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RESUMO

SOUZA, Hosana Dau Ferreira. Investigacao de Enterobacterales resistentes a colistina em
aguas residuais de abatedouro avicola: Aspectos microbioldgicos e epidemiolégicos. 56p.
Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A resisténcia a colistina representa uma grande ameaga a saude global, comprometendo a
eficacia de um dos antibidticos de ultimo recurso para infecgdes causadas por Gram-negativos
multirresistentes. Nos ultimos anos, a deteccdo de variantes modveis dos genes mcr em
ambientes associados a producao animal tem intensificado as preocupagdes quanto ao papel
desses sistemas na manuten¢do e disseminagdo de determinantes de resisténcia. Este estudo
teve como objetivo caracterizar Enterobacterales resistentes as polimixinas em aguas residuais
de um abatedouro avicola no municipio de Sao José do Vale do Rio Preto, RJ, Brasil. Entre
setembro de 2021 e junho de 2022, foram realizadas quatro coletas em trés pontos do sistema
de tratamento (efluente bruto, tanque de floculagdo e efluente tratado). Um total de 140 cepas
Gram-negativas foi recuperado, das quais 39 (27,8%) apresentaram resisténcia a colistina (CIM
> 2 pg/mL). A andalise molecular revelou a presenca de genes mcr-1 € mer-10 em 41% (16/39)
dessas cepas. O gene mcr-1 foi detectado em E. coli, K. pneumoniae e Enterobacter spp.,
enquanto o mcr-10 foi identificado exclusivamente em membros do complexo Enterobacter
cloacae. As andlises de MLST evidenciaram a ocorréncia de clones de importancia clinica
como K. pneumoniae ST15 e novos clones de interesse Ent. bugandensis ST3343, ambos
recuperados em todos os pontos do sistema, inclusive no efluente tratado. Entre as cepas de E.
coli, foram identificados sete diferentes STs, revelando a diversidade clonal e a persisténcia de
cepas ao longo do tratamento. A andlise filogenética pelo método de Clermont indicou que
todas as cepas pertencem ao grupo E. O sequenciamento gendmico completo mostrou a
presenca do plasmideo IncX4 carregando mcr-1 em K. pneumoniae ST15, além de multiplos
genes de resisténcia. Ja a cepa de Enterobacter pertencente ao complexo Enterobacter cloacae
foi identificada como sendo da espécie vomnholyi, de acordo com a andlise no TYGS, e
apresentou mcr-10 em associagdo com outros determinantes como blascr, ogxAB e fosA. Este
achado representa, a luz das evidéncias publicadas, o primeiro relato da presenga de mcr-10
em Enterobacter spp. no Brasil. Essas descobertas evidenciam que 4guas residuais de
abatedouro avicola podem atuar como importantes reservatorios ambientais de genes de
resisténcia, destacando a necessidade de vigilancia integrada e regulamentacao mais rigorosa
do uso de colistina na produgdo animal, para mitigar a disseminagdo ambiental da resisténcia a
antibioticos de ultimo recurso.

Palavras-chave: mcr, plasmideos IncX4, polimixina, satide unica.



ABSTRACT

SOUZA, Hosana Dau Ferreira. Investigation of Colistin-Resistant Enterobacterales in
Poultry Slaughterhouse Wastewater: Microbiological and Epidemiological Aspects. 56p.
Thesis (Doctor’s in Veterinary Science). Veterinary Institute, Department of Animal
Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Colistin resistance represents a major threat to global health, compromising the efficacy of one
of the last-resort antibiotics for infections caused by multidrug-resistant Gram-negative
bacteria. In recent years, the detection of mobile mcr gene variants in environments associated
with animal production has raised concerns about their role in the maintenance and
dissemination of resistance determinants. This study aimed to characterize Enterobacterales
resistant to polymyxins in wastewater from a poultry slaughterhouse located in Sdo José do
Vale do Rio Preto, Rio de Janeiro, Brazil. Between September 2021 and June 2022, four
sampling campaigns were conducted at three points of the treatment system (raw effluent,
flocculation tank, and treated effluent). A total of 140 Gram-negative isolates were recovered,
of which 39 (27.8%) showed resistance to colistin (MIC > 2 pg/mL). Molecular analysis
revealed the presence of mcr-1 and mcr-10 genes in 41% (16/39) of these isolates. The mcr-1
gene was detected in Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Enterobacter spp., whereas
mcr-10 was identified exclusively in members of the Enterobacter cloacae complex. MLST
analysis revealed the occurrence of clinically relevant clones such as K. pneumoniae ST15 and
new clones of interest, including Enterobacter bugandensis ST3343, both recovered from all
sampling points, including the treated effluent. Among E. coli isolates, seven distinct sequence
types (STs) were identified, demonstrating clonal diversity and persistence throughout the
treatment process. Phylogenetic analysis using the Clermont method showed that all E. coli
strains belonged to phylogroup E. Whole-genome sequencing revealed the presence of an
IncX4 plasmid carrying mcr-1 in K. pneumoniae ST15, along with multiple antimicrobial
resistance genes. The Enterobacter isolate belonging to the E. cloacae complex was identified
as E. vonholyi by TYGS analysis and harbored mcr-10 in association with other resistance
determinants, including blaACT, ogxAB, and fosA. To the best of our knowledge, this
represents the first report of mcr-10 in Enterobacter spp. in Brazil. These findings highlight
that poultry slaughterhouse wastewater can serve as an important environmental reservoir of
resistance genes, underscoring the need for integrated surveillance and stricter regulation of
colistin use in animal production to mitigate the environmental dissemination of resistance to
last-resort antibiotics.

Keywords: mcr, IncX4 plasmid, polymyxin, One Health.
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1 INTRODUCAO

A avicultura desempenha um papel crucial na economia global, servindo como uma das
principais fontes de proteina animal acessivel e de alta qualidade. No Brasil, essa atividade
assume uma relevancia ainda maior, posicionando o pais como um dos maiores produtores e
exportadores de carne de frango do mundo. Além disso, a carne de frango € a proteina animal
mais consumida pelos brasileiros, devido ao seu custo-beneficio (ABPA, 2025).

No entanto, a produgdo avicola apresenta um grande potencial poluidor, pois o abate,
processamento e higienizagdo consomem grandes volumes de agua, variando de 5.000 a 21.000
L por tonelada de carne. Esse processo gera aguas residuais ricas em patogenos entéricos e
matéria organica, como fibras, proteinas e gorduras. Além disso, esses efluentes podem conter
residuos de antimicrobianos, detergentes e desinfetantes usados na medicina veterinaria. O
descarte inadequado das aguas residuais pode causar polui¢gdo ambiental e riscos a saude
humana. Para melhorar as taxas de crescimento e maximizar a eficiéncia da producao, o uso de
antimicrobianos na ragdo ou na agua, como medida profilatica pode ser amplamente adotado
para prevenir infecgdes bacterianas, especialmente por espécies da ordem Enterobacterales,
naturalmente presentes no trato gastrointestinal de frangos (Savin et al., 2022).

Sabe-se, contudo, que esse uso extensivo e, por vezes, indiscriminado de
antimicrobianos na agricultura, pecuaria e em outras atividades de producdo de proteina
animal, bem como na Medicina Humana e Veterinaria, tem acelerado o processo natural de
desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana. Em 2016, Jim O’Neill publicou o relatorio
“Review on Antimicrobial Resistance” alertando para a probabilidade de um aumento dos
indices globais de resisténcia antimicrobiana para alarmantes 10 milhdes de casos em 2050,
com significativos gastos publicos na ordem de US$100 trilhdes. Em fevereiro de 2017, a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) divulgou a primeira lista de “agentes patogé€nicos
prioritarios” resistentes aos antibioticos, destacando 12 familias de bactérias que representam
uma ameaca significativa a saide humana. A iniciativa visou combater a crescente resisténcia
global aos antimicrobianos. No ano de 2024, foram incluidas 15 familias de patogenos
resistentes a antibidticos, classificados em trés niveis de prioridade: critico, alto e médio.
Dentre esses patogenos com énfase especial nas bactérias Gram-negativas multirresistentes,
como as Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de 3* geracdo e carbapenemases,
principalmente, Escherichia coli e Salmonella enterica, foram categorizadas como de
importancia critica

Entre os antimicrobianos mais administrados na avicultura, a colistina ¢ frequentemente
utilizada no tratamento de infec¢des bacterianas, especialmente causadas por microrganismos
Gram-negativos (Kempf et al., 2013). Classificada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como um dos antimicrobianos de maior prioridade e importancia critica para a saide humana
(Gehring; Mochel; Schmerold, 2023). A colistina, pertencente ao grupo das polimixinas, ¢ um
peptideo policatidnico que interage com as cargas negativas do lipopolissacarideo (LPS) da
membrana externa de bactérias Gram-negativas, deslocando ions divalentes (Ca** e Mg*")
responsaveis pela estabilidade da membrana. Essa interagdo leva a ruptura da membrana e
consequente morte celular (Quiroga, 2019; Mendes, 2009).

Estudos indicam, entretanto, que além desse mecanismo principal, as polimixinas
podem atuar por vias adicionais ainda nao totalmente elucidadas (Brodgen, 2005; Mogi, 2009).
Entre essas, destaca-se a possivel inibi¢ao da respiragdo bacteriana por meio da enzima NDH-
2 oxidorredutase (Deris et al., 2013). Além de sua potente atividade bactericida, a colistina
também apresenta efeito anti-endotoxina, ao se ligar ao lipidio A do LPS, reduzindo os niveis
séricos de endotoxina e TNF-a (Gough, 1996; Falagas, 2005).



Em contrapartida, diversas bactérias desenvolveram mecanismos de resisténcia, como
a modificacdo do LPS para reduzir a carga negativa, o aumento da expressdo de bombas de
efluxo e a formacao de capsulas protetoras. Mais recentemente, a disseminagao da resisténcia
mediada por genes moveis mcr, transmitidos por plasmideos, tem se tornado um desafio
crescente no tratamento de infecgdes humanas complexas (Li et al., 2022a; Mondal et al.,
2024a).

Os plasmideos sdao elementos genéticos extracromossomicos capazes de se replicar
independentemente do DNA cromossomico e de se transferir entre bactérias por meio de
conjugacao. Essa mobilidade permite a disseminagdo rapida de genes de resisténcia entre
diferentes espécies e géneros bacterianos, favorecendo a adaptagdo a ambientes com pressdo
seletiva de antimicrobianos. Diversos plasmideos, como os dos grupos incompativeis Incl2,
IncX4 e IncHI2, tém sido frequentemente associados & disseminacdo dos genes mcr em
Enterobacterales isoladas de humanos, animais e efluentes (Matamoros et al., 2017; Sun et al.,
2020).

Os genes mcr facilitam a transferéncia horizontal de resisténcia entre linhagens de
Enterobacterales, podendo reduzir a suscetibilidade a colistina (Xu et al., 2022a). O mcr-1 foi
o primeiro gene plasmidial de resisténcia a colistina identificado, sendo relatado pela primeira
vez na China, em 2015, em E. coli (Liu et al., 2016). Sua rapida disseminagdo global foi
detectada em bactérias oriundas de humanos, animais e do meio ambiente (Wang et al., 2020a).

Este estudo teve como objetivo pesquisar Enterobacterales resistentes a colistina em
efluentes de um abatedouro avicola em Sao José do Vale do Rio Preto, Rio de Janeiro. Além
disso, visou identificar a presenca dos genes mcr ¢ realizar a caracterizacdo clonal das
linhagens, contribuindo para a compreensdo da disseminac¢do da resisténcia bacteriana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao Avicola e o Uso de Antimicrobianos

A avicultura ocupa um papel de destaque nas diretrizes sociais € econdmicas do Brasil,
caracterizando-se pela diversidade de ragas, sistemas de producdo otimizados, altos indices de
produtividade e rigoroso controle sanitario (Schmidt & da Silva, 2018). Esses fatores sao
influenciados tanto pelas particularidades de cada regido geografica quanto pelas demandas do
mercado consumidor. A carne de frango ¢ a fonte de proteina mais consumida no Brasil e a
segunda mais consumida no mundo. Esse alto consumo estd associado a sua qualidade
nutricional, prego acessivel e versatilidade no preparo (Gregorio et al., 2020).

Desde a Revolucao Agricola, ha cerca de 1.200 anos, as galinhas tém sido criadas em
todo o mundo para a producao de carne e ovos. Segundo o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, a producao global de carne de aves aumentou de 83,3 para 103,4 milhdes de
toneladas na ultima década, e a expectativa ¢ de um crescimento adicional de 131% entre 2019
e 2050. Em 2023, os principais produtores de carne de frango foram os Estados Unidos (20%),
a China (14%) e o Brasil (14%) (Kober et al., 2024).

No Brasil, de acordo com a Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2025), a
producdo atingiu 14,972 milhdes de toneladas em 2024, exportou 5,294 milhdes de toneladas,
gerando um valor bruto de R$ 91,6 bilhdes em valor do produto de produgdo, refor¢ando a
posi¢dao do pais como um dos principais produtores e exportadores mundiais. A crescente
demanda por aves exige esforcos continuos para garantir a seguranca alimentar. Atualmente,
nao se trata apenas de disponibilizar carne de frango em larga escala, mas também de assegurar
a sustentabilidade da produgdo e a preservagdo da satide humana (Kober ef al., 2024).

Para garantir a produtividade e a saude das aves, o uso de antimicrobianos tem sido uma
pratica comum na avicultura. Esses compostos podem ser utilizados tanto para tratamento e
prevencdo de infecgdes bacterianas, especialmente por Enterobacterales, naturalmente
presentes na microbiota de galinhas, quanto como promotores de crescimento (Kipper ef al.,
2022; Pilati et al., 2024). Entretanto, o uso indiscriminado desses medicamentos tem levantado
preocupacdes sobre a resisténcia antimicrobiana, um fendmeno que pode comprometer a
eficacia dos antibidticos tanto na medicina veterinaria quanto na humana (Chen et al., 2025).
Os antibioticos mais frequentemente usados no setor avicola, incluem tetraciclina, colistina,
ciprofloxacino, tilosina, neomicina, amoxicilina, trimetoprima, sulfonamidas, doxiciclina,
eritromicina e tiamulina (Islam et al., 2024).

Estima-se que a pecudria seja responsavel por 70% do consumo global de antibioticos,
com projecoes indicando um aumento para 107.472 toneladas até 2030. Aproximadamente
73% desses antimicrobianos sdo utilizados na producdo animal, sendo a China, o Brasil, a
[ndia, os Estados Unidos e a Austréalia os principais consumidores, representando juntos 58%
do uso global (Chen et al., 2025). Diante desse cenario, medidas regulatorias tém sido adotadas
em diversos paises para restringir ou proibir o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento, visando mitigar os riscos a saude publica (Islam et al., 2024).

2.2 Gestao de Residuos na Producdo Animal e a Disseminac¢ao de Bactérias Resistentes a
Antimicrobianos

A crescente producdo mundial de carne de frango, que deve dobrar até 2050, aumenta
significativamente a gera¢do de 4guas residuais nos abatedouros (Savin et al., 2021). Os
abatedouros estdo entre as maiores fontes de corpos d'dgua poluidos, especialmente nos paises
em desenvolvimento (Zanol et al., 2024). O tratamento de aguas residuais influencia



diretamente a qualidade microbiologica das dguas superficiais. A maioria das Estagdes de
Tratamento de Esgoto (ETE) € projetada principalmente para remover matéria organica, o que,
consequentemente, contribui também para a redugao da carga de patdgenos presentes (Diallo
etal.,2013a).

O tratamento de aguas residuais em ETEs ¢ classificado em trés niveis: primario
(remogdo de solidos), secundario (degradacdo bioldgica de compostos organicos) e terciario
(tratamento quimico). A maioria das ETEs atinge apenas o tratamento secundario, que reduz
significativamente a carga orgénica e permite o descarte do efluente em corpos hidricos
(Branco et al., 2021).

No contexto normativo brasileiro, a Resolugdo CONAMA n° 430/2011 estabelece os
critérios técnicos € operacionais para o langamento de efluentes liquidos em corpos hidricos.
Segundo o Artigo 16 dessa resolugdo, o langamento direto de efluentes provenientes de fontes
potencialmente poluidoras somente ¢ permitido quando atendidos, de forma simultanea, os
padrdes e condicdes estabelecidos na legislagdo vigente. No ambito estadual, as unidades
federativas dispdem de normativas complementares, instituidas por seus respectivos 0rgaos
ambientais. No Estado do Rio de Janeiro, essa atribui¢do ¢ responsabilidade do Instituto
Estadual do Ambiente (INEA), que regula e fiscaliza os parametros para o langamento de
efluentes industriais, incluindo aqueles oriundos do abate e processamento de aves.

Destaca-se, nesse contexto, a Norma Operacional NOP-INEA-45, que define os
procedimentos e limites especificos aplicaveis ao langamento de efluentes industriais. Essa
norma contempla pardmetros como carga organica, solidos suspensos totais, pH, Oleos e
graxas, além de indicadores associados ao potencial de eutrofizagdo e a toxicidade ambiental.
O atendimento a essas exigéncias ¢ imprescindivel para a concessdo da outorga de langamento
e da licenga ambiental de operagdo, assegurando a prote¢do dos corpos receptores € a
manuten¢do da qualidade ambiental.

Esses efluentes, ricos em carga organica e microbioldgica, contém patdgenos, residuos
de antimicrobianos, detergentes e desinfetantes. Na avicultura, os residuos impactam solo, ar e
agua, comprometendo o meio ambiente e a saide humana. Além disso, as aguas residuais dos
abatedouros sdo importantes reservatorios de bactérias resistentes a antibidticos, que nao siao
completamente removidas pelos tratamentos convencionais (Savin et al., 2021).

Aguas residuais podem contribuir significativamente para a disseminagdo BRA por meio
da transferéncia horizontal de genes (THG). Esse processo ocorre entre bactérias por
conjugacado, transformac¢do ou transducdo, sendo a conjugacdo a forma mais provavel nesse
contexto, facilitada pela transferéncia de plasmideos. A aquisi¢ao de um nico plasmideo pode
conferir resisténcia multipla a medicamentos, agravando o problema (Nguyen ef al., 2021).

Além de microrganismos resistentes € genes associados a RAM, as aguas residuais
frequentemente contém contaminantes emergentes, incluindo antioxidantes, metais pesados e
residuos de antibioticos Estes ultimos, comumente utilizados na prevenc¢ao e no tratamento de
infecgdes bacterianas, sdo frequentemente administrados em excesso, tanto para estimular o
crescimento quanto para prevenir doengas nos sistemas de produgdo avicola (Xiao et al., 2024).

O tratamento inadequado de efluentes em abatedouros favorecem a liberagao de bactérias
do grupo ESKAPE (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.) € Escherichia coli.,
incluindo cepas resistentes a carbapenémicos e colistina (Savin ef al., 2020a). Nesse contexto,
intensificam-se a relevancia e a necessidade de estudos aprofundados sobre os mecanismos de
disseminagdo da resisténcia aos antimicrobianos.



2.3 Resisténcia aos Antimicrobianos

\

A resisténcia antimicrobiana configura-se como uma séria ameaca a saude publica
global, cujo avango tem se intensificado de forma alarmante nas ultimas décadas. Em 2016,
Jim O'Neill, por meio do relatério Review on Antimicrobial Resistance, destacou projegoes
criticas, alertando para o risco de uma pandemia impulsionada por infecgdes causadas por
microrganismos resistentes. Além de ocasionar graves impactos econOmicos globais,
considerando os custos diretos com tratamentos, as perdas decorrentes da reducao da
produtividade e o aumento da pressdo sobre os sistemas de saude. O surgimento de resisténcia
¢ uma resposta natural evolutiva a exposi¢ao antimicrobiana uma vez que ao longo de milhares
de anos, fungos e bactérias ambientais desenvolveram mecanismos complexos para evitar a
sua destrui¢do (Salam et al., 2023a).

Porém sabe-se que este processo natural pode ser acelerado por fatores como o uso
excessivo de antimicrobianos como o emprego de forma indiscriminada na agricultura,
pecudria e em outras atividades de producdo de proteina animal, além do uso terapéutico e
profilatico na medicina humana e veterinaria. Todas estas praticas aceleram a selecao de
bactérias resistentes que sdo disseminadas no ambiente e podem voltar a contaminar homens e
animais, perpetuando um circulo vicioso (Holmes et al., 2016).

Em fevereiro de 2017, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou a primeira lista
de “agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibioticos apresentando 12 familias de
bactérias que representam a maior ameaca para a saide humana, classificando-as em trés
niveis: critico, alto e médio (WHO, 2017). Em 2024, a Lista de Patdégenos Bacterianos
Prioritarios (LPBP) foi atualizada, a nova versdo incorpora dados mais recentes e adota uma
perspectiva  sistémica, considerando a complexidade dos determinantes clinicos,
epidemiologicos e moleculares da resisténcia. Em comparagao a edi¢do de 2017, a nova LPBP
reflete progressos no entendimento dos aspectos epidemiologicos ¢ moleculares da RAM, e
introduz uma reorganizacdo criteriosa dos patégenos prioritdrios com base em sua carga de
morbimortalidade e impacto global (Sati et al., 2025).

Entre as principais atualizagdes da LPBP, destacam-se a inclusdo de Mycobacterium
tuberculosis resistente a rifampicina e de Streptococcus pneumoniae resistente a macrolideos;
o reconhecimento da relevancia de Salmonella enterica sorotipo Typhi, Shigella spp. e
Neisseria gonorrhoeae resistentes a fluoroquinolonas, especialmente em paises de baixa e
média renda, onde esses patogenos apresentam elevada carga de doenca; além da manutencao
de bacilos Gram-negativos multirresistentes, como Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos, e Escherichia coli resistente a cefalosporinas de
terceira geragdo, no nivel mais alto de prioridade (Moore, 2025). Esses microrganismos
possuem multiplos mecanismos de resisténcia, como a produ¢do de ESBLs e carbapenemases,
além de elevada capacidade de disseminagdo por transferéncia horizontal de genes,
especialmente em regides com infraestrutura sanitaria precaria (Caliskan-Aydogan; Alocilja,
2023).

As polimixinas, especialmente a colistina (polimixina E), sdo consideradas alternativas
terapéuticas para o tratamento de infecgdes causadas por bactérias gram-negativas resistentes
aos carbapenémicos (Mendes; Burdmann, 2009). As polimixinas formam um grupo de
antibidticos com potente atividade contra bactérias gram-negativas, sendo produzidas por
cepas de Bacillus polymyxa e descritas pela primeira vez em 1947 (Mondal et al., 2024b). O
grupo ¢ composto por cinco variantes estruturalmente relacionadas, polimixinas A, B, C, D e
E (Gallardo-Godoy ef al., 2016). Dentre essas, apenas as polimixinas B e E sdo utilizadas na
pratica clinica, devido a elevada toxicidade apresentada pelas demais (El-Sayed Ahmed ef al.,
2020). As polimixinas foram amplamente utilizadas at¢ meados da década de 1980, quando
seu uso foi descontinuado em humanos, devido a nefrotoxicidade, e, passou a ser administrado



na producao animal como promotor de crescimento (Mmatli; Mbelle; Sekyere, 2022a). Apesar
de sua reintroducdo relativamente recente na pratica clinica, motivada pelo aumento de
infecgdes causadas por bactérias multirresistentes, a resisténcia as polimixinas ja representa
um desafio significativo para a saude publica (Falagas et al., 2010).

2.4 Resisténcia a Polimixina em Enterobacterales: Panorama Atual

Com o aumento expressivo de bactérias produtores de carbapenemases, a colistina foi
reintegrada a pratica clinica como uma das ultimas opg¢des terapéuticas (Andrade et al., 2020;
Azzopardiet al., 2013; Biswas et al., 2012; Falagas; Kasiakou, 2006). No entanto, o surgimento
continuo de cepas resistentes a colistina impde sérios desafios a terapéutica, reduzindo
drasticamente as opg¢Oes antimicrobianas disponiveis para tratar infec¢des potencialmente
fatais, e destacando a necessidade urgente de novas estratégias terapéuticas e desenvolvimento
de antimicrobianos (Velkov et al., 2010).

A resisténcia pode ocorrer de duas formas: resisténcia intrinseca, geralmente associada a
caracteristicas genéticas naturais da espécie bacteriana, frequentemente relacionadas a
mutagdes genéticas, sendo fenotipicamente expressa por concentracdes inibitdrias minimas
(CIMs) proximas aos pontos de corte clinicos; e resisténcia adquirida, que ocorre quando
microrganismos originalmente suscetiveis desenvolvem mecanismos de resisténcia em
resposta & exposi¢do continua ou subinibitéria ao agente antimicrobiano, resultando em
elevagdo significativa das CIMs (Girardello ef al., 2012; Nation; Li, 2009).

Do ponto de vista molecular, embora os mecanismos de resisténcia a colistina ainda nao
estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que, na maioria dos casos, envolvem modificacdes na
membrana externa da bactéria. Dentre as estratégias mais relatadas estdo: a modificacdo do
LPS, com inser¢do de grupos catidnicos como a fosfoetanolamina no lipideo A, reduzindo a
carga negativa da membrana e, consequentemente, diminuindo a afinidade da colistina; perda
completa do LPS, eliminando o alvo da droga; aumento da produg¢ao da cépsula polissacaridica,
dificultando o acesso do antibidtico a membrana; liberagdo de vesiculas de membrana que
atuam como armadilhas para a colistina; além de alteragcdes em porinas e ativagdo de bombas
de efluxo (Aghapour et al., 2019; Kim et al., 2014; Landman et al., 2008; Nation; Li, 2009;
Poirel; Jayol; Nordmanna, 2017).

Até 2015, considerava-se que a resisténcia a colistina estava restrita ao ambito
cromossomico, sendo transmitida verticalmente entre células bacterianas da mesma linhagem.
Contudo, esse entendimento mudou com a descri¢ao, na China, do gene mcr-1 (mobile colistin
resistance), que codifica uma enzima plasmidial do tipo fosfoetanolamina transferase capaz de
modificar o lipideo A, conferindo resisténcia ao antibiotico (Liu et al., 2016). A identificagdo
dessa forma de resisténcia mével gerou grande preocupacdo, por permitir a transmissao
horizontal entre diferentes espécies bacterianas, inclusive em ambientes ndo hospitalares
(Anyanwu et al., 2021; Rebelo et al., 2018; Wang et al., 2020a)

Até o momento, dez variantes do gene mcr foram descritas em varias espécies de
Enterobacteriaceae, principalmente em E. coli, K. pneumoniae e Salmonella spp. A
disseminac¢do global desses genes ¢ extensa, com presenca confirmada em mais de 70 paises.
A China lidera em diversidade, com até oito variantes diferentes detectadas, seguida por
Tailandia, Colombia, Camboja, Brasil, Bélgica e Bangladesh, que abrigam multiplas variantes
(entre trés e seis). Outros paises como Estado Unidos, Turquia, Espanha, Nigéria, Coreia do
Sul, Japao, Italia, Franga, Inglaterra e Republica Tcheca também relataram a presenca de
diversos tipos de mcr. A disseminacdo dos genes mcr estd fortemente relacionada ao uso
indiscriminado de colistina na agropecuaria, sendo amplificada por plasmideos conjugativos,
como os do tipo IncHI2 (Mmatli; Mbelle; Sekyere, 2022b; Zhang et al., 2021).



No Brasil, o primeiro relato da presenca de bactérias da ordem Enterobacterales
portadoras do gene mcr-1 ocorreu em 2016, em cepas de E. coli isoladas de amostra clinica
humana na regiao Nordeste. Desde entao, multiplos estudos tém documentado a ocorréncia de
outros genes da familia mcr: mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-7, em diferentes estados brasileiros.
Esses genes tém sido detectados em uma ampla variedade amostras, como animais domésticos,
carcagas e carne de frango, suinos, perus, golfinhos, aves silvestres e amostras humanas (Costa-
Janior et al., 2023).

A detecgao de clones endémicos de Enterobacterales representa um risco significativo a
saude publica, tornando essencial a vigilancia epidemioldgica baseada em ferramentas
moleculares, como a tipificagdo por MLST (Multilocus Sequence Typing) e a classificagdo
filogenética pelo método de Clermont. Essas abordagens permitem o mapeamento de clones
de alto risco, reconhecidos pela Organizagcdo Mundial da Satide (OMS) como prioridade critica,
devido ao seu potencial de disseminacao intersetorial. Reforcando, a necessidade de estratégias
integradas sob a perspectiva de Uma s6 Saude (One Health), como o uso racional de
antimicrobianos, o fortalecimento das medidas de biosseguranca e a substitui¢do da colistina
na produgdo animal (Anyanwu et al., 2023; De Koster et al., 2024)

2.5 Tipificacdo Molecular

A tipificacdo molecular constitui uma ferramenta essencial para a caracteriza¢do genética
de microrganismos patogénicos, permitindo a andlise detalhada de suas relagdes
epidemioldgicas e contribuindo para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle de
infecgdes. Essa abordagem ¢ amplamente empregada na investigacdo de surtos e epidemias,
tanto em ambientes comunitdrios quanto hospitalares, bem como no monitoramento de
infeccdes endémicas (Regua-Mangia, 2015).

A caracterizagdo de isolados com altaqadro resolucdo ¢ fundamental em estudos
epidemiologicos, sendo a MLST amplamente reconhecida como método de referéncia para
tipificacdo bacteriana. Essa técnica analisa multiplos loci de genes conservados, integrando
informagdes derivadas de transferéncia genética vertical e horizontal, com elevada
reprodutibilidade e portabilidade. O uso de bancos de dados online, como o PubMLST,
padroniza a nomenclatura e possibilita a comparagdo global de isolados, auxiliando na
investigacdo de surtos, no monitoramento de linhagens e na compreensdao da evolucdo
bacteriana (Maiden ef al., 2013).

Embora o MLST seja amplamente empregado para a tipificacdo de E. coli, o
conhecimento do sequence type (ST) de uma cepa ndo fornece, de forma direta, informagdes
sobre sua afiliagdo a um filogrupo. Os filogrupos refletem a trajetéria evolutiva das cepas,
indicando o surgimento de novas caracteristicas a partir de um ancestral comum. Sua
determinagdo permite classificar £. coli com base em atributos genéticos e fenotipicos, como
nicho ecoldgico, provavel origem fecal, adaptagdes especificas e potencial de viruléncia,
conforme demonstrado no quadro 1 (Clermont; Gordon; Denamur, 2015).

Com esse objetivo, Clermont e colaboradores desenvolveram, no ano 2000, um método
de PCR baseado na presenca ou auséncia dos genes chud e yjaA, e do fragmento TspE4.C2,
capaz de classificar E. coli em quatro filogrupos principais (A, B1, B2 e D), apresentando alta
concordancia com as classificacdes obtidas por MLST. Posteriormente, com o avango das
analises gendmicas, foi identificado um nimero maior de filogrupos. Assim, em 2013, o
método foi refinado para um PCR quadruplex, com a inclusao do gene arpA e de dois PCRs
alelo-especificos, permitindo a delimitacdo de sete filogrupos: A, Bl, B2, C, D, E e F
(Clermont; Bonacorsi; Bingen, 2000; Clermont ef al., 2013).



Quadro 1. Clados de E. coli: tipificagdo, local de isolamento e caracteristicas associadas

Clermont Type / |Local de Isolamento Associacio ~ ce .
oc . . Informacées Adicionais
Clade Tipico Principal
Intestino humano e . Baixa viruléncia; geralmente comensal;
A . . Humano e animal .08 .
animal, ambiente resisténcia variavel.
BI Intestlnq animal, Animal e ambicnte Algumas cepas .paAtog.emcas (ETEC, STEC);
ambiente resisténcia comum.
Urina, sangue, SNC Alta viruléncia (UPEC, EXPEC); resisténcia
B2 Humano
(humanos) crescente.
Intestino humano e . Geralmente comensal; baixa viruléncia;
C . Humano e ambiente A s -,
ambiente resisténcia variavel.
Intestino, urina, Viruléncia intermediaria; comum em ITU;
D Humano A .
sangue resisténcia variavel.
E Humanos e animais Misto Pode conter STEC e c.n’ltras cepas; resisténcia
variavel.
.. | Misto (com foco em Associado a EXPEC; viruléncia alta;
F Humanos e animais N
humano) resisténcia frequente.
G Humanos e animais Misto Novo grupo com genes de viruléncia;
resisténcia moderada.
Clade T Solo., agua, intestino Ambiente/Animal Pouco virulento; resisténcia ambiental
animal selvagem observada.
Ambient intesti . . . e e .
Clade II mbiente € eSO 1 4 1 biente/Animal Semelhante ao Clade I; baixa viruléncia.
de animais
Clade TII Ambiente (aguas Ambiente Criptico; nao patogenlf:oi pqsswel
superficiais) reservatdrio de resisténcia.
Clade IV Ambiente Ambiente Resisténcia ambiental.
. . Perfil distinto; potencial resisténci
Clade V Ambiente, esgoto Ambiente CTHL GISHmo; potenclal resisieicla a
multiplos farmacos.
. . P terizado; 1 ecologi
Clade VI Raramente isolado Ambiente uco caracter1zaco, papel €cologlco
desconhecido.

Fonte: Clermont et al., 2015.




3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e Amostragem

Foram realizadas quatro coletas entre setembro de 2021 e junho de 2022, nos pontos
identificados como: P1- efluente bruto, P2 - pds tanque de floculagdo e P3 — efluente tratado
(Figura 1), em um abatedouro no municipio de Sao Jos¢ do Vale do Rio Preto, situado na regido
Serrana do Estado do Rio de Janeiro, drea onde ocorre o desague do rio Preto. O municipio
configura-se como o principal polo de producao avicola em nivel regional, concentrando
aproximadamente 100 unidades de criacdo intensiva. A regido também ¢ caracterizada por
expressiva atividade agricola, com destaque para o cultivo de hortalicas como, chuchu,
abobrinha, berinjela e pepino, destinadas majoritariamente ao abastecimento da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro. Adicionalmente, a area de estudo abriga remanescentes de
Mata Atlantica, bioma tropical megadiverso e prioritario para a conservagdo, protegido por
unidades de conservacdo de diferentes esferas administrativas, as quais desempenham papel
essencial na preservacao da biodiversidade e dos recursos hidricos regionais (Parente ef al.,
2019).

As amostras foram coletadas em recipiente estéril de vidro no volume de 2 litros por
amostra, transportadas ao Laboratério de Microrganismos de Referéncia/INCQS/Fiocruz para
o processo de filtragdo e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro para processamento fenotipico das colonias.
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Figura 1. Pontos de coleta: P1- efluente bruto, P2 - pos tanque de floculagdo e P3 —

efluente tratado.



3.2 Isolamento e Identificacao

As amostras foram concentradas em membranas de 0,22 um, através do processo de
filtracdo a vacuo, inoculadas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI) e incubadas a 35
°C £ 1 °C por 18 a 24 h. Apds esse periodo, com auxilio de alga de platina, aliquotas do caldo
BHI foram semeadas em meios seletivos para bactérias Gram-negativas (dgar MacConkey -
HiMedia® e agar Eosina Azul de Metileno - HiMedia®). As placas foram incubadas em estufa
a35° £ 1°C por 18 a 24 h. Apos o crescimento, foram isoladas colonias com diferentes
caracteristicas morfologicas.

As colonias bacterianas selecionadas foram submetidas a espectrometria de massa como
fonte de ionizag¢do e dessor¢do a laser assistida por matriz - MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization) e o analisador de massas do tipo tempo-de-voo- TOF (Time-of-Flight),
que permite a comparacao do espectro de massas de um microrganismo com os espectros de
referéncia de cepas conhecidas, possibilitando a classificacao e identificagdo com mais rapidez
e acuracia do que os métodos convencionais (Angeletti, 2017; Cherkaoui et al., 2010).

Cada cultura bacteriana foi transferida para a microplaca (96 MSP, Bruker — Billerica,
EUA) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionado 1 ul acido férmico 70% (Sigma-Aldrich®).
Em seguida, 1 puL de solucdo da matriz (4cido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico diluido em
acetonitrila 50% e acido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado para cobrir o
extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os espectros de cada amostra foram gerados
em um espectrometro de massa (MALDI-TOF LT Microflex Bruker, Bruker®) equipado com
laser de 337nm de nitrogénio no modo linear controlado pelo programa FlexControl 3.3
(Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massa entre 2.000 e 20.000 m/s e,
posteriormente, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®), com as
configuragdes padronizadas para identificagcdo bacteriana. O programa confronta os espectros
da amostra desconhecida com amostras de referéncia em um banco de dados. Os resultados
obtidos variam em uma escala que vai de zero a trés, sendo que quanto maior o valor na escala,
mais confiavel ¢ a identifica¢do. Considerou-se como uma identificagdo aceitavel aquelas que
apresentaram valores > 2.000, indicando, de acordo com o FlexControl software 3.3, como
uma identificacao segura de género e provavel de espécie (Rodrigues ef al., 2017). Este método
foi realizado em parceria com o Instituto Nacional de Doengas Infecciosas/Fiocruz.

3.3 Teste de Triagem

Os isolados foram submetidos ao teste de triagem, que teve como objetivo a detecgdo
da suscetibilidade a colistina (polimixina E). Para isso, foi utilizada a concentracdo inibitéria
minima (CIM) pelo método de microdilui¢do em caldo, considerando a tabela de pontos de
corte para resisténcia segundo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BRCAST, 2025).

Inicialmente, os isolados foram previamente cultivados em agar Mueller-Hinton (MH).
Para o preparo da placa de 96 pocos (figura 2), em um microcubo foi produzida uma solugao
estoque de 2560 pg/mL de colistina e, entdo, transferido 12,5 pL da solu¢do estoque para 4 mL
de caldo Mueller-Hinton com ajuste de cation (CAMHB). A distribui¢dao nos pogos se deu com
a aplicacao de 100 uL de CAMHB sem antimicrobiano em todos os pogos das colunas: 1, 3, 5,
7,9¢e 11 e, 100 pL do tubo contendo meio CAMHB com polimixina em todo os pogos das
colunas: 2, 4, 6, 8, 10 e 12. A preparacao do indculo foi feita partir da cultura pura, onde uma
algada foi inserida em solugdo salina (NaCl 0,5%), com turbidez a 2 McFarland (6,0 x 108
c€lulas/mL) para a obten¢ao de uma suspensao padronizada com o auxilio do densitdmetro
para a leitura da turvacdo Densitometro Densichek Plus ou similar. O in6culo entdo foi aplicado
em todos os pocos e as placas foram incubadas em estufa a 35 °C £ 1,0 °C por 18 hrs £ 2 hrs.
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Ap0Os o periodo de incubagado, o crescimento microbiano ¢ registrado como “C” (crescimento)
ou “@” (auséncia de crescimento). Os pogos com crescimento ficaram na coloragdo rosada
devido a solugao reveladora adicionada. Como controles positivo e negativo do teste, foram
utilizadas cepas provenientes da CCVSU (Setor de Arqueas do Laboratorio de Microrganismos
de Referéncia — INCQS/Fiocruz).

A padronizagdo do ensaio resultou na elaborag¢dao do Procedimento Operacional Padrao
(POP) 65.3230.079 do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS/Fiocruz).

Caldo + Bactéria + Antimicrobiano

| N 'S S S

B — Branco
~ - S - > - e CN — Controle Negativo
E O OO & ) @) @) € D @ @ CP — Controle Positivo

1 I 1 I ! 1

Caldo + Bactéria

Figura 2. Triagem da suscetibilidade a colistina.

3.4 Determinacio da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) da Polimixina

A concentracdo inibitéria minima (CIM) a colistina dos isolados foi determinada
seguindo as orientacdoes do BrCAST (BrCAST, 2025). A microdilui¢cao em caldo foi realizada
em placa de 96 pogos, com CAMHB, contendo dilui¢des seriadas de sulfato de colistina nas
seguintes concentracdes: 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256 ¢ 512 ng/mL.

Para cada isolado, foi preparada uma suspensao bacteriana em tubo contendo 3 mL de
solucdo salina 0,5% (NaCl), na escala 2 de McFarland (6,0 = 108 células/mL) com o auxilio do
densitometro para a leitura da turvacdo (Densitometro Densichek Plus ou similar. Apos o ajuste
da suspensdo bacteriana, foi diluido 2 pL. do inéculo, em microtubo contendo 1998 ul de
CAMHB para obter uma solu¢do com concentragdo 9,0 £ 10° células/mL. Foram distribuidos
100 pL da suspensdao ajustada nos pogos contendo as dilui¢cdes seriadas, descritas
anteriormente, sendo a placa selada e incubada a 35 °C £ 1 °C por 18 a 24 h. Ap6s 24 horas de
incubagdo, foi adicionada uma solu¢do reveladora para leitura do crescimento microbiano,
onde 0s pogos com crescimento, apresentaram coloracao rosa, conforme ilustrado na figura 3.
Como controle foram utilizadas a cepa sensivel Escherichia coli WDCM 00013 e a cepa
resistente Escherichia coli CCVSU 7107.
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Figura 3. Determinacdo da concentragdo inibitoria minima da colistina.

3.5 Pesquisa de Genes mcr pela PCR

As cepas com CIM maior ou igual a 2 ug/mL foram submetidos a extracdo do DNA
gendmico utilizando o kit Bio Gene Extracdo de DNA (Bioclin), de acordo com as instrugdes
do fabricante. A pureza e a quantidade de DNA foram mensuradas no espectrofotometro
NanoDrop 2000C (NanoDrop Technologies, Willmington, DE), e todas as amostras foram
diluidas a 10 ng/pL para a normalizagdo da concentragdo e armazenadas a -20 °C.

A deteccdo dos genes mcr-1, mcr-2, mer-3, mcr-4, mer-5 (Rebelo et al., 2018), mcr-6,
mcr-7, mcr-8, mer-9 (Borowiak et al., 2020) e mcr-10 (Mentasti et al., 2021) foi realizada por
PCR convencional. Cada reacdo de volume final de 25 pL, contendo 0,2 uM de cada iniciador
(Quadro 2), 1X GotTaq G2 Mastermix (Promega), 20 ng de DNA alvo e agua ultrapura
(Nuclease-Free Water — Ambion) para completar o volume. Como controle negativo, foi
utilizada a cepa de referéncia E. coli WDCM 00013, enquanto os controles positivos incluiram
as cepas E. coli CCVSU 7107 (mcr-1), Acinetobacter baumannii CCVSU 7523 (mcr-4.3), E.
coli CCBH 25606 (mcr-35), além de 4dgua livre de nucleases como branco da reagdo. Os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 1 hora a 60 V, utilizando
tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X, e corados com GelRed (BIOTIUM). O DNA ladder
(Invitrogen) 100 bp, foi utilizado como padrdo de peso molecular. Apos a eletroforese, as
bandas foram visualizadas no fotodocumentador L-Pix Touch Transilluminator (Loccus).

12



Quadro 2. Iniciadores especificos para deteccdo dos genes mcr

Gene alvo Sequéncia do iniciador (5°-3°) Tamanho do Referéncia

fragmento (pb)
;  F:AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 120
mer= R: AGATCCTTGGTCTCGGCTTG

,  F:CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT T1s
mer- R: TCTAGCCCGACAAGCATACC

F: AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG
mcr-3 R: AATGGAGATCCCCGTTTTT 929 Rebelo et al., 2018

mer-d F: TCACTTTCATCACTGCGTTG 1116
e R: TTGGTCCATGACTACCAATG

mer-3 F: ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 1644
e R: TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG

ers | AGCTATGTCAATCCCGTGAT )5y
cr- R: ATTGGCTAGGTTGTCAATC

F: GCCCTTCTTTTCGTTGTT

mer-7 R GGTTGGTCTCTTTCTCTCGT 331 Borowiak ef al..
org T TCAACAATTCTACAAAGCGTG 056 2020

R: AATGCTGCGCGAATGAAG
erg T TICCCTTTGTTCTGGTTG o1

R: GCAGGTAATAAGTCGGTC

F: GCAATAACCCGACGCTGAAC Mentasti et al.,
mer-10- . GTAACGCGCCTTGCATCATC 366 2021

3.6 Determinac¢ao do Perfil de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

O teste de suscetibilidade antimicrobiana (AST) foi realizado nas cepas com CIM maior
ou igual a 2 mg/L, pelo sistema VITEK2® (BioMérieux) com cartdo AST-408, de acordo com
as instrugdes do fabricante (Quadro 3) e interpretagdo dos resultados conforme Comité
Brasileiro de Testes de Sensibilidade (BrCAST, 2025). A cepa Escherichia coli WDCM 00013
foi utilizada como controle de qualidade.

Quadro 3. Antimicrobianos testados e seus respectivos pontos de corte, segundo o BrCAST

(2025)

Ponto de corte p/ CIM (mg/L)

Classes Antimicrobianos S I R
Amoxicilina/Ac. clavulanico 8 - >8
Piperacilina/Tazobactam 8 - > 8
Ertapenem 0,5 - >0,5
B-lactamicos Meropenem 2 4-8 > 8
Cefepima 1 2-4 >4
Ceftriaxona 1 2 >2
Cefuroxima 8 - >8
Cefalexina 16 - > 16
Aminoglicosideos Amlcac%n?l 8 i -8
Gentamicina 2 - >2
Fluoroquinolonas Ciprofloxacino 0,25 0,5 >0,5
Norfloxacino 0,5 - > 0,5
Sulfonamidas Trimetoprima/Sulfametoxazol 2 4 >4
Agentes diversos Fosfomicina 8 - > 8

Legenda: R: Resistente, I: Intermediario, S: Sensivel
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3.7 Analise da relacio clonal
3.7.1 Tipificacgao filogenética por MLST

Os isolados com a presenca de gene mcr, foram selecionados para andlise de relacao
clonal através da técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST). Foram realizadas
amplificacdes por PCR de fragmentos internos de genes housekeeping de acordo com género
bacteriano: Escherichia coli (Jolley; Bray; Maiden, 2018); Enterobacter spp. (Miyoshi-
Akiyama et al., 2013); Klebsiella pneumoniae (Diancourt et al., 2005), e sequenciados em
duplicata com terminadores fluorescentes (BigDye; Applied Biosystems, Foster City, CA) no
sequenciador SeqStudio Genetic Analyzer (Thermofisher) conforme instru¢des do fabricante.
O SeqScape Software v4.0 (Thermofisher) foi utilizado para avaliar a qualidade das leituras
geradas, e remogao de nucleotideos ambiguos e de sequéncias com score inferior a 30. O
mesmo software foi responsdvel pela montagem das sequéncias. As sequéncias foram
depositadas nos bancos de dados Klebsiella Sequence Typing do Pasteur Institute MLST
Database (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/) e PubMLST de Oxford
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) para determinacdo dos alelos e os tipos sequenciais
(Sequence Typing (ST)). A partir da definicdo dos STs foi realizada a construgdo de arvores
Minimal Spanning Tree (MST) para avaliar a relacdo entre os STs encontrados neste estudo,
com base nos dados das fontes de isolamento de todos os isolados depositados no Brasil,
incluindo os isolados que foram depositados deste estudo.

3.7.2 Tipificacao filogenética de E. coli

As cepas de E. coli portadoras do gene mcr foram submetidas a técnica de tipificacdo
filogenética proposta por Clermont et al., 2013. Utilizando uma reacdo de PCR multiplex
baseada na detec¢do de quatro marcadores genéticos: arpA, chuAd, yjaA e o fragmento de DNA
TspE4.C2. Cada reagdo de volume final de 10 pL, contendo 0,2 pL de cada iniciador, 2X
GotTaq G2 Mastermix (Promega), 20 pL de DNA alvo e 4dgua ultrapura (Nuclease-Free Water
— Ambion) para completar o volume. Como controle interno, foi utilizada a cepa de referéncia
E. coli ATCC 25922. A PCR foi realizada nas seguintes condigdes: desnatura¢ao por 4 min a
94 °C, 30 ciclos de 5sa 94 °C e 10 s a 59 °C e uma etapa final de extensao de 5 min a 72 °C.
Todos os primers foram utilizados na mesma reagdo. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% a 60 V, utilizando tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X,
e corados com GelRed (BIOTIUM). O DNA ladder (Invitrogen) 50 bp foi utilizado como
padrdo de peso molecular. Apods a eletroforese, as bandas foram visualizadas no
fotodocumentador L-Pix Touch Transilluminator (Loccus). Para a determinacao do filogrupo,
foi utilizado o esquema de Clermont ef al., 2019, conforme figura 4.

14



Figura 4. Esquema para determinacdo de tipificagdo filogenética de E. coli. Fonte:

Clermont et al., 2019.

3.8 Sequenciamento Gendmico e Analise Bioinformatica

As linhagens de K. pneumoniae e Enterobacter spp., isoladas do efluente tratado e
portadoras, dos genes de resisténcia mcr-1 e mcr-10, respectivamente, pertencentes a0 mesmo
tipo sequencial (ST) de todos os pontos de amostragem, foram selecionadas para o
sequenciamento completo do genoma. A biblioteca foi preparada utilizando Illumina DNA
prep kit (Illumina Inc, EUA) e o sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina)
disponivel no INCQS (Rede Gendmica da Fiocruz). Os nucleotideos ambiguos com base no
indice de qualidade e nas sequéncias do adaptador foram entdo aparados usando a ferramenta
Fastp (Chen et al., 2018), as sequéncias com um Phredscore inferior a 30 foram removidas. A
montagem de novo de leituras aparadas e sequéncias de alta qualidade foi realizada em
Unicycler (Wick et al.,2017). A qualidade dos genomas montados foi avaliada usando BUSCO
v5.8 (Manni et al., 2021). A avaliagdo gendmica da resisténcia antimicrobiana foi realizada
utilizando o RGI do CARD para investigar a presenca de GRA adquiridos e o ResFinder para
avaliar as mutagdes que induzem a resisténcia (Alcock et al., 2023). Os plasmideos foram
avaliados usando PlasmidFinder v2.1 (Carattoli; Hasman, 2020) e ViralVerify (Antipov et al.,
2020). Elementos genéticos mdveis também foram avaliados usando MobileElementFinder
v1.0.3 (Johansson et al., 2021). Para verificar os fatores de patogenicidade e viruléncia (VFs),
foram utilizados PathogenFinder v2.0 (Florensa et al., 2025) e VirulenceFinder 2.0 (Tetzschner
et al., 2020), respectivamente. A constru¢dao das representagdes circulares do plasmideo e do
cromossomo foi realizada com o auxilio do software Proksee.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Identificaciao

Foram recuperadas um total de 140 cepas Gram-negativas, a partir de diferentes etapas
do sistema de tratamento de efluentes (ETEs) do abatedouro. Destes, 44% (62/140) foram
identificados como Escherichia coli, sendo 52% (32/62) provenientes do efluente bruto (P1),
21% (13/62) do tanque de floculagdo (P2) e 27% (17/62) do efluente tratado (P3). Linhagens
do género Enterobacter corresponderam a 19% (27/140), sendo 59% (16/27) no P1,22% (6/27)
no P2 e 19% (5/27) no P3. Bactérias do género Klebsiella representaram 26% (37/140), sendo
51% (19/37) provenientes do P1, 22% (8/37) do P2 e 27% (10/37) do P3. Citrobacter freundii
foi identificada em dois dos isolados (2/140), sendo um do P1 e um do P2. Morganella
morganii correspondeu a trés (3/140) cepas, todas oriundas do P1. Em relagdo ao género
Serratia foram identificadas 7 cepas correspondentes a 5% (7/140), sendo 71% (5/7)
provenientes do P1 e dois (2/7) do P3. Apenas um isolado um (1/140) foi identificado como
Proteus vulgaris, oriundo do P1. Da mesma forma, Kalamiella piersonii foi identificada em
apenas um isolado um (1/140), proveniente do P2 (Figura 5).
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Figura S. Distribui¢do das cepas de Enterobacterales, com seus respectivos pontos de coleta.

Zhou e colaboradores (2024) acompanharam 140 aves durante 42 dias, e demonstraram
que 91,4 % das amostras de cloaca continham E. coli (128 de 140). Além disso, 50 % das
amostras de gaiolas (35/70) e 35,7 % (27/70) das ragcdes também apresentaram E. coli. Zhou et
al.,(2024).

No presente estudo, a prevaléncia de E. coli nos trés pontos na ETE avicola pode estar
relacionada, principalmente, & microbiota intestinal das aves. Sua prevaléncia em abatedouros
avicolas, bem como na agua, equipamentos, ra¢do, gaiolas e esgoto dos aviarios, também esta
relacionada a diversos fatores ambientais e biologicos. Além disso, durante a criagdo e o
processo de abate, a contaminagao fecal ocorre naturalmente, pois a E.coli ¢ excretada pelas
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aves nas fezes (Fairbrother; Nadeau; Gyles, 2005). Vale ressaltar, que E. coli possui elevada
capacidade de sobrevivéncia em diferentes condi¢des ambientais, principalmente na presenca
de matéria organica, que favorece sua persisténcia e propagacao (Brennan et al., 2010). Outro
fator importante ¢ o manejo intensivo, caracteristico da avicultura, que, aliado a alta densidade
populacional ¢ ao acimulo de residuos fecais, potencializa a disseminagdo dessa espécie
bacteriana no ambiente. Estes dados reforcam a necessidade de praticas rigorosas de higiene e
biosseguridade para o controle dessa bactéria. Segundo Kuana et al., 2009, as medidas de
profilaxia ambiental de abatedouros avicolas representam um aspecto essencial na economia e
contribuem para a controle de contaminagao por Salmonella, E. coli, Campylobacter, entre
outros, a0 mesmo tempo reduzem a disseminagdo de patogenos e genes de resisténcia.

Um estudo realizado na Franga avaliou a prevaléncia de Escherichia coli patogénica e
produtora de PB-lactamase de espectro estendido (ESBL) em efluentes de uma estacdo de
tratamento de esgoto municipal que recebe contribuigdes tanto de esgoto urbano quanto de
residuos de abatedouros. Foram analisados 1.248 isolados quanto a presenca de genes de
viruléncia associados a E. coli enterohemorragica (EHEC), enteropatogénica atipica (aEPEC)
e extraintestinal patogénica (EXPEC). Os resultados demonstraram que cepas potencialmente
patogénicas sdo capazes de resistir aos processos convencionais de tratamento secundario,
sendo ainda detectadas no efluente tratado (Diallo et al., 2013b). Além disso, um outro estudo
envolvendo dois abatedouros avicolas na Alemanha, investigou a presenca de bactérias
produtoras de ESBL em meio de cultura seletivo e diferencial. Em um dos abatedouros, foi
observada a prevaléncia de 75% (6/8) de espécies do Complexo Acinetobacter e 25% (2/8) de
Escherichia coli (Savin et al., 2020). No segundo abatedouro, espécies do Complexo
Acinetobacter também foram prevalentes com 75% (6/8) das cepas, seguido por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Em outro estudo Nunes ef al., (2024)
também obteve 229 linhagens, sendo 221 Enterobacteriaceae € 8 Pseudomoneaceae, de
efluentes de abatedouro avicola, sendo que 19 foram obtidas de efluentes tratados. As espécies
mais frequentes neste estdgio final do tratamento foram Klebsiella pneumoniae, seguida
Citrobacter freundii. Assim como no presente estudo, estes estudos também verificaram a
presenca de diferentes espécies bacterianas a partir de efluentes tratados. Estes achados
reforcam o papel dos sistemas de tratamento como possiveis reservatorios de patdgenos de
importancia clinica, muitas vezes associados a resisténcia antimicrobiana.

4.2 Determinacio da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da Polimixina

As 140 cepas pertencentes a ordem Enterobacterales foram submetidas ao teste de
triagem para avaliacdo da suscetibilidade a colistina. As linhagens que apresentaram
crescimento em meio contendo concentra¢do > 2 ug/mL foram selecionadas para a realizacdo

do teste CIM, totalizando 39 cepas (Figura 6; anexo A).
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Figura 6. Distribuicdo das cepas de Enterobacterales, resistentes a colistina, e seus respectivos
pontos de coleta.

Dessas 39, 46% (18/39) foram provenientes de efluente bruto (P1), sendo seis E. coli,
trés Klebsiella spp. e nove Enterobacter spp. (Figura 7).
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Figura 7. Cepas resistentes a colistina, com suas respectivas CIMs do efluente bruto (P1).
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Vinte e seis por cento das cepas (10/39) foram do ponto (P2) apds o tanque de
floculacdo, sendo duas E. coli, duas Klebsiella spp. e seis Enterobacter spp. (Figura 8).
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Figura 8. Cepas resistentes a colistina, com suas respectivas CIMs do tanque de floculacao
(P2).

No ponto P3, foram detectadas 28% (11/39) das espécies, incluindo seis E. coli, uma
K. pneumoniae e quatro Enterobacter spp. (Figura 9).

P3

2
Hlebsiella sp.
u Enterobacter 5p.
I u Escherichia coli

2ugml  dugml Eugml 236ugml =312
ugmlL

N" de Cepas

(=

CIM

Figura 9. Cepas resistentes a colistina, com suas respectivas CIMs do tanque efluente tratado
(P3).
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Savin et al. (2022) identificaram 185 cepas de Klebsiella spp. em aguas residuais
tratadas de abatedouros de aves e suinos, sendo que os isolados provenientes do abatedouro
avicola apresentaram as maiores taxas de resisténcia a colistina, possivelmente relacionadas ao
uso frequente desse antimicrobiano na avicultura. A identificacdo dessas linhagens em
ambientes de abate reforca a necessidade de tecnologias avangadas de tratamento de aguas
residuais, bem como de monitoramento molecular ampliado, uma vez que alimentos e efluentes
podem atuar como reservatorios de determinantes méveis ainda ndo descritos, favorecendo a
transferéncia horizontal de resisténcia e limitando as opgdes terapéuticas disponiveis (Savin et
al., 2022).

Estudos recentes demonstram a ocorréncia significativa de Enterobacterales resistentes
a colistina em efluentes de origem animal. Na Croacia, Klebsiella spp. € outras espécies da
ordem Enterobacterales foram isoladas de efluente tratado, apresentando taxas de resisténcia a
colistina de 40% entre os isolados de Klebsiella spp. e 57% entre as cepas de Enterobacter spp.
(Puljko et al., 2024). De forma semelhante, Homeier-Bachmann et al., 2021 investigaram
aguas residuais provenientes de sete abatedouros e revelaram a presenca de Enterobacterales
resistentes a colistina em 54% das cepas oriundas de abatedouros avicolas e em 21% das
provenientes de abatedouros de suinos, evidenciando que os efluentes de origem animal podem
atuar como reservatorios relevantes de bactérias multirresistentes, mesmo apos o tratamento
convencional.

As ETEs, apesar de sua fungao essencial na protecao ambiental, apresentam limitacdes
substanciais em relagdo a remogdo eficiente de bactérias resistentes e genes de resisténcia
associados (Michael et al., 2013; Rizzo et al., 2013a). No entanto, essas ETEs convencionais
sdo majoritariamente projetadas para remover matéria orginica, nutrientes e so6lidos em
suspensdo, € ndo sdo especificamente desenvolvidas para eliminar microcontaminantes
emergentes, como antibidticos, genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAs) e as proprias
bactérias resistentes (Manaia et al., 2016)

Em consequéncia disso, diversos estudos tém demonstrado que tanto BRAs quanto
GRAs podem sobreviver aos processos de tratamento e ser liberados no ambiente por meio do
efluente tratado (Bouki; Venieri; Diamadopoulos, 2013; Rizzo et al., 2013b). Além disso,
ressaltam a importdncia do monitoramento continuo da resisténcia antimicrobiana em
ambientes ambientais como parte de uma abordagem integrada de uma s6 satide unica,
considerando os impactos potenciais para a saidde humana, animal e ambiental.

4.3 Deteccao de Genes mcr

As 39 cepas que apresentaram resisténcia a colistina foram submetidas a andlise
molecular para a deteccdo dos genes de resisténcia mcr-1-10. Dentre essas, 41% (16/39)
apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados (Anexo B). No P1, foi detectado o gene
mcr-1 em trés cepas de E. coli, além de um isolado de Enterobacter sp. e K. pneumoniae. No
mesmo ponto, o gene mcr-10 foi identificado na cepa de Ent. bugandensis (Figura 10).
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Figura 10. Cepas resistentes a colistina portadoras de gene mcr do efluente bruto (P1).

No ponto de coleta P2, o gene mcr-1 foi detectado em cepas de E. coli, K. pneumoniae
e Ent. hormaechei. A presenca do gene mcr-10 também foi encontrada em Ent. bugandensis
neste ponto (Figura 11).
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Figura 11. Cepas resistentes a colistina portadoras de gene mcr do tanque de floculagdo (P2).
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No ponto de coleta P3, o gene mcr-1 foi identificado em isolados de E. coli e K.
pneumoniae, enquanto o gene mcr-10 foi novamente detectado na cepa de Ent. Bugandensis
(Figura 12).
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Figura 12. Cepas resistentes a colistina portadoras de gene mcr do efluente tratado (P3).

A presenga do gene mcr-1 foi revelada em efluente de abatedouro localizado nas
proximidades do rio Dawen, na China, que recebe aguas residuais previamente tratadas. A
presencga de mcr-1 foi demonstrada em 20% das cepas analisadas (4/20) (Wang et al., 2021).
A CIM de colistina das cepas positivas variou entre 4 € 8 pg/mL. Embora a frequéncia do gene
mcr-1 em E. coli oriundas de aguas residuais tratadas permaneca relativamente baixa em escala
global, esses achados destacam a importancia do monitoramento continuo e do gerenciamento
adequado de efluentes, considerando os potenciais riscos ambientais e epidemioldgicos
relacionados a disseminagdo de genes de resisténcia (Wang ef al., 2021).

De forma semelhante, Savin et al. (2020) realizaram um estudo em abatedouros de aves
e suinos na Alemanha, onde foram rastreados os genes mcr-1 a mcr-9 em cepas recuperadas de
efluentes avicola e suinicola. Apenas o gene mcr-1.1 foi detectado em 70,8% das cepas de E.
coli e 20,6% dos de K. pneumoniae. As CIMs de colistina de E. coli - mcr-1.1 variaram entre
4 e 8 mg/L, enquanto as cepas de K. pneumoniae apresentaram niveis mais elevados de
resisténcia, com valores entre 4 e >64 mg/L. Esses genes foram detectados em todos os pontos
amostrados, incluindo a 4gua de escaldagem e os efluentes das esta¢des de tratamento internas,
evidenciando o papel dos abatedouros como potenciais disseminadores de bactérias resistentes
a colistina no ambiente (Savin et al., 2020b).

Nos Estados Unidos, Tyso et al. (2020) avaliaram 105 cepas provenientes de carne de
varejo (frango, peru, suino e bovino), das quais 99 pertenciam ao género Salmonella enterica
e seis eram E. coli. Todas as cepas analisadas eram portadoras do gene mcr-9. No entanto,
foram classificadas como suscetiveis a colistina segundo os pontos de corte do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para Enterobacterales (CIM <2 pg/mL) (Tyso et al.,
2020). Isso também foi observado por Xedzro et al. (2025), que relataram a deteccdo de mcr-
10 em Enterobacter xiangfangensis produtora de ESBL isolada de frutos do mar. Apesar de
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apresentar perfil multidroga resistente, apresentou suscetibilidade a colistina. Esses estudos
reforcam que a presenca de mcr ndo implica necessariamente em resisténcia fenotipica a
colistina. Tal discrepancia pode ser atribuida a baixa expressao génica, variantes com atividade
enzimatica reduzida, menor nimero de copias plasmidiais ou ao custo adaptativo elevado
associado a manutencao e expressao desses genes (Xedzro et al., 2025). Assim, ressalta-se a
importancia de se avaliar de forma integrada os dados genotipicos e fenotipicos no contexto da
resisténcia a colistina, especialmente em ambientes criticos como abatedouros, onde ha risco
de disseminag¢do para a cadeia alimentar e para o meio ambiente.

4.4 Perfil de Suscetibilidade aos Antimicrobianos em Linhagens carreando Genes mcr

As 16 cepas que apresentaram gene mcr, foram submetidas ao teste de suscetibilidade
antimicrobiana. As cepas de E. coli portadoras do gene mcr (n = 8) submetidas a testes de
suscetibilidade a 14 agentes antimicrobianos com o objetivo de caracterizar seu perfil
fenotipico de resisténcia. Cem por cento das E. coli (8/8) cepas apresentaram resisténcia a
piperacilina/tazobactam (PPT), cefalexina (CFE) e cefuroxima (CRX), 87% (7/8) foram
resistentes a ceftriaxona (CRO), enquanto 75% (6/8) foram sensiveis a amoxicilina/acido
clavulanico (AMC), 50% (4/8) foram resistentes cefepime (CPM). Entre os aminoglicosideos,
14% (1/8) foi resistente a amicacina (AMI) e 62% (5/8) para gentamicina (GEN). Na classe
das quinolonas, ciprofloxacino (CIP) e norfloxacino (NOR) apresentaram resisténcia em 71%
(5/8) e 75% (6/8), respectivamente. O sulfametoxazol/trimetoprima (SUT) revelou 57% (4/8)
de resisténcia, enquanto a fosfomicina (FOS) apresentou 75% (6/8) de sensibilidade entre as
cepas. Entre os carbapenémicos, observou-se 87% (7/8) de resisténcia a ertapenem (ERT), com
apenas um isolado sensivel. Por outro lado, meropenem (MER) apresentou 75% (6/8) de
sensibilidade e dois casos com perfil intermediario.

As cepas de Enterobacter sp. foram testadas frente a 13 antimicrobianos. Os
antimicrobianos CRX, CFE e AMC apresentaram 100% (5/5) de resisténcia entre os isolados.
Nos aminoglicosideos AMI ¢ GEN, observou-se 100% (5/5) de sensibilidade. Nos
carbapenémicos, observou-se 80% (4/5) de resisténcia a ERT. Enquanto, MER apresentou 80%
(4/5) de sensibilidade e um isolado com perfil intermedidrio. A cefalosporina de terceira
geragdo CRO, apresentou 80% (4/5) de resisténcia, enquanto a cefalosporina de quarta geracao
CPM, mostrou 60% (3/5) de sensibilidade e um isolado intermediario. As quinolonas, CIP e
NOR apresentaram sensibilidade em 80% (4/5) e 60% (3/5) dos isolados, respectivamente. No
beta-lactamico PPT, observou-se resisténcia em 80% (4/5). E SUT apresentou 80% (4/5) de
sensibilidade.

As cepas de K. pneumoniae apresentaram 100% (3/3) de resisténcia frente a dez
antimicrobianos, dos 13 testados. Observando-se 100% (3/3) sensiveis ao carbapenémico MER
e aos aminoglicosideos AMI e GEN (Tabela 1).

De acordo com os resultados, as 16 cepas incluindo oito E. coli, seis Enterobacter sp. e
trés K. pneumoniae do presente foram classificadas como multidroga resistentes (MDR) de
acordo com os critérios estabelecidos por Magiorakos et al. (2012). Esses dados indicam o
potencial risco de liberagdo de microrganismos multirresistentes no ambiente, mesmo apos o
tratamento dos efluentes (Magiorakos et al, 2012). Homeier-Bachmann et al. (2021)
investigaram a presenca de Enterobacterales produtoras de ESBL e resistentes a colistina em
aguas residuais de sete abatedouros (suinos e avicolas). Foram isoladas 55 cepas, todas
resistentes a piperacilina, 95% a cefuroxima e ceftazidima, e 89% a cefotaxima. A resisténcia
a ciprofloxacina foi observada em 53% dos isolados, a tetraciclina em 47% e a gentamicina em
9%. Todos os isolados foram suscetiveis ao meropenem e imipenem. Vinte isolados (36%)
apresentaram resisténcia a colistina. Do total, 25 cepas foram provenientes do abatedouro
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avicola, incluindo 19 E. coli e seis K. pneumoniae, todas com perfil MDR. Enterobacterales
resistentes a colistina foram detectadas em 54% das amostras de origem avicola. Nao foi
detectada resisténcia a carbapenémicos. Os autores destacam a contribui¢do dos abatedouros
para a disseminagdo de bactérias resistentes em ambientes aquaticos devido ao descarte direto
de efluentes em corpos hidricos (Homeier-Bachmann et al., 2021a).

Em um estudo recente, foram analisadas amostras de 4guas residuais de varias etapas de
uma estacdo de tratamento de efluentes, resultando no isolamento de 42 K. pneumoniae. Todas
as cepas apresentaram resisténcia a tetraciclina e a trimetoprima, enquanto foram observadas
taxas variaveis de resisténcia a B-lactamicos: oito cepas a ceftriaxona, sete a cefotaxima e seis
a ceftazidima. Entre os aminoglicosideos, sete isolados foram resistentes a gentamicina e um a
amicacina. A resisténcia a colistina foi detectada em oito cepas, embora nenhum gene mcr
tenha sido identificado. Quanto as fluoroquinolonas, dez isolados foram resistentes ao acido
nalidixico e oito a ciprofloxacina. Nao foi detectada resisténcia a carbapenémicos. Sessenta por
cento (9/15) das amostras da entrada da estagdo foram MDR, em comparagdo com o tanque de
sedimentacdo (47%) e o efluente tratado (37,5%) (D1 Cesare et al., 2024).
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Tabela 1. Perfil de Suscetibilidade aos Antimicrobianos de cepas portadoras de gene mcr.

Género C%VS AMC PPT CFE CRX CRO CPM FERT MER AMI GEN CIP NOR SUT  FOS
0781 =32 64 =64 264 32 05 4 4 4 216 1 2 230 225
0786  >32 >128 >64 64 64 16 0.5 4 2 2 ] 4 ] <16
9803 § =128 64 =64 =64 =32 025 1 4 =216 = 16 <20 | =256
Escherichia 9820 8 64 64 =64 =64 232 025 1 2 4 > >16  »320 <16
coli 9834 8 64 >64 =64 =64 >3 025 1 2 2 > >16 2320 <16
0908 <2 64 >64 264 05 05 | <012 1 4 2 ) 230 <16
11011 8 64 =64 =64 32 <012 1 2 4 4 <006 <05 <20 32
11168 8 64 >64 264 32 025 025 2 i 4 <006 <05 <20 32
9820 =32 >128 >64 i 32 2 4 8 4 <1 <006 <05 =320 -
0830 16 >4 264 i > 64 4 <012 05 4 <1 2 516 40 i
E’”‘jf‘zgme o821 | 232 2128 264 - 32 N 2 <1 <006 1 <0 -
0844  >32 =128 >64 264 1 05 1 1 2 <1 <006 <05 <20 i
0990 >3 >128 64 64 32 2 4 2 2 <1 <006 <05 <20 i
9999  >32 >128 =64 64 64 =32 2 8 <1 24 =16 =320 -
Kebsiella 100" >3 >128  >64 64 >64 >3 >3 1 8 <1 >4  >16 2320 -
P?’!EIA'FPEGP'!.EHE — — — - - — - — — - —
11596 >32 =128 >64 =64 =64 >3 1 0.5 4 <1 24 =16 =320 -

Legenda: A tabela apresenta os antimicrobianos testados e suas respectivas CIMs. A representacdo por cores indica o perfil de sensibilidade: branco para isolados suscetiveis, cinza para resistentes
¢ azul para aqueles com perfil intermediario. ppt -Piperacilina/Tazobactam; cfe — cefalexina; crx — cefuroxima; cro - ceftriaxona; amc - amoxicilina/acido clavulanico; cpm -cefepime; ami —
amicacina; gen — gentamicina; cip -ciprofloxacino; nor — norfloxacino; sut - sulfametoxazol/trimetoprima; fos — fosfomicina; ert — ertapenem; mer — meropenem.
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4.5 Analise da relacao clonal
4.5.1 K. pneumoniae carreando mcr-1

As relagdes clonais das 3 cepas de K. pneumoniae mcr-1 apresentaram seus tipos
sequenciais (STs) de acordo com as analises de MLST (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/).
Trés cepas de K. pneumoniae (CCVSU 9999, 11002 e 11596) provenientes de trés pontos de
coleta: efluente bruto (P1), etapa intermediaria (P2) e efluente tratado (P3) foram alocadas no
ST15. Além disso, as trés cepas apresentaram o gene mcr-1. Das 1792 cepas ST15 no banco
de dados, de diferentes origens, foram selecionados 1162 de 61 paises, para elaborar o mapa
de distribui¢do desse ST ao redor do mundo, uma vez que o restante nao continha informagdes
(ano, pais e/ou local de isolamento). Cada ponto representa a presenca de pelo menos um
isolado de K. pneumoniae ST15 em um pais, com base em dados de vigilancia genomica. A
distribuicao mostra a ampla disseminagao global desse clone de alto risco (Figura 13).
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Figura 13. Distribui¢do global de Klebsiella pneumoniae ST15.

Legenda: O mapa apresenta a distribui¢ao geografica de isolados de Klebsiella pneumoniae pertencentes ao Sequence Type 15 (ST15) reportados
em diferentes paises ao redor do mundo. As cores representam a origem da amostra: Animal; Ambiental; © Animal de Fazenda; |

Humano; e “ Animal Selvagem.
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A figura 14 apresenta a distribui¢ao temporal de registros de K. pneumoniae ST15 no
mundo entre 1988 € 2025. Observa-se que os primeiros relatos da linhagem ocorreram de forma
esporadica nos anos 1990, com uma intensificacdo significativa a partir de 2012. O periodo
entre 2013 e 2018 registra o maior nimero de linhagens, refletindo a emergéncia e
disseminagdo global dessa espécie, frequentemente associada a resisténcia a multiplos
farmacos, incluindo carbapenémicos. Apds 2018, os registros apresentam uma leve reducao,
embora a ocorréncia da linhagem permaneca constante até os anos mais recentes, indicando
que o ST15 continua circulando globalmente e representa um clone de alto risco em ambientes
hospitalares. Esse padrao temporal reforca a relevancia do monitoramento continuo de ST15
devido ao seu potencial epidémico e a disseminagdo de genes de resisténcia criticos.
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Figura 14. Distribuicdo temporal de registros de K. pneumoniae ST15 no mundo entre 1988 e 2025.

Legenda: A cores representam a origem da amostra: ' Animal;

Ambiental; ©* Animal de Fazenda; ™ Humano; e “ Animal Selvagem.
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K. pneumoniae possui ampla distribui¢ao ecologica, ocorrendo em humanos, animais,
plantas, solo, dgua e efluentes, o que indica seu potencial de circulacdo entre ambientes clinicos
¢ ambientais. Sua presen¢a em aguas residuais tratadas decorre principalmente de descargas
humanas e da resisténcia aos processos de tratamento. Cepas virulentas e multirresistentes
podem sobreviver e proliferar no ambiente, e a deteccdo de clones idénticos (ST11, ST15,
ST17, ST258, ST147) em hospitais e efluentes sugere fluxo bidirecional mediado por
elementos genéticos moveis (Rocha et al., 2022).

Em julho de 2024, uma cepa de K. pneumoniae foi isolada de hemocultura de um
paciente internado na UTI de um hospital na Grécia. Essa apresentou resisténcia a todos os 8-
lactamicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e a colistina, sendo identificado como
pertencente ao ST15. O sequenciamento genomico revelou a presenga de multiplos genes de
resisténcia, incluindo blavim-1 € blanpm-1, além de blactx-m-15, blatem-1, blaoxa-1 € blasnv-2s
(Tsolakidou et al., 2025).

Um estudo recente avaliou 150 cepas de K. pneumoniae resistentes a pelo menos um
carbapenémico, isoladas de pacientes de UTI em trés hospitais de diferentes regides da China
entre 2019 e 2021. Foram identificados 28 STs distintos, sendo ST11 o mais frequente (50,7%;
76/150), seguido pelo ST15 (22%; 33/150). O ST15 difere do ST11 por apenas dois alelos.
Apesar da distancia geografica entre as cidades e das diferentes caracteristicas clinicas dos
pacientes, os perfis e mecanismos de resisténcia foram semelhantes, sugerindo ampla
disseminag@o nacional de clones dominantes de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos,
possivelmente facilitada pela mobilidade populacional (Xu et al., 2022c).

Chi e colaboradores, caracterizaram cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de
ESBL a partir de 231 amostras ambientais (incluindo esterco de porco, dguas residuais, solo,
vegetais, sedimentos, dgua potavel, agua e sedimento de rio, e fezes de aves selvagens). Foram
identificadas 14 cepas positivas para ESBL, distribuidas em 13 STs distintos, entre eles ST11,
ST15, ST101 e ST258, considerados clinicamente relevantes por sua associagdo com
resisténcia a carbapenémicos em amostras clinicas globais. O ST15 produtor de ESBL foi
previamente relatado em surtos hospitalares na Holanda e Hungria, enquanto variantes
resistentes a carbapenémicos foram descritas na Bulgaria, Portugal, Vietna e Nepal. Os achados
reforcam a importancia de investigar o papel do ambiente na transmissao e disseminagao de K.
pneumoniae produtora de ESBL, bem como seu potencial impacto na saude humana e
ambiental (Chi ef al., 2019).

4.5.2 Enterobacter spp. carreando mcr-10 e mcr-1

Das cinco cepas de Enterobacter spp. carreando o gene mcr, foi possivel avaliar apenas
quatro. Dessas, as relacdes clonais foram determinadas por meio da andlise de MLST,
utilizando a ferramenta disponivel no site PubMLST
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_ecloacae_seqdef). Foram identificados dois tipos de
sequéncia (STs): ST3343 e ST339. Trés cepas (CCVSU 9821, CCVSU 9844 e CCVSU 9992)
foram classificadas como ST3343, sendo isoladas nos trés pontos de coleta. A cepa CCVSU
9839 foi caracterizada como ST339 e isolada no efluente bruto. Em relacao aos determinantes
de resisténcia, as cepas pertencentes ao ST3343 apresentaram o gene mcr-10, enquanto a cepa
do ST339 apresentou o gene mcr-1.

O ST339 ja havia sido reportado anteriormente em uma amostra de origem humana,
isolada em 2019 na cidade de Uberaba, Minas Gerais, Brasil, o que reforga sua relevancia em
contexto clinico e sugere que esse clone circula entre isolados de importancia médica (Isolate
Information: 1d-811 (PDT000720785.1) — Enterobacter spp.. Isolates, n.d.). A detec¢do desse
ST em efluente bruto no presente estudo pode indicar a disseminacdo de clones previamente
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descritos em ambiente hospitalar para matrizes ambientais, possivelmente via descargas
urbanas ou industriais, ampliando o risco de transferéncia de resisténcia.

Por outro lado, o ST3343 foi identificado pela primeira vez neste estudo e, apos
deposito no banco de dados PubMLST, passou a ser considerado um novo tipo de sequéncia.
O fato de esse novo ST ter sido recuperado em diferentes pontos de coleta sugere sua adaptacgao
e potencial dissemina¢do no ambiente aquatico, o que ¢ particularmente relevante diante da
presenca concomitante de genes de resisténcia, como o mcr-10. Esse achado destaca a
importancia do monitoramento de ambientes impactados por atividades agropecuarias e de
saude publica, uma vez que a emergéncia de novos clones em efluentes pode representar uma
via de introducdo de linhagens resistentes na comunidade e no meio ambiente.

4.5.3 E. coli carreando mcr-1

As relagdes clonais das oito cepas de E. coli foram determinadas por MLST, utilizando
a ferramenta disponivel no site PubMLST
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst escherichia seqdef). Foram identificados sete STs:
ST350, ST1204, ST2172, ST744, 744CC, ST10, ST10183, além de um ST ndo determinado.
Quanto a distribuicdo nos diferentes pontos de coleta, trés isolados (CCVSU 9786, 11011 e
11168) foram obtidos do efluente bruto, duas cepas (CCVSU 9803 e 9998) foram detectadas
no tanque pos-floculacdo e trés isolados (CCVSU 9781, 9820 e 9834) foram recuperados do
efluente tratado, conforme demonstrado na tabela 4. A presenga de multiplos STs nos diferentes
pontos do sistema de tratamento evidencia a diversidade clonal, sugerindo a persisténcia e
potencial disseminag@o de clones de E. coli resistentes no meio ambiente (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo de cepas de E. coli portadoras do gene mcr-1 por ST e ponto de coleta.

Cédigo da Cepa ST CC Ponto Estacio
CCVSU 9786 1204 P1
CCVSU 11011 10 P1
CCVSU 11168 10183 P1
CCVSU 9803 2172 P2
CCVSU 9998 & P2
CCVSU 9781 * 350 P3
CCVSU 9820 744 P3
CCVSU 9834 * 744 P3

Legenda: *ST ndo determinado

Para a construcao da arvore filogenética dos diferentes STs das oito cepas de E. coli,
foram inicialmente recuperadas 1090 linhagens a partir da busca realizada no PubMLST,
provenientes de distintas origens. Dentre esses, foram selecionados 479, distribuidas em 37
paises, para compor a analise filogenética global, uma vez que os demais ndo apresentavam
informacdes completas sobre ano, pais e/ou local de isolamento (Figura 15).

31



ST 744

ST 1204

continent

B Europe [207]

|| North America [155]
I Asia [110]

| | Oceania [32]

W Africa [12]

[ 1South America [11]

Figura 15. Sequence types (STs) de E. coli identificados no presente estudo, segundo dados
do PubMLST.

Legenda: Distribuicdo geografica de diferentes STs de E. coli entre os anos de 1971 e 2024.
Os circulos representam os continentes onde foram reportados isolados, e os setores dos
graficos de pizza indicam a propor¢do relativa das principais fontes (humana, animal,
ambiental e alimentos).

A analise da distribui¢do geografica mostrou que os STs identificados em nosso estudo
apresentam ampla disseminagdo global, com predominancia na Asia, seguida por registros na
Europa, América do Norte e América do Sul. Esse achado sugere que determinados STs
circulam em diferentes nichos ecoldgicos e paises, reforcando sua importancia epidemiologica.

A maior frequéncia de relatos na Asia pode estar relacionada ao uso intensivo de
antimicrobianos na produc¢do animal, especialmente de polimixinas, pratica ainda comum em
alguns paises do continente, favorecendo a selecdo e disseminagdo de clones resistentes. Além
disso, a elevada densidade populacional e a intensa producdo agropecudria podem contribuir
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para a manuten¢ao desses STs no ambiente e sua transferéncia entre humanos, animais e
efluentes (Mulchandani et al., 2023).

Embora diversos relatos de ocorréncia estejam disponiveis em nivel mundial, no Brasil
o0s registros sdo escassos, com apenas quatro cepas reportadas no PubMLST desde 1998, sendo
trés de origem ambiental e uma de origem animal.

Ap6s a pandemia, Fuga et al. (2022) conduziram um levantamento do cenario brasileiro
da resisténcia antimicrobiana ao longo de 45 anos (1974-2019), no qual foram avaliadas 167
cepas de E. coli provenientes da interface humano—animal-ambiente, isoladas em 40 cidades
distribuidas por 16 estados com maior densidade populacional. Nesse conjunto, foram
identificados 69 tipos distintos de STs, incluindo quatro novos, além da detec¢ao de clones
internacionais de relevancia epidemiologica, tais como ST10, ST38, ST117, ST131, ST224,
ST354,ST410, ST457, ST648 e ST744. Os STs mais frequentemente associados a hospedeiros
humanos foram ST131, ST410 e ST354, enquanto em animais predominaram ST131 e ST648.
Entre cepas ambientais e alimentares, destacaram-se ST38 e ST10, sendo este ultimo
previamente relatado como predominante em diferentes paises europeus e asiaticos.
Notavelmente, o ST744 foi identificado em uma amostra humana carreando simultaneamente
os genes blakpc-2 e merl.l, ressaltando sua importancia clinica e epidemiologica. Esse
panorama genético demonstra a ampla circulacdo de clones internacionais no Brasil,
evidenciando sua adaptagdo a multiplos nichos e hospedeiros, sob a perspectiva Uma So6 Satde,
reforcando a necessidade de vigilancia e uso racional de antimicrobianos, diante do
agravamento da resisténcia no pais, especialmente apos a pandemia de COVID-19 (Fuga et al.,
2022).

Além disso, Fuga e colaboradores (2025) analisaram 32 amostras de carne de varejo —
12 de frango, 10 bovinas e 10 suinas — provenientes de sistemas de producao convencionais
e livres de antibitticos, coletadas entre agosto de 2019 e fevereiro de 2020 em supermercados
da cidade de Sao Paulo. Das 32 amostras, foram recuperadas 14 cepas de E. coli, sendo 12
provenientes de frango e duas de suinos, das quais nove foram selecionadas para andlise
detalhada. A tipificacdo molecular revelou diversos STs, incluindo ST38, ST57, ST117,
ST350, ST443, ST15579, ST2179, ST2040 e ST3258. Destaca-se o ST350, previamente
relatado em frangos na China e nos EUA, identificado neste estudo também em carne de frango
de sistema convencional, evidenciando o papel da carne de varejo como reservatorio e
potencial via de transmissao de clones resistentes na interface humano-animal-ambiente (Fuga
et al.,2025).

Em Xangai, foi identificada uma cepa clinica de E. coli ST744 carreando
simultaneamente os genes blacrx-m-6s, blaoxa-1 € mer-1.1. Essa cepa foi detectada entre 145
amostras fecais coletadas no periodo de setembro de 2021 a janeiro de 2022. Além de sua
ocorréncia em amostras clinicas, E. coli tem sido amplamente reportada em carne crua e em
amostras fecais de animais e humanos na China, evidenciando o risco de transmissao
interespécies e a necessidade de vigilancia continua (Feng ef al., 2023).

No sul da China, foi avaliada a ocorréncia de E. coli sul3-positiva em animais entre
2015 e 2017. Das 150 amostras analisadas, 142 cepas de E. coli foram recuperadas, dos quais
46 apresentaram o gene sul3, distribuidos em 12 STs distintos. O ST746 foi o tipo
predominante em galinhas, seguido pelo ST156 nesse mesmo hospedeiro. Outros STs
detectados incluiram ST10, ST641 e ST101 em galinhas e suinos, € ST2178 em caes e suinos.
Embora os STs ST23, ST156 e ST10, previamente associados a humanos, sendo o ST10 o mais
comum em cepas de E. coli de urina humana, tenham apresentado baixa frequéncia, sua
deteccdo evidencia a necessidade de atengdo a transmissao potencial entre humanos e animais,
reforcando a importancia da vigilancia continua na interface humano-animal (Li et al., 2022b).
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Um estudo realizado na Africa do Sul, entre 2016 ¢ 2017, analisou 520 amostras, sendo
270 de 4gua ambiental (escoamento superficial; efluentes de abatedouros bovinos; efluentes de
fazendas de gado, porcos e galinhas; aguas residuais clinicas de um hospital universitario e
amostras de trés rios) e 250 de fezes clinicas. Nesse estudo, quatro cepas de E. coli EHEC
O157:H7 foram selecionadas para analise clonal por MLST, que identificou trés tipos de
sequéncia (STs): ST10, ST11 e ST1204. As cepas oriundas de dois rios distintos pertenciam
ao mesmo ST (ST1204), enquanto a cepa de um terceiro rio foi classificada como ST11 ¢ a
cepa do efluente de abatedouro bovino como ST10. Observou-se a predominancia de EHEC
O157:H7 em amostras ambientais quando comparadas as clinicas. A deteccdo de STs
previamente associados a surtos em diferentes matrizes ambientais indica um potencial risco a
saude publica, especialmente para trabalhadores de abatedouros, consumidores de agua nao
tratada e individuos que ingerem alimentos de origem animal mal-cozidos. Além disso, a
presenca desses clones no ambiente sugere a possibilidade de sua disseminagdo clonal em
diferentes nichos, ampliando as oportunidades de exposi¢cdo humana (Bolukaoto ef al., 2019).

Haenni e colaboradores (2017), analisaram 1398 cepas de E. coli quanto a presenga dos
genes mcr-3 € blactx-m-55, identificando 36 isolados positivos, detectadas em bezerros doentes
na Franca, entre 2006 e 2016. A analise por MLST demonstrou a predominancia do ST744
(29/36), indicando uma disseminacdo epidémica desse clone. A ocorréncia de E. coli ST744 ja
foi relatada em humanos, animais de produgao e aves silvestres, reforgando sua relevancia sob
a perspectiva Uma S6 Saude (Haenni et al., 2017).

A deteccao de diversos STs de E. coli em diferentes contextos geograficos e
hospedeiros, incluindo humanos, animais de produgdo e ambientes, evidencia a necessidade de
estratégias de vigilancia e controle da resisténcia antimicrobiana fundamentadas no conceito
Uma S6 Satude. Assim, torna-se imprescindivel fortalecer a vigilancia epidemioldgica,
promover o uso racional de antimicrobianos ¢ implementar medidas de controle efetivas para
limitar a disseminagdo de clones multirresistentes, tanto em ambito nacional quanto global
(Almeida Da Silva ef al., [S.d.]; Salam et al., 2023D).

4.5.4 Tipificacdo ilogenética de E. coli

Das 62 cepas de Escherichia coli identificadas, 13% (8/62) apresentaram resisténcia a
colistina associada a presenca do gene mcr. A analise por MLST revelou diversidade clonal
entre os isolados. Adicionalmente, com base na classificagdo filogenética proposta por
Clermont et al., 2013, todas as cepas foram atribuidas ao grupo filogenético E.

Clermont ef al. (2021) investigaram a diversidade genomica e a estrutura populacional
do filogrupo E de E. coli, a partir da andlise de 144 cepas de diferentes continentes, hospedeiros
e estilos de vida, representando a diversidade do grupo filogenético. Os resultados revelaram
que o filogrupo E apresenta alta diversidade genética, abrigando cepas representativas de
diversos patotipos clinicos (como EXxPEC, EPEC, STEC) e portadoras de multiplos genes de
resisténcia e viruléncia (Clermont ef al., 2021).

Zhuge et al. (2021) analisaram 1.332 cepas de E. coli obtidos de frangos doentes na
China, no periodo de 2012 a 2017. A partir da tipificacao filogenética proposta por Clermont,
as cepas foram distribuidas em oito filogrupos, sendo identificadas as seguintes frequéncias:
19,1% no grupo A, 16,3% em B1, 18,7% em B2, 8,4% em C, 12,2% em D, 21,7% em F, 1,4%
em E e 2,2% atribuidas ao Clade I (Zhuge et al., 2021).

Um estudo realizado no México, em um abatedouro bovino, analisou 336 amostras
(agua, superficies, carcagas e fezes), sendo 83,3% (280/336) positivas para E. coli. Estas, foram
analisadas e classificadas em grupos filogenéticos, conforme proposto por Clermont et al. E,
classificaram como 49,6% (139/280) das cepas pertencentes ao Filogrupo A, 17,5% (49/280)
ao Filogrupo BI, 15,7% (44/280) ao Filogrupo B2 e 17,1% (48/280) no Filogrupo D. Os
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isolados fecais (15,7% (44/280)) e de carcaga (12,5% (35/280)) constituiram a maior
porcentagem de filogrupos patogénicos (B2 + D), seguidos pelas amostras de agua (4,2%
(12/280)) e superficies (0,3% (1/280)) (Vazquez-Villanueva ef al., 2023).

Savin e colaboradores, investigaram dois abatedouros, um avicola e outro suinicola,
localizados na Alemanha, com o objetivo de avaliar a diversidade de bactérias do grupo
ESKAPE (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.) e E. coli. No abatedouro avicola, seis
cepas de E. coli foram identificadas potencialmente patogénicas (ExPEC) em amostras de agua
escaldante, evisceradores e efluente da area de produgdo. Dentre essas, trés pertenciam ao
filogrupo F, duas ao grupo E e uma ao grupo B2. Em contrapartida, no abatedouro suinicola,
observou-se menor ocorréncia de EXPEC, com apenas duas cepas identificadas, ambas
classificadas no filogrupo B2 (Savin et al., 2020%).

Kelly et al. (2024) analisaram 737 cepas de Escherichia coli isoladas de 260 pogos
artesianos privados no Canadd, entre 2019 e 2021. As cepas foram distribuidas entre os oito
principais filogrupos: A (29,9%), B1 (33,0%), B2 (22,8%), C (1,1%), D (11,8%), E (0,4%), F
(0,3%) e G (0,8%). Nenhum isolado foi atribuido aos clades cripticos de E. coli (Kelly et al.,
2024).

A predominancia do filogrupo E em nosso estudo, especialmente associada a resisténcia
a colistina, sugere que este grupo pode atuar como reservatorio ambiental de genes de
resisténcia, refor¢ando a importancia do monitoramento continuo de efluentes para avaliagao
do risco de disseminacao de clones resistentes dentro do contexto Uma So Saude.

4.6 Sequenciamento Genomico

Foram detectadas cepas de K. pneumoniae ST15 e Ent. Bugandensis ST3343,
portadoras do gene mcr-1 € mcr-10, respectivamente nos trés pontos de coleta analisados (P1,
P2 e P3). No entanto, foram selecionadas para o sequenciamento completo do genoma somente
as cepas do efluente tratado (P3), K. preumoniae ST15 (CCVSU 9999) Ent. Bugandensis
ST3343 (CCVSU 9821).

4.6.1 K. pneumoniae Carreando mcr-1

A cepa CCVSU 9999 mcr-1positivo foi confirmada como K. pneumoniae por meio do
Type Genome Server (TYGS) (Meier-Kolthoff; Goker, 2019). A predi¢do pelo PathogenFinder
indicou 89% de probabilidade de ser um patdgeno humano. O sequenciamento gendmico
revelou a presenca de quatro plasmideos e multiplos genes de resisténcia, incluindo blacrx-r-2,
blacrx-m-1s, sul-1, blaspy-2s, oxa-1, tem-1 e gnrEl, que corresponderam ao perfil fenotipico de
suscetibilidade, previamente observado. Além disso, o software PlasmidFinder identificou o
plasmideo tipo IncX4 portador do gene mcr-1.18 (Figura 16).
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Figura 16. Representacao circular do plasmideo Pccvsu9999.
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Plasmideos do tipo IncX4 s3o portadores predominantes do gene mcr-I em
Enterobacterales. Pequenos (~32-34 kb), altamente conjugativos € com estrutura gendmica
compacta e conservada, esses plasmideos facilitam a disseminacdo global da resisténcia a
colistina em humanos, animais, alimentos e ambientes agricolas. Os plasmideos IncX4 foram
identificados em diversas espécies bacterianas, especialmente E. coli, mas também S. enterica,
K. pneumoniae, P. aeruginosa e Enterobacter spp., em amostras clinicas, animais, alimentos e
ambientes por todo o mundo (Figura 17) (Touati et al., 2025).
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Figura 17. Distribui¢ao global do plasmideo IncX4 em diferentes espécies bacterianas.
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Foi descrito, na China, o primeiro relato de uma cepa de K. pneumoniae ST15 isolada
de pintinhos mortos em uma granja, carreando simultaneamente os genes mcr-1.1, mcr-8.1 e
ESBLs (blactx-m-s5, blactx-m-65). A andlise gendmica revelou a presenca de seis plasmideos,
destacando-se do tipo IncFIl, portador de mcr-8.1 e um do tipo Incl2, carregando mcr-1.1 e
blacrx-m-55, ambos com moddulos de transferéncia conjugativa completos, evidenciando o
potencial para disseminacdo horizontal desses determinantes de resisténcia. Esses achados
demonstram a relevancia de K. pneumoniae ST15 como clone de alto risco, capaz de atuar
como reservatorio de multiplos genes de resisténcia em ambientes de producdo avicola,
representando uma ameaca direta a saude publica (Cui et al., 2025).

Em 2017, foi relatado no Quénia o primeiro registro do gene mcr em amostra clinica, a
partir de um paciente hospitalizado. Foi detectada uma cepa de K. pneumoniae ST15 carreando
o gene mcr-8 associado a plasmideos dos grupos IncR e IncHI1B, previamente relacionados a
mobilizacao desse determinante de resisténcia. Esse achado ¢ particularmente relevante, pois
evidencia ndo apenas a disseminacdo de clones de alto risco, mas também a importancia da
vigilancia continua e do controle da disseminagdo de genes moveis de resisténcia a colistina
em diferentes cendrios epidemiologicos (Kyany’a; Musila, 2020).

Entre junho e setembro de 2016, foram coletadas 7.401 amostras de swab retal de
individuos saudaveis em 30 provincias da China, das quais 59 isolados foram identificados
como Klebsiella spp. Oito cepas portavam o gene mcr-1 e, por WGS, foram atribuidas a sete
STs distintos, incluindo duas ST15, que apresentaram coexisténcia de mcr-1 e mcr-8. No ST15,
mcr-1 estava localizado no cromossomo, enquanto nos demais isolados os genes mcr-1 e mcr-
8 estavam associados a plasmideos IncHI2, IncX4, IncHI2/IncN e IncFIA. As cepas
apresentaram ampla disseminagdo e alta diversidade clonal, indicando emergéncia isolada em
adultos saudaveis. Esses dados reforcam que o ST15 ¢ um vetor clonal importante para a
disseminagdo de genes modveis de resisténcia a colistina e multiplos genes de resisténcia,
incluindo ESBLs (Lu ef al., 2020).

Os resultados do presente estudo corroboram com a crescente disseminagao global de
K. pneumoniae ST15 portadora do gene mcr-1, especialmente associada a plasmideos IncX4.
Desta forma, torna-se necessaria a vigilancia epidemioldgica e adogdo de medidas de controle
rigorosas para prevenir a disseminacdo de K. pmneumoniae ST15 portadora de mcr-1,
especialmente em ambientes de producdo animal e unidades de terapia intensiva hospitalares.
A implementagdo de politicas que restrinjam o uso indiscriminado de colistina em animais € a
promogao de praticas de controle de infeccao sdo fundamentais para conter a propagagdo dessa
ameaca a saude publica (Berglund, 2019).

4.6.2 Enterobacter spp. Carreando mcr-10 e mcr-1.

A cepa CCVSU 9821, pertencente a uma linhagem clonal tnica (ST3343), apresentou
o gene mcr-10, que até onde ¢ de nosso conhecimento, representa o primeiro relato no Brasil.
A 1identificacdo da espécie como Ent. Vonholyi foi confirmada por meio do Type (Strain)
Genome Server (TYGS) (Meier-Kolthoff; Goker, 2019). A cepa apresentou probabilidade >
96% de ser patogeno humano pelo PathogenFinder. Foram encontrados diversos genes de
resisténcia, incluindo o mer-10, blaact, 39rior, e 0qxAB, que correspondem ao perfil fenotipico
de suscetibilidade previamente observado (Figura 18).
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A espécie Enterobacter vonholyi sp. nov. foi proposta pela primeira vez em 2020, a partir
de um estudo conduzido na Alemanha que analisou 42 cepas de enterobactérias resistentes a
antibioticos isoladas de produtos frescos comercializados no varejo. Nesse estudo, a espécie foi
inicialmente identificada em amostras de manjerona (Cho et al., 2021).

Desde a identificacdo do gene mcr-1 em 2015, ja foram descritas dez variantes distintas
(mcr-1 a mcr-10). Essas variantes t€ém sido detectadas em bactérias isoladas de diferentes
fontes, incluindo humanos, animais, vegetais e ambientes aquaticos, refletindo sua ampla
distribuicao no contexto Uma S6 Saude (Cherak ef al., 2021).

O gene mcr-10 foi identificado pela primeira vez em uma cepa clinica de Ent.
Roggenkampii na China, localizado em um plasmideo do tipo IncFIA. Por meio de triagem em
bancos de dados como o GenBank, verificou-se que o mcr-10 esta presente em diversas espécies
de Enterobacteriaceae em 11 paises distribuidos por quatro continentes (Australia, Canada,
China, Fran¢a, Alemanha, Japao, Holanda, Espanha, Tailandia, EUA e Vietnd), indicando que
este gene se disseminou globalmente antes de ser descrito formalmente. Esses achados
ressaltam a relevancia do mcr-10 para a saude publica e reforcam a necessidade de medidas de
vigilancia epidemioldgica continua e o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle para
conter a propagacao de genes moveis de resisténcia a colistina (Wang et al., 2020b).

Entre outubro de 2018 e agosto de 2020, foram analisadas 445 amostras de leite bovino
com mastite clinica e 125 amostras de leite cru ndo pasteurizado no Egito. No total, 184 cepas
bacterianas foram recuperadas, incluindo espécies multirresistentes como K. pneumoniae, E.
coli, Aeromonas hydrophila, Ent. Cloacae ¢ Proteus mirabilis. Neste estudo foi detectada uma
cepa de K. pneumoniae oriunda de leite cru, carreando simultaneamente os genes mcr-10 e
fosAS, associados a resisténcia a colistina e fosfomicina. A andlise mostrou que o gene mcr-10
estava inserido em um plasmideo IncFIB, com elevada similaridade a plasmideos de
Enterobacter spp. A cepa agrupou-se filogeneticamente com cepas mcr-10 positivas de
diferentes paises e STs, ressaltando o risco de disseminacdo de genes de resisténcia a
antibioticos de ultimo recurso e a necessidade urgente de uso racional de antimicrobianos e
programas de vigilancia integrados (Tartor ef al., 2021).

Fraccalvieri e colaboradores, avaliaram a prevaléncia de Enterobacterales resistentes a
colistina em 1.000 amostras de alimentos crus e prontos para consumo entre 2018 e 2023, no
sul da Italia. Detectaram 45 cepas resistentes, majoritariamente Enterobacter spp., seguidos por
Moellerella wisconsensis, Atlantibacter hermannii, K. pneumoniae ¢ E. coli. Destes, sete eram
portadores de genes mcr: um de E. coli com mcr-1.1 e seis de Enterobacter spp. com mcr-9.1
e mcr-10.1. Quatro dessas cepas continham plasmideos IncHI2, sugerindo a contribui¢dao de
plasmideos na transferéncia horizontal. Os resultados reforcam o papel dos alimentos como
reservatorios de resisténcia a colistina e destacam a necessidade de monitoramento continuo de
genes mcr em patogenos transmitidos por alimentos. (Fraccalvieri ef al., 2025)

Em 2019, um estudo de vigilancia realizado na China investigou a disseminag¢ao do gene
mcr-10 entre Enterobacterales detectados em fezes de galinhas, trabalhadores de abatedouros e
moradores locais. Foram identificadas 200 cepas, sendo 102 oriundas de galinhas, 58 de
trabalhadores e 40 de moradores. Quatro cepas foram positivas para mcr-10, incluindo duas K.
pneumoniae de galinhas, uma E. coli de um trabalhador e uma Ent. Kobei de um morador local.
Os plasmideos das cepas de K. pneumoniae apresentaram multiplos genes de resisténcia
antimicrobiana, como mcr-10, mcr-8, gnrB52, qnrS1, sull, tet(A), blatem-18, blactx-m-15 e floR,
conferindo um fendtipo de multirresisténcia. Em contraste, o gene mcr-10 da cepa de Ent. Kobei
foi identificado no cromossomo, € ndo em plasmideo.
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A andlise filogenética comparativa com cepas portadoras de mcr-10 do GenBank revelou ampla
diversidade gendmica, com distribuicao esporadica do gene em diferentes regides geograficas
e entre variados hospedeiros. Os achados evidenciam a presenca de novos plasmideos
portadores de mcr-10 e a capacidade de disseminacdo interespécies desse determinante de
resisténcia, refor¢ando a necessidade de vigilancia continua e estudos adicionais para elucidar
seus mecanismos de mobilizagdo e impacto na saude publica (Xu et al., 2022b).

Foram coletadas 62 amostras de esgoto bruto provenientes de uma estagdo de tratamento
da Italia, entre os anos de 2021 e 2022. Foram obtidas 22 cepas bacteriana, incluindo E. coli
(n=14), E. fergusonii (n=4) e Klebsiella spp. (n=4). Trés cepas de K. quasipneumoniae foram
positivas para o gene mcr-10, identificados em plasmideos IncFII(K) e IncR. Este estudo,
representa o primeiro relato da deteccdo de mcr-10 em K. quasipneumoniae na Italia, obtido
por vigilancia baseada em aguas residuais. Os achados reforcam o potencial das aguas residuais
como ferramenta eficaz e custo-efetiva para a detecgdo precoce e rastreamento de genes de
resisténcia antimicrobiana na interface humano-ambiente (Formenti et al., 2022) .

Nosso estudo demonstra que Enterobacter spp. portadoras de mcr-10 persistem em
efluentes de abatedouro avicola, inclusive apds o tratamento, configurando um canal relevante
de disseminacdo ambiental da resisténcia a colistina. Considerando o conceito Uma 56 saude e
a classificacdo da colistina como antibidtico critico pela OMS (2019), nossos achados reforcam
a necessidade de vigilancia integrada envolvendo ambientes agricola, clinico ¢ ambiental. A
detec¢do inédita de uma nova linhagem portadora de mcr-10 no Brasil constitui um alerta
regional com implicagdes globais, destacando a urgéncia de investir em tecnologias avangadas
de tratamento de efluentes e em politicas restritivas ao uso da colistina na agropecuaria, de
modo a preservar a eficacia dos antimicrobianos de tltimo recurso.
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5 CONCLUSOES

Este estudo destaca como as aguas residuais de abatedouro avicola podem servir como
reservatorio e via de disseminacdo de determinantes de resisténcia a colistina, ou seja, genes
moveis de resisténcia a colistina (mcr) em Enterobacterales. Os resultados enfatizam a ligagao
entre a poluicdo ambiental, a producdo animal intensiva e o aumento da resisténcia bacteriana
a medicamentos, que representam um grande risco para a saude humana e animal. Regras mais
rigorosas sobre o uso de antibioticos na agricultura e programas de vigilancia sdo essenciais,
como evidenciado pela descoberta de genes de resisténcia em efluentes lancados em corpos
d’4gua naturais. Para retardar a disseminagdo da resisténcia e manter a eficacia de antibidticos
de ultimo recurso, como a colistina, ¢ crucial aprimorar os métodos de tratamento de aguas
residuais e promover o conceito de Uma So6 Saude.
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7 ANEXOS

ANEXO A

Cepas resistentes a colistina, com suas respectivas CIMs e pontos de coleta.

Espécie Cédigo da cepa CI(Mugc;::Et)ma Ponto Estacao
Escherichia coli CCVSU 9786 2 Efluente bruto (P1)
Klebsiella variicola CCVSU 9799 128 Efluente bruto (P1)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9804 4 Efluente bruto (P1)
Enterobacter asburiae CCVSU 9809 2 Efluente bruto (P1)
Klebsiella oxytoca CCVSU 9813 512 Efluente bruto (P1)
Escherichia coli CCVSU 9819 8 Efluente bruto (P1)
Escherichia coli CCVSU 9831 2 Efluente bruto (P1)
Enterobacter sp. CCVSU 9839 > 512 Efluente bruto (P1)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9844 > 512 Efluente bruto (P1)
Enterobacter asburiae CCVSU 9846 512 Efluente bruto (P1)
Enterobacter cloacae CCVSU 9977 512 Efluente bruto (P1)
Enterobacter asburiae CCVSU 9995 512 Efluente bruto (P1)
Enterobacter asburiae CCVSU 9997 256 Efluente bruto (P1)
Klebsiella pneumoniae CCVSU 11002 4 Efluente bruto (P1)
Escherichia coli CCVSU 11011 2 Efluente bruto (P1)
Escherichia coli CCVSU 11168 256 Efluente bruto (P1)
Escherichia coli CCVSU 11169 > 512 Efluente bruto (P1)
Enterobacter roggenkampii CCVSU 11593 512 Efluente bruto (P1)
Escherichia coli CCVSU 9803 2 Pos-floculagao (P2)
Enterobacter asburiae CCVSU 9805 32 Pos-floculagdo (P2)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9806 256 Pos-floculagdo (P2)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9807 4 Pos-floculagao (P2)
Enterobacter asburiae CCVSU 9976 > 512 Pos-floculagao (P2)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9992 512 Pos-floculagdo (P2)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9994 > 512 Pos-floculagdo (P2)
Escherichia coli CCVSU 9998 4 Pos-floculagao (P2)
Klebsiella pneumoniae CCVSU 11017 512 Pos-floculagao (P2)
Klebsiella pneumoniae CCVSU 11596 4 Pos-floculagdo (P2)
Escherichia coli CCVSU 9781 256 Efluente tratado (P3)
Escherichia coli CCVSU 9783 > 512 Efluente tratado (P3)
Escherichia coli CCVSU 9820 2 Efluente tratado (P3)
Enterobacter bugandensis CCVSU 9821 > 512 Efluente tratado (P3)
Enterobacter hormaechei CCVSU 9829 2 Efluente tratado (P3)
Escherichia coli CCVSU 9834 2 Efluente tratado (P3)
Escherichia coli CCVSU 9840 4 Efluente tratado (P3)
Enterobacter cloacae CCVSU 9978 8 Efluente tratado (P3)
Klebsiella pneumoniae CCVSU 9999 8 Efluente tratado (P3)
Enterobacter bugandensis CCVSU 11007 256 Efluente tratado (P3)
Escherichia coli CCVSU 11515 4 Efluente tratado (P3)

ANEXO B

55



Espécie Cédigo da cepa CI(Mugc;l)Il]iIth)ina Gene detectado Ponto Estacgio
Escherichia coli CCVSU 9786 2 mcr-1 P1
Escherichia coli CCVSU 11011 2 mer-1 Pl
Escherichia coli CCVSU 11168 256 mer-1 Pl
Enterobacter sp. CCVSU 9839 > 512 mcr-1 Pl
Klebsiella pneumoniae CCVSU 11002 4 mcr-1 Pl
Enterobacter bugandensis CCVSU 9844 > 512 mcr-10 Pl
Escherichia coli CCVSU 9803 2 mcr-1 P2
Escherichia coli CCVSU 9998 4 mer-1 P2
Klebsiella pneumoniae CCVSU 11596 4 mer-1 P2
Enterobacter hormaechei CCVSU 9829 2 mcr-1 P2
Enterobacter bugandensis CCVSU 9992 512 mcr-10 P2
Escherichia coli CCVSU 9781 256 mcr-1 P3
Escherichia coli CCVSU 9820 2 mcr-1 P3
Escherichia coli CCVSU 9834 2 mcr-1 P3
Klebsiella pneumoniae CCVSU 9999 8 mcr-1 P3
Enterobacter bugandensis CCVSU 9821 > 512 mcr-10 P3

Cepas resistentes a colistina portadoras de gene mcr, com suas respectivas CIMs e pontos de
coleta.
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