foram incubadas a 35 ± 2 °C por 16-20 horas e, 

posteriormente, 20 μl de uma solução de resazurina (0,02%) foram adicionados nas placas. As 

CIMs foram consideradas como a primeira concentração capaz de inibir totalmente o 

crescimento bacteriano e foram interpretadas como resistentes ou suscetíveis de acordo com o 

CLSI e/ou BrCAST/EUCAST. 

 
3.6 Detecção dos ARGs 

 
De acordo com o perfil de resistência aos antimicrobianos de cada isolado estudado, 

PCRs foram realizadas para detecção dos genes que conferem resistência aos β-lactâmicos 

(blaCTX-M, blaCMY, blaTEM, blaSHV, blaOXA-1-like, blaOXA-48-like, blaVEB, blaPER, blaGES, blaKPC, 

blaNDM), aminoglicosídeos [aadA, aac(6')-Ib, aac(3′)-Ia, aac(3′)-IIa, aac(6′)-Ih, aph(3')-Ia, 

aph(3′)-VI, ant(2")-Ia], tetraciclinas (tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetM), sulfonamidas 

(sul1, sul2, sul3), fenicóis (floR, cmlA, catA), fluorquinolonas (qepA, oqxA, oqxB, qnrA, qnrB, 

qnrS), fosfomicina (fosA) e polimixinas (mcr-1 ao mcr-9) (Tabela 2). Os genes blaKPC, 
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blaNDM e mcr foram pesquisados em todos os isolados, independente dos perfis de resistência 

aos antimicrobianos, a fim de detectar uma possível disseminação silenciosa desses genes no 

meio ambiente. As PCRs foram realizadas com as condições descritas no item 3.4.1.1 e os 

produtos amplificados foram visualizados e sequenciados como descritos nos itens 3.4.1.2 e 

3.4.1.3, respectivamente.  

 
Tabela 2. Iniciadores utilizados para detecção de ARGs 
 

Gene1 Primer (5'-3')2 TA 
(ºC)3 

Tamp 
(pb)4 Referência 

blaCTX-M-Gp1 F: TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 
R: CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 

60 688 DALLENNE et al., 2010 

blaCTX-M-Gp2 F: CGTTAACGGCACGATGAC 
R: CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 

60 404 DALLENNE et al., 2010 

blaCTX-M-Gp8 F: AACRCRCAGACGCTCTAC  
R: TCGAGCCGGAASGTGTYAT 

60 326 DALLENNE et al., 2010 

blaCTX-M-Gp9 F: TCAAGCCTGCCGATCTGGT  
R: TGATTCTCGCCGCTGAAG 

60 561 DALLENNE et al., 2010 

blaCMY F: CGAAGAGGCAATGACCAGAC 
R: ACGGACAGGGTTAGGATAGY 

60 538 DALLENNE et al., 2010 

blaTEM F: CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 
R: CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 60 800 DALLENNE et al., 2010 

blaSHV F: AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 
R: ATCCCGCAGATAAATCACCAC 60 713 DALLENNE et al., 2010 

blaOXA-1-like F: GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 
R: GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG 60 564 DALLENNE et al., 2010 

blaOXA-48-like F: GCTTGATCGCCCTCGATT 
R: GATTTGCTCCGTGGCCGAAA 57 281 DALLENNE et al., 2010 

blaVEB F: CATTTCCCGATGCAAAGCGT 
R: CGAAGTTTCTTTGGACTCTG 60 648 DALLENNE et al., 2010 

blaPER F: GCTCCGATAATGAAAGCGT 
R: TTCGGCTTGACTCGGCTGA 60 520 DALLENNE et al., 2010 

blaGES F: AGTCGGCTAGACCGGAAAG 
R: TTTGTCCGTGCTCAGGAT 57 399 DALLENNE et al., 2010 

blaKPC F: CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC 
R: ACGACGGCATAGTCATTTGC 

57 538 DALLENNE et al., 2010 

blaNDM F: GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC 
R: GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT 

60 782 PEIRANO et al., 2011 

aadA F: TGATTTGCTGGTTACGGTGAC  
R: CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG 

60 284 CLARK et al., 1999 

aac(6')-Ib F: TATGAGTGGCTAAATCGAT 
R: CCCGCTTTCTCGTAGCA 

55 395 PLOY et al., 1994 

aac(3)-Ia F: GACATAAGCCTGTTCGGTT  
R: CCCGCTTTCTCGTAGCA 

58 372 NOPPE-LECLERCQ et al., 1999 

aac(3)-IIa F: ATGCATACGCGGAAGGC 
R: TGCTGGCACGATCGGAG 

58 822 NOPPE-LECLERCQ et al., 1999 

aac(6′)-Ih F: TGCCGATATCTGAATC 
R: ACACCACACGTTCAG 

58 407 NOPPE-LECLERCQ et al., 1999 

aph(3')-Ia F: CGAGCATCAAATGAAACTGC 
R: GCGTTGCCAATGATGTTACAG 

55 623 NOPPE-LECLERCQ et al., 1999 

aph(3′)-VI F: CGGAAACAGCGTTTTAGA 
R: TTCCTTTTGTCAGGTC 

49 716 NOPPE-LECLERCQ et al., 1999 

ant(2")-Ia F: ATCTGCCGCTCTGGAT 
R: CGAGCCTGTAGGACT 

49 404 NOPPE-LECLERCQ et al., 1999 

tetA F: GCTACATCCTGCTTGCCTTC 
R: CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

55 210 NG et al., 2001 

tetB 
F: TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 
R: GTAATGGGCCAATAACACCG 

55 659 NG et al., 2001 
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tetC 
F: CTTGAGAGCCTTCAACCCAG 
R: ATGGTCGTCATCTACCTGCC 55 418 NG et al., 2001 

tetD 
F: AAACCATTACGGCATTCTGC 
R: GACCGGATACACCATCCATC 

55 787 NG et al., 2001 

tetE 
F: AAACCACATCCTCCATACGC 
R: AAATAGGCCACAACCGTCAG 

55 278 NG et al., 2001 

tetG 
F: GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 
R: AGCAACAGAATCGGGAACAC 

55 468 NG et al., 2001 

tetM 
F: GTGGACAAAGGTACAACGAG 
R: CGGTAAAGTTCGTCACACAC 

55 1137 NG et al., 2001 

sul1 F: CGGCGTGGGCTACCTGAACG 
R: GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 

69 433 KERRN et al., 2002 

sul2 F: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 
R: GCGTTTGATACCGGCACCCGT 

69 293 KERRN et al., 2002 

sul3 F: GAGCAAGATTTTTGGAATCG 
R: ATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA 

51 789 PERRETEN & BOERLIN, 2003 

floR F: CCCGCTATGATCCAACTCAC 
R: ACCCACATCGGTAGGATGAA 

55 803 GORDON et al., 2008 

cmlA F: CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC 
R: CACCTTGCCTGCCCATCATTAG 

55 698 KEYES et al., 2000 

catA F: CCTGCCACTCATCGCAGT 
R: CCACCGTTGATATATCCC 

60 623 GUERRA et al., 2001 

qepA F: TGGTCTACGCCATGGACCTCA 
R: TGAATTCGGACACCGTCTCCG 

53 1137 KARCZMARCZYK et al. 2011 

oqxA F: GACAGCGTCGCACAGAATG 
R: GGAGACGAGGTTGGTATGGA 

62 339 CHEN et al., 2012 

oqxB F: CGAAGAAAGACCTCCCTACCC  
R: CGCCGCCAATGAGATACA 

62 240 CHEN et al., 2012 

qnrA F: AGAGGATTTCTCACGCCAGG  
R: TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

55 580 CATTOIR et al., 2007 

qnrB F: GGMATHGAAATTCGCCACTG  
R: TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 

55 264 CATTOIR et al., 2007 

qnrS F: GCAAGTTCATTGAACAGGGT  
R: TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG  

55 428 CATTOIR et al., 2007 

fosA F: ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT 
R: ATGCCCGCATAGGGCTTCT 

59 271 HOU et al., 2012 

mcr-1 F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC 
R: CTTGGTCGGTCTGTAGGG 

58 309 LIU et al., 2016 

mcr-2 
F: TGTTGCTTGTGCCGATTGGA 
R: AGATGGTATTGTTGGTTGCTG 

65 567 XAVIER et al., 2016 

mcr-3 
F: TTGGCACTGTATTTTGCATTT 
R: TTAACGAAATTGGCTGGAACA 

50 542 YIN et al., 2017 

mcr-4 
F: ATTGGGATAGTCGCCTTTTT  
R: TTACAGCCAGAATCATTATCA 

51 487 CARATTOLI et al., 2017 

mcr-5 
F: ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 
R: TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 

50 1644 BOROWIAK et al., 2017 

mcr-6 
F: GTCCGGTCAATCCCTATCTGT  
R: ATCACGGGATTGACATAGCTAC 55 566 YANG et al., 2019 

mcr-7.1 
F: AGGGGATAAACCGACCCTGA 
R: TGATCTCGATGTTGGGCACC 55 335 YANG et al., 2018 

mcr-8 
F: AACCGCCAGAGCACAGAATT  
R: TTCCCCCAGCGATTCTCCAT 60 667 YANG et al., 2019 

mcr-9 
F: TTCCCTTTGTTCTGGTTG  
R: GCAGGTAATAAGTCGGTC 55 1011 BOROWIAK et al., 2020 

1
 blaCTX-M (Grupo 1 inclui o gene blaCTX-M-15; Grupo 2 inclui o gene blaCTX-M-2; Grupo 8 inclui o gene blaCTX-M-8; 

Grupo 9 inclui o gene blaCTX-M-14). 2 Forward, F; Reverse, R. 
3
 Temperatura de anelamento, TA. 

4
 Tamanho do 

amplicon, Tamp. 
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3.7 Identificação de mutações em determinantes de resistência aos antimicrobianos 

 
Mutações nas QRDR dos genes gyrA, parC e parE, nos sistemas de dois componentes 

PmrAB e PhoPQ dos genes pmrA, pmrB, phoP e phoQ e no regulador negativo mgrB foram 

determinadas através do sequenciamento pelo método de Sanger (Tabela 3). As sequências 

obtidas foram alinhadas com as sequências de referência da linhagem E. coli str. K-12 substr. 

MG1655 (GenBank accession number U00096) utilizando o Clustal Omega Multiple 

Sequence Alignment Program (SIEVERS & HIGGINS, 2018). O impacto das mutações em 

PmrAB, PhoPQ e MgrB foi determinado através do Protein Variation Effect Analyzer 

(PROVEAN) (CHOI & CHAN, 2015). As PCRs foram realizadas com as condições descritas 

no item 3.4.1.1 e os produtos amplificados foram visualizados e sequenciados como descritos 

nos itens 3.4.1.2 e 3.4.1.3, respectivamente.  

 

Tabela 3. Iniciadores utilizados na identificação de mutações em determinantes de resistência 
aos antimicrobianos 
 

Gene Primer (5'-3')1 TA 
(ºC)2 

Tamp 
(pb)3 Referência 

gyrA F: CATGAACGTATTGGGCAATG 

R: CCGTACCGTCATAGTTATCC 
52 305 JEONG et al., 2011 

parC F: ATCGGCGACGGCCTGAAGCC 

R: CGGGATTCGGTATAACGCAT 
55 273 JIA et al., 2015 

parE F: GCCCAGCGCCGTATGCGTGC 

R: GTTCGGATCAAGCGTGGTTT 
58 621 KOMP LINDGREN et al., 2003 

pmrA F: ACGAAGTATTACCAGGCTGCGGA 

R: GCAGCGATATTGGTCGGCGC 
60 765 SATO et al., 2018 

pmrB F: ACCAACACCCTGGAAGTGCATATCC 

R: TCCTCCAGGTTAACGGAGGAGAGTG 
60 1304 SATO et al., 2018 

phoP F: GCCAGTACCGCCAGCTTAA 

R: CTCGCCACGTAACAGCCGAA 
60 1798 LUO et al., 2017 

phoQ F: GGCACAATATCCCCAAGAAGT 

R: ATCCACAGGCTGGTATCTGCA 
60 1595 LUO et al., 2017 

mgrB F: CACGAATATCGACATAGTTAG 

R: TATTCTACCACTGCTGGAGAG 
60 275 LUO et al., 2017 

1
 Forward, F; Reverse, R. 

2
 Temperatura de anelamento, TA. 

3
 Tamanho do amplicon, Tamp. 

 

3.8 Detecção dos genes de virulência 

 
A detecção dos genes marcadores de virulência para DEC (aap, aggR, AA probe, 

ipaH, aatA, aaiC, bfpA, est, elt, ehxA, eaeA, stx1, stx2), ExPEC (kpsMT II, papA, papC, 

sfa/foc, afa/dra, iutA) e outros (iucA, hlyF, iroN, gad, iss, ompT, lpfA) foram pesquisados por 

PCRs de acordo com itens 3.4.1.1, 3.4.1.2 e 3.4.1.3 (Tabela 4).  
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Tabela 4. Iniciadores utilizados na detecção dos genes de virulência 
 

Gene Primer (5'-3')1 TA 
(ºC)2 

Tamp 
(pb)3 Referência 

aap F: CTTGGGTATCAGCCTGAATG 
R: AACCCATTCGGTTAGAGCAC 55 310 CERNA et al., 2003 

aggR F: CTAATTGTACAATCGATGTA 
R: AGAGTCCATCTCTTTGATAAG 55 457 CERNA et al., 2003 

AA probe F: CTGGCGAAAGACTGTATCAT 
R: CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 55 629 CERNA et al., 2003 

ipaH F: GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 
R: GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 50 600 ARANDA et al., 2007 

aatA F: CTGGCGAAAGACTGTATCATC 
R: AATGTATAGAAATCCGCTGTT 

57 630 SCHMIDT et al., 1995 

aaiC F: ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG 
R: ACACCCCTGATAAACAA 

57 215 LIMA et al., 2013 

bfpA F: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 
R: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 

50 326 ARANDA et al., 2007 

est F: ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 
R: CACCCGGTACARGCAGGATT 

50 190 ARANDA et al., 2007 

elt F: GGCGACAGATTATACCGTGC 
R: CGGTCTCTATATTCCCTGTT 

50 450 ARANDA et al., 2007 

ehxA F: GCATCATCAAGCGTAGCTTCC 
R: AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 

65 534 PATON and PATON, 1998 

eaeA F: GACCCGGCACAAGCATAAGC 
R: CCACCTGCAGCAACAAGAGG 

65 384 PATON and PATON, 1998 

stx1 F: ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 
R: AGAACGCCCACTGAGATCATC 

65 180 PATON and PATON, 1998 

stx2 F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 

65 255 PATON and PATON, 1998 

kpsMT II F: GCGCATTTGCTGATACTGTTG 
R: CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 

63 272 JOHNSON and STELL, 2000 

papA F: ATGGCAGTGGTGTTTTGGTG 
R: CGTCCCACCATACGTGCTCTTC 

65 717 JOHNSON and STELL, 2000 

papC F: GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA 
R: ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

65 205 JOHNSON and STELL, 2000 

sfa/foc F: GTGGATACGACGATTACTGTG 
R: CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 

63 244 JOHNSON and STELL, 2000 

afa/dra F: GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 
R: CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 

63 594 JOHNSON and STELL, 2000 

iutA F: GGCTGGACATCATGGGAACTGG 
R: CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

63 302 JOHNSON and STELL, 2000 

iucA F: AGTCTGCATCTTAACCTTCA 
R: CTCGTTATGATCGTTCAGAT 

52 1100 OKEKE et al., 2004 

hlyF F: GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 
R: GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG 

63 450 JOHNSON et al., 2008 

iroN F: AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 
R: GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT 

63 553 JOHNSON et al., 2008 

gad F: ACCTGCGTTGCGTAAATA 
R: GGGCGGGAGAAGTTGATG 

58 670 MCDANIELS et al., 1996 

iss F: CAGCAACCCGAACCACTTGATG 
R: AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

63 323 RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005 

ompT F: TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 
R: TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 

63 496 JOHNSON et al., 2008 

lpfA F: CTTTCGCTGCTGAATCTGGT 
R: CAGTGTTAACAGAAACCAGT 

56 250 BÄUMLER and HEFFRON, 1995 

1
 Forward, F; Reverse, R. 

2
 Temperatura de anelamento, TA. 

3
 Tamanho do amplicon, Tamp. 

 

 

 



   M a t e r i a l  e  M é t o d o s | 36 

 
 

3.9 Tipagem plasmidial e detecção de integrons 

 
A detecção das famílias de plasmídeos – grupos de incompatibilidade – (FIA, FIB, 

FIC, FrepB, HI1, HI2, I1, L/M, A/C, N, W, P, T, K, X, Y, U, R, ColE-like) pela da tipagem de 

replicons (do inglês PCR-based replicon typing) e os integrons de classe 1 (intI1), de classe 2 

(intI2) e de classe 3 (intI3) foram pesquisados por PCRs de acordo com os itens 3.4.1.1, 

3.4.1.2 e 3.4.1.3 (Tabela 5).  

 
Tabela 5. Iniciadores utilizados na tipagem plasmidial e na detecção de integrons 
 

Inc/ 
integron Primer (5'-3')1 TA 

(ºC)2 
Tamp 
(pb)3 Referência 

FrepB 
F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 
R: GAAGATCAGTCACACCATCC 

52 270 CARATTOLI et al., 2005 

FIA 
F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 
R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 

60 462 CARATTOLI et al., 2005 

FIB 
F: GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 
R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 

60 702 CARATTOLI et al., 2005 

FIC 
F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 
R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 

60 262 CARATTOLI et al., 2005 

HI1 
F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 
R: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA 

60 471 CARATTOLI et al., 2005 

HI2 
F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC  
R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT 

60 644 CARATTOLI et al., 2005 

I1 
F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA 
R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 

60 139 CARATTOLI et al., 2005 

L/M 
F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 
R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 60 785 CARATTOLI et al., 2005 

A/C 
F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 
R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 60 465 CARATTOLI et al., 2005 

N 
F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG 
R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 60 559 CARATTOLI et al., 2005 

W 
F: CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 
R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT 60 242 CARATTOLI et al., 2005 

P 
F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 
R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 60 534 CARATTOLI et al., 2005 

T 
F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 
R: CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC 60 450 CARATTOLI et al., 2005 

K 
F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 
R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 60 160 CARATTOLI et al., 2005 

X 
F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 
R: GAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 

60 376 CARATTOLI et al., 2005 

Y 
F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 
R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 

60 765 CARATTOLI et al., 2005 

U 
F: TCACGACACAAGCGCAAGGG 
R: TCATGGTACATCTGGGCGC 

60 843 
GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 

2009 

R 
F: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 
R: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA 

60 251 
GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 

2009 

ColE-like 
F: GTTCGTGCATACAGTCCA 
R: GGCGAAACCCGACAGGACT 

60 187 
GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 

2009 

intI1 F: CAGTGGACATAAGCCTGTTC 
R: CCCGAGGCATAGACTGTA 

55 160 KOELEMAN et al., 2001 

intI2 F: CACGGATATGCGACAAAAAGGT 
R: GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

60 789 PLOY et al., 2000 

intI3 F: GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 
R: ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

60 979 PLOY et al., 2000 
1 Forward, F; Reverse, R. 2 Temperatura de anelamento, TA. 3 Tamanho do amplicon, Tamp. 
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3.10 Tipagem e subtipagem de E. coli 

 

3.10.1 Grupos filogenéticos 

 
Os grupos filogenéticos A, B1, B2, C, E, D e F foram identificados utilizando o 

método de filotipagem de Clermont (do inglês Clermont Escherichia coli phylo-typing 

method) (Tabela 6). As PCRs foram realizadas com as condições descritas no item 3.4.1.1 e 

os produtos amplificados foram visualizados como descrito no item 3.4.1.2.  

 
Tabela 6. Iniciadores utilizados na determinação dos grupos filogenéticos 
 

Gene1 Primer (5'-3')2 TA 
(ºC)3 

Tamp 
(pb)4 Referência 

chuA F: ATGGTACCGGACGAACCAAC 
R: TGCCGCCAGTACCAAAGACA 59 288 CLERMONT et al., 2000, 2013 

yjaA F: CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 
R: AATGCGTTCCTCAACCTGTG 59 211 CLERMONT et al., 2013 

TspE4.C2 
F: CACTATTCGTAAGGTCATCC 
R: AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 59 152 CLERMONT et al., 2013 

arpA F: AACGCTATTCGCCAGCTTGC 
R: TCTCCCCATACCGTACGCTA 59 400 CLERMONT et al., 2004, 2013 

arpA* F: GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 
R: GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 57 301 LESCAT et al., 2013 

trpA# F: AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 
R: TCTGCGCCGGTCACGCCC 59 219 LESCAT et al., 2013 

1
 Específico para o grupo filogenético E, *. Específico para o grupo filogenético C, 

#
. 
2
 Forward, F; Reverse, R.  

3
 Temperatura de anelamento, TA. 

4
 Tamanho do amplicon, Tamp. 

 

3.10.2 Multilocus Sequence Typing  

 

A técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) foi realizada seguindo o esquema 

de Acthman utilizando os genes housekeeping adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA e recA 

(Tabela 7). As PCRs foram realizadas com as condições descritas no item 3.4.1.1 e os 

produtos amplificados foram visualizados e sequenciados como descritos nos itens 3.4.1.2 e 

3.4.1.3, respectivamente. Os perfis alélicos, as sequências tipo (ST – do inglês sequence type) 

e os complexos clonais (CC – do inglês clonal complex) foram determinados no website 

PubMLST.org (https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_ecoli_achtman_seqdef) (JOLLEY et 

al., 2018). 
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Tabela 7. Iniciadores utilizados na tipagem por MLST 
 
Gene Primer (5'-3')1 TA 

(ºC)2 
Tamp 
(pb)3 Referência 

adk F: TCATCATCTGCACTTTCCGC 
R: CCAGATCAGCGCGAACTTCA 54 583 WIRTH et al., 2006 

fumC F: TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
R: GTACGCAGCGAAAAAGATTC 54 806 WIRTH et al., 2006 

gyrB F: TCGGCGACACGGATGACGGC 
R: ATCAGGCCTTCACGCGCATC 60 911 WIRTH et al., 2006 

icd F: ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 
R: GGACGCAGCAGGATCTGTT 54 878 WIRTH et al., 2006 

mdh F: AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 
R: CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT 

60 932 WIRTH et al., 2006 

purA F: CGCGCTGATGAAAGAGATGA 
R: CATACGGTAAGCCACGCAGA 

54 816 WIRTH et al., 2006 

recA F: ACCTTTGTAGCTGTACCACG 
R: AGCGTGAAGGTAAAACCTGTG 

58 780 WIRTH et al., 2006 

1
 Forward, F; Reverse, R. 

2
 Temperatura de anelamento, TA. 

3
 Tamanho do amplicon, Tamp. 

 

3.10.3 FimH-type 

 

A subtipagem pelo gene fimH (975 pb) foi realizada com os iniciadores fimH-F (5'-

CACTCAGGGAACCATTCAGGCA-3') e fimH-R (5'-TTATTGATAAACAAAAGTCAC-

3') com a temperatura de anelamento de 57 ºC. As PCRs foram realizadas com as condições 

descritas no item 3.4.1.1 e os produtos amplificados foram visualizados e sequenciados como 

descritos nos itens 3.4.1.2 e 3.4.1.3, respectivamente. Os alelos do gene fimH foram 

determinados pelo FimTyper 1.0 (ROER et al., 2017). 

 

3.11 Sequenciamento completo dos genomas  

 
Os sequenciamentos completos dos genomas (WGS – do inglês whole-genome 

sequencing) foram realizados pela metodologia de short-reads utilizando as plataformas 

Illumina MiSeq, NextSeq ou NovaSeq (Illumina Inc., EUA). Os DNAs genômicos foram 

extraídos utilizando o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA) e 

as bibliotecas do tipo paired-end foram geradas pelo Nextera XT DNA Library Preparation 

Kit (Illumina Inc., EUA) de acordo com as recomendações do fabricante. As concentrações 

das bibliotecas foram determinadas pelo Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific, EUA) 

utilizando o Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific, EUA) e os tamanhos dos 

fragmentos foram avaliados pelo método de eletroforese capilar através do Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA). Os sequenciamentos foram realizados no 

Laboratório Nacional de Biorrenováveis que compõe o Centro Nacional de Pesquisa em 
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Energia e Materiais, no Centro de Facilidades de apoio a Pesquisa (CEFAP-GENIAL) no 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo ou na Eurofins Genomics. A 

montagem de novo dos genomas foi realizada utilizando o Genomics Workbench v.12 (Qiagen 

Bioinformatics, Dinamarca) ou o SPAdes v.3.9 (NURK et al., 2013). Os genomas foram 

anotados utilizando o Rapid Annotation using Subsystems Technology v.2.0 (RAST) (AZIZ et 

al., 2008; BRETTIN et al., 2015) e depositados publicamente no GenBank®. 

 

3.11.1 Detecção do resistoma e do viruloma 

 
Os ARGs foram detectados pelo ResFinder v.3.1/4.1 (BORTOLAIA et al., 2020) e/ou 

Comprehensive Antibiotic Resistance Database (MCARTHUR et al., 2013). As mutações nas 

QRDR (GyrA, ParC e ParE) foram determinadas utilizando o PointFinder (ResFinder 

v.3.1/4.1) (BORTOLAIA et al., 2020; ZANKARI et al., 2020), enquanto que as mutações nos 

sistemas de dois componentes PmrAB e PhoPQ e no regulador negativo MgrB foram 

identificadas in-house pelo Geneious Prime v.2021 (Biomatters Ltd., Nova Zelândia). O 

alinhamento das sequências com as de referência e o impacto das mutações foram 

determinados como descritos no item 3.7. Os genes de virulência foram detectados pelo 

VirulenceFinder v.2.0 (JOENSEN et al., 2014; MALBERG et al., 2020). 

 

3.11.2 Análise e montagem dos plasmídeos 

 
Os grupos de incompatibilidade plasmidial foram pesquisados e tipados através do 

PlasmidFinder v.2.1 e pMLST v.2.0, respectivamente (CARATTOLI et al., 2014). A predição 

dos contigs dos plasmídeos foi realizada utilizando o mlplasmids v.2.1.0 (ARREDONDO-

ALONSO et al., 2018) e a relação com os ARGs e com os genes de virulência foi inicialmente 

determinada pelo MobileElementFinder (JOHANSSON et al., 2020). Os gaps foram fechados 

de acordo com CERDEIRA et al. (2011) e os plasmídeos foram manualmente curados 

utilizando o Geneious Prime v.2021 (Biomatters Ltd., Nova Zelândia) e o BLASTn (NCBI 

RESOURCE COORDINATORS, 2016). As ISs e os integrons foram identificados utilizando 

o ISFinder (SIGUIER et al., 2006) e o INTEGRALL (MOURA et al., 2009), respectivamente. 

Os plasmídeos foram alinhados utilizando o MAUVE (DARLING et al., 2004) e as figuras 

foram geradas pelo Easyfig (SULLIVAN et al., 2011). Os plasmídeos montados foram 

depositados publicamente no GenBank®. 
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3.11.3 Tipagem e subtipagem de E. coli pelo WGS 

 
As STs foram determinadas utilizando o MLST v.2.0 (WIRTH et al., 2006; LARSEN 

et al., 2012) e o core genome MLST (cgMLST) foi identificado através do cgMLSTFinder 

v.1.1 (ZHOU et al., 2020). Os grupos filogenéticos, os sorotipos (O:H) e o FimH-type foram 

determinados utilizando o ClermonTyping (BEGHAIN et al., 2018), o SerotypeFinder v.2.0 

(JOENSEN et al., 2015) e o FimTyper v.1.0 (ROER et al., 2017), respectivamente. 

 

3.12 Ensaio de mobilização plasmidial 

 
 O método de conjugação em caldo foi realizado nos isolados positivos para o gene 

mcr-1 utilizando a linhagem receptora E. coli C600 resistente à azida sódica. As linhagens 

doadoras e a receptora foram inoculadas em caldo Luria Bertani Broth (LB) (Oxoid, Reino 

Unido) a 35 ± 2 °C por 18 horas e, posteriormente, foram preparadas suspensões na proporção 

3:1:1 (receptora:doadora:caldo LB) que foram incubadas a 35 ± 2 °C por 18 horas. Em 

seguida, 100 µL dos inóculos foram espalhados utilizando alças de Drigalsky em placas de 

ágar MacConkey (Oxoid, Reino Unido) suplementadas com 2 mg/L de colistina (Sigma-

Aldrich, EUA) e 200 mg/L de azida sódica (Sigma-Aldrich, EUA), que foram incubadas a 35 

± 2 °C por até 72 horas. As possíveis transcojugantes foram selecionadas e avaliadas quanto 

ao fenótipo de resistência a colistina e a presença do gene mcr-1 por PCR de acordo com os 

itens 3.5.2 e 3.6, respectivamente. Como controle, as linhagens doadoras e a receptora foram 

inoculadas separadamente em placas de ágar MacConkey contendo colistina e azida sódica, 

respectivamente.  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Isolados obtidos de solo  

 
Os isolados de E. coli foram obtidos de todas as fazendas analisadas, destacando as 

fazendas B, C, I e K, de onde foi obtida a maior porcentagem dos isolados. Sessenta isolados de 

E. coli foram recuperados das amostras de solo, dos quais 41 (68,3%) foram classificados como 

MDR e foram selecionados para a caracterização molecular. Vinte deles foram obtidos de solos 

com algum tipo de cultura, enquanto os outros 21 foram obtidos de solos sem nenhum tipo de 

cultura (Tabela 8). Dentre os isolados selecionados, todos apresentaram resistência para 

ampicilina, cefazolina, cefuroxima e cefaclor e a maioria dos isolados (> 51%) apresentou 

resistência para estreptomicina, tetraciclina, doxiciclina, sulfametoxazol+trimetoprim, 

sulfonamidas e trimetoprim. Adicionalmente, os isolados também foram resistentes (2,4% a 

29,2%) para colistina, ácido clavulânico+amoxicilina, sulbactam+ampicilina, ceftazidima, 

ceftriaxona, cefotaxima, cefepima, ácido nalidíxico, ciprofloxacino, levofloxacino, norfloxacino, 

ofloxacino, lomefloxacino, aztreonam, gentamicina, tobramicina, amicacina, minociclina, 

cloranfenicol, fosfomicina, nitrofurantoína. Os isolados S782 e S739 foram positivos para o teste 

sinérgico do duplo-disco. Nenhum isolado foi resistente à piperacilina+tazobactam e aos 

carbapenêmicos (ertapenem, meropenem e imipenem) (Tabela 8).  

Baseado nos perfis de resistência aos antimicrobianos e no período de isolamento e 

caracterização, os isolados S366, S376, S526, S662 e S663 foram selecionados para o WGS. Os 

tamanhos dos genomas variaram de 4,9 a 5,2 Mb, com um conteúdo médio de GC de 50,5%. Os 

parâmetros de qualidade dos genomas, BioSample e GenBank accession number estão descritos 

na Tabela 9.  
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Tabela 8. Fontes de isolamento e perfis de resistência aos antimicrobianos dos isolados de E. coli MDR obtidos de amostras de solo  
 
Fazenda Isolado1 Fonte de isolamento2 Perfil de resistência aos antimicrobianos3 

A S366* Goiaba 
AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, CPM, ATM, STP, GEN, TOB, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, 
OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 

 S376* Jaboticaba AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, TRI, CHL 
B S517 SSC AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, STP, FOS 
 S518 Manga AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, STP, SXT, SUL, TRI, FOS, COL 
 S520 Milho AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 
 S521 Limão AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 S522 Brachiaria AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX 
 S523 Jaboticaba AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX 

C S512 Cana-de-açúcar AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 
 S514 Cana-de-açúcar AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, STP, FOS, COL 
 S515 Cana-de-açúcar AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX 
 S519 Cana-de-açúcar AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX 
 S525 Cana-de-açúcar AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI, CHL 
 S528 Cana-de-açúcar AMP, ASB, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX 

D S513 Milho AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, CHL 
 S526* Milho AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, FOS 
 S527 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, CPM, ATM 
 S549 Milho AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, CPM, ATM 

E S524 Abacate AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI, COL 
F S516 Amendoim AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, SXT, SUL, TRI 
G S663* Café AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, AMI, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 
H S662* Milho AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 
I S480 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 S481 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, TET, DOX, MIN, SXT, SUL, TRI 
 S482 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, STP, GEN, TOB, AMI, TET, DOX, MIN, SXT, SUL, TRI, CHL 
 S483 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, MIN, SXT, SUL, TRI, NIT 
 S484 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, SXT, SUL, TRI 
 S485 SSC AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, STP, GEN, TOB, SXT, SUL, TRI 
 S486 SSC AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
J S529 SSC AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 S530 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 S652 SSC AMP, ASB, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, CPM, ATM, STP, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL 

K S624 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 S625 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 S647 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI, CHL, COL 
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 S716 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 S739# SSC AMP, ASB, CFZ, CRX, CFC, STP, CAZ, CRO, CTX, ATM, SXT. SUL, TRI, FOS 
 S742 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 

L S781 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 
 S782# SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, ATM, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

M S623 SSC AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, AMI, TET, DOX 
1 Isolados selecionados para o WGS, *; Isolados positivos para o teste sinérgico do duplo-disco, #. 2 Solo sem cultura, SSC. 3 Ampicilina, AMP; Ácido 
clavulânico+amoxicilina, AMC; Sulbactam+ampicilina, ASB; Cefazolina, CFZ; Cefuroxima, CRX; Cefaclor, CFC; Cefotaxima, CRO; Ceftriaxona, CTX; 
Ceftazidima, CAZ; Cefepima, CPM; Aztreonam, ATM; Estreptomicina, STP; Gentamicina, GEN; Tobramicina, TOB; Amicacina, AMI; Tetraciclina, TET; 
Doxiciclina, DOX; Minociclina, MIN; Ácido nalidíxico, NAL; Levofloxacino, LVX; Ciprofloxacino, CIP; Norfloxacino, NOR; Ofloxacino, OFX; 
Lomefloxacino, LMX; Sulfametoxazol+trimethoprim, SXT; Sulfonamidas, SUL; Trimetoprim, TRI; Cloranfenicol, CHL; Colistina, COL; Fosfomicina, FOS; 
Nitrofurantoina, NIT. Dados: Isolados S376 e S366 (FURLAN & STEHLING, 2019a, 2019b); Isolados S480, S481, S482, S483, S484 e S485 (FURLAN et al., 
2020c); Isolados S526, S662 e S663 (FURLAN et al., 2022b); Demais isolados (FURLAN & STEHLING, 2021). 
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Tabela 9. Características dos genomas dos isolados de E. coli MDR obtidos de amostras de solo 
e de água 
 
Isolado1 Tamanho do genoma 

(Mb) GC% Cobertura 
(×) BioSample GenBank accession number 

S366 5,2 50,3 107 SAMN10463796 RQOE00000000 
S376 5,2 50,4 106 SAMN10477246 RQSJ00000000 
S526 4,9 50,6 80 SAMN14448415 JAAVLT000000000 
S662 5,0 50,6 133 SAMN14448416 JAAVLU000000000 
S663 5,2 50,5 106 SAMN14448417 JAAVLV000000000 

EW92 5,1 50,6 60 SAMN11831220 VCMD00000000 
EW159 4,9 50,6 139 SAMN11831221 VCMC00000000 
EW222 5,3 50,5 165 SAMN11831222 VCMB00000000 
EW232 4,9 50,8 141 SAMN11831223 VCMA00000000 
EW239 5,3 50,4 77 SAMN11831224 VCLZ00000000 
EW625 5,0 50,4 350 SAMN25861734 JAKRMD000000000 
EW655 4,7 50,7 522 SAMN25861729 JAKRMI000000000 
EW658 5,1 50,7 431 SAMN25861727 JAKRMK000000000 
EW659 4,8 50,7 580 SAMN25861728 JAKRMJ000000000 
EW697 4,8 50,7 327 SAMN25861731 JAKRMG000000000 
EW698 5,0 50,5 358 SAMN25861732 JAKRMF000000000 
EW715 4,7 50,7 418 SAMN25861730 JAKRMH000000000 
EW717 5,0 50,5 454 SAMN25861733 JAKRME000000000 
EW827 5,5 50,6 328 SAMN18543060 JAGIYM000000000 
1 Isolados obtidos de amostras de solo, S; Isolados obtidos de amostras de água, EW. 
 

Todos os isolados foram submetidos à tipagem molecular devido a escassez de dados 

sobre a diversidade genética em amostras de solo. O grupo filogenético A (n=19, 46,3%) foi o 

mais prevalente, seguido por B1 (n=18, 44%), D (n=3, 7,3%) e F (n=1, 2,4%). Os grupos 

filogenéticos B2, C e E não foram detectados. Trinta e oito diferentes STs foram identificados. 

Dentre esses STs, 23 foram atribuídos como singletons, enquanto os outros 14 pertenciam aos 

CC10 (ST10, ST34, ST48, ST195, ST488, ST1434), CC23 (ST345), CC101 (ST8246), CC155 

(ST56, ST58), CC165 (ST189), CC270 (ST277), CC278 (ST278) e CC448 (ST448). Dentre 

todas as STs, três (ST345, ST1723, ST4477) foram detectados duas vezes em isolados obtidos de 

diferentes fazendas. A subtipagem por fimH revelou uma grande diversidade de alelos, sendo o 

H31 (5/36), H24/H54 (4/36) e H32/H38/H86 (3/36) os mais prevalentes e cinco isolados (S484, 

S516, S525, S549, S739) foram classificados como não tipáveis devido a ausência do gene fimH 

(Figura 6). Os isolados S366, S376, S526, S662 e S663 apresentaram os sorotipos O80:H26, 

O156:H23, O185:H2, O134:H53 e O8:H8, respectivamente.  

Os isolados de E. coli MDR obtidos de solos apresentaram uma grande quantidade 

(n=176) e diversidade (n=24) de ARGs. Nesse sentido, os genes aadA (n=27, 65,8%), 

blaCMY/tetA (n=19, 46,3%), sul1 (n=17, 41,4%) e blaTEM (n=16, 39%) foram os mais prevalentes 
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dentre os isolados. Pelo menos um gene codificador de β-lactamase (blaTEM, blaCMY, blaSHV, 

blaOXA-1-like, blaCTX-M-2 ou blaCTX-M-15) foi detectado em cada isolado. Os isolados S782 e S739 

apresentaram os genes blaCTX-M-2 e blaCTX-M-15, respectivamente. Adicionalmente, outros genes 

associados à resistência aos aminoglicosídeos [aadA, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, aph(3')-Ia, aac(6')-

Ib], fluorquinolonas (qnrB, oqxB), tetraciclinas [tetA, tetB, tetC, tet(34)], sulfonamidas (sul1, 

sul2, sul3), fenicóis (floR, cmlA), trimetoprim (dfrA) e fosfomicina (fosA) também foram 

detectados (GenBank accession numbers MZ359767-MZ359784) (Figura 6). Os isolados S366, 

S482, S484, S485, S518, S527, S528, S529, S549, S652, S782 e S739 foram resistentes às 

cefalosporinas de espectro estendido, apresentaram CIM ≥ 32 mg/L para ceftazidima e carreavam 

os genes blaCMY ou blaCTX-M. Os isolados positivos para blaCMY e blaCTX-M pertenciam a 20 

diferentes STs, realçando as STs do CC10 e, a maioria desses isolados, pertenciam ao grupo 

filogenético A. Os genes blaCTX-M-Gp8, blaCTX-M-Gp9, blaOXA-48-like, blaVEB, blaPER, blaGES, blaKPC, 

blaNDM, aac(3)-Ia, aac(3)-IIa, aac(6′)-Ih, aph(3′)-VI, ant(2")-Ia, tetD, tetE, tetG, tetM, catA, 

qepA, oqxA, qnrA, qnrS e mcr não foram identificados por PCRs. 

A variante blaTEM-1B foi detectada nos isolados S366, S376, S526, S662 e S663, enquanto 

as variantes aadA1, aadA2, aadA5, aadA24, dfrA1, dfrA5, dfrA12 e dfrA17 foram distribuídas 

dentre os isolados citados anteriormente. Os isolados S366, S376 e S662 apresentaram os 

cassetes gênicos dfrA17-aadA5 (In54), dfrA1-aadA1 (In18) e dfrA12-gcuF-aadA2 (In27), 

respectivamente, enquanto que o isolado S663 apresentou o elemento intI1-dfrA5-IS26; 

entretanto, o cassete do gene dfrA5 não possuía a região conservada 3'-CS devido a uma deleção 

mediada pela IS26. Análises de BLASTn demonstraram que essas sequências possuíam 100% de 

identidade com outras sequências obtidas de isolados de E. coli recuperados de seres humanos, de 

animais e do meio ambiente em todo o mundo.  

Dentre os isolados, oito (S366, S376, S513, S526, S662, S663, S652, S781) apresentaram 

resistência às fluorquinolonas com CIMs variando de 4 a 32 mg/L. Dois isolados (S513 e S781) 

foram positivos para os genes PMQR (qnrB, oqxB), enquanto os outros isolados apresentaram 

mutações nas QRDR de GyrA (S83L, D87Y, D87N), ParC (E62K, S80I) e ParE (S458A, 

S458T). Nenhum dos isolados apresentou conjuntamente os genes PMQR e as mutações nas 

QRDR (Tabela 10). Adicionalmente, os isolados resistentes às fluorquinolonas pertenciam aos 

grupos filogenéticos A e B1, diferentes STs, incluindo os pertencentes ao CC10 (ST195), CC23 

(ST345), CC165 (ST189) e CC448 (ST448) e os singletons ST906, ST1146 e ST1797. Estes 
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isolados também carreavam diversos alelos do gene fimH. Além disso, todos os isolados 

abrigavam o gene blaTEM, exceto o isolado S652 que carreava o gene blaSHV (Tabela 10; Figura 
6). 

 

Tabela 10. CIMs e características genéticas dos isolados de E. coli resistentes às fluorquinolonas 
obtidos de amostras de solo  
 

Isolado1 GF2 ST3 fimH-
type 

CIM (mg/L) PMQR4  
Mutações nas QRDR5 

Ciprofloxacino GyrA ParC ParE 
S366 A ST189 H54 16 nd S83L, D87Y E62K, S80I WT 

S376 B1 ST906 H61 16 nd S83L, D87Y E62K, S80I S458A 
S513# A ST195 H54 8 qnrB WT WT WT 

S526 B1 ST1146 H97 4 nd S83L, D87N S80I WT 

S662 B1 ST448 H31 16 nd S83L, D87N S80I WT 

S663 B1 ST345 H35 32 nd S83L, D87N S80I S458T 
S652 A ST1797 H24 4 nd S83L, D87N S80I WT 

S781 B1 ST345 H31 16 oqxB WT WT WT 

1 Classificado como EAEC, #. 2 Grupo filogenético, GF. 3 Sequência tipo, ST. 4 Não detectado, nd. 5 Ácido aspártico, 
D; Ácido glutâmico, E; Alanina, A; Asparagina, N; Isoleucina, I; Leucina, L; Lisina, K; Serina, S; Tirosina, Y; 
Treonina, T; Linhagem selvagem, WT - do inglês wild type. 
 

Seis isolados (S512, S514, S518, S520, S524, S647) apresentaram CIMs que variaram de 

4 a 8 mg/L e foram classificados como resistentes à colistina. Nenhum dos genes mcr (mcr-1 a 

mcr-9) foi detectado; entretanto, mutações em PhoP (I44L, M175L, D181G, G215A, L222S), 

PhoQ (P182S, V183W, E261D, A470P), PmrA (S29G, G144S) e PmrB (H2R, T246I, D283G, 

V289I, Y358N) foram identificadas. A análise in silico pelo PROVEAN determinou as 

substituições em PhoP (D181G, G215A e L222S) e PhoQ (P182S, E261D e A470P) como 

deletérias, as quais podem ter contribuído para a resistência à colistina (Tabela 11). 

Adicionalmente, todos os isolados de E. coli resistentes à colistina abrigavam os genes blaTEM, 

blaCMY e/ou blaSHV, destacando as ST1434 e ST48 pertencentes ao CC10 carreando o gene 

blaCMY e classificados como STEC. Além disso, isolados pertenciam ao ST58/CC155 e aos 

singletons ST1723, ST1782 e ST2098, aos grupos filogenéticos A e B1 e carreavam vários alelos 

do gene fimH (Tabela 11; Figura 6). 

 

 

 

 

 



   R e s u l t a d o s | 48 

 
 

Tabela 11. CIMs e características genéticas dos isolados de E. coli resistentes à colistina obtidos 
de amostras de solo 
 
Isolado1 GF2 ST3 fimH- 

type 
CIM (mg/L)4 mcr4 Mutações5 

Colistina MgrB PhoP PhoQ PmrA PmrB 
S518* A ST1434 H53 4 nd WT WT E261D S29G WT 

S520* A ST48 H37 8 nd WT WT A470P S29G H2R 
S512& B1 ST58 H32 4 nd WT D181G WT S29G D283G 

       G215A   Y358N 
       L222S    

S514# A ST1782 H32 4 nd WT I44L WT S29G D283G 
          Y358N 

S524# B1 ST1723 H38 4 nd WT I44L WT S29G H2R 
          T246I 
          D283G 
          V289I 
          Y358N 

S647# B1 ST2098 H86 4 nd WT I44L P182S S29G D283G 
       M175L V183W G144S Y358N 

1 Isolados classificados como STEC (*), EIEC (&) e EAEC (#). 2 Grupo filogenético, GF. 3 Sequência tipo, ST.  
4 Não detectado, nd. 5 As mutações previstas in silico como neutras ou deletérias estão destacadas em verde e 
vermelho, respectivamente; Ácido aspártico, D; Ácido glutâmico, E; Alanina, A; Arginina, R; Asparagina, N; 
Glicina, G; Histidina, H; Isoleucina, I; Leucina, L; Metionina, M; Prolina, P; Serina, S; Tirosina, Y; Treonina, T; 
Triptofano, W; Valina, V; Linhagem selvagem, WT - do inglês wild type. 
 

Vinte e três diferentes genes de virulência relacionados com DEC (stx1, stx2, ipaH, aap, 

aatA, AAprobe, aggR, eaeA, bfpA), ExPEC (iutA, papA, papC, kpsMT II) e outros (iucA, gad, iss, 

lpfA, iroN, ompT, hlyF, cma, mchF, mcmA) foram identificados (GenBank accession numbers 

MZ359785-MZ359799). O gene gad (n=40, 97,5%; glutamato descarboxilase) foi detectado na 

grande maioria dos isolados, enquanto o gene iss (n=9, 21,9%; increased serum survival) foi o 

segundo mais encontrado. Dentre os isolados, 19,2%, 14,6%, 12,2%, 12,2% e 2,4% foram 

classificados como EAEC (aap+, aatA+, aggR+ e/ou AAprobe+), STEC (stx1+ e/ou stx2+), ExPEC 

(≥ 2 papA/papC+, kpsMT II+ e iutA+), EIEC (ipaH+) e tEPEC (eaeA+ e bfpA+), respectivamente 

(Figura 6). Dentre os isolados EAEC, cinco (S513, S527, S528, S529, S623) apresentaram o 

gene aggR e foram classificados como tEAEC. A maioria dos isolados classificados como EAEC, 

STEC, EIEC, tEPEC e ExPEC pertencia ao grupo filogenético A. Outros genes relacionados com 

a adesão, a invasão, a colonização e com os sideróforos também foram detectados. Os genes 

aaiC, est, elt, ehxA, sfa/foc e afa/dra não foram detectados por PCRs.  
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Figura 6. Caracterização molecular dos isolados de E. coli obtidos de amostras de solo.  
A presença e a ausência dos genes/alvos estão representadas por quadrados pretos e cinzas, respectivamente. 1 Grupo filogenético, GF. 2 Sequência tipo, ST. 3 Não 
tipável, NT. 4 Não detectado, nd. Adaptado de FURLAN & STEHLING (2021). 
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Quatorze grupos de incompatibilidade (IncFrepB, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncHI1, IncI1, 

IncN, IncP, IncR, IncU, IncY, ColE-like, ColpVC, ColRNAl) foram detectados. Dentre esses 

grupos, IncFrepB (n=34, 82,9%), ColE-like (n=28, 68,3%) e IncFIB (n=18, 43,9%) foram os mais 

prevalentes. Diversos grupos de incompatibilidade foram identificados nos isolados de E. coli 

positivos para os genes blaCMY e blaCTX-M, salientando a presença do IncFrepB. Todos os isolados 

apresentaram o gene intI1 (do inglês class 1 integron-integrase gene) e alguns cassetes gênicos e 

elementos associados ao gene intI1 foram identificados possivelmente em contigs de plasmídeos. 

No entanto, não foi possível determinar o Inc dos mesmos (Figura 6). Os grupos de 

incompatibilidade IncHI2, IncL/M, IncA/C, IncW, IncT, IncK e IncX e os integrons intI2 e intI3 

não foram identificados por PCRs. 

Diante desses resultados, foi possível observar que os isolados resistentes às 

cefalosporinas de espectro estendido, fluorquinolonas e colistina foram recuperados 

principalmente de solos com culturas, os quais possuíam um histórico de uso de dejetos de 

animais como fertilizantes. Dentre os ARGs (Figura 7A), os de virulência e os patotipos (Figura 
7B), e os grupos de incompatibilidade/intI1 (Figura 7C) detectados neste estudo, aph(3")-Ib, 

aph(6)-Id, tet(34), qnrB, dfrA, aatA, bfpA, lpfA, cma, mchF, mcmA, tEPEC, ColpVc e ColRNAl 

foram identificados apenas em solos com culturas, enquanto os genes blaCTX-M, blaOXA-1-like, 

aac(6')-Ib, aph(3')-Ia, oqxB, iucA, IncFIC e IncI1 foram detectado apenas nos solos sem culturas. 

Os demais genes/alvos e patotipos foram distribuídos dentre os dois tipos de solo. A tipagem e a 

subtipagem dos isolados indicaram uma grande diversidade genética, destacando as STs 

pertencentes ao CC10, dentre as diferentes amostras de solo (Tabela 8; Figura 6).  

 
Figura 7. Distribuição dos genes/alvos identificados em solos com culturas (SCC) e solos sem 
culturas (SSC).  
A. ARGs. B. Genes de virulência e patotipos. C. Grupos de incompatibilidade e IntI1. A presença e a ausência dos 
genes/alvos estão representadas por quadrados pretos e cinzas, respectivamente. 
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4.2 Isolados obtidos de água 

 
 Duzentos isolados de E. coli foram recuperados das amostras de água, dos quais 64 (32%) 

foram classificados como MDR e foram selecionados para a caracterização molecular. Dentre os 

isolados MDR, 33 foram obtidos de amostras de rios, 27 de amostras de ribeirões/córregos e 

quatro de amostras do Lago do córrego da vendinha (Tabela 12). Os ecossistemas aquáticos B 

(Rio Sapucaí) e Q (Ribeirão dos Bagres) são fortemente afetados por poluições oriundas de áreas 

agrícolas, industriais e urbanas, e foram os que mais apresentaram isolados MDR. Os valores 

máximos recomendados de E. coli em ambientes aquáticos classificados como 2 e 3 são < 600 

UFC/100 mL e < 2400 UFC/100 mL, respectivamente. Adicionalmente, não há valores máximos 

recomendados para os ambientes aquáticos classificados como classe 4 até o momento. A análise 

microbiológica realizada pela CETESB revelou contagens de E. coli maiores do que os valores 

máximos na grande maioria dos pontos analisados (classes 2 e 3), destacando as altas contagens 

em amostras em rios e em ambientes aquáticos classificados como classe 4 (> 200.000 UFC/100 

mL) (Tabela 12). Esses dados sugerem uma influência antrópica, tendo como consequência a 

contaminação desses ambientes aquáticos. 

Todos os isolados MDR de amostras de água apresentaram resistência para ampicilina, 

cefazolina, cefuroxima e cefaclor. A grande maioria dos isolados (> 73%) apresentou resistência 

para estreptomicina, tetraciclina, doxiciclina, sulfametoxazol+trimetoprim, sulfonamidas e 

trimetoprim, enquanto que 6,2% a 32,1% dos isolados também foram resistentes para colistina, 

ácido clavulânico+amoxicilina, sulbactam+ampicilina, ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima, 

cefepima, ácido nalidíxico, ciprofloxacino, levofloxacino, norfloxacino, ofloxacino, 

lomefloxacino, aztreonam, gentamicina, tobramicina e cloranfenicol. Os isolados EW126, 

EW222, EW239 e EW827 foram positivos para o teste sinérgico do duplo-disco. Nenhum isolado 

foi resistente para piperacilina+tazobactam, ertapenem, imipenem, meropenem, amicacina, 

minociclina, nitrofurantoína e fosfomicina (Tabela 13). Diante disso, os isolados resistentes às 

cefalosporinas de espectro estendido, fluorquinolonas e colistina foram submetidos à tipagem e 

subtipagem através da determinação das STs e dos alelos do gene fimH, enquanto que os grupos 

filogenéticos foram identificados em todos os isolados. Nesse sentido, o grupo filogenético B1 

(n=29, 45,3%) foi o mais prevalente, seguido do A (n=19, 29,8%), C (n=5, 7,8%), D (n=4, 6,2%), 

F (n=3, 4.7%) e B2/E (n=2 cada, 3,1%) (Figura 8).  
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Tabela 12. Isolados, fontes de isolamento e dados microbiológicos dos ecossistemas aquáticos utilizados neste estudo 
 
EA1 Isolado Fonte Cidade2 Classe 

CONAMA Ponto de amostragem Data de 
coleta Dados de GPS3 E. coli 

(UFC/100 mL)4 
A EW92 Rio Mogi-Guaçú Pirassununga 2 MOGU 02350 17/10/2018 21 55 32S, 47 22 06W 1.380 
 EW82  11/12/2018 880 
 EW414  12/12/2019 3.500 
 EW89 

 
2 MOGU 02351 23/10/2018 21 55 32S, 47 22 06W 1.060 

B EW197 Rio Sapucaí Altinópolis 2 SAPU 02050 13/12/2018 20 59 22S 47 14 02W 2.200 
 EW625  03/02/2020 2.800 
 EW717 Restinga 2 SAPU 02250 13/02/2020 20 43 46S 47 31 18W 3.900 
 EW698 Batatais 2 SAPU 02200 12/02/2020 20 46 16S 47 27 54W 5.900 
 EW697 São José da Bela Vista 2 SAPU 02270 12/02/2020 20 42 27S47 35 05W 18.000 
 EW658 2 SAPU 02300 10/02/2020 20 38 36S 47 40 23W 980 
 EW659 São Joaquim da Barra 2 SAPU 02400 10/02/2020 20 31 24S 47 49 39W 7.300 
 EW655 Guaíra 2 SAPU 02900 06/02/2020 20 12 13S 48 17 24W 7.200 
 EW715 Patrocínio Paulista 4 SAPZ 04500 13/02/2020 20 37 59S47 17 02W 6.200 

C EW207 Rio Grande Miguelópolis 2 GRDE 02271 03/12/2018 20 09 10S 48 01 58W 136 
D EW209 Rio Carmo Ituverava 4 CARM 04400 03/12/2018 20 16 47S, 47 47 49W 1.140 
 EW434  14/10/2019 560 

E EW216 Rio Pardo Ribeirão Preto 2 PARD 02500 04/12/2018 21 06 00S, 47 45 44W 50.000 
 EW268  07/08/2019 20.000 
 EW223 Pontal 2 PARD 02600 04/12/2018 20 57 58S, 48 01 40W 20.000 
 EW508 Jaborandi 2 PARD 02750 11/12/2019 20 36 56S, 48 20 06W 1.500 

F EW334 Rio Tietê São Paulo 4 TIET 04200 11/07/2019 23 31 11S, 46 44 47W 2.900.000 
 EW358 Itaquaquecetuba 3 TIET 03130 11/07/2019 23 28 19S, 46 20 50W 27.000 
 EW374 Mogi das Cruzes 2 TIET 02090 11/07/2019 23 32 55S, 46 08 09W 136 
 EW384 Biritiba Mirim 2 TIET 02050 11/07/2019 23 33 54S, 46 00 57W 106 

G EW420 Rio da Prata Espirito Santa do Pinhal 2 PRAT 02400 21/08/2019 22 49 36S, 45 40 51W 96.000 
 EW476  11/12/2019 42.000 

H EW423 Rio Jacaré-Guaçu Ribeirão Bonito 3 JCGU 03200 13/11/2019 22 00 58S, 48 07 28W 5.900 
I EW442 Rio Canoas Mococa 2 CANO 02000 03/12/2019 21 25 20S, 46 59 45W 2.000 
J EW396 Rio Preto Ipiguá 4 PRET 04300 03/09/2019 20 37 40S, 49 21 18W 59.000 
 EW454  19/11//2019 640.000 
 EW385 São José do Rio Preto 2 RPRE 02200 17/07/2019 20 48 34S, 49 22 34W 440 

K EW460 Rio São José dos Dourados  Monte Aprazível 2 SJDO 02150 19/11/2019 20 43 02S, 49 46 00W 400 
L EW462 Rio Turvo  Nova Granada 2 TURV 02800 19/11/2019 20 29 58S, 49 12 40W 400 
M EW51 Ribeirão da Onça Palmares Paulista 2 ONCA 02500 29/11/2018 21 04 41S, 48 47 31W 1.260 
 EW52  21/11/2019 500 

N EW500 Ribeirão das Onças Luis Antonio 2 RONC 02030 03/12/2019 21 31 58S 47 41 17W 80 
O EW81 Ribeirão do Moquem Santa Cruz da Conceição 2 QUEM 02700 01/10/2018 22 08 06S, 47 27 13W 30 
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 EW205  03/12/2018 640 
 EW159     17/12/2018  14 

P EW222 Ribeirão do Sertãozinho Sertãozinho 4 SETA 04600 29/11/2018 21 05 19 S 48 02 40W 700.000 
 EW239  04/12/2018 840.000 

Q EW126 Ribeirão dos Bagres Franca 4 BAGR 04020 24/10/2018 20 31 14S, 47 22 28W 940 
 EW128 4 BAGR 04500 23/10/2018 20 33 18S, 47 24 50W 28 
 EW494  24/10/2019 23.000 
 EW132 Batatais 4 BAGR 04950 23/10/2018 20 41 43S, 47 34 15W 1.380 
 EW488 Restinga 4 BAGR 04600 24/10/2019 20 37 51S, 47 28 18W 240.000 

R EW173 Ribeirão Preto Bonfim Paulista 4 RIPE 04300 29/11/2018 21 16 02S, 47 49 08W 12.000 
 EW213  04/12/2018 24.000 
 EW504  03/12/2019 250.000 
 EW506 Ribeirão Preto 4 RIPE 04900 16/10/2019 21 05 13S, 47 48 56W 540.000 

S EW236 Ribeirão São Domingos  Sertãozinho 4 SDOM 04300 13/09/2018 21 09 30S, 48 56 32W 2.200 
 EW232  29/11/2018 2.500 

T EW406 Ribeirão do Marinheiro Pedranópolis 4 MARI 04250 09/03/2019 20 17 33S, 50 04 47W 19.000 
 EW464  26/11/2019 35.000 

U EW227 Córrego do Tanquinho Ribeirão Preto 2 TKIN 02950 04/12/2018 21 08 34S, 47 48 09W 18.000 
 EW827  18/02/2020 210.000 

V EW400 Córrego da Biluca São José do Rio Preto 2 BILU 02900 16/07/2019 20 51 12S, 49 25 57W 480 
 EW458  19/11/2019 200 

W EW496 Córrego Rico Monte Alto 2 RICO 02200 04/12/2019 21 18 38S, 48 27 42W 43 
 EW502 Barrinha 3 RICO 03900 04/12/2019 21 14 01S, 48 10 48W 2.500 

X EW83 Lago do córrego da vendinha Sertãozinho 2 LVEN 02501 01/10/2018 21 07 58S, 48 02 00W 6 
 EW116  23/10/2018 2 
 EW394  13/09/2019 800 
 EW452  01/11/2019 144 

1 Ecossistema aquático, EA. 2 Todas as cidades pertencem ao estado de São Paulo. 3 Dados do Sistema de Posicionamento Global (GPS - do inglês Global 
Positioning System); Latitude para o Sul, S; Longitude para o Oeste, W. 4 Dados microbiológicos de acordo com Relatório Qualidade das Águas Interiores no 
Estado de São Paulo (2018-2020) (https://cetesb.sp.gov.br/aguas-interiores/publicacoes-e-relatorios/); Valores acima do recomendado estão destacados em 
negrito. Dados: Isolados EW92, EW159, EW222, EW232 e EW239 (FURLAN et al., 2020d); Isolado EW827 (FURLAN et al., 2021a); Isolados EW625, 
EW655, EW658, EW659, EW697, EW698, EW715 e EW717 (FURLAN et al., 2022d). Demais isolados (FURLAN et al., 2020c). 
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De acordo com os perfis de resistência aos antimicrobianos, período de isolamento e o 

screening dos genes mcr, os isolados EW92, EW159, EW222, EW232, EW239, EW625, 

EW655, EW658, EW659, EW697, EW698, EW715, EW717 e EW827 foram selecionados 

para o WGS. Os tamanhos dos genomas variaram de 4,7 a 5,5 Mb, com um conteúdo médio 

de GC de 50,6%. Os parâmetros de qualidade dos genomas, BioSample e GenBank accession 

numbers estão descritos na Tabela 9. De modo complementar à tipagem molecular, os 

isolados EW159, EW222, EW232, EW239, EW625, EW659, EW697, EW698, EW171 e 

EW827 apresentaram os sorotipos O162:H7, O1:H6, O159:H21, O11:H4, O10:H45, 

O101:H9, O89:H10, O24:H10, O166:H15 e ONT:H4, respectivamente. 

Os isolados de E. coli MDR obtidos de amostras de água demonstraram uma 

abundância (n=302) e diversidade (n=35) de ARGs, destacando a presença dos genes mcr-1 

(mcr-1.1 e mcr-1.26) e blaCTX-M (blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, blaCTX-M-14 e blaCTX-M-15). Todos os 

isolados, exceto o EW625, apresentaram pelo menos um gene codificador de β-lactamase. Os 

genes blaTEM (n=50, 78,1%), aadA (n=38, 65,8%), tetA (n=33, 51,6%) e sul1 (n=31, 48,4%) 

foram os mais prevalentes dentre os isolados. Outros genes associados à resistência aos β-

lactâmicos (blaCMY, blaSHV, blaOXA-9), aminoglicosídeos [aac(6')-Ib, aac(3)-IId, aph(3')-Ia, 

aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, ant(2")-Ia], fluorquinolonas [aac(6')-Ib-cr, qnrB, qnrS, oqxB], 

tetraciclinas (tetB, tetC), sulfonamidas (sul2, sul3), fenicóis (floR, cmlA, catA), trimetoprim 

(dfrA), lincosamidas [lnu(F)], macrolídeos [mph(A), mdf(A), erm(B)] (GenBank accession 

numbers OK001307-OK001307) também foram identificados (Figura 8). Os genes blaOXA-48-

like, blaVEB, blaPER, blaGES, blaKPC, blaNDM, aac(3)-Ia, aac(3)-IIa, aac(6′)-Ih, aph(3′)-VI, tetD, 

tetE, tetG, tetM, qepA, oqxA, qnrA e fosA não foram detectados por PCRs.  
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Tabela 13. Perfis de resistência aos antimicrobianos nos isolados de E. coli MDR obtidos de amostras de água 
 
EA1 Isolado2 Perfil de resistência aos antimicrobianos3 
A EW92* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW82 AMP, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW414 AMP, CFZ, CRX, CFC, SXT, SUL, TRI 
 EW89 AMP, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

B EW197 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, CHO 
 EW625* AMP, CFZ, CRX, CFC, COL 
 EW717* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW698* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW697* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW658* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW659* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, NAL, STX, SUL, TRI, CHL, COL 
 EW655* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, CHL, COL 
 EW715* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, CHL, COL 

C EW207 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 
D EW209 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW434 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 

E EW216 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 EW268 AMP, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, STP, TET, DOX 
 EW223 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, CHL 
 EW508 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

F EW334 AMP, CFZ, CRX, CFC, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL 
 EW358 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
 EW374 AMP, CFZ, CRX, CFC, SXT, SUL, TRI 
 EW384 AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 

G EW420 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW476 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 

H EW423 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, COL 
I EW442 AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, CHL, COL 
J EW396 AMP, CFZ, CRX, CFC, SXT, SUL, TRI, CHL 
 EW454 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW385 AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, SXT, SUL, TRI 

K EW460 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
L EW462 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, SXT, SUL, TRI 
M EW51 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW52 AMP, CFZ, CRX, CFC, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

N EW500 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
O EW81 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX 
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 EW205 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW159* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, TRI, CHL, COL 

P EW222*,# AMP, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, CPM, ATM, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW239*,# AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, CAZ, CRO, CTX, CPM, ATM, GEN, TOB, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, CHL, COL 

Q EW126*,# AMP, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, CPM, ATM, TET, DOX 
 EW128 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW494 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW132 AMP, CFZ, CRX, CFC, GEN, TOB, STP, TET, DOX 
 EW488 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

R EW173 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, GEN, TOB, TET, DOX 
 EW213 AMP, CFZ, CRX, CFC, SXT, SUL, TRI 
 EW504 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW506 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

S EW236 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, NAL, CIP, LVX, NOR, OFX, LMX, SXT, SUL, TRI, COL 
 EW232* AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, TRI, CHL, COL 

T EW406 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW464 AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 

U EW227 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW827*,# AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, CPM, ATM, STP, GEN, TOB, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI, CHL, COL 

V EW400 AMP, AMC, ASB, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, GEN, TOB, STP, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL 
 EW458 AMP, AMC, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 

W EW496 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW502 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, CIP, LVX, NOR, LMX, OFX, NAL, SXT, SUL, TRI 

X EW83 AMP, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, ATM, SXT, SUL, TRI 
 EW116 AMP, CFZ, CRX, CFC, CRO, CTX, CAZ, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW394 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI 
 EW452 AMP, CFZ, CRX, CFC, STP, TET, DOX, SXT, SUL, TRI, COL 

1 Ecossistema aquático, EA; 2 Isolados selecionados para o WGS, *; Isolados positivos para o teste sinérgico do duplo-disco, #. 3 Ampicilina, AMP; Ácido 
clavulânico+amoxicilina, AMC; Sulbactam+ampicilina, ASB; Cefazolina, CFZ; Cefuroxima, CRX; Cefaclor, CFC; Cefotaxima, CRO; Ceftriaxona, CTX; Ceftazidima, CAZ; 
Cefepima, CPM; Aztreonam, ATM; Estreptomicina, STP; Gentamicina, GEN; Tobramicina, TOB; Tetraciclina, TET; Doxiciclina, DOX; Ácido nalidíxico, NAL; 
Levofloxacino, LVX; Ciprofloxacino, CIP; Norfloxacino, NOR; Ofloxacino, OFX; Lomefloxacino, LMX; Sulfametoxazol+trimethoprim, SXT; Sulfonamidas, SUL; 
Trimetoprim, TRI; Cloranfenicol, CHL; Colistina, COL.  
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Figura 8. Caracterização molecular dos isolados de E. coli obtidos de amostras de água.  
A presença e a ausência dos genes/alvos estão representadas por quadrados pretos e cinzas, respectivamente. 1 Ecossistema aquático, EA. 2 Grupo filogenético, GF. 3 Não detectado, 
nd.  
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As variantes blaTEM-1A, blaTEM-1B, blaCMY-2, aadA1, aadA2, aadA5, dfrA5, dfrA8, 

dfrA14 e dfrA17 foram identificadas dentre os isolados submetidos ao WGS. O módulo intI1-

dfrA17-aadA5-qacEΔ1-sul1-ORF-chrA-padR-IS6100-mph(R)-mrx-mph(A) com 10.166 pb foi 

identificado nos isolados EW92, EW222, EW655 e EW715, o qual está associado com a 

resistência para trimetoprim, aminoglicosídeos, compostos de quaternário de amônio, 

sulfonamidas, crômio e macrolídeos (Figura 9). Análises de BLASTn revelaram > 99,9% de 

identidade com sequências de plasmídeos obtidas de isolados clínicos e de animais da cadeia 

produtora de alimentos de E. coli distribuídas mundialmente. Curiosamente, este módulo está 

intimamente associado com o clone ST131-H30 (clado C), o mesmo clone identificado no 

isolado EW92 (subclone H30R1 – isento de ESBL; O25:H4), mas não nos isolados EW222 

(ST1665) e EW655/EW715 (ST744; cgST29209; O101:H10). Adicionalmente, o integron de 

classe 1 com o cassete gênico aadA2-lnu(F) (In281) foi detectado nos isolados EW159 e 

EW232. Além disso, o isolado EW697 apresentou o elemento intI1-dfrA14-∆tniB-IS6100-

∆tniB, onde que a região conservada 3'-CS foi deletada pela IS6100.  

 

 
 
Figura 9. Representação esquemática do módulo com 10.166 pb detectado nos isolados 
EW92, EW222, EW655 e EW715.  
As barras verticais representam as IRs. As setas vermelhas, verdes, azuis e pretas indicam os ARGs, a IS6100, os 
genes de tolerância ao crômio e os outros genes, respectivamente. 
 

Os isolados EW82 (ST1141-H25), EW83 (ST2359-H38), EW89 (ST345-H31), 

EW116 (ST522-H40), EW126 (ST2521-H31), EW222 (ST648-H27), EW239 (ST354-H58), 

EW268 (ST34-H972), EW400 (ST7020-H31), EW442 (ST398-H54) e EW827 (ST1775-

H137) foram resistentes às cefalosporinas de espectro estendido e apresentaram CIM ≥ 32 

mg/L para ceftazidima. Os isolados EW827, EW126, EW239 e EW222 foram positivos para 

os genes blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, blaCTX-M-14 e blaCTX-M-15, respectivamente, enquanto os demais 

apresentaram o gene blaCMY. Os genes blaCTX-M-2, blaCTX-M-14 e blaCTX-M-15 foram localizados 

nos cromossomos utilizando análises do WGS. A ISEcp1 estava presente a montante (do 

inglês upstream) dos genes blaCTX-M-14 e blaCTX-M-15, enquanto que a jusante (do inglês 

downstream) estavam presentes a ∆IS5-like e a orf477, respectivamente (ISEcp1-blaCTX-M-14-

∆IS5-like e ISEcp1-blaCTX-M-15-orf477).  

O gene blaCTX-M-2 foi identificado no elemento Tn21-like com 29.179 pb (GenBank 

accession number MW836074) (Figura 10). Além do gene blaCTX-M-2, o Tn21-like também 
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abrigava genes relacionados à transposição, ARGs (tetA, aadA1, sul1), ISs, o operon 

merRTPCADE (tolerância ao mercúrio), e outros. Adicionalmente, o gene catA1 foi associado 

a uma IS1-like a montante do Tn21-like. A análise comparativa demonstrou que o Tn21-like 

do isolado EW827 estava mais relacionado ao Tn21-like associado a In117 (59% de cobertura 

e 99,98% de identidade nucleotídica) e ao Tn21-like do plasmídeo RCS58_p (62% de 

cobertura e 99,98% de identidade nucleotídica) de isolados de E. coli obtidos de seres 

humanos na Espanha e na França, respectivamente (Figura 10). O ambiente genético e a 

localização do gene blaCTX-M-8 do isolado EW126 não foram determinados. 

 

 
 
Figura 10. Comparação entre os ambientes genéticos do gene blaCTX-M-2.  
O gene blaCTX-M-2 integrado ao Tn21-like em isolados de E. coli obtidos de água doce (em negrito) e de seres 
humanos na Espanha (GenBank accession number DQ125241) e na França (GenBank accession number 
LT985268). As barras verticais representam as IRs; IRtnp e IRmer delimitam o elemento Tn21-like. As setas 
vermelhas, verdes, azuis e pretas indicam os ARGs, as ISs, os genes de tolerância ao mercúrio e os outros genes, 
respectivamente. As regiões de homologia estão demonstradas em cinza. Adaptado de FURLAN et al. (2021a). 

 

Por outro lado, o gene blaCMY-2 do isolado EW827 foi identificado em um plasmídeo 

IncI1-ST12, denominado pEW827-CMY-2 (GenBank accession number MW836073). A 

sequência parcial com 66.883 pb do plasmídeo pEW827-CMY-2 foi obtida da montagem in 

silico contendo 48,4% de conteúdo GC. Este plasmídeo também abrigava genes relacionados 

a transferência conjugativa, replicação, manutenção e elementos de inserção. A análise do 

ambiente genético do gene blaCMY-2 revelou a presença do contexto mais prevalente deste 

gene (ISEcp1-blaCMY-2-blc-sugE) em plasmídeos IncI1-ST12. 

O isolado EW658 (B2-ST131-H22; O25:H4) abrigava um plasmídeo híbrido e 

multireplicon IncF [F2:A-B1]-∆IncQ1, denominado pEW658-TEM (GenBank accession 

number OM735810), com 151.575 pb e contendo 51% de conteúdo GC. Este plasmídeo 

carreava ARGs [blaTEM-1B, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, aph(3')-Ia, sul2, dfrA5], genes de resistência 
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ao peróxido de hidrogênio (biocida) (sitABCD), genes de tolerância ao mercúrio 

(merEDACPTR) e genes de virulência (hlyF, ompT, estC, iss, iroN, mchF, cvaC, cia, traT, 

iutA, iucABCD). Os ARGs estavam flanqueados principalmente pela IS26 (Figura 11A, B).  

A análise comparativa demonstrou que o pEW658-TEM estava mais relacionado ao 

pVPS18EC0676-1 (96,5% de identidade nucleotídica) de um isolado de E. coli obtido de 

carne de vitela nos EUA (Figura 11A), diferenciando principalmente pela presença do gene 

de resistência tetA (Figura 11B). Adicionalmente, o pEW658-TEM também mostrou alta 

identidade nucleotídica (>90%) com os plasmídeos p1 e pSF-088-1 obtidos de isolados de E. 

coli associados a infecção urinária e bacteremia em seres humanos nos EUA (GenBank 

accession numbers CP071442 e CP012636). 
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Figura 11. Comparação dos plasmídeos IncF [F2:A-B1]-∆IncQ1 carreando ARGs, genes de resistência aos biocidas, genes de tolerância ao 
mercúrio e genes de virulência.  
A. Plasmídeos de isolados de E. coli obtidos de água doce (em negrito) e carne de vitela (pVPS18EC0676-1, GenBank accession number CP063726). B. Região dos 
plasmídeos com os ARGs e genes de tolerância ao mercúrio. As setas vermelhas, azuis, amarelas, verdes e pretas indicam os ARGs, os genes de resistência ao peróxido de 
hidrogênio e de tolerância ao mercúrio, os genes de virulência, as ISs e os outros genes, respectivamente. As regiões de homologia estão demonstradas em cinza.  
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Dentre os isolados, 17 (EW92, EW159, EW222, EW232, EW236, EW239, EW334, 

EW400, EW423, EW434, EW442, EW464, EW502, EW655, EW697, EW715 e EW827) 

foram resistentes às fluorquinolonas, enquanto o isolado EW659 foi resistente apenas ao ácido 

nalidíxico. As CIMs para ciprofloxacino variaram de 0,5 a 8 mg/L. Os genes PMQR (qnrB, 

qnrS, oqxB) foram mais prevalentes do que as mutações nas QRDR de GyrA (S83L, D87N), 

ParC (A56T, S80I, E84G, E84V) e ParE (Il29L, I355T, S458A). Nenhum dos isolados 

apresentou conjuntamente os genes PMQR e as mutações nas QRDR (Tabela 14).  

Adicionalmente, esses isolados pertenciam a todos os grupos filogenéticos 

pesquisados (A, B1, B2, F, D e E) e diversas STs, incluindo os pertencentes ao CC10 (ST10, 

ST744, ST8583), CC69 (ST106), CC86 (ST1720), CC131 (ST131), CC155 (ST56, ST223), 

CC165 (ST165), CC278 (ST7020), CC350 (ST1775), CC354 (ST354), CC648 (ST648), 

CC398 (ST398) e os singletons ST1665 e ST540. Esses isolados carreavam diversos alelos do 

gene fimH, com uma prevalência do H54 (Tabela 14). Além disso, todos os isolados 

abrigavam pelo menos um gene codificador de β-lactamase (blaCTX-M, blaCMY e/ou blaTEM), os 

quais podem estar associados a resistência às cefalosporinas de espectro estendido. Alguns 

desses isolados também apresentaram resistência para colistina associada à presença do gene 

mcr-1 (Tabela 13; Figura 8). 

 
Tabela 14. CIMs e características genéticas dos isolados de E. coli resistentes às 
fluorquinolonas obtidos de amostras de água  
 
Isolado1 GF2 ST3 fimH-

type4 
CIM (mg/L) Genes PMQR5 Mutações nas QRDR6 

Ciprofloxacino GyrA ParC ParE 
EW92 B2 ST131 H30 8 nd S83L, D87N S80I, E84V I529L 
EW159 B1 ST1665 H31 8 qnrS1 WT WT WT 

EW222 F ST648 H27 8 nd S83L, D87N S80I S458A 
EW232 B1 ST223 H32 8 qnrS1 WT WT WT 

EW236* A ST744 H54 4 qnrB WT WT WT 

EW239 F ST354 H58 8 nd S83L, D87N S80I, E84G I355T 
EW334 A ST8583 HNT 4 oqxB, qnrB WT WT WT 

EW400 B1 ST7020 H31 4 qnrB WT WT WT 

EW423^ D ST106 H47 4 oqxB WT WT WT 

EW434 A ST165 H54 4 qnrB WT WT WT 

EW442 A ST398 H54 8 nd S83L, D87N S80I WT 
EW464 B1 ST56 H54 4 oqxB, qnrB WT WT WT 

EW502 A ST540 H54 4 qnrB WT WT WT 

EW655 A ST744 H54 8 nd S83L, D87N A56T, S80I WT 
EW659 A ST10 H54 0,5 qnrB19 WT WT WT 

EW697 A ST1720 H54 8 nd S83L, D87N S80I S458A 
EW715 A ST744 H54 8 nd S83L, D87N A56T, S80I WT 

EW827 E ST1775 H137 8 nd S83L WT WT 

1 Isolados classificados como STEC (*) e ExPEC (^). 2 Grupo filogenético, GF. 3 Sequência tipo, ST. 4 Não 
tipável, NT. 5 Não detectado, nd. 6 Ácido aspártico, D; Ácido glutâmico, E; Alanina, A; Asparagina, N; 
Isoleucina, I; Glicina, G; Leucina, L; Serina, S; Treonina, T; Valina, V; Linhagem selvagem, WT - do inglês wild 
type. 
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Os plasmídeos IncR foram identificados nos isolados EW159 e EW232 carreando o 

gene qnrS1 que estava flanqueado pela ∆ISKpn19 (∆ISKpn19-qnrS1-∆ISKpn19). Esses 

plasmídeos também abrigavam o gene blaTEM-1B e o operon silESRCBAP (tolerância a prata). 

Entretanto, não foi possível determinar a sequência completa desses plasmídeos. No isolado 

EW659, o plasmídeo Col(pHAD28), denominado pEW659-QnrB (GenBank accession 

number OM735811), contendo 48,1% de conteúdo GC e com 2.989 pb, foi identificado 

carreando o gene qnrB19 (Figura 12). O plasmídeo pEW659-QnrB apresentou > 99.9% de 

identidade nucleotídica com outros plasmídeos distribuídos mundialmente na interface 

humana, animal e ambiental.  

 

 
Figura 12. Mapa circular do pEW659-QnrB. 

 
Referente a resistência à colistina, 20 isolados (EW92, EW159, EW205, EW207, 

EW222, EW232, EW239, EW236, EW423, EW442, EW452, EW625, EW655, EW658, 

EW659, EW697, EW698, EW715, EW717 e EW827) foram resistentes a este antimicrobiano 

(CIM 4 mg/L). O gene mcr-1 (alelos mcr-1.1 e mcr-1.26) foi detectado em sete isolados. 

Diversas mutações em MgrB (V8A), PhoP (I44L), PhoQ (S301N, E464D, L467M, A482T), 

PmrA (S29G, T31S, G144S, E221K, N222D), PmrB (H2R, E123D, S138N, T235N, T246I, 

D282N, D283G, Y358N, V351I, A360V) foram identificadas nos isolados positivos e 

negativos para o gene mcr-1. A análise in silico pelo PROVEAN determinou apenas a 

mutação em MgrB (V8A) como deletéria (Tabela 15).  
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Tabela 15. CIMs e características genéticas dos isolados de E. coli resistentes à colistina 
obtidos de amostras de água  
 
Isolado1 GF2 ST3 fimH-

type4 
CIM (mg/L) mcr5 Mutações6 

Colistina MgrB PhoP PhoQ PmrA PmrB 
EW92 B2 ST131 H30 4 nd WT WT WT S29G WT 

         N222D  
EW159 B1 ST1665 H47 4 nd WT I44L A482T S29G H2R 

          S138N 
          D283G 

EW205 B1 ST2522 H38 4 nd WT I44L WT S29G D283G 
         G144S Y358N 

EW207 A ST1408 H54 4 nd WT WT E464D S29G H2R 
        A482T N222D  

EW222 F ST648 H54 4 nd WT I44L A482T S29G H2R 
          S138N 
          D283G 

EW232 B1 ST223 H31 4 nd WT I44L WT S29G D283G 
         E221K Y358N 

EW236* A ST744 H54 4 nd WT WT WT S29G WT 
         N222D  

EW239 F ST354 H37 4 nd WT I44L WT S29G H2R 
          D283G 

EW423^ D ST106 H47 4 nd WT I44L A482T S29G H2R 
          S138N 
          D283G 

EW442 A ST398 H54 4 nd WT I44L A482T S29G H2R 
          S138N 
          D283G 

EW452 B1 ST1727 H31 4 nd WT I44L WT S29G D283G 
         E221K Y358N 

EW625 F ST6157 H394 4 nd WT I44L S301N T31S H2R 
        L467M  T235N 
          D283G 
          A360V 

EW655 A ST744 H54 4 mcr-1.1 WT WT WT WT WT 
EW658^ B2 ST131 H22 4 mcr-1.26 V8A I44L WT T31S H2R 

          E123D 
          D283G 
          V351I 

EW659 A ST10 H54 4 mcr-1.26 WT WT WT WT WT 

EW697 A ST12841 HNT 4 mcr-1.1 WT WT WT WT WT 
EW698 B1 ST1720 H54 4 mcr-1.1 WT I44L WT WT D283G 

          Y358N 
EW715 A ST744 H54 4 mcr-1.1 WT WT WT WT WT 
EW717 D ST349 H93 4 nd WT I44L A482T WT H2R 

          T246I 
          D282N 
          D283G 

EW827 E ST1775 H137 4 mcr-1.1 WT I44L WT S29G H2R 
          D283G 

1 Isolados classificados como STEC (*) e ExPEC (^). 2 Grupo filogenético, GF. 3 Sequência tipo, ST.  
4 Não tipável, NT. 5 Não detectado, nd. 5 Mutações previstas in silico como neutras ou deletérias estão destacadas 
em verde e vermelho, respectivamente; Ácido aspártico, D; Ácido glutâmico, E; Alanina, A; Arginina, R; 
Asparagina, N; Glicina, G; Histidina, H; Isoleucina, I; Leucina, L; Lisina, K; Metionina, M; Serina, S; Tirosina, 
Y; Treonina, T; Valina, V; Linhagem selvagem, WT - do inglês wild type. 
 
 



   R e s u l t a d o s | 65 
 

 
 

Os isolados resistentes à colistina pertenciam a todos os grupos filogenéticos 

pesquisados e diversas STs pertencentes ao CC10 (ST10, ST744, ST12841), CC69 (ST106, 

ST1665), CC86 (ST1720), CC131 (ST131), CC349 (ST349), CC350 (ST354, ST1775), 

CC398 (ST398, ST648), CC446 (ST223, ST1727) e os singletons ST1408, ST2522 e ST6157 

com diferentes alelos do gene fimH. Dentre os clones encontrados, destacam-se clones de alto 

risco (ST10, ST131, ST354, ST648, ST744) e a presença da linhagem A-ST744-H54 em três 

isolados (EW236, EW655 e EW715) que também foram resistentes às fluorquinolonas 

(Tabela 14; Tabela 15). O novo ST12841 (CC10) foi descrito neste estudo, o qual apresentou 

um novo alelo do gene gyrB (1237) e foi single locus variant do ST617/CC10. 

Adicionalmente, estes isolados também apresentaram genes bla e PMQR (Figura 8).  

Os plasmídeos IncX4 foram identificados carreando os genes mcr-1.1 e mcr-1.26. A 

sequência completa desses plasmídeos possuia ~ 33 kb com um conteúdo médio de GC de 

41,8% (Tabela 16). Esses plasmídeos possuíam uma estrutura genética conservada de ~ 30 kb 

e abrigavam genes relacionados à transferência conjugativa, replicação, manutenção e 

elementos de inserção. Os plasmídeos IncX4 deste estudo compartilharam > 99% de 

identidade nucleotídica entre eles e > 98% com outros identificados mundialmente, como por 

exemplo na China, Japão, Suiça, Taiwan, na interface humana, animal e ambiental. No Brasil, 

esses plasmídeos demonstraram altas identidades nucleotídicas com plasmídeos IncX4 de 

isolados de E. coli obtidos de seres humanos, de animal (pinguim) e do meio ambiente (água 

do mar - praia). Curiosamente, o pEW827-MCR-1 abrigava um novo ambiente genético do 

gene mcr-1.1, no qual uma ΔIS5-like (258 pb) foi inserida na orientação oposta a montante do 

elemento mcr-1.1-pap2 (Figura 13). Ensaios de conjugação confirmaram a transferência dos 

plasmídeos IncX4 para a célula receptora E. coli C600 resistente a azida sódica. As 

transcojugantes apresentaram CIMs de 2 a 4 mg/L para colistina e foram positivas para o gene 

mcr-1. 

 
Tabela 16. Características dos plasmídeos IncX4 carreando o gene mcr-1 
 
Isolado Gene mcr-1 Nome do plasmídeo GenBank accession number Alelo Localização (tamanho) 
EW655 mcr-1.1 IncX4 (33.304 pb) pEW655-MCR OM735814 
EW697 mcr-1.1 IncX4 (33.304 pb) pEW697-MCR OM735816 
EW698 mcr-1.1 IncX4 (33.304 pb) pEW698-MCR OM735817 
EW715 mcr-1.1 IncX4 (33.304 pb) pEW715-MCR OM735815 
EW827 mcr-1.1 IncX4 (33.613 pb) pEW827-MCR-1 MW836072 
EW658 mcr-1.26 IncX4 (33.304 pb) pEW658-MCR OM735812 
EW659 mcr-1.26 IncX4 (33.304 pb) pEW659-MCR OM735813 
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Figura 13. Representação da comparação dos plasmídeos IncX4 carreando o gene mcr-1.1.  
Plasmídeos de isolados de E. coli obtidos de água doce (em negrito), seres humanos (pICEBC72Hmcr, GenBank 
accession number CP015977; pN17-0346, GenBank accession number CP031291; pRYU3223C-1, GenBank 
accession number AP018411; pNG14043, GenBank accession number GenBank nº KY120364), pinguim 
(pICBEC7Pmcr, GenBank accession number CP017246), porco (pCSZ4, GenBank accession number 
KX711706), água do mar (pICBEC13AM, GenBank GenBank accession number; pICBEC3AM, GenBank 
accession number KY770024; pICBEC2AM, GenBank accession number KY770023) e água residual (pB2, 
GenBank accession number LC479085). As setas vermelhas, verdes e pretas indicam o gene mcr-1.1, as ISs e os 
outros genes, respectivamente. As regiões de homologia estão demonstradas em cinza. Adaptado de FURLAN et 
al. (2021a). 
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O gene mcr-1.26 foi identificado pela primeira vez em um isolado clínico de E. coli, 

denominado 803-18, na Alemanha. Esse gene possui a substituição T2C quando comparado 

com o gene mcr-1.1, que causa uma substituição de Met (ATG) por Thr (ACG), denominada 

como a deleção de Met1 (Met1del). Essa substituição resulta em uma proteína MCR-1 mais 

curta (1623 aa vs. 1626 aa) cuja tradução é guiada pelo Met contíguo. Curiosamente, a 

Met1del nos isolados EW658 e EW659 foi devido ao códon ATA (Ile) em vez do códon ACG 

(Thr). Análises pelo BLASTn revelaram que a ocorrência do gene mcr-1.26 é subestimada e 

que os plasmídeos IncX4 e IncI2 (apenas um relato) carreando este gene circulam desde 2016 

em seres humanos, animais de companhia, animais da cadeia produtora de alimentos e seus 

derivados em diversos países, incluindo o Brasil. No entanto, até o momento, não existem 

descrições do gene mcr-1.26 no meio ambiente (Tabela 17).  

 
Tabela 17. Dados dos isolados positivos para o gene mcr-1.26 distribuídos em todo o mundo 
 

Isolado1,2 Espécie ST2 Fonte de 
isolamento Ano2 País Localização 

do mcr-1.26 
GenBank 

accession number 
803-18 E. coli ST155 Ser humano 2018 Alemanha IncX4 NG_068217.1 

nd E. coli nd Ser humano 2017 Holanda IncX4 LR882927.1 
1253_17_A2 E. coli ST10 Carne de peru 2017 República Tcheca IncX4 MT929278.1 
1318_17_D1 E. coli ST744 Carne de peru 2017 República Tcheca IncX4 MT929276.1 

GDT6F49 E. coli ST2040 Peixe 2016 China IncX4 MF978387.1 
787 E. coli nd Porco 2017 China IncX4 MG825367.1 

QDFD216 E. coli ST132 Cachorro 2019 China IncX4 CP053212.1 
ICBEC79H E. coli ST224 Ser humano 2016 Brasil IncX4 CP020376.1 

TMS4 E. coli ST744 Ser humano 2016 Brasil IncX4 MH298055.1 
EC91 E. coli ST354 Ser humano 2016 Brasil IncX4 MK940858.1 
5134 E. coli nd Ser humano nd Brasil IncX4 MN635737.1 

EW658 E. coli ST131 Água doce 2020 Brasil IncX4 OM735812 
EW659 E. coli ST10 Água doce 2020 Brasil IncX4 OM735813 

MFDS1310 E. coli nd Carne de porco nd Alemanha IncX4 MK875284.1 
MCR1_NJ E. coli ST7358 Ser humano 2014 EUA IncX4 KX447768.1 
Lishui142 E. coli nd Ser humano 2016 China IncI2 KY075654.1 

1 Os isolados deste estudo estão destacados em negrito. 2 Não determinado, nd.  

 

Apesar da alta identidade nucleotídica (> 99,9%) observada entre os plasmídeos IncX4 

carreando os gene mcr-1.26 (Figura 14A), diferentes regiões adjacentes ao gene mcr-1.26 

(mcr-1 cassette) que incluem a sequência repetida invertida, denominada IRR2, e as 

sequências de repetição direta (DR), foram identificadas com uma distribuição variável: grupo 

I) mcr-1.26 com o códon ACG (Thr) na Holanda e na República Checa; grupo II) mcr-1.26 

com o códon ATA (Ile) e deleções a jusante do mcr-1 na China; grupo III) mcr-1.26 com o 

códon ATA (Ile) e deleções a jusante e a montante do gene mcr-1 no Brasil, na Alemanha e 

nos Estados Unidos (Figura 14B). Além disso, os ambientes genéticos dos plasmídeos IncX4 

que carreavam o gene mcr-1.1 deste estudo foram idênticos ao do grupo III. 
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Figura 14. Comparação dos plasmídeos IncX4 e dos ambientes genéticos do gene mcr-1.26.  
A. Alinhamento dos plasmídeos IncX4 (~ 33 kb) carreando o gene mcr-1,26 em isolados de E. coli obtidos de seres humanos, de animais, de alimentos e do meio ambiente. 
Os GenBank accession numbers estão listados na Tabela 16. Os plasmídeos deste estudo estão destacados em negrito. As regiões de homologia estão demonstradas em cinza. 
República Tcheca, RT. B. Sequências adjacentes do gene mcr-1.26. Os três primeiros nucleotídeos anteriores ao gene mcr-1.26, IRR2 e DR estão demonstrados em verde, em 
negrito e sublinhado, respectivamente. Adaptado de FURLAN et al. (2022d). 
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Trinta e oito diferentes genes de virulência relacionados com DEC (stx2, aap, AAprobe), 

ExPEC (iutA, papA, papC, kpsMT II/kpsE) e outros (eilA, iucA, gad, iss, lpfA, iroN, ompT, hlyF, 

terC, mchF, traT, chuA, sitA, ibeA, estC, fyuA, irp2, ireA, neuC, yfcV, tsh, sat, iha, hra, usp, cma, 

air, cvaC, cia) foram detectados (GenBank accession numbers OK001328-OK001339). No 

geral, esses genes estão relacionados com a adesão, a invasão, a colonização, os sideróforos e as 

toxinas. O gene gad (n=54, 84,3%) foi o mais prevalente, seguido de iss/ompT (n=12, 18,7%). 

Dentre os isolados, 10,9%, 7,8% e 4,7% foram classificados como ExPEC (≥ 2 papA/papC+, 

kpsMT II/kpsE+ e iutA+), aEAEC (aap+ e AAprobe+) e STEC (stx2+), respectivamente (Figura 8). 

A ilha de alta patogenicidade contendo os clusters de yersiniabactin (Ybt) e invasin (Inv) com ~ 

43 kb foi identificada no isolado EW658 (B2-ST131-H22 – clado B; ExPEC). Os genes aggR, 

ipaH, aatA, aaiC, bfpA, est, elt, ehxA, eaeA, stx1, sfa/foc e afa/dra não foram detectados por 

PCRs.   

Dentre os grupos de incompatibilidade detectados [IncFrepB, IncFIA, IncFIB, IncHI1, 

IncI1, IncN, IncP, IncQ, IncR, IncU, IncX1, IncX4, IncY, ColE-like, ColpVC, Col440l, 

ColRNAl, Col(MG828), Col(pHAD28)], o IncFrepB (n=33, 51,5%) foi o mais prevalente, seguido 

do InFIB (n=24, 37,%) e ColE-like (n=20, 31,2%). Como descrito anteriormente, os grupos 

IncX4, IncI1, IncR, Col(pHAD28) foram identificados carreando os genes mcr-1, blaCMY-2, 

qnrS1 e qnrB19, respectivamente, enquanto que o IncF [F2:A-B1]-∆IncQ1 foi identificado 

carreando ARGs e genes de virulência. Dezessete isolados (26,6%) apresentaram o gene intI1. 

Baseado em análises in silico, os cassetes genéticos, os módulos e os elementos, exceto o Tn21-

like, associados ao gene intI1 estavam localizados em contigs de plasmídeos. No entanto, não foi 

possível determinar os grupos de incompatibilidade dos mesmos (Figura 8). Os grupos de 

incompatibilidade FIC, IncHI2, IncL/M, IncA/C, IncW, IncT e IncK e os integrons intI2 e intI3 

não foram identificados por PCRs.  

Baseado nesses resultados, a grande maioria dos rios e dos ribeirões/córregos 

compartilharam os mesmos genes, grupos de incompatibilidade e patotipos. Dentre os ARGs 

(Figura 15A), os de virulência, os patotipos (Figura 15B), e os grupos de 

incompatibilidade/intI1 (Figura 15C) identificados, os blaOXA-9, aac(6')-Ib-cr, cmlA, erm(B), 

kpsE, terC, ibeA, fyuA, irp2, ireA, neuC, yfcV, sat, iha, usp, cia, IncQ, IncX1 e Col(pHAD28) 

foram detectados apenas em amostras de rios, enquanto que os blaCTX-M, aac(3)-IId, ant(2")-Ia, 

qnrS, catA, lnu(F), tsh, cma, Col440l e ColRNAl foram encontrados apenas em amostras de 

ribeirões/córregos. Além disso, os genes blaTEM, blaCMY, aadA, tetA, tetB, sul1, sul2, sul3, gad, 

IncFrepB, InFIB, IncI1, IncU e ColE-like foram detectados dentre os rios, ribeirões/córregos e no 
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Lago do córrego da vendinha. A tipagem e a subtipagem dos isolados indicaram um uma grande 

diversidade genética, ressaltando os clones de alto risco, dentre as amostras de água (Figura 8).  

 

 
 
Figura 15. Distribuição dos genes/alvos identificados em rios, ribeirões/córregos (R/C) e no 
Lago do córrego da vendinha (LGV).  
A. ARGs. B. Genes de virulência e patotipos. C. Grupos de incompatibilidade e intI1. A presença e a ausência dos 
genes/alvos estão representadas por quadrados pretos e cinzas, respectivamente. 
 

No geral, os isolados resistentes às cefalosporinas de espectro estendido, fluorquinolonas e 

colistina foram detectados em amostras de solo e de água. Uma maior diversidade de ARGs, de 

genes de virulência e de plasmídeos foi identificada nos isolados obtidos de amostras de água, 

destacando os genes mcr-1 e blaCTX-M. Os clones de alto risco foram detectados em isolados 

obtidos de solo e de água. Os isolados obtidos de amostras de solo demonstraram uma maior 

quantidade de genes de virulência associados com DEC e uma prevalência de intI1. 
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5. DISCUSSÃO 

 
Este estudo descreve a ocorrência e a caracterização fenotípica e molecular de isolados 

de E. coli MDR obtidos de amostras de solo e de água no Brasil. Os isolados de E. coli, um 

patógeno emergente de prioridade crítica, apresentaram resistência, algumas vezes 

concomitante, aos antimicrobianos criticamente importantes de maior prioridade pela OMS, 

incluindo as cefalosporinas de espectro estendido e as polimixinas (TACCONELLI et al., 

2018). A descrição de bactérias MDR e de seus ARGs clinicamente relevantes em amostras 

ambientais está aumentando gradativamente em todo o mundo, a qual está intimamente 

relacionada ao conceito de Saúde Única frente a problemática da AMR (TIEDJE et al., 2019). 

Dentre a interface humana, animal e ambiental, o meio ambiente é o menos explorado, uma 

vez que a grande maioria dos estudos é realizada com isolados bacterianos obtidos de IRAS 

(MCEWEN & COLLIGNON, 2018; GUARDABASSI et al., 2020).  

A detecção de isolados ambientais de E. coli com fenótipo de resistência para as 

cefalosporinas de espectro estendido, os carbapenêmicos, as fluorquinolonas e as polimixinas 

está aumentando gradualmente, enquanto que a resistência para a ampicilina, as 

cefalosporinas de primeira e segunda gerações, as tetraciclinas, a estreptomicina e as 

sulfonamidas está se tornando comum (BEN SAID et al., 2015; OGURA et al., 2020; SAVIN 

et al., 2020). Por consequência, a presença de ARGs relacionados a estes fenótipos está sendo 

cada vez mais reportada em bactérias MDR, principalmente naquelas da família 

Enterobacteriaceae, e em DNA total de amostras ambientais (GRAHAM et al., 2016; 

FURLAN & STEHLING, 2017; NASCIMENTO et al., 2017; FURLAN et al., 2020b, 2021b; 

SAMREEN et al., 2021). Adicionalmente, as concentrações subinibitórias de antimicrobianos 

no meio ambiente aumentam a ocorrência da HGT e de mutações nos determinantes de 

resistência entre bactérias, contribuindo para o aumento e para a disseminação da AMR 

(DURÃO et al., 2018; KNOPP & ANDERSSON, 2018). 

Diversos clones de E. coli MDR e uma diversidade de ARGs foram disseminados em 

solos com e sem culturas. A microbiota do solo possui um resistoma intrínseco diverso. No 

entanto, clones de E. coli MDR comumente reportados em seres humanos, em animais e em 

águas de irrigação contaminadas já foram descritos em diferentes amostras de solo 

(FORSBERG et al., 2014; ZHU et al., 2019). Estes fenômenos podem estar relacionados com 

a presença de animais da cadeia produtora de alimentos em todas as fazendas, com o uso de 

dejetos de animais como fertilizante orgânico nas lavouras e/ou uso de água contaminada 

(MA et al., 2021). Adicionalmente, o uso intensivo de antimicrobianos na pecuária e a 
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integração entre agricultura e pecuária também contribuem fortemente para o aumento e para 

a disseminação da AMR (MARTIN et al., 2015; MACEDO et al., 2020).  

A presença e a ocorrência de clones de E. coli MDR e seus ARGs em ambientes 

aquáticos estão intimamente relacionados com a poluição ambiental proveniente de áreas 

agrícolas, industriais e/ou comerciais (PÉREZ-ETAYO et al., 2020). Além disso, os efluentes 

hospitalares podem afetar diretamente os ambientes aquáticos, uma vez que abrigam e 

transportam patógenos MDR (URŠKA et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Neste sentido, a 

influência de atividades antrópicas contribui vigorosamente para a disseminação da AMR 

para os ambientes aquáticos. Diante disso, os ambientes aquáticos atuam como reservatórios e 

disseminadores de patógenos MDR e ARGs clinicamente relevantes (MANAIA, 2017; 

LEITE et al., 2019; DOMÍNGUEZ et al., 2021).  

A presença de isolados de E. coli MDR potencialmente patogênicos, ou seja, 

carreando genes de virulência associados com DEC e ExPEC, em amostras ambientais chama 

a atenção e causa preocupações (PITOUT et al., 2012; DALE & WOODFORD, 2015; GOMI 

et al., 2017; AIJUKA et al., 2018). Na pecuária, isolados de DEC podem colonizar o trato 

gastrointestinal de animais e se disseminar diretamente ou indiretamente para os seres 

humanos e, consequentemente, causar doenças e até surtos. As doenças diarreicas são 

consideradas um problema de saúde pública e afetam principalmente os países em 

desenvolvimento, ocorrendo altas taxas de morbidade e de mortalidade principalmente em 

crianças. Nesse sentido, as doenças diarreicas são responsáveis por altos custos relacionados a 

saúde que aumentam ainda mais quando associados a AMR (FARTHING et al., 2013; 

GOMES et al., 2016).  

Dentre as linhagens de E. coli, os grupos filogenéticos A, B1 e C são considerados 

comensais, enquanto que os grupos filogenéticos B2, D, E e F são classificados como 

potencialmente patogênicos (CLERMONT et al., 2015). No entanto, linhagens de E. coli A-

CC10 e B1-CC155 já foram descritas causando infecções em todo o mundo (SCHAUFLER et 

al., 2019; AWORH et al., 2021) e também foram recuperadas das amostras ambientais 

utilizadas neste estudo. Curiosamente, as linhagens F-ST117 e B1-ST906 foram obtidas de 

amostras de solo com cultivo de jaboticaba e já foram reportadas como contaminantes em 

retalhos de carnes e associadas com infecções do tratro urinário nos EUA (YAMAJI et al., 

2018). Além disso, a linhagem F-ST117, atualmente classificada como G-ST117, é um 

patógeno humano que emerge globalmente e uma das principais causas de infecções 
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extraintestinais em aves (MANGES et al., 2015; CLERMONT et al., 2019; ZHUGE et al., 

2021).  

Os clones de alto risco ST10, ST131, ST354, ST648 e ST744 ganharam 

predominância global através da disseminação da AMR, da alta patogenicidade e da rápida 

adaptação a diferentes fontes. Esses clones são classificados como pandêmicos, enquanto que 

os clones ST10 e ST648 são emergentes e com potencial zoonótico (NICOLAS-CHANOINE 

et al., 2014; SCHAUFLER et al., 2019; FUGA et al., 2022). Esses clones já estão 

disseminados em seres humanos e em animais, destacando as linhagens A-ST10 e A-CC10 

que são conhecidas como linhagens emergentes de ExPEC de origem alimentar e 

responsáveis pela disseminação do gene mcr-1 (MATAMOROS et al., 2017; GARCÍA-

MENIÑO et al., 2018). O clone ST648 (linhagens D-ST648 e F-ST648) é classificado como 

altamente virulento e intimamente associado ao gene blaCTX-M-15, como também detectado 

neste estudo (EWERS et al., 2014; SCHAUFLER et al., 2019). Além disso, os clones de alto 

risco ST10, ST131 e ST648 foram recentemente associados a transmissão zooantroponótica 

(SELLERA & LINCOPAN, 2019). 

A linhagem B2-ST131 é reconhecida atualmente como a principal linhagem de E. coli 

responsável pela disseminação AMR, principalmente através do gene blaCTX-M 

(KONDRATYEVA et al., 2020). As linhagens B2-ST131-H22 (clado B) e B2-ST131-H30 

(clado C) foram detectadas neste estudo e apresentaram resistência para as fluorquinolonas 

e/ou polimixinas, mas não apresentaram o gene blaCTX-M;  entretanto, o isolado EW659 (clado 

B) apresentou o gene mcr-1.26. O clado C é o mais prevalente e onde a maioria dos estudos se 

concentram, sendo uma das principais causas de infecções extraintestinais em seres humanos 

(MATSUMURA et al., 2015; MAMANI et al., 2019), enquanto que o clado B é predominante 

em animais e pode ser transmitido zoonoticamente, apresentando um desafio a saúde pública 

(LIU et al., 2018; ROER et al., 2019; SAIDENBERG et al., 2020). 

Os clones de alto risco já foram reportados na interface humana, animal e ambiental 

em todo mundo, com destaque nos relatos de infecções em seres humanos com uma 

prevalência de resistência às fluorquinolonas (HU et al., 2013; FUKUSHIMA et al., 2021). 

Neste estudo, os clones de alto risco foram identificados principalmente em amostras de água, 

reforçando a disseminação ambiental dessas linhagens potencialmente patogênicas e dos 

ARGs, evidenciando os genes blaCTX-M-15 e mcr-1. No meio ambiente, os clones de alto risco 

carreando genes codificadores de ESBL foram identificados principalmente em amostras de 

águas residuais e de águas doce em diversos países (COLOMER-LLUCH et al., 2013; HU et 
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al., 2013; GOMI et al., 2017). No Brasil, além dos relatos desses clones em seres humanos e 

animais (CAMPOS et al., 2018; DOS ANJOS et al., 2019; FERNANDES et al., 2020; 

SAIDENBERG et al., 2020), os clones ST10 e ST131 já foram identificados no estado de São 

Paulo em amostras de águas recreativas de praias e de uma amostra de solo cultivada com 

couve (FERNANDES et al., 2017; LOPES et al., 2021b).  

Uma grande diversidade de ARGs foi detectada neste estudo, com destaque para os 

genes blaCTX-M, blaCMY, PMQR e mcr-1. Os genes codificadores de ESBL e pAmpC têm sido 

cada vez mais descritos em isolados de E. coli MDR obtidos de seres humanos, de animais e 

de alimentos. Esses genes estão comumente integrados aos plasmídeos IncF e IncI1 e podem 

também estar associados aos integrons de classe 1 e aos transposons complexos (GILLINGS 

et al., 2009; LAHLAOUI et al., 2015; SHAIKH et al., 2016; PIETSCH et al., 2018; 

ROZWANDOWICZ et al., 2018). Neste sentido, esses plasmídeos podem ainda abrigar 

outros ARGs, tais como blaTEM, aadA, tetA, sul1 e floR, ocasionando o fenótipo de MDR 

(AWOSILE & AGBAJE, 2021). Por outro lado, a integração cromossômica dos genes blaCTX-

M e blaCMY mediada pela ISEcp1 também já foi descrita e corrobora com os resultados deste 

estudo (MINARINI et al., 2009; CASELLA et al., 2018; SINGH et al., 2018; FANG et al., 

2020; GREVSKOTT et al., 2020). Curiosamente, o clone ST354 abrigando o gene blaCTX-M-14 

no cromossomo e com o mesmo ambiente genético identificado neste estudo foi obtido de 

uma infecção da corrente sanguínea na China, sugerindo a transferência vertical do gene 

blaCTX-M-14 dentre este clone (ZHENG et al., 2021). 

O gene blaCMY-2 é a pAmpC mais descrita e tem sido associada principalmente aos 

plasmídeos IncI1-ST12 com ~ 100 kb identificados em isolados de E. coli de seres humanos e 

de aves (CASTELLANOS et al., 2017, 2019; ROER et al., 2019). Adicionalmente, este gene 

já foi mobilizado para diversos outros plasmídeos, como o IncC (BORTOLAIA et al., 2014; 

CHEN et al., 2019). No geral, a ISEcp1 é identificada a montante do gene blaCMY-2 e também 

compõe o contexto genético mais prevalente (ISEcp1-blaCMY-2-blc-sugE-encR) em plasmídeos 

de resistência (PIETSCH et al., 2018). Curiosamente, no Brasil, existe apenas um relato de 

uma linhagem de E. coli (B1-ST453) MDR obtida de frango no estado do Paraná carreando 

concomitantemente os genes blaCTX-M-2 e blaCMY-2/IncI1-ST12 (CUNHA et al., 2017). 

No geral, as linhagens pertencentes aos clones de alto risco e outros clones 

disseminados dentre amostras clínicas têm sido descritas como responsáveis pela 

disseminação do gene blaCTX-M (MÜLLER et al., 2016; SCHAUFLER et al., 2016; 

RODRIGUES et al., 2017). No entanto, neste estudo, os genes blaCTX-M foram detectados 
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principalmente em STs incomuns, tais como ST1775, ST1848, ST2521 e ST8246, 

corroborando com ZHENG et al. (2017), que também reportaram STs incomuns carreando o 

gene blaCTX-M em amostras ambientais. Por outro lado, os isolados de E. coli pertencentes aos 

CC10 e CC155 obtidos de seres humanos e de animais são comumente reportados carreando o 

gene blaCMY, corroborando os nossos resultados (BÖRJESSON et al., 2016; PIETSCH et al., 

2018). No Sudeste do Brasil, mesma região deste estudo, as linhagens A-ST744-H54 e B1-

ST2522-H38 exibindo o fenótipo de MDR foram descritas em peixes selvagens e em ovinos 

(SELLERA et al., 2018; FURLAN et al., 2019), enquanto que neste estudo essas linhagens 

foram recuperadas de amostras de água. 

A resistência às fluorquinolonas é mediada principalmente por mutações nas regiões 

QRDR e pelos genes PMQR, que na maioria das vezes conferem um baixo nível de 

resistência. As mutações nas QRDR e os genes PMQR identificados neste estudo também são 

frequentemente descritos em isolados de E. coli distribuídos mundialmente em diversas fontes 

(JACOBY et al., 2014; HOOPER & JACOBY, 2015; KOTB et al., 2019; SALAH et al., 

2019). Diversas famílias de plasmídeos já foram descritas carreando os genes PMQR e os 

outros ARGs descritos neste estudo (CARATTOLI et al., 2013). Os genes qnrS1 e qnrB19 

foram identificados em plasmídeos IncR e Col, respectivamente, os quais possuem um 

histórico de identificação principalmente em bactérias da família Enterobacteriaceae obtidas 

de seres humanos e de animais da cadeia produtora de alimentos (GARCÍA-FERNÁNDEZ et 

al., 2009; RUIZ et al., 2012; ROZWANDOWICZ et al., 2018; MONTE et al., 2019; TYSON 

et al., 2019).  

A resistência às polimixinas ocorre principalmente por mutações nos sistemas de dois 

componentes PmrAB e PhoPQ e no regulador negativo MgrB. No entanto, após o relato do 

gene mcr-1, uma alta ocorrência de isolados de E. coli resistentes à colistina associados a 

presença do gene mcr-1, pincipalmente em seres humanos, animais e alimentos, está sendo 

descrita (LIU et al., 2016; EL-SAYED AHMED et al. 2020; LING et al., 2020). As mutações 

identificadas em PhoP (I44L), PmrA (S29G) e PmrB (H2R, D283G) já foram detectadas em 

isolados clínicos de E. coli suscetíveis e resistentes à colistina (LUO et al., 2017; SATO et al., 

2018; WANG et al. al., 2020), enquanto que as mutações em MgrB (V8A), PhoP (D181G, 

G215A, L222S), PhoQ (P182S, E261D, A470P), PmrA (G144S) e PmrB (Y358N) já foram 

detectadas em isolados clínicos de E. coli resistentes à colistina ou foram previstas como 

deletérias (DELANNOY et al., 2017; LUO et al., 2017; ZAKARIA et al., 2021).  
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Diante disso, foi detectado uma diversidade de mutações nos alvos cromossômicos de 

resistência a colistina, sendo algumas delas amplamente relatadas na literatura (OLAITAN et 

al., 2014; GOGRY et al., 2021; BINSKER et al., 2022). Algumas dessas mutações foram 

preditas como deletérias, mas a grande maioria foi predita como neutra, o que pode estar 

relacionado com a distância filogenética dos isolados com a linhagem de referência. Além 

disso, outros mecanismos, denominados como secundários (EptAB, QseBC, LpxM) ou até 

mesmo outros ainda desconhecidos, podem estar associados a este fenótipo de resistência, 

necessitando assim, ampliar o conhecimento sobre as correlações genotípicas-fenotípicas e os 

mecanismos em diversas linhagens (SATO et al., 2018; EL-SAYED AHMED et al. 2020; 

BINSKER et al., 2022; CAMPOS et al., 2021; GOGRY et al., 2021). Curiosamente, não 

haviam relatos de mutações nos alvos cromossômicos de resistência às polimixinas em 

isolados de E. coli obtidos de amostras de solo, os quais foram reportados por FURLAN & 

STEHLING (2021). 

Neste estudo, o gene mcr-1 foi detectado apenas em isolados de E. coli MDR obtidos 

de amostras de água. Até o presente momento, existem apenas três relatos de isolados de E. 

coli positivos para o gene mcr-1 em amostras de solo da Argélia, do Brasil e da China 

(ZHENG et al., 2017; TOUATI et al., 2020; LOPES et al., 2021b), enquanto que em amostras 

de água este gene já está mais difundido, exaltando a presença em ambientes aquáticos 

utilizados para fins recreativos de contato primário (FERNANDES et al., 2017; CHERAK et 

al., 2021). No geral, o gene mcr-1 já está disseminado principalmente em isolados de E. coli 

obtidos de seres humanos e de animais da cadeia produtora de alimentos (FERNANDES et 

al., 2016a; HUSSEIN et al., 2021; LENTZ et al., 2021). Dentre os plasmídeos envolvidos na 

disseminação do gene mcr-1, os IncX4, IncI2 e IncHI2 são os mais prevalentes (NANG et al., 

2019).  

Os plasmídeos IncX4 possuem uma estrutura genética conservada de ~ 30 kb com 

genes essenciais e responsáveis pela replicação, partição, transferência, manutenção e 

estabilidade. Com isso, esses plasmídeos se destacam na disseminação global do gene mcr-1, 

sendo classificados como epidêmicos (SUN et al., 2015, 2017; Yi et al., 2020). 

Historicamente, a ISAp11 esteve envolvida na transposição do cassete mcr-1, mas nos 

plasmídeos IncX4, essa IS foi perdida. Assim, os plasmídeos IncX4 preservam a sequência 

pap2 e uma proteína hipotética ao redor do gene mcr-1, bem como a presença das IRR2 e DR, 

nos quais já foram descritas em outros plasmídeos, por exemplo em IncHI1, IncHI2, IncF-
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type, e em cromossomos, sugerindo que eles podem ter um ancestral comum (SUN et al., 

2017; LENTZ et al., 2021). 

Na América do Sul, a carne de frango foi descrita como um reservatório emergente de 

mcr-1/IncX4 em isolados de E. coli resistentes à colistina (MONTE et al., 2017). No Brasil, o 

mcr-1/IncX4 já foi reportado em diversas linhagens de E. coli de diferentes fontes e estados 

(FERNANDES et al., 2016b; CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017; 

PALMEIRA et al., 2018; ZAMPARETTE et al., 2020). No estado de São Paulo, linhagens de 

E. coli pertencentes aos CC10, CC31, CC73, CC131, CC156, CC552 e outras STs singletons 

foram reportadas carreando o mcr-1/IncX4 em infecções em seres humanos e em pinguim, em 

carnes de frango e em amostras de água do mar (SELLERA et al., 2016; FERNANDES et al., 

2017; ROSSI et al., 2017; MONTE et al., 2017a, 2017b; OLIVEIRA et al., 2018; 

PERDIGÃO NETO et al., 2019; GIRARDELLO et al., 2021; PAIVA et al., 2021). Dentre os 

clones encontrados no estado de São Paulo e pertencentes aos CCs descritos acima, se 

destacam as ST10, ST131 e ST744, os mesmos detectados neste estudo. Na macrorregião de 

Ribeirão Preto, existem apenas dois relatos da presença do gene mcr-1 em isolados 

bacterianos, sendo os dois em E. coli de amostras ambientais e um deles originado deste 

estudo (FURLAN et al., 2021a; LOPES et al., 2021b). Portanto, esses resultados destacam a 

disseminação de clones de alto risco carreando o gene mcr-1 em amostras de água e reforçam 

o importante papel dos plasmídeos IncX4 na desseminação deste gene.   

Dentre os alelos do gene mcr-1 identificados neste estudo, o mcr-1.1 é o mais 

prevalente, enquanto que o mcr-1.26 foi descrito apenas uma vez em uma linhagem E. coli 

B1-ST155 na Alemanha (PARTRIDGE et al., 2018a; NEUMANN et al., 2020). Devido a 

caracterização genômica detalhada dos isolados positivos para o gene mcr-1, foi possível 

identificar o gene mcr-1.26 pela primeira vez no meio ambiente. A prevalência desse gene 

estava subestimada devido a potenciais limitações no reconhecimento das diferenças de 

nucleotídeos e aminoácidos entre mcr-1.1 e mcr-1.26. A partir dessas análises, também foi 

possível identificar que esse gene estava circulando bem antes da primeira descrição em 2020 

e está distribuído em seres humanos, em animais e em alimentos de diferentes países. Além 

disso, assinaturas genéticas específicas podem ser usadas para rastrear diferentes contextos 

genéticos observados em determinadas regiões geográficas. 

A ocorrência de linhagens de E. coli MDR e potencialmente patogênicas carreando 

plasmídeos de resistência em amostras ambientais pode levar à contaminação principalmente 

dos ambientes circundantes e de verduras e de legumes que são geralmente consumidos crus 



   D i s c u s s ã o | 79 
 

 
 

(REID et al., 2020; LOPES et al., 2021a). Neste sentido, essas linhagens podem colonizar os 

seres humanos e os animais, o que pode contribuir para a HGT para a microbiota intestinal. 

Adicionalmente, essas linhagens podem causar infecções adquiridas ou endógenas, 

aumentando a exposição a AMR (REID et al., 2020; MAEUSLI et al., 2020). Portanto, a 

presença dessas linhagens em amostras ambientais representa uma potencial ameaça à saúde 

humana e animal.  

Finalmente, as linhagens, genes e plasmídeos identificados nas amostras ambientais 

deste estudo e que são comumente reportados em seres humanos e em animais da cadeia de 

produção de alimentos reforça a circulação dos mesmos na interface humana, animal e 

ambiental. No entanto, algumas dessas linhagens nunca foram descritas em amostras 

ambientais do mundo todo, em amostras em geral no Brasil e nem exibindo um fenótipo de 

MDR, reforçando também que o meio ambiente apresenta uma diversidade genética dentre a 

espécie de E. coli e que ele é um reservatório de bactérias MDR e de seus ARGs. Portanto, 

mais estudos são necessários para estabelecer as vias de transmissão entre os seres humanos, 

os animais e o meio ambiente para, assim, apoiar adequadamente as medidas que podem 

mitigar principalmente a propagação da AMR, reforçando a abordagem da Saúde Única. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Linhagens de E. coli MDR e potencialmente patogênicas estão circulando no meio 

ambiente (solo e água). 

 

• ARGs clinicamente relevantes foram detectados em linhagens de E. coli MDR obtidas 

principalmente de ecossistemas aquáticos. 

 

• Resistência às cefalosporinas de espectro estendido foi mediada especialmente pelo 

gene blaCTX-M localizado no cromossomo. 

 

• Resistência às fluorquinolonas e à colistina foram mediadas por ARGs localizados em 

plasmídeos ou por mutações nos seus determinantes de resistência. 

 

• Diversidade de STs com destaque para os clones de alto risco ST10, ST131, ST354, 

ST648 e ST744. 

 

• Persistência de STs e CCs ao longo de ecossistemas aquáticos. 

 

• A identificação do gene mcr-1 em plasmídeos IncX4 foi similar aos achados de outros 

plasmídeos de origens humana, animal e ambiental do mundo todo e do Brasil.  

 

• Reconhecimento da subestimação do alelo mcr-1.26 em plasmídeos IncX4 e a 

descrição do primeiro relato no mundo deste gene em amostras ambientais.  
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