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metropolitana do Rio de Janeiro. 

 

Orientadora: Renata Cristina Picão 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
A resistência bacteriana aos antimicrobianos é um grave problema de saúde pública, pois 

diminui as opções de tratamento para combater infecções. Os bacilos gram-negativos (BGN) 

compõem um grupo de espécies com potencial patogênico, responsáveis pela maioria das 

infecções relacionadas à assistência à saúde. A emergência de cepas MDR (MultiDrug 

Resistant), incluindo as resistentes aos carbapenêmicos, fez das polimixinas fármacos 

importantes em um cenário com poucas opções terapêuticas. Até 2015, apenas resistência 

adaptativa às polimixinas era observada em amostras clínicas. No entanto, em 2016, foi 

descrito o gene mcr-1, mediado por plasmídeo e capaz de conferir resistência a essa classe de 

antimicrobianos. Desde então, outras variantes foram descritas. Apesar do protagonismo de 

MDR em ambientes de saúde, o gene mcr já foi relatado em BGN isolados de animais, 

alimentos e meio ambiente. Sabe-se, portanto, que essas cepas estão presentes no ambiente, e 

o ser humano, em contato com o ambiente, pode servir como reservatório e veículo para a 

resistência alcançar os hospitais. Nosso trabalho buscou caracterizar a colonização 

comunitária por BGN com baixa susceptibilidade à colistina, sobretudo a participação de 

genes mcr neste cenário. Para isto, swabs retais de 100 indivíduos sem histórico de internação 

recente foram coletados. Os espécimes foram cultivados em TSA para controle de viabilidade 

celular e, em seguida, sob pressão seletiva pela colistina; e as colônias recuperadas foram 

identificadas por MALDI-TOF MS. As espécies que não apresentaram resistência intrínseca, 

foram analisadas quanto ao fenótipo de resistência à colistina pelo teste PoliNP e 

antibiograma. Para confirmação do genótipo, as amostras foram submetidas à PCR para 

detecção das variantes de mcr, seguido de sequenciamento do produto amplificado. Os 

resultados revelaram que a ocorrência de colonização comunitária por BGN com baixa 

susceptibilidade à colistina de natureza adquirida foi de 6,25% de acordo com o teste 

fenotípico, enquanto no teste de susceptibilidade apenas duas amostras apresentaram 

resistência à tetraciclina. Não foi encontrada nenhuma variante mcr nas amostras estudadas. 

Sendo assim, os genes plasmidiais mcr pesquisados não apresentam papel relevante na 

colonização e disseminação comunitária de BGN nos indivíduos da Região Metropolitana do 

Rio de Janeiro estudados. No entanto, mais da metade das amostras apresentaram fenótipo 

positivo quanto à baixa susceptibilidade ao fármaco. Portanto, mais estudos são necessários 

para entender o mecanismo envolvido e qualificar o papel de BGN na disseminação de 

mecanismos de resistência à colistina entre os cidadãos da Região Metropolitana da cidade do 

Rio de Janeiro. 

Palavras-chave: mcr, resistência, bacilos gram-negativos, colonização comunitária. 
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Bacterial resistance to antimicrobial agents is a serious public health problem as it limits the 

treatment options against infections. Gram-negative bacilli (GNB) comprise a group of 

species with pathogenic potential, responsible for most healthcare-associated infections. The 

emergence of MDR (multidrug-resistant) strains, including those resistant to carbapenems, 

made polymyxins important drugs in a scenario with few therapeutic options. Until 2015 only 

adaptive resistance to polymyxins was observed in clinical samples. However, in 2016, the 

plasmid-mediated mcr-1 gene was described as capable of conferring resistance to this class 

of antimicrobials. Since then, other variants have been described. Despite the role of MDR in 

healthcare settings, the mcr gene has been reported in GNB isolated from animals, food and 

the environment. Considering the environmental dissemination of antimicrobial-resistant 

bacteria humans may become colonized upon contact with the contaminated environment, 

serving as a reservoir and vehicle for resistance’s entry into hospitals. We aimed at 

characterizing the community-acquired colonization by GNB with decreased susceptibility to 

colistin, especially regarding the participation of mcr genes in this scenario. For this, rectal 

swabs from 100 individuals with no history of recent hospitalization were collected. The 

specimens were cultured in TSA to control for cell viability and then under selective pressure 

by colistin. Colonies recovered were identified using MALDI-TOF MS. The bacterial species 

known to be intrinsically susceptible to colistin were analyzed for the phenotype of resistance 

to this antimicrobial agent using the PolyNP test. The antimicrobial susceptibility profiles of 

these isolates were also assessed. Detection of mcr variants was carried out by PCR, followed 

by amplicon sequencing. The occurrence of community-acquired colonization by GNB with 

decreased susceptibility to colistin was 6,25% considering the phenotypic test results. Only 

two isolates also showed resistance to tetracycline. No mcr variant was found in isolates 

studied. Therefore, the plasmid-mediated mcr varied surveyed do not seem to play a relevant 

role in community-acquired colonization by GNB showing decreased susceptibility to colistin 

in the studied sample of individuals from Rio de Janeiro’s Metropolitan Region. However, 

more than half of isolates recovered showed a positive phenotype regarding decreased 

susceptibility to this drug. More studies are needed to understand the mechanism involved in 

order to qualify the role of GNB in the dissemination of colistin resistance determinants 

among citizens of the Rio de Janeiro’s Metropolitan Region. 

 

Keywords: mcr, resistance, gram-negative bacilli, community colonization. 
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Nossa pesquisa observou que seis entre 100 pessoas que vivem na Região Metropolitana do 

Rio de Janeiro possuem bactérias no intestino capazes de resistir ao antibiótico colistina. Esse 

estudo contou com a participação de indivíduos sem histórico de internação recente atendidos 

na emergência de um hospital público no município de Niterói; e que aceitaram participar do 

estudo com a doação de um swab retal. Após a coleta deste swab, foi investigado se as 

bactérias presentes ali eram capazes de crescer na presença do antibiótico colistina. Depois, 

cada bactéria obtida foi analisada quanto à presença de um gene chamado mcr, capaz de 

promover essa resistência. Nenhuma das amostras testadas apresentou resultados positivos 

neste teste; no entanto, a pesquisa destes genes apresenta limitações e, por isso, mais 

investigações são necessárias para saber qual mecanismo está envolvido com a resistência 

desses organismos. A colistina, apesar da sua toxicidade, tem grande importância para a 

medicina humana por ser um dos últimos recursos para tratamento de infecções por bactérias 

resistentes aos antibióticos de primeira escolha, aqueles mais utilizados. O impacto da 

presença de bactérias capazes de sobreviver mesmo em contato com este antibiótico no 

intestino de pessoas fora do ambiente hospitalar ainda não é muito entendido; entretanto, pode 

significar um risco grave em pessoas internadas. Nosso estudo chama a atenção, sobretudo, 

para o potencial do intestino de pessoas fora dos ambientes hospitalares, com a presença 

dessas bactérias resistentes, servirem como reservatórios e veículo de bactérias resistentes 

para as instituições de saúde. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Apresentação do problema 

O trato gastrointestinal (TGI) é composto por diferentes órgãos que desempenham, 

como principal função, a digestão e absorção dos nutrientes consumidos (Meerveld, Johnson e 

Grundy, 2016). Entre os microrganismos colonizadores do TGI estão cerca de 100 trilhões de 

bactérias, fungos e vírus, entre outros que, juntos, compõem a microbiota anfibiôntica, 

sobretudo intestinal (Yang e Kweon, 2016). Além de influenciar positivamente a 

metabolização dos alimentos no organismo do hospedeiro através de sua capacidade 

enzimática, a microbiota intestinal é responsável por induzir o desenvolvimento do sistema 

imunológico da mucosa, graças ao constante contato das células epiteliais intestinais com 

esses microrganismos. A microbiota ainda está envolvida na síntese de vitaminas importantes 

para o desenvolvimento do organismo; ademais, pode atuar na diminuição e proteção da 

colonização e translocação de patógenos (Gallo et al., 2016).  

Os bacilos gram-negativos (BGNs) destacam-se entre as espécies bacterianas 

envolvidas na colonização do TGI por representarem um dos principais grupos bacterianos 

com maiores taxas de aquisição e desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos 

(Guarner e Malagelada, 2003). São bactérias que frequentemente causam infecções 

relacionadas à assistência à saúde (IRAS) em humanos (Peleg et al., 2012), dentre elas: 

infecções do trato geniturinário (ITUs) (McLellan e Hunstad, 2016), infecções de corrente 

sanguínea (ICS) (Timsit et al., 2020), infecções do trato respiratório e infecções de sítio 

cirúrgico (Rosenthal et al., 2011); além de serem capazes de causar infecções comunitárias. O 

rápido aumento de resistência bacteriana pelos BGNs, bem como a eficiente troca de 

determinantes genéticos para a resistência, torna-os uma séria ameaça à saúde humana 

(Ventola, 2015).  

Em 2017, a Organização Mundial de Saúde (OMS) destacou os BGNs como grupo de 

prioridade crítica para o desenvolvimento de novos antimicrobianos (WHO, 2017). Um 

relatório mais atualizado sobre as ameaças acerca do uso de antibióticos e a emergência da 

resistência nos Estados Unidos da América (EUA), publicado pelo Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC 2019), reforça o aumento da ocorrência e disseminação de 

bactérias resistentes aos antimicrobianos. Nele, alguns grupos de patógenos foram analisados 
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quanto ao seu nível de ameaça e separados em grupos preocupantes, sérios e urgentes. Os 

parâmetros utilizados para a avaliação da ameaça envolveram fatores como: impacto clínico, 

impacto econômico, incidência de infecções, projeção de incidência nos próximos 10 anos, 

transmissibilidade e disponibilidade de antimicrobianos eficazes. De acordo com esses 

parâmetros, as enterobactérias foram classificadas como ameaças urgentes e sérias de acordo 

com o mecanismo de resistência apresentado. Além disso, o gênero Acinetobacter e a espécie 

bacteriana Pseudomonas aeruginosa foram classificados como ameaças urgente e séria, 

respectivamente (CDC, 2019). 

A ausência de antimicrobianos eficientes no combate de infecções por esses 

microrganismos multirresistentes a várias classes de antimirobianos fez das polimixinas 

importantes fármacos em um cenário com poucas opções terapêuticas (Tran et al., 2016). 

Apesar do sucesso da colistina no combate a microrganismos, o seu uso fez com que a 

comunidade científica voltasse o olhar para a resistência antimicrobiana às polimixinas, até 

então descrita apenas como de origem cromossômica (Moffatt, Harper e Boyce, 2019). No 

entanto, a preocupação quanto a resistência à colistina se agravou a partir da detecção de um 

gene de origem plasmidial conhecido como mcr-1 (mobile colistin resistance), responsável 

por garantir resistência às polimixinas, com alto potencial de transmissão horizontal (HGT) 

entre as diferentes espécies de BGN resistentes aos antimicrobianos (BGN-RA) (Yun Liu et 

al., 2015). Até o momento, outras variantes de mcr foram descritas (mcr-1 ao mcr-10), 

detectadas em diferentes nichos e regiões do mundo, incluindo em humanos, animais, 

produtos alimentícios e no ambiente (Nang et al., 2019). No entanto, há uma carência de 

estudos no Brasil que visem detectar a prevalência de BGN carreadores de genes mcr de 

origem plasmidial colonizando os seres humanos. 

 1.2 A resistência bacteriana 

A descoberta dos antibióticos foi um marco na história da humanidade, graças à sua 

capacidade em combater infecções bacterianas — das mais simples às letais — elevando 

rapidamente a expectativa de vida humana (Fleming, 1929 apud Hutchings et al., 2019). No 

entanto, seu uso contínuo fez emergir a resistência bacteriana, considerada um grave 

problema de saúde pública, visto que contribui com a ineficácia do tratamento de infecções 

com antimicrobianos (Lobanovska e Pilla, 2017).   
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Muito antes da medicina conhecer e utilizar esses medicamentos no tratamento de 

doenças, os antibióticos e vários determinantes de resistência já estavam presentes no 

ambiente, sendo, portanto, considerados fenômenos naturais (Davis, 2013). Neste contexto, os 

microrganismos produzem substâncias antimicrobianas como meio de garantir vantagens na 

captura de nutrientes, crescimento e conquista do ambiente sobre seus concorrentes (Netzker 

et al., 2018). As concentrações dessas substâncias expressas naturalmente no meio ambiente 

são baixas, não alcançando uma concentração mínima para iniciar de fato uma atividade 

antibiótica (Linares et al., 2006). Ainda assim, mesmo em concentrações muito baixas, os 

organismos produtores dessas substâncias necessitam de mecanismos que garantam que 

apenas os seus concorrentes sejam afetados. A plasticidade genômica desses organismos 

favorece a transmissão desses genes dos produtores de antibióticos a outros hospedeiros 

(Berkner, Konradi e Schonfeld, 2014).  

Com o início da Era dos antibióticos, a disseminação de resíduos dessas substâncias 

tem aumentado, bem como de genes de resistência, sendo descritos em todos os continentes 

da Terra (Yang et al., 2018). O ser humano contribui diretamente para a evolução da 

resistência bacteriana, principalmente a partir do uso de antimicrobianos de forma contínua. A 

agricultura possui grande influência sobre o aumento da taxa de resistência devido ao uso de 

elevadas quantidades de antimicrobianos como medida preventiva às infecções bacterianas 

em animais, além de ser usado, em algumas regiões, como meio de promover o crescimento e 

desenvolvimento de bovinos e aves (Wegener, 2003). Mesmo no combate às infecções 

facilmente tratáveis, a presença de antimicrobianos leva à pressão seletiva sobre espécies 

bacterianas que constituem o microbioma de diferentes compartimentos ambientais, 

favorecendo a seleção de organismos resistentes (Berkner, Konradi e Schonfeld, 2014). 

Vale informar que, uma vez consumidos pelo ser humano ou por animais, os 

antimicrobianos não deixam de existir. Após serem metabolizados, seus produtos podem 

permanecer durante anos no meio ambiente (Kümmerer, 2001). Esses metabólitos muitas 

vezes retêm alguma atividade antimicrobiana e, assim, podem contribuir com a emergência da 

resistência devido à baixa eficiência ou incapacidade dos sistemas de tratamento de esgoto na 

remoção desses resíduos farmacêuticos (Rodriguez-mozaz et al., 2020). Além disso, muitas 

vezes o esgoto é liberado no meio ambiente sem tratamento algum, levando ao acúmulo de 

compostos antimicrobianos no lodo de esgoto ou matrizes aquáticas, principalmente em 

cidades com infraestrutura de saneamento precária, como é o caso de muitos municípios do 

estado do Rio de Janeiro (Ventura, 2017).  
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O lodo gerado no processo final de tratamento de esgoto muitas vezes é utilizado 

como fertilizante, que também ocorre com os excrementos gerados por animais. Devido ao 

seu uso como adubo em solos de plantações de vegetais pode haver contaminação cruzada 

pelo consumo desses alimentos crus pelos seres humanos e, desta forma, contribuir 

positivamente para a aquisição e disseminação de genes resistência (Berkner, Konradi e 

Schonfeld, 2014; Pan e Chu, 2018; Zeng, Sun e Zhu, 2019; Cheng et al., 2020). 

A resistência bacteriana leva a consequências diretas à saúde, refletidas pelo aumento 

da taxa de morbidade e mortalidade de infecções ocasionadas pela limitação das opções de 

tratamento. Desta forma, infecções bacterianas que, a priori, seriam facilmente tratadas, 

passam a causar mais complicações (Frieri, Kumar e Boutin, 2017). Outros prejuízos à saúde 

também podem ser observados como reflexo do aumento da taxa de resistência, como a maior 

necessidade de cuidados intensivos e procedimentos invasivos em pacientes internados, além 

do risco de pacientes imunocomprometidos sofrerem infecções secundárias por espécies 

bacterianas resistentes. Além disso, a resistência bacteriana contribui negativamente para 

questões econômicas devido aos elevados custos de tratamentos ocasionados pelo período 

prolongado de internação e o custo elevado de medicamentos, insumos e mão-de-obra 

qualificada para atuar no combate de infecções multirresistentes (Friedman, Temkin e 

Carmeli, 2015). 

A resistência aos antimicrobianos pode ser classificada em duas formas: intrínseca e 

adquirida, que abrange as modificações adaptativas (Arzanlou, Chai e Venter, 2017). A 

resistência intrínseca geralmente está associada às características estruturais e fisiológicas de 

um microrganismo que impedem a ação do antimicrobiano. Por exemplo, as bactérias gram-

negativas naturalmente possuem resistência a alguns antimicrobianos, como eritromicina, 

clindamicina e vancomicina, graças à presença da membrana externa (Anvisa, 2007; 

Zgurskaya, Löpez e Gnanakaran, 2015). A membrana externa é composta por uma bicamada 

assimétrica constituída por fosfolipídios localizados no folheto interno e moléculas de 

lipopolissacarídeos (LPS) presentes no folheto externo (Delcour, 2008). A presença do LPS 

nessa membrana garante a sua maior estabilidade, o que impede a difusão passiva de algumas 

classes de antimicrobianos de caráter hidrofóbico. Além disso, a presença de poros e canais 

específicos limitam por tamanho a passagem de outros compostos (Nikaido, 2003).  

Algumas espécies bacterianas ainda são capazes de expressar de maneira intrínseca 

bombas de efluxo responsáveis por garantir a não susceptibilidade a muitas classes de 

antimicrobianos através de seu efluxo para o meio extracelular, como é o caso de P. 
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aeruginosa (Lomovskaya et al., 2006). Ainda existe a produção intrínseca de enzimas que 

modificam as drogas, razão pelo qual K. pneumoniae resiste a ampicilina através do gene 

blaSHV cromossômico e natural da espécie (Fu et al., 2007). Por fim, a ausência de alvo do 

antimicrobiano também pode ser classificado como mecanismo intrínseco. Neste caso, tem-se 

como exemplo o antimicrobiano daptomicina, eficaz no combate a algumas bactérias gram-

positivas, no entanto, sua ação é reduzida frente às bactérias gram-negativas (Randall et al., 

2013). Isto porque a daptomicina possui como alvo a membrana citoplasmática, utilizando 

como meio de inserção moléculas de Ca
2+

, ocasionando a despolarização da membrana 

bacteriana, porém, bactérias gram-negativas, possuem uma proporção menor de fosfolipídeos 

aniônicos comparados às bactérias gram-positivas, tendo baixa susceptibilidade ao fármaco 

(Arzanlou, Chai e Venter, 2017). 

A resistência adquirida ocorre quando um microrganismo previamente suscetível ao 

antimicrobiano passa a desenvolver mecanismos que garantem sua resistência. Esses 

mecanismos podem surgir como consequência da modulação de genes intrínsecos, também 

conhecido como resistência adaptativa, como respostas a situações de estresse através da 

expressão gênica e mudanças fenotípicas, ou através da aquisição de material genético 

transferidos de forma horizontal (Arzanlou, Chai e Venter, 2017). Apesar de pouco 

compreendido, a resistência adaptativa é conhecida há décadas, quando observações iniciais 

foram realizadas através de incubação in vitro de um microrganismo em meio de cultura 

suplementado com baixa concentração de antibiótico, o que não somente tornou as células 

mais resistentes à exposições subsequentes da droga, bem como a outras classes diferentes do 

antimicrobiano (Fernandéz, Breidenstein e Hancock, 2011). Outros fatores podem influenciar 

no desenvolvimento adaptativo de resistência, como por exemplo, a formação de biofilmes, 

que são comunidades compostas por várias espécies bacterianas ligadas a uma superfície e 

envoltas por matriz polimérica, dificultando o acesso e ação dos antimicrobianos, o que leva à 

falha terapêutica (Van Acker e Coenye, 2016).  

Ademais, existe a resistência adquirida que pode surgir a partir da mutação em genes 

cromossômicos ou da aquisição de material genético exógeno, originalmente de outro 

microrganismo que contenham genes capazes de conferir resistência bacteriana e que são 

propagados através da HGT (Alekshun e Levy, 2007). Tal transferência pode se dar pela ação 

de elementos genéticos móveis, como plasmídeos; transpósons; bacteriófagos; e vesículas 

extracelulares; ou pela captação de DNA livre no ambiente (Levy e Marshall, 2004; 

Dell’Annunziata et al., 2021). Os mecanismos bioquímicos da resistência podem envolver (i) 
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a modificação ou inativação do antimicrobiano, (ii) a modificação do alvo do antimicrobiano, 

(iii) o efluxo do antimicrobiano e (iv) a redução da captação do fármaco (Arzanlou, Chai e 

Venter, 2017). Em muitos casos, há uma combinação desses diferentes mecanismos e, assim, 

resulta o alto nível de resistência a determinados antimicrobianos (Davies e Davies, 2010). 

Além disso, a transferência desses genes não está restrita às bactérias pertencentes ao mesmo 

gênero, ocorrendo também entre espécies diferentes ou mesmo gêneros bacterianos distintos 

(Courvalin, 1994). 

Diante dos inúmeros problemas gerados à saúde pelos microrganismos resistentes a 

múltiplos antimicrobianos, em 2017 a OMS publicou um Plano de Ação Global para o 

enfrentamento à resistência aos antimicrobianos com o objetivo de assegurar as possíveis 

formas de combate às bactérias resistentes, servindo como guia para diminuir o avanço da 

resistência aos antimicrobianos em diferentes países. Dentre as medidas propostas, há o 

rápido e preciso diagnóstico para o tratamento de pacientes; estudos de vigilância e pesquisa 

sobre a incidência, prevalência e ocorrência dos patógenos e padrões geográficos capazes de 

promover o monitoramento das intervenções e políticas públicas voltadas à saúde (WHO, 

2017).  

1.3 Bacilos gram-negativos  

Os BGNs formam um diverso grupo bacteriano heterogêneo capaz de colonizar o TGI 

de humanos e animais, entre outros compartimentos, como matrizes aquáticas, solo e vegetais 

(Trabulsi, 2015; Oliveira e Reygaert, 2021). Dentro desse grupo, encontram-se ordens 

bacterianas de grande importância clínica, como Enterobacterales, Pseudomonadales que 

abrange gêneros como Acinetobacter e Pseudomonas, Aeromonadales, Burkholderiales e 

Xanthomonadales (Anvisa, 2008; Trabulsi, 2015, Adeolu et al., 2016). 

Os BGNs são frequentemente classificados em fermentadores e não fermentadores da 

glicose. Dentre os fermentadores, destacam-se principalmente à família Enterobacteriaceae, 

pertencente à ordem Enterobacterales, por possuir destaque na medicina humana, e é 

composta por espécies anaerobias facultativas, podendo ser móveis, com a presença de 

flagelos peritríquios, ou imóveis. Além disso, são cultiváveis em meios de cultura ricos como 

ágar Sangue e em meios seletivos como o ágar MacConkey. Não esporulam, são catalase-

positivos, oxidase-negativos e, em sua maioria, são capazes de reduzir nitrato a nitrito 

(Brenner e Farmer, 2005; Anvisa, 2008; Murray, 2014).  
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Com base em estudos filogenéticos e características moleculares, a ordem 

Enterobacterales pode ser dividida em sete famílias, são elas: Enterobacteriaceae, 

Erwiniacea, Pectobacteriacea, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae e Budviciaceae 

(Adeolu et al., 2016). Os membros da família Enterobacteriaceae são, em sua maioria, 

comensais ao hospedeiro humano, mas em determinadas situações podem ocasionar infecções 

de caráter oportunista. Algumas espécies de enterobactérias como Salmonella spp. e 

diferentes sorotipos de Escherichia coli são consideradas patógenos devido à sua alta 

prevalência na etiologia de infecções gastrointestinais (Shinohara et al., 2008; Croxen et al., 

2013). Ademais, muitos outros gêneros da família Enterobacteriaceae se destacam devido à 

sua importância clínica, são eles: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., 

Morganella spp., Citrobacter spp. e Shigella spp. (Anvisa, 2008).  

Existem ainda os BGNs não fermentadores de glicose, característicos por serem 

oxidases-positivos, móveis e considerados oportunistas, com grande importância clínica em 

infecções adquiridas em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI). Dentre os principais 

gêneros bacterianos neste grupo capazes de causar infecções, destacam-se: Pseudomonas spp. 

da família Pseudomonadaceae e ordem Pseudomonadales, Acinetobacter spp. da família 

Moraxellaceae e ordem Pseudomonadales, Burkholderia spp. da família Burkholderiaceae e 

ordem Burkholderiales, Stenotrophomonas spp. da família Xanthomonadaceae e ordem 

Xanthomonadales e Elizabethkingia spp. pertencente a família Flavobacteriaceae e ordem 

Flavobacteriales (Trabulsi, 2015; Parte et al., 2020). Por constituírem um grupo heterogêneo 

de bactérias oportunistas e patogênicas, os BGNs estão frequentemente associados às IRAS, 

incluindo pneumonias, ITUs, infecções de corrente sanguínea (ICSs) e infecções de sítios 

cirúrgico (Mehrad et al., 2015). Mesmo que a maior prevalência de infecções causadas por 

esses organismos seja no âmbito hospitalar, também são considerados importantes agentes de 

infecções na comunidade.  

Um relatório realizado nos EUA buscou descrever os patógenos comuns e padrões de 

resistência antimicrobiana para IRAS que ocorreram entre 2015 e 2017 e foram reportados à 

Rede Nacional de Segurança em Saúde (NHSN) do CDC. Dentre os anos analisados, foram 

notificados 5.626 estabelecimentos de Saúde de IRAS em adultos, totalizando 311.897 IRAS 

e 356.633 patógenos. Infecções no sítio cirúrgico contribuíram com a maior porcentagem de 

patógenos (43%), seguidas de infecções do trato urinário associadas a cateter (29%), 

infecções da corrente sanguínea associadas à linha central (25%) e Pneumonia associada à 

ventilação (3%).  Os patógenos mais comuns em todas as IRAS foi E. coli constituindo quase 
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18% dos patógenos relatados. O segundo e terceiro patógenos mais comumente encontrados 

foram respectivamente Staphilococcus aureus (12%) e Klebsiella spp (9%). Além disso, E. 

coli, Klebsiella spp. e P. aeruginosa foram as três mais frequentemente relacionadas às ITU 

associadas a cateter (Weiner-Lastinger et al., 2019).  

No Brasil, um estudo de vigilância investigando IRAS do tipo ICS, em pacientes 

pediátricos brasileiros, realizado em 16 hospitais das cinco regiões brasileiras (Norte, 

Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) de 2007 a 2010, relatou que cerca de 49% das ICS 

foram causadas por bactérias gram-negativas, dentre elas, Klebsiella spp. e Acinetobacter spp. 

(Pereira et al., 2013). Mais tarde, em 2016, um novo estudo realizado no Brasil relatou cerca 

de 51,2% de prevalência de IRAS em 28 UTIs de 12 regiões do estado de Minas Gerais. De 

acordo com o estudo, as enterobactérias foram as responsáveis por 23,4% de ICS e 47,6% dos 

casos de ITU (Braga et al., 2018). 

Apesar da alta prevalência, os BGNs não estão restritos a ambientes hospitalares, 

podendo causar infecções adquiridas na comunidade. As ITUs estão entre as principais 

doenças de origem comunitária, seguidas de pneumonia. Nos EUA, as ITUs são a causa de 

mais de 7 milhões de consultas médicas anualmente (Bonkat et al., 2017). Os agentes 

etiológicos envolvidos nas ITUs, incluem em sua maioria, bactérias gram-negativas e gram-

positivas. A espécie bacteriana E. coli é o principal agente responsável por essas infecções, 

seguido de K. pneumoniae, Proteus mirabilis, P. aeruginosa e Enterobacter spp (Flores-

mireles et al., 2015). Além disso, a pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é uma das 

principais causas proeminentes de mortalidade e morbidade com importante impacto clínico 

em todo o mundo. No Brasil, a PAC constitui a principal causa de internação via Sistema 

Único de Saúde (SUS). Estima-se que em 2017 ocorreram cerca de 598.668 internações por 

PAC, com taxa de 52.776 óbitos no país (Ministério da Saúde, 2017; Gomes, 2018). Portanto, 

os BGN possuem destaque direto em infecções de caráter oportunistas, sendo os principais 

patógenos relacionados com IRAS e infecções adquiridas na comunidade.  

 

1.4 Opções terapêuticas e mecanismos de resistência emergentes em BGN 

 

Em condições normais, ou seja, ausentes de mecanismos de resistência, as infecções 

por BGN podem ser combatidas com antimicrobianos de diferentes classes, como os 
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betalactâmicos, as fluoroquinolonas e os aminoglicosídeos (Livermore, 2012; Fritzenwanker 

et al., 2018). Os betalactâmicos representam uma vasta classe de antimicrobianos que, na 

ausência de resistência bacteriana, são medicamentos eficazes, bem tolerados e amplamente 

descritos no combate a infecções por BGNs (Babic, Hujer e Bonomo, 2006). Atuam como 

agentes bactericidas por meio da inibição da síntese da parede celular bacteriana, como 

resultado de sua ligação covalente às proteínas ligantes de penicilina (PBPs), enzimas 

envolvidas nas etapas finais de ligação cruzada durante a construção de peptideoglicanos, um 

dos principais componentes da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas 

(Bush e Bradford, 2016). A reação de transpeptidação é interrompida devido à semelhança 

estrutural dos betalactâmicos com o terminal D-alanil-D-alanina do pentapeptídeo ligado ao 

ácido N-acetilmurâmico da célula em crescimento (Tipper e Strominger, 1965). Ao mesmo 

tempo, enzimas bacterianas realizam a autólise da parede celular, tornando a membrana 

plasmática permeável e levando ao seu rompimento (Babic, Hujer e Bonomo, 2006; Goffin e 

Ghuysen, 1998). O anel betalactâmico corresponde à região comum entre as penicilinas, 

cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos, que são diferenciadas entre si pela 

presença de radicais circulares ou lineares (Bush e Bradford, 2016). 

O principal mecanismo de resistência desenvolvido pelos BGNs é a produção de 

enzimas betalactamases, capazes de degradar uma série de betalactâmicos (Bush, 2018). 

Existem vários grupos de betalactamases com espectros distintos, porém, aquelas 

classificadas como ESBL (do inglês, Extended Spectrum Beta-Lactamases) e as 

carbapenemases são as mais críticas por limitar a eficácia de muitas opções terapêuticas. As 

ESBLs são responsáveis por impedir a ação das penicilinas, cefalosporinas de primeira a 

quarta geração como também os monobactâmicos, mas não cefamicinas ou carbapenêmicos 

(Bush, Jacoby e Medeiros, 1995). Dentre as diferentes enzimas classificadas nesse grupo, é 

preciso chamar atenção para a CTX-M que, nos últimos anos, tornou-se a ESBL mais 

prevalente em ambientes hospitalares e comunitários (Mazzariol, Bazaj e Cornaglia, 2017).  

Os carbapenêmicos foram os únicos antimicrobianos restantes da classe dos 

betalactâmicos com potencial para combater infecções por BGNs produtores de ESBL 

(Nicolau, 2008). Sua estrutura também é formada por um anel betalactâmico, porém, ligada a 

uma cadeia penta-cíclica não saturada formando, assim, o anel carbapenêmico. Essa é a 

estrutura responsável por garantir resistência às demais betalactamases devido a essa pequena 

alteração estrutural (Papp-wallace et al., 2011).  No entanto, seu uso como recurso alternativo 

no tratamento por infecções causadas por essas bactérias produtoras de ESBL também levou à 
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seleção e emergência de BGN produtores de carbapenemase (Spera, Esposito e Pagliano, 

2019). A produção destas últimas enzimas inviabiliza o tratamento de infecções por qualquer 

betalactâmico (Martínez-Martínez, 2018). 

As fluoroquinolonas, no início dos anos 2000, tornaram-se a classe de antimicrobianos 

mais comumente prescrita nos EUA; possuem amplo espectro sobre as espécies bacterianas, e 

são divididas em 2°, 3° e 4° gerações. Cada geração representa alguma modificação no núcleo 

de quinolona de modo a aumentar a sua atividade sobre bactérias gram-negativas, bactérias 

gram-positivas e anaeróbias. No geral, as fluoroquinolonas são bactericidas, promovendo a 

inibição direta da síntese de DNA através de sua forte interação com duas enzimas essenciais 

para a replicação do DNA conhecidas como DNA girase e topoisomerase IV (Maris et al., 

2021).  

Os mecanismos de resistência às fluoroquinolonas envolvem principalmente mutações 

em genes que codificam as enzimas alvos, como os genes gyrA envolvidos na produção da 

enzima DNA-girase e os genes parC envolvidos na codificação da topoisomerase IV 

(Redgrave et al., 2014). A região do gene onde surgem as mutações são conhecidas como 

região determinante de resistência às quinolonas (QRDR) que geram substituições de 

aminoácidos, levando a pequenas alterações estruturais na DNA-girase e topoisomerase IV e 

assim reduzem a afinidade de sua ligação às fluoroquinolonas (Hooper, 2000). Os 

mecanismos de resistência ainda podem envolver genes localizados em elementos móveis, 

como é o caso da família qnr, encontrado pela primeira vez em plasmídeo de uma amostra 

clínica de K. pneumoniae (Martínez-Martínez, Pascual e Jacoby, 1998). O gene qnr é 

responsável pela codificação da proteína Qnr capaz de se ligar à topoisomerase, o que impede 

fisicamente a ligação do antibiótico à enzima alvo (Xiong et al., 2011). Outros genes 

carreados por plasmídeos também podem conferir resistência às fluoroquinolonas como 

aac(6’)-lb-cr responsável por codificar uma acetiltransferase aminoglicosídeo capaz de 

acetilar e interferir com a atividade de algumas fluoroquinolonas, e os genes oqxAB e qepA 

que codificam sistemas de efluxo capazes de exportar moléculas do antimicrobiano para fora 

da célula (Redgrave et al., 2014). Outros mecanismos como mudanças de permeabilidade, que 

levam à redução da absorção do antimicrobiano, e o aumento de bombas de efluxo podem 

influenciar positivamente a resistência às fluoroquinolonas (Correia et al., 2017). 

Os aminoglicosídeos são outra classe de antimicrobianos que também possui amplo 

espectro, sendo usados principalmente contra bactérias gram-negativas e menos 

frequentemente sobre gram-positivas (Ginkla, Wojnowski e Wasik, 2020).  São classificadas 
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em dois grupos, os de origem natural como a neomicina, gentamicina e estreptomicina, e as 

semissintéticas, por exemplo amicacina, dibecacina, entre outras. Os aminoglicosídeos 

interferem na tradução através de sua ligação à subunidade A do rRNA 30S do ribossomo 

bacteriano, o que leva síntese de proteínas aberrantes na célula bacteriana (Krause et al., 

2016). 

As bactérias podem resistir aos aminoglicosídeos através de mutações no sítio alvo da 

droga ou pela modificação enzimática de aminoácidos constituintes de proteínas 

ribossômicas, além da expressão de bombas de efluxo (Davies e Wright, 1997). O mecanismo 

de resistência mais comum entre as bactérias é a produção de enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos (AMEs), de origem intrínseca ou adquirida, e que são divididas em três 

grupos: acetiltransferase (AAC), fosfotransferase (APH) e adeniltransferase (AAD ou ANT). 

Essas enzimas promovem a desativação do fármaco através de modificações em grupos metil 

(NH3) ou hidroxilas (OH) em várias posições do aminoglicosídeo (Ramirez e Tolmasky, 

2010). Os genes armA, rmtB e rmtC codificam enzimas 16S rRNA metiltransferases 

(MTases) que conferem amplo espectro de resistência aos aminoglicosídeos por meio da 

adição de grupos CH3 em resíduos específicos dentro da subunidade A do rRNA 16S 

(Wachino, et al., 2020). 

Os genes responsáveis por codificar ESBLs, carbapenemases e resistência às 

fluoroquinolonas e aminoglicosídeos frequentemente estão presentes em plasmídeos que são 

facilmente transferidos entre as bactérias (Brolund e Sandegren, 2016; Kopotsa, Sekyere e 

Mbelle, 2019; Vinué et al., 2020; Wachino et al., 2020). Além disso, esses plasmídeos muitas 

vezes carregam outros fatores de resistência concomitantemente, como é o caso de cepas 

resistentes aos aminoglicosídeos a partir da produção de MTase e que frequentemente podem 

carregar determinantes genéticos de resistência aos betalactâmicos e fluoroquinolonas 

(Bartoloni et al., 2016; Lupo et al., 2018; Gajamer et al., 2019). Com isso, BGN pode 

adquirir esses plasmídeos, tornando-se cepas extensivamente resistentes aos antimicrobianos 

(Schwaber e Carmeli, 2008).  

A emergência de Bacilos gram-negativos resistentes aos antimicrobianos (BGN-RA) 

aminoglicosídeos, fluoroquinolonas e betalactâmicos, incluindo penicilinas, monobactâmicos, 

cefalosporinas e carbapenemas, associada à ausência de desenvolvimento de novos 

medicamentos, fez com que as polimixinas fossem revisitadas quanto à sua eficácia e 

segurança para combater as infecções causadas por esses organismos, tornando-se um 
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importante fármaco no tratamento dessas infecções (Loho e Dharmayant, 2015; Kasiakou et 

al., 2020). 

1.5 Polimixinas  

As polimixinas fazem parte de uma classe de antibióticos polipeptídicos de caráter 

catiônico, separadas em cinco variantes de acordo com suas estruturas (polimixina A, B, C, D 

e E). Dessas, somente as polimixinas B e E (colistina) são comercializadas e utilizadas na 

medicina, enquanto as outras são extremamente tóxicas (Ahmed et al., 2020). A colistina foi 

isolada pela primeira vez na década de 1940, como produto da bactéria Paenibacillus 

polymyxa isolada de solo, sendo amplamente utilizada no combate às infecções bacterianas 

naquela época (Koyama, 1950 apud Ahmed et al., 2020). Devido ao seu alvo ser a membrana 

externa bacteriana, possui eficácia somente sobre espécies gram-negativas (Stefaniuk e Tyski, 

2019). 

Os BGNs contra os quais a colistina se mostra eficaz incluem Acinetobacter spp., P. 

aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp., E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., 

Yersinia spp. e Citrobacter spp. (Kwa, Tam e Falagas, 2008).  Por outro lado, a colistina é 

inativa contra alguns BGNs como Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp. e Serratia 

spp., devido à resistência intrínseca ao antimicrobiano pela produção de LPS carregado 

positivamente (Kwa, Tam e Falagas, 2008; Baron et al., 2018). 

Há relatos de eventos adversos associados à nefrotoxicidade e neurotoxicidade 

causados pelo uso da polimixina, motivo pelo qual sua administração clínica na década de 

1970 foi suspensa (Ahmed et al., 2020). Estudos mostram que a nefrotoxicidade pode estar 

diretamente ligada à dose do medicamento administrado, podendo ocorrer em até 60% dos 

pacientes tratados pela via intravenosa (Kubin et al., 2012). Acredita-se que ao serem 

absorvidas e filtradas pelos rins, as polimixinas acumulam-se nos túbulos renais proximais, o 

que mais tarde desencadeia uma cascata de eventos danosos para o organismo, envolvendo 

ativação de vias apoptóticas celulares, estresse oxidativo, parada do ciclo celular das células 

do paciente, entre outras reações (Azad, Nation e Velkon, 2019). Ainda que em menor 

incidência, possivelmente podem promover o bloqueio neuromuscular de pacientes através da 

interrupção da liberação de acetilcolina e, assim, afetar a neurotransmissão de sinais 

responsáveis por induzir movimentos musculares, tendo efeito neurotóxico. Todavia, na 
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maioria das vezes são eventos raros e que se apresentam de forma leve (Falagas e Kasiakou, 

2006). 

Há duas formulações de colistina disponíveis como opções de tratamento para 

infecções causadas por BGN, a primeira é conhecida como sulfato de colistina (SC), usado de 

forma oral ou tópico, e a segunda é o colistimetato de sódio (CMS), caracterizado por ser um 

pró fármaco inativo, usado por via parenteral e nebulização, relativamente mais fraco que o 

SC (Bialvaei e Kafil, 2015). No entanto, estudos mostram que o tratamento com CMS está 

associado ao maior risco de pacientes desenvolverem lesão renal aguda (LRA), distúrbio 

caracterizado pela diminuição da capacidade dos rins em filtrarem resíduos metabólitos do 

sangue (Pampa-Saico et al., 2020). 

As polimixinas são formadas estruturalmente por um anel de peptídeo policatiônico de 

caráter hidrofílico ligado a uma curta cauda de ácido graxo hidrofóbico (Kaye et al., 2016). 

Pequenas alterações estruturais podem ser observadas em cada polimixina, representado por 

sua classificação em 5 grupos (A-E) (Timbre et al., 2016) (Wanty et al., 2013). A membrana 

externa bacteriana possui dois folhetos: o fosfolipídico interno e o externo, que contém 

ancorado algumas estruturas, dentre elas, o LPS, algumas proteínas e fosfolipídeos (Delcour, 

2008). O LPS, também chamado de endotoxina, possui três diferentes domínios: cadeia 

variável do lipídio O, uma região core de polissacarídeos, e por fim, o lipídio A. No folheto 

externo da membrana se encontra ancorado o lipídio A, de modo que o mesmo se volta para a 

face celular externa (Nikaido, 2003). Estruturalmente, o lipídeo A é formado por 

hidrocarbonetos saturados que se associam fortemente ao folheto externo bacteriano por meio 

de forças de Van der Walls, além da presença de cátions divalentes, como Mg²
+
 e Ca²

+
, que 

auxiliam na ligação e associação das moléculas de LPS adjacentes (Raetz e Whitfield, 2001). 

A principal função da membrana externa é ser uma barreira de permeabilidade para evitar a 

entrada de compostos nocivos e, ao mesmo tempo, ser capaz de permitir a entrada de 

nutrientes fundamentais para o desenvolvimento da bactéria (Nikaido, 2003). Além disso, as 

porções de fosfodiéster presentes no lipídio A possuem carga aniônica altamente repulsiva, o 

que reforça a estabilidade e barreira formada pela membrana externa (Velkov et al., 2013). 

O modo exato de ação das polimixinas sobre as bactérias gram-negativas ainda é 

muito controverso, porém, segundo a literatura, existem cinco formas que esses 

antimicrobianos conseguem exercer sua atividade bactericida sobre o microrganismo, são 

elas: (i) atividade direta ou absorção autopromovida (Hancock, 1997); (ii) via de contato 

vesícula-vesícula (Clausell et al., 2006); (iii) via de morte do radical hidroxil (Kohanski et al., 
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2007); (iv) inibição de enzimas respiratórias (Deris et al., 2014); e (v) atividade anti-

endotóxica (Falagas, Kasiakou e Saravolatz, 2005).  

O mecanismo de ação mais aceito como principal é o de absorção autopromovida. 

Nele temos a ligação da colistina à membrana externa bacteriana através de interações 

eletrostáticas entre os resíduos catiônicos da colistina com os resíduos aniônicos do lipídio A 

do LPS (Velkov et al., 2010). Desta forma, há o deslocamento competitivo das cargas 

positivas da colistina com os cátions divalentes Mg²
+
 e Ca²

+
 localizados nos grupos fosfatos 

carregados negativamente dos lipídeos da membrana, representado na Figura 1 (Kaye et al., 

2016). Todo esse processo leva à desestabilização das moléculas de LPS, rompendo a 

capacidade de barreira de permeabilidade seletiva garantida pela membrana externa através de 

fissuras nela causadas, ocasionando em desequilíbrios osmóticos, e assim, moléculas de 

colistina são absorvidas para o interior da célula, promovendo a lise da membrana interna; o 

que permite o extravasamento de elementos citoplasmáticos e leva a célula à morte (Velkov et 

al., 2013). 

 

Figura 1 - Mecanismo de ação da colistina em bactérias gram-negativas. A colistina se 

associa à membrana externa por meio de interações eletrostáticas entre seus resíduos catiônicos com as porções 

aniônicas do lipídeo A. Em seguida, a colistina se insere na membrana interna, desencadeando a desestabilização 
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da barreira de permeabilidade seletiva promovida pela membrana celular bacteriana. Imagem produzida com o 

programa BioRender. 

 

A polimixina, após transitar pela membrana externa bacteriana, também pode interagir 

com vesículas fosfolipídicas aniônicas, ocasionando a fusão do folheto externo da membrana 

externa com o folheto interno da membrana citoplasmática, o que gera um desequilíbrio 

osmótico celular e, consequentemente, a morte da célula bacteriana pela via de contato 

vesícula-vesícula (Cajal et al., 1996). A fusão da membrana externa com a membrana interna 

eventualmente pode gerar a formação de radicais, como O2
-
, que reage com a enzima 

superóxido dismutase formando H2O2 (Imlay, 2013). A presença de peróxido de hidrogênio 

no ambiente celular leva à oxidação de moléculas de ferro ferroso (Fe
2+

) presente na célula 

em ferro férrico (Fe
3+

) liberando moléculas de OH
-
. Toda essa liberação incontrolável de OH

-
 

na célula é conhecida como via de morte do radical hidroxil, capaz de induzir danos 

oxidativos no DNA, proteínas e lipídeos bacterianos, levando à morte celular (Kohanski et al., 

2007). 

Além disso, ao se ligar ao LPS bacteriano, a colistina leva à sua neutralização o que, 

consequentemente, inibe a liberação da endotoxina antígeno A, esse processo é chamado de 

atividade anti-endotoxina, uma das possíveis propriedades geradas pela ação da colistina 

(Gough, Hancock e Kelly, 1996). É um processo importante visto que, ao inibir a ação da 

endotoxina no organismo, evita a ativação de citocinas que, eventualmente, levariam ao 

choque do paciente e a respostas inflamatórias exageradas, causando danos celulares (Ahmed 

et al., 2020).  A colistina ainda é capaz de inibir enzimas respiratórias importantes para o 

desenvolvimento da cadeia respiratória bacteriana como a NADH-quinona oxidorredutases 

tipo II, atuando como portadores que transportam elétrons e prótons em complexos proteicos 

constituintes da cadeia respiratória vital para a sobrevivência do microrganismo (Deris et al., 

2014).  

1.6 O uso e a resistência à colistina 

A retomada do uso de colistina como uma das últimas opções de tratamento contra 

bactérias extensivamente resistentes mostrou eficácia no combate às infecções. Atualmente, 

as polimixinas podem ser administradas isoladamente ou em combinação a outras classes de 

antimicrobianos para essa finalidade. Existem algumas razões pelas quais a terapia combinada 

pode ser favorável. A primeira delas é que em alguns casos de resistência, a concentração 
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plasmática de colistina administrada ao paciente permanece baixa, mesmo sendo administrada 

em doses diárias superior ao limite indicado no rótulo do medicamento, dificultando sua ação 

sobre a bactéria (Garonzik et al, 2011; Nation et al, 2016). Nesses casos, não se torna possível 

aumentar as doses de colistina devido ao seu alto potencial nefrotóxico (Zavascki e Nação, 

2017).  Além disso, há o surgimento de resistência à colistina transferível rapidamente logo 

após a sua monoterapia (Rojas et al., 2017). Outra justificativa para a combinação de 

diferentes fármacos durante a terapia com as polimixinas é a sua combinação com outros 

medicamentos que exibem a mesmo efeito de permeabilizar a membrana plasmática da 

bactéria, o que permitiria concentrações aumentadas de agentes antibacterianos combinados 

que possuem alvos intracelulares (Lenhard et al., 2017).   

 Algumas espécies como K. pneumoniae produtora de carbapenemase vem se tornando 

patógenos nosocomiais cada vez mais proeminentes, tornando-se um desafio terapêutico 

(Tacconelli et al., 2014). Um estudo realizado em 2014, analisou a farmacodinâmica da 

colistina em combinação com fosfomicina no combate à K. pneumoniae produtora de KPC. 

Quando administradas separadamente, surgiam subpopulações resistentes às drogas. No 

entanto, a combinação colistina/fosfomicina apresentou atividade bactericida sustentada em 

amostras sensíveis aos dois antimicrobianos (Zhao et al., 2017). Isso pode ser devido ao fato 

da colistina ter aumentado a permeabilidade da membrana externa bacteriana, o que teria 

facilitado a melhor penetração da fosfomicina no local de ação (Vaara, 2010). Outro estudo 

publicado em 2016, verificou a otimização da polimixina B em combinação com doripenem 

para combater cepas mutantes de P. aeruginosa. Foi visto que a combinação de fármacos teve 

um efeito positivo, apresentando atividade de morte aumentada contra todas as cepas 

analisadas (Ly et al., 2016). Ainda assim, é preciso mais estudos que visem acompanhar as 

diferentes combinações e efeitos que a terapia combinada pode causar (Tsuji et al., 2019). 

Apesar de sua eficácia no tratamento de infecções, espécies bacterianas antes 

amplamente sensíveis à colistina, passaram a apresentar cepas resistentes em um curto 

período de tempo (Park et al., 2011). Devido ao alvo da polimixina ser o LPS, a maioria dos 

mecanismos de resistência envolvem alterações na carga e estrutura dessa molécula (Bialvaei 

e Kafil, 2015). A resistência bacteriana à colistina pode ocorrer de maneira intrínseca ou 

adquirida. A resistência intrínseca às polimixinas é expressa por algumas bactérias gram-

negativas como Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp. e Serratia spp. (Biswas et 

al., 2014). A maioria dessas espécies apresentam baixa susceptibilidade à polimixina através 

da adição de grupos catiônicos como 4-amino-L-arabinose (L-Ara4N) ao LPS, ou pela adição 
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de moléculas de fosfoetanolamina (PEtN) através da enzima fosfoetanolamina transferase 

(Olaitan, Morand e Rolain, 2014). Ambos os mecanismos são responsáveis por garantir a 

redução da carga negativa do LPS, ocasionando na baixa interação eletrostática da polimixina 

com a membrana externa bacteriana (Timble et al., 2016). 

A resistência adquirida pode acontecer mediante modulação da expressão de genes 

cromossômicos ou pela aquisição de DNA pela transferência horizontal. O mecanismo 

envolvido no primeiro caso, também conhecido como resistência adaptativa, é variável de 

acordo com a espécie bacteriana, porém, a maioria será mediada principalmente pela ativação 

de genes constitutivos do sistema de dois componentes PmrAB e PhoPQ (Falagas, Rafailidis 

e Matthaiou, 2010), como representado na Figura  2. A ativação desses sistemas envolve 

principalmente a presença de peptídeos catiônicos como a polimixina ou como respostas a 

estímulos ambientais, como variadas concentrações de magnésio, cálcio, altas concentrações 

de ferro e ao pH baixo do meio  (Timble et al., 2016). Os sistemas de dois componentes estão 

envolvidos na regulação gênica bacteriana estimulando ou reprimindo determinados genes 

(Girardello e Gales, 2012).  

Quando ativado, o sistema PhoP-PhoQ regula positivamente o operon arnBCADTEF. 

Esse operon é responsável por codificar a via de construção do LPS, reduzindo a sua carga 

negativa e limitando a ligação da polimixina  (Gooderham e Hancock, 2009). O sistema 

PmrA-PmrB, quando ativado, promove a regulação positiva dos operons pmrC e 

arnBCADTEF, que desencadeiam na expressão do gene pmrE, pela adição de L-Ara4N ao 

lipídeo A (Olaitan, Morand e Rolain, 2014). Além disso, o sistema PhoP-PhoQ, pode induzir 

indiretamente o sistema PmrA-PmrB através da ativação do gene pmrD (Fox, Wosten e 

Groisman, 2000). Os mecanismos de resistência através dos componentes PmrA-PmrB são 

comuns entre as espécies E. coli, K. pneumoniae, Salmonella spp., A. baumannii e P. 

aeruginosa. Enquanto que a resistência mediada pelos componentes PhoP-PhoQ, são 

associadas a espécies como K. pneumoniae, Salmonella spp. (Olaitan, Morand e Rolain, 

2014). Além disso, já foi relatado mecanismos de resistência adaptativos adicionais em cepas 

de K. pneumoniae, como o aumento da produção de cápsula polissacarídica e a produção de 

vesículas, que também levam à diminuição da interação do antimicrobiano com a superfície 

celular bacteriana (Campos et al., 2004). 
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Figura 2 - Caminhos de regulação de modificações adaptativas de LPS. Adaptado de Olaitan, 

Morand e Rolain, 2014, mediante autorização. 

 

Até 2015 apenas a resistência adaptativa às polimixinas era observada em amostras 

clínicas. No entanto, em 2016, foi descrito o gene mcr-1 presente em uma cepa de E. coli de 

origem suína e localizada em plasmídeo, portanto, transferível horizontalmente (Liu et al., 

2016). O gene mcr-1 é responsável por codificar a produção de moléculas PEtN através da 

enzima fosfoetanolamina transferase, capaz de catalisar a adição de moléculas PEtN aos 

grupos fosfatos localizados no lipídeo A, reduzindo sua carga negativa e sua afinidade pela 

polimixina (Baron et al., 2016). Desde então, outras variantes de mcr foram descritas e todas 

produzem a enzima fosfoetanolamina transferase, tendo como diferença pequenas alterações 

em sua sequência proteica (Stefaniuk e Tyski, 2019).  

Em 2016, na Bélgica, o gene mcr-2 foi identificado pela primeira vez em uma estirpe 

de E. coli isolada de amostras de fezes diarreicas de bovinos e leitões. A nova amostra do 

gene possuía cerca de 76,75% de identidade de seus nucleotídeos com mcr-1 (Xavier et al., 

2016). Cerca de um ano depois, em 2017, a variante mcr-3 foi descrita em amostra de E. coli 
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de origem suína. A nova variante apresentou 45% e 47% de identidade de sua sequência 

nucleotídica com mcr-1 e mcr-2, respectivamente (Yin et al., 2017). 

 Em 2017, um novo estudo identificou a variante mcr-4 em uma cepa de Salmonella 

ntérica isolada de um porco durante seu abate em 2013 na Itália. A mesma variante ainda foi 

localizada anos depois, em 2015 e 2016 na Espanha e Bélgica, respectivamente, em cepas de 

E. coli coletadas durante o diagnóstico de rotina de diarreia em suínos. A nova variante 

apresentou cerca de 34%, 35% e 49% de identidade com os nucleotídeos dos genes mcr-1, 

mcr-2 e mcr-3, respectivamente (Carattoli et al., 2017).  

Um estudo realizado mais tarde, em 2017 na Alemanha, detectou a variante mcr-5, 

presente em uma cepa de S. enterica isolada de aves e alimentos. A nova variante foi 

considerada distinta de mcr-1, mcr-2, mcr-3 e mcr-4, apresentando cerca de 36,11%, 35,19%, 

34,72% e 33,71% de similaridade dos aminoácidos da sequência proteica, respectivamente 

(Borowiak et al., 2017). Ainda em 2017, a variante mcr-6 foi detectada na Grã-Bretanha em 

Moraxella spp. isoladas de suínos, entre os anos de 2014 a 2015. A nova variante abrigava 

cerca de 87,9% de identidade com o gene mcr-2, isolado de E. coli (AbuOun et al., 2017).  

A variante mcr-7 foi identificada em 2018 na China, em K. pneumoniae isolada de 

galinhas. O novo gene apresentou 70% de identidade com os aminoácidos do gene mcr-3. 

Além disso, a nova variante foi detectada em um plasmídeo transferível que também 

albergava o gene blaCTX-M-55, que codifica uma betalactamase do tipo ESBL (Yang et al., 

2018). Ainda no mesmo ano, a variante mcr-8 foi detectada em plasmídeo transferível 

recuperado de outra cepa de K.  pneumoniae isolada de amostras suínas. Sua sequência de 

aminoácidos apresentou 31,08%, 30,26%, 39,96%, 37,85%, 33,51%, 30,43% e 37,46% de 

similaridade com as variantes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6 e mcr-7, 

respectivamente (Wang et al., 2018). Em 2019, a nova variante mcr-9 foi detectada em um 

sorotipo de S. enterica, isolada pela primeira vez diretamente de um humano, um paciente no 

estado de Washington nos EUA em 2010. Essa variante demonstrou um perfil de sequência 

de aminoácidos com similaridade em torno de 64,5% do mcr-3 (Carroll et al., 2019).  

A variante mcr-10 foi a mais recentemente descrita, e segunda variante de origem 

humana, recuperada de uma amostra de ascite de um paciente tratado em um hospital da 

China em 2016 (Wang et al., 2020). A cepa recuperada pertencia à espécie Enterobacter 

roggenkampii e, além do gene mcr-10, essa amostra carregava genes de resistência a outras 

classes de antimicrobianos, como o que codifica a betalactamase do tipo AmpC, blaMIR-5 que 

garante resistência a penicilinas, cefalosporinas de primeira a terceira geração e a aztreonam 
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e, ainda, apresentava resistência à fosfomicina (Wang et al., 2020). Devido à baixa detecção 

dessas variantes em humanos, é possível inferir a possibilidade de que variantes mcr tenham 

sua origem na esfera animal. 

1.7 Distribuição e transmissão de genes mcr e BGN multirresistente pelo 

ambiente 

Estudos de vigilância retrospectiva de amostras armazenadas portadoras de mcr 

indicam que o primeiro mcr pode ter surgido em 1980 na China em amostras de frango, na 

mesma época em que a colistina começou a ser usada para fins agrícolas em meio aos aditivos 

alimentares (Shen et al., 2016). Desde a primeira evidência de mcr em espécies bacterianas, o 

gene já foi detectado em 47 países diferentes em cinco continentes, dentre eles: Ásia (China, 

Japão, Laos, Vietnã, Malásia, Cingapura, Camboja, Bahrein, Taiwan, Hong Kong, Tailândia, 

Coreia do Sul, Rússia, Paquistão, Emirados Árabes Unidos, Arábia Saudita Arábia e Omã), 

Europa (Áustria, Estônia, Reino Unido, Holanda, Noruega, Espanha, Alemanha, França, 

Bélgica, Dinamarca, Itália, Polônia, Portugal, Rússia, Suíça, Suécia, Lituânia e Hungria), 

África (Argélia, Egito , Tunísia, Marrocos e África do Sul), Américas (EUA, Canadá, 

Colômbia, Argentina, Brasil e Equador), e Oceania (Nova Caledônia e Austrália). Entre os 

países citados, o gene mcr foi identificado em fontes humanas, mas principalmente em gado, 

carne, produtos alimentícios, entre outras fontes, incluindo animais de companhia, selvagens e 

no meio ambiente (Nang, li e Velkov, 2019). 

Atualmente, todas as variantes de mcr foram detectadas na China, exceto a variante 

mcr-6. Isso pode ser devido ao maior número de pesquisas no país, bem como ao extenso uso 

das polimixinas como aditivo animal na agricultura chinesa, prática proibida no país somente 

em 2016 (Ling et al., 2020; Walsh e Wu, 2016). O gene mcr já foi identificado em animais 

como gaivotas e pinguins migratórios, preocupante descoberta visto que esses animais são 

capazes de migrar de modo intercontinental, promovendo a disseminação da resistência 

(Sellera et al., 2017; Ruzauskas e Vaskeviciute, 2016). Estudos mostram que os genes mcr-1 e 

mcr-9 são as variantes mais amplamente distribuídas no mundo, sendo identificados em 

amostras isoladas de 61 e 40 países em cinco continentes, respectivamente (Ling et al., 2020). 

A maioria das amostras positivas para o gene mcr-9 foram encontradas nos EUA. Dentre 

estas, 71,1% carregavam também genes de resistência aos aminoglicosídeos e 58,65% 

apresentaram genes codificadores de carbapenemases, indicando que a possível disseminação 
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de mcr-9 possa estar relacionada ao uso de outras classes de antimicrobianos (Ling et al., 

2020). 

A espécie bacteriana gram-negativa mais frequente entre as amostras isoladas 

positivas para o gene mcr é a E. coli, correspondendo aproximadamente a 91%, enquanto que 

outras gram-negativas como S. enterica a 7% e K. pneumoniae a 2% (Nang, li e Velkov, 

2019). É importante chamar atenção para esses dados, visto que o gene mcr vem 

constantemente sendo associado aos BGNs, principalmente enterobactérias produtoras de 

betalactamases portadoras de genes blaCTX-M e blaTEM, além de carbapenemases como blaOXA, 

blaKPC e blaNDM (Nang, li e Velkov, 2019).  

A descoberta de genes codificadores de carbapenemase co-localizados com mcr em 

um mesmo plasmídeo é preocupante, visto que um único evento de aquisição gênica pode 

transformar uma estirpe suscetível em resistente a múltiplas classes de antimicrobianos, o que 

limita ou mesmo inviabiliza o tratamento de infecções (Ling et al., 2020). 

Não obstante, é importante lembrar que a microbiota intestinal humana pode ter 

grande participação na transferência de genes de resistência a antimicrobianos (GRA) para o 

ambiente. O microbioma intestinal é constituído por uma comunidade bacteriana altamente 

diversificada, que além de desempenhar papéis importantes na proteção de várias doenças, 

pode desempenhar função importante na resistência aos antimicrobianos, graças ao resistoma 

humano, que diz respeito a coleção de genes de resistência no microbioma humano (Singh et 

al., 2019). Desta forma, compreendê-lo é de grande importância, principalmente em 

populações hospitalizadas e não hospitalizadas, visto que a microbiota comensal pode 

hospedar GRAs e transferi-los para bactérias patogênicas durante uma infecção (Liu et al., 

2012). Um estudo realizado em 2021, avaliou a distribuição e prevalência de genes de 

resistência à colistina mobilizados na microbiota intestinal humana (Andrade et al., 2021). 

Nele, foi identificado um total de 2.079 genes de resistência a antibióticos classificados como 

mcr em 2.046 genomas montados em metagenoma distribuídos em 1.596 indivíduos de 41 

países. Os autores ainda destacaram a presença de outros GRAs co-ocorrendo com genes mcr 

que afetam a atividade de agentes das classes beta-lactâmicos e glicopeptídeos (Andrade et 

al., 2021).  

Apesar dos BGN-RA serem mais descritos nos ambientes hospitalares, os genes mcr 

não estão restritos a esses locais. O gado vem sendo considerado um dos principais 

reservatórios para bactérias carreadoras do gene mcr, entretanto, os suínos possuem grande 

destaque (Kempf, Jouy e Chauvin, 2016). No entanto, os bovinos e suínos não são as únicas 
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espécies de animais capazes de carregarem resistência às polimixinas. O gene mcr-1 já foi 

identificado em E. coli isolada de animais de companhia, como cães (Lei et al., 2021) e gatos 

(Rumi et al., 2019). Isso ressalta a alta possibilidade da mesma cepa ser transferida entre esses 

animais e os seres humanos (Zhang et al., 2016). Nem mesmo o ambiente está ausente da 

colonização por bactérias resistentes à polimixina, isso porque o gene mcr já foi detectado em 

diferentes fontes de água, como em águas residuais de rios não tratados (Marathe et al., 

2017), estações de tratamento de águas residuais (Hembach et al., 2017), água do mar 

(Fernandes et al., 2017; Cordeiro-Moura et al., 2022), rios (Zurfuh et al., 2016), canais e 

poços (Sun et al., 2017). Isso reforça a potencial disseminação da resistência à polimixina 

entre animais residentes desses locais e humanos. 

O primeiro relato de resistência à polimixina em Enterobacteriaceae no Brasil foi em 

2006 (Gales et al., 2006). Naquela época, o uso de colistina e polimixina B eram baixos, 

demonstrando em média uma taxa de resistência de 0,5% em E. coli, 1,8% em K. pneumoniae 

e 16,7% em Enterobacter spp. Alguns anos depois, em 2012, houve o aumento de 15% da 

taxa de resistência a polimixinas em cepas de K. pneumoniae produtoras de KPC de diversos 

estados brasileiros (Pereira et al, 2012). No ano de 2014, um estudo avaliou o surgimento de 

resistência à colistina no maior complexo hospitalar universitário de São Paulo durante os 

anos de 2010 a 2014. Os organismos mais frequentemente isolados pertenciam à família 

Enterobacteriaceae (86,1%), seguido de Acinetobacter spp (7,6%) e Pseudomonas spp 

(6,3%) (Rossi et al., 2017). Um ano depois, um relatório realizado novamente na cidade de 

São Paulo evidenciou um aumento na taxa de resistência a polimixina B entre cepas de K. 

pneumoniae produtoras de KPC, de 0% em 2011 para 27,1% em 2015 (Bartolleti et al., 2016; 

Sampaio e Gales, 2016).  

Além disso, é importante enfatizar que o Brasil é um grande produtor e exportador de 

alimentos, sendo necessário analisar o panorama de resistência bacteriana associada aos 

animais de criação (Rabello et al, 2020). A variante mcr-1 foi detectada pela primeira vez no 

Brasil por meio de triagem de cepas de E. coli isoladas de amostras fecais de porcos e 

galinhas. As amostras foram coletadas de diferentes estados brasileiros, como Santa Catarina, 

Minas Gerais, Paraná e São Paulo, durante os anos de 2012 a 2013 (Fernandes et al, 2016). 

Simultaneamente, o gene mcr-1 foi identificado em swabs retais de frango nunca expostos à 

polimixina, coletados em 2015 na região Sul do Brasil (Lentz et al, 2016). A presença de mcr-

1 em aves sem exposição prévia à polimixina pode indicar a presença do gene em contexto 

ambiental previamente não detectado, como, por exemplo, a presença de mcr-1 em solos de 
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produção de hortaliças no Estado do Rio de Janeiro onde a cama de frango era comumente 

utilizada como fertilizante orgânico (Fernandes et al, 2016; Oliveira et al, 2019). Ainda no 

Brasil, mcr-1 já foi detectado em E. coli obtidas de amostras de carne de frango adquiridas em 

mercados varejistas do estado de São Paulo. Dentre as 409 carcaças de frango, a maioria 

também portava genes de betalactamases (Cyoia et al, 2019). Além disso, o gene foi 

detectado em S. typhimurium e Salmonella schwarkergund coletados em carne suína e de aves 

adquiridas nos estados do Rio Grande do Sul e São Paulo, respectivamente (Rau et al, 2018; 

Moreno et al, 2019). 

A presença de patógenos resistentes aos antimicrobianos comensais no meio ambiente, 

corrobora para um potencial reservatório de bactérias multirresistentes. Um estudo realizado 

no Brasil em 2021, identificou os genes mcr-9 e blaKPC em águas de recreação e areias de 

praias urbanas no Brasil (Furlan et al., 2021). No mesmo ano, outro estudo identificou a 

presença de uma cepa de E. coli resistente a colistina carreando mcr-1 coabitando com genes 

blaCTX-M-2 e blaCMY-2 isolada de um córrego urbano no Estado de São Paulo (Furlan et al., 

2021). Em 2022, mais um estudo realizado no Brasil, detectou a ocorrência de uma E. coli 

(JP24) resistente à colistina através de mcr-1 isolada de águas costeiras recreativas na região 

Nordeste do país. Além da presença de mcr-1, a cepa ainda apresentava genes envolvidos com 

a resistência a beta-lactâmicos, tetraciclinas, trimetoprim, sulfonamidas, aminoglicosídeos, 

cloranfenicol, macrolídeo, lincosamida e estreptograma B (Cordeiro-Moura et al, 2022).  

A presença de BGN-RA carreadores de mcr em animais silvestres também foi 

identificada em alguns estados brasileiros. No ano de 2016, um estudo revelou a presença de 

cepas E. coli carreando mcr-1 e produtoras de ESBL em pinguins de Magalhães migratórios, 

na costa sudeste do Brasil. Um grave achado, visto que a presença de genes de resistência em 

animais silvestres migratórios, reforça o seu alto potencial de ser transferido entre diferentes 

espécies bacterianas, utilizando os animais como transporte (Sellera et al., 2016). Um pouco 

mais tarde, em 2021, foi publicado um estudo acerca da presença de mcr e suas variantes em 

107 isolados de E. coli de aves de produção coletadas entre abril de 2015 e junho de 2016 no 

Rio de Janeiro. A variante mcr-1 foi a mais prevalente em 62 (57,9%) isolados, e o gene mcr-

5 identificado em 3 (2,8%) isolados (Barbieri et al., 2021). Ainda no Brasil, em 2021, um 

grupo de pesquisadores identificaram uma cepa de Enterobacter kobei carreadora de mcr-9.1 

e produtora de CTX-M-15, infectando um golfinho-francisca de vida livre, ameaçado de 

extinção. O espécime isolado ainda apresentou resistência a uma série de outros 
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antimicrobianos, como aos aminoglicosídeos, trimetoprima, tetraciclina, quinolona, 

fosfomicina, sulfonamida e fenicol (Fuentes-Castilho et al., 2021).  

A resistência bacteriana é, portanto, um problema ecológico caracterizado por 

complexas interações entre humanos, animais e meio ambiente. Nesse contexto, é importante 

entender o conceito de One Health, que se baseia na dependência mútua de humanos e 

animais e no reconhecimento de que eles compartilham não apenas o mesmo ambiente, mas 

também muitas doenças infecciosas (Zinsstag et al., 2012). Os fundamentos de One Health 

abrangem a saúde do meio ambiente, bem como humana e animal, promovendo a visão de 

que o recorrente crescimento da população humana é acompanhado por mudanças climáticas, 

poluição crescente e esgotamento de recursos da Terra. Todos esses fatores fizeram com que 

houvesse um aumento da ocorrência de doenças emergentes e reemergentes, incluindo 

doenças causadas por espécies bacterianas resistentes a antimicrobianos (Collignon e 

McEwen, 2019). 

 Desta forma, a saúde pública está ligada a um equilíbrio entre a saúde humana, animal 

e ambiental, isto é, se esses três grandes pilares estiverem em equilíbrio haverá a garantia de 

uma boa saúde, refletindo positivamente na expectativa de vida dos indivíduos. No entanto, 

durante anos a maioria das classes de antimicrobianos são usadas tanto em humanos quanto 

em animais, incluindo mamíferos domésticos, pássaros, animais de criação, entre outros, o 

que contribui diretamente para a disseminação de resistência bacteriana (McEwen e Cray, 

2002). Sabe-se, portanto, que essas bactérias e os determinantes de resistência estão presentes 

no meio ambiente e podem servir como reservatório e veículo para esses organismos 

alcançarem os ambientes hospitalares. No entanto, essa via de retroalimentação do ambiente 

hospitalar com estirpes resistentes aos antimicrobianos ainda é sub explorada na literatura 

científica. 

1.8 Colonização comunitária e disseminação de BGN multirresistentes  

O TGI é colonizado por trilhões de microrganismos, dentre eles bactérias, vírus, 

fungos, arquéias e protozoários; que formam a microbiota anfibiôntica. Fatores genéticos, 

respostas imunológicas e fatores dietéticos modulam a composição da microbiota para cada 

indivíduo (Wu et al., 2020). Esse consórcio microbiano desempenha um papel muito 

importante para a saúde do hospedeiro, dentre eles, contribuir com o metabolismo de 

nutrientes complexos obtidos com a ingestão alimentar, com o metabolismo de xenobióticos e 
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de fármacos; mantém a estrutura e função da barreira intestinal e do TGI, impedindo a 

translocação de patógenos intestinais (Jandhyala et al., 2015). 

Alguns fatores como doenças e uso de medicamentos podem alterar a composição da 

microbiota. O tratamento com antimicrobianos, entre outras condições específicas, podem 

induzir ao rompimento da barreira física protetora gerada por esses organismos, facilitando a 

sua colonização por outros oportunistas, os quais podem causar danos ao hospedeiro 

(Peterson et al., 2015). Desta forma, alterações nessa complexa relação entre microbiota e 

hospedeiro podem significar o aumento da susceptibilidade do indivíduo em desenvolver 

infecções e a ocorrência facilitada da aquisição de espécies resistentes, dentre eles, os BGN-

RA (Weiss e Hennet, 2017). 

Apesar dos BGN-RA serem comumente associados à etiologia de IRAS, esses 

microrganismos não estão restritos aos ambientes hospitalares, sendo frequentemente 

associadas às infecções adquiridas na comunidade (IAC) e descritos no meio ambiente 

(Nnadozie e Odume, 2019; Yang et al., 2018). A nossa hipótese é de que o ambiente 

amplamente colonizado pode estar associado à colonização comunitária humana por esses 

organismos resistentes aos antimicrobianos, que pode servir como um reservatório para a 

disseminação de resistência bacteriana na comunidade e rota para sua (re)inserção nos 

hospitais.  

Um estudo realizado na Alemanha entre os anos de 2014 e 2015 avaliou a colonização 

intestinal por Enterobacteriaceae produtoras de ESBL e carbapenemases em viajantes 

internacionais que retornavam à Alemanha (Lubbert et al, 2014). Durante análises de pré-

viagem dos 205 participantes estudados foi observado que cerca de 6,8% (14) dos 

participantes já eram colonizados por bactérias produtoras de ESBL. Após a viagem, 58 

(30,4%) participantes foram colonizados por E. coli produtora de ESBL, e 5 (8,6%) 

carregavam também, K. pneumoniae produtora de ESBL. Em uma revisão sistemática 

realizada em 2016 sobre a colonização fecal com enterobactérias produtoras de betalactamase 

de espectro estendido entre indivíduos saudáveis foi observada prevalência de 14% de 

colonização por espécies produtoras de ESBL, sendo que esse índice foi maior em países da 

Ásia (46%) e África (15%), e menor em países da região central (3%), norte (4%), sul da 

Europa (6%) e das Américas (2%). A enzima CTX-M foi a ESBL mais prevalente (Karanica 

et al, 2016).  

A colonização comunitária por BGN produtores de mcr também vem se tornando cada 

vez mais comum. Em 2017, foi publicado um estudo que buscou analisar a prevalência do 
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gene mcr-1 em amostras de E. coli produtoras de betalactamase recuperadas de amostras 

fecais humanas coletadas em 2012 em aldeias rurais na China. Foi observado um total de 706 

cepas de E. coli produtoras de ESBL isoladas de 411 pessoas em uma coleção de amostras 

fecais de 1000 residentes rurais saudáveis. O gene mcr-1 foi encontrado em 3,5% dos 

isolados, mostrando a potencial disseminação comensal de E. coli produtora de mcr-1 já em 

2012 (Bi et al, 2017). Outro estudo realizado em 2020, mostra a alta prevalência de E. coli 

carregando mcr-1 cromossomicamente através de transposons em residentes saudáveis no 

Vietnã. Um total de 57 isolados resistentes à colistina foram obtidos de 98 residentes. Cerca 

de 36,8% dos isolados carregavam mcr-1 cromossômicos (Yamaguchi, 2020). Em 2021, foi 

observada a colonização de viajantes tchecos que vivem na República Tcheca por 

Enterobacteriaceae resistentes à colistina. Um total de 177 amostras de fezes foram 

investigadas, obtendo-se 15 isolados resistentes à colistina. Dois desses isolados carregavam 

mcr-1, ambas espécies identificadas como E. coli, novamente reforçando a presença das 

variantes de mcr no ambiente e o seu potencial de disseminação entre indivíduos saudáveis 

(Krutova et al, 2021). 

Apesar da prevalência de mcr e suas variantes no ambiente, no Brasil, poucos são os 

estudos que investigaram os aspectos sobre a colonização comunitária por BGN-RA. No 

entanto, um recente estudo, publicado em 2021, avaliou a aquisição de determinantes de 

resistência antimicrobiana em Enterobacterales por viajantes internacionais recrutados entre 

os anos de 2015 e 2019 no Brasil. De 210 viajantes analisados, 12% estavam colonizados por 

Enterobacterales multirresistentes e 9% por Enterobacterales produtoras de ESBL antes da 

viagem. A aquisição de Enterobacterales multirresistentes ocorreu em 32% dos viajantes 

estudados. Além disso, um dos viajantes adquiriu uma amostra carregando gene blaOXA-181, e 

dois viajantes que visitaram o Peru retornaram colonizados por uma amostra cada carregando 

o gene mcr-1 (Tufic-Garutti et al., 2021). Nesse contexto, torna-se necessário o aumento e 

aprofundamento de estudos que possibilitem a produção de mais conhecimento acerca da 

colonização comunitária por BGN-RA, sobretudo sobre a participação e prevalência de genes 

mcr neste cenário.
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2. JUSTIFICATIVA 

Considerando a grande importância que a resistência aos antimicrobianos possui 

dentro da sociedade, bem como o papel exercido pelos BGNs como principais responsáveis 

por IRAS e IAC de caráter grave, juntamente com a ausência de novas opções terapêuticas 

somado à emergência de resistência bacteriana aos betalactâmicos, fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos e a colistina, um dos últimos recursos para o tratamento de infecções por 

bactérias multirresistentes, é que esse estudo foi projetado.  

É sabido que BGN-RAs, dentre eles, os carreadores de mcr, não estão restritos aos 

ambientes hospitalares, sendo constantemente isolados em outros nichos, como rios, lagos, 

águas costeiras e solo, bem como em animais de companhia, de criação e silvestres e em 

produtos alimentícios. Ademais, é de grande importância ressaltar que a HGT possui 

importante papel na manutenção da resistência aos antimicrobianos entre diferentes espécies 

bacterianas.  

No entanto, na literatura científica, há poucos estudos que tenham avaliado a dinâmica 

da colonização comunitária por BGN-RA. Sendo assim, a investigação da prevalência de 

colonização comunitária do TGI por BGN resistentes às polimixinas mediada por genes mcr 

possibilita trazer à luz informações importantes acerca da disseminação da resistência, 

possibilitando o desenvolvimento de medidas de proteção eficazes na prevenção, controle e 

tratamento de infecções por bactérias resistentes.  
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3. OBJETIVO 

Realizar a caracterização quanto à susceptibilidade reduzida às polimixinas de cepas 

envolvidas com a colonização comunitária do trato gastrintestinal por bacilos gram-negativos 

de indivíduos atendidos em uma unidade pública de saúde na região metropolitana do Rio de 

Janeiro. 

3.1 Etapas 

 

- Determinar as espécies de BGN capazes de crescer sob pressão seletiva por colistina 

envolvidas na colonização comunitária do TGI; 

 

- Confirmar a capacidade de manutenção do metabolismo frente à colistina nas espécies 

isoladas que não são intrinsecamente resistentes a esse antimicrobiano; 

 

- Acessar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras que mantém o 

metabolismo frente à colistina; 

 

- Pesquisar a presença de genes mcr nas amostras estudadas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Desenho do estudo 

 

 O presente estudo envolveu a investigação da caracterização microbiológica de 

estirpes com suscetibilidade reduzida à colistina relacionadas à colonização comunitária do 

trato gastrointestinal na região metropolitana do Rio de Janeiro. Para isso, os indivíduos 

atendidos na emergência de um Hospital público, cederam por autocoleta um swab retal. O 

material cedido pelos participantes da pesquisa foi submetido a um controle de viabilidade 

celular seguido de pressão seletiva em colistina. As bactérias recuperadas foram identificadas 

seguida de sua estocagem e pesquisa fenotípica quanto sua susceptibilidade à colistina. Essa 

pesquisa foi realizada para espécies bacterianas diferentes daquelas intrinsecamente 

resistentes à colistina, como Acinetobacter spp, Morganella spp, Proteus spp, Providencia 

spp e Hafnia spp. Após o teste fenotípico de resistência à colistina, as espécies foram 

submetidas ao teste de susceptibilidade a outros antimicrobianos, pesquisa dos genes 

envolvidos com os fenótipos de resistência à colistina obtidos e caracterização do gene 

plasmidial de resistência através de sequenciamento pela técnica de Sanger. Os detalhes 

metodológicos de cada etapa são descritos nos itens a seguir. 

4.2 População incluída no estudo 

 

A população estudada no projeto é composta por indivíduos que foram atendidos na 

emergência de um hospital público da cidade de Niterói e que não tenham sido hospitalizados 

nos últimos 6 meses. O convite para participarem do estudo foi realizado e, após o aceite, um 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado por cada participante, em 

Anexo 9.1. O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Hospital Nove de Julho em 28/06/2021, sob número de registro 46762621.2.0000.5455 como 

consta o Anexo 9.2. 
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4.3 Obtenção dos espécimes clínicos 

No período entre os meses de fevereiro e março de 2022, foram incluídos no estudo os 

pacientes que aceitaram participar da pesquisa. Eles foram instruídos a coletar e fornecer 

amostras de swab retal. As amostras armazenadas em meio de transporte Cary-Blair 

(FirstLab, Paraná, Brasil) por até 60 horas. As amostras foram encaminhadas ao Laboratório 

de Investigação em Microbiologia Médica (LIMM) localizado no Departamento de 

Microbiologia Médica (DMM) no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes (IMPG) no 

Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).  

4.4 Processamento dos espécimes clínicos 

Após o recebimento dos espécimes, os swabs foram confrontados quanto à sua 

viabilidade através de sua semeadura em placas de Petri (90x15mm) contendo 20 mL de ágar 

TSA (Difco, Michigan, EUA) sem antimicrobianos. Para isto, as placas foram divididas em 

quadrantes onde cada swab foi inoculado em spot. Em seguida, as placas foram incubadas a 

35  °C durante 18-24 horas, em aerobiose.  

As amostras com crescimento foram submetidas à pressão seletiva frente às 

polimixinas com o objetivo de isolar as espécies com susceptibilidade reduzida ao 

antimicrobiano. Para isto, cada swab foi semeado em placas de petri (90x15mm) contendo 20 

mL de ágar MacConkey acrescidos de sulfato de colistina na concentração de 3,5  /mL. As 

placas semeadas foram incubadas novamente a 35  °C durante 18-24 horas, em aerobiose. 

Após esse período, um representante de cada morfotipo das amostras que apresentaram 

crescimento na presença de colistina foi selecionado para estudos posteriores. Culturas puras 

dessas estirpes foram armazenadas em meio de cultura Skim Milk (Difco, Michigan, EUA) 

acrescido de 20% de glicerol (Isofar, Rio de janeiro, Brasil) a -20°C. 

4.5 Identificação das amostras  

A identificação das espécies bacterianas foi realizada por MALDI-TOF MS (do inglês, 

Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry). Nesta 

etapa, cada colônia isolada foi depositada nos poços da sample target, uma placa metálica 

fornecida pelo fabricante (Bruker Daltonics, Massachusetts, EUA) do equipamento, com 

auxílio de palitos de madeira estéreis. Em seguida, foi adicionado 1µL de ácido fórmico 70% 
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(v/v) a cada poço da placa e, após a secagem em temperatura ambiente, foi adicionado 1µL da 

solução matriz composta por ácido α-ciano-4hidroxicinâmico (Sigma Aldrich, Missouri, 

EUA) a cada poço. Através dos espectros obtidos pelo detector do aparelho MALDI-TOF 

Microflex LT, foi gerado um score pelo software Biotyper 3.1, referente a cada amostra 

analisada. As espécies bacterianas foram identificadas a partir da pontuação gerada. Nesta 

etapa, somente foram consideradas confiáveis identificações quanto ao gênero e espécie 

bacteriana aquelas que apresentaram score ≥ 2.3. As amostras que apresentaram score entre 

1.9 e 2.299 indicaram identificação somente quanto ao gênero.    

4.6 Teste rápido de Polimixina NP 

Para a detecção fenotípica de resistência às polimixinas foi realizado o teste rápido de 

Polimixina NP para todas as amostras estudadas, com exceção daquelas com resistência 

intrínseca (Nordmann, Poirel e Jayol, 2016). Ele é baseado na detecção da fermentação da 

glicose pelas bactérias em crescimento na presença de uma concentração pré-definida de 

colistina. A formação de metabólitos ácidos liberados durante a fermentação é observada 

através da mudança de cor de uma solução como resposta a alteração e pH indicada pelo 

vermelho de fenol. Para isto, a técnica utiliza duas soluções: solução rápida de PolimixinaNP 

e uma solução estoque de colistina, descritas abaixo. 

4.6.1 Preparo das soluções  

Para a produção de 100mL da solução rápida de polimixinaNP, foi realizada uma 

mistura de 2,1g de meio de cultura caldo Mueller Hinton (Difco, Michigan, EUA) e 0,0050g 

do indicador de pH vermelho de fenol (Sigma Aldrich) em 90mL de água destilada em uma 

garrafa de vidro. O pH da solução foi ajustado para 6,7 respeitando a faixa de variação 

referente ao vermelho de fenol (6,7 a 8,2), com solução de ácido clorídrico (HCl) 1M. Em 

seguida, a solução foi autoclavada a 121°C durante 15 minutos. Após seu resfriamento, foi 

adicionado à solução 10 ml de glicose D (+) anidra a 10% esterilizada por filtração em 

membrana de porosidade 0,22              .  

Para preparo da solução estoque de colistina, foi preciso realizar o cálculo de potência 

do antimicrobiano, conforme estabelecido pelo CLSI (do inglês, The Clinical & Laboratory 

Standards Institute) (2021) e no estudo de referência para o teste (Nordmann, Poirel e Jayol, 

2016), que determina que cada unidade/mg de potência da colistina seja multiplicada por 
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0,03333 μg/unidades. O sulfato de colistina (Sigma Aldrich) utilizado no presente estudo 

apresenta uma potência de 15.000 unidades/mg, logo, 500 μg/mg de colistina. Esse valor ao 

ser convertido, representa 0,5 mg de sulfato de colistina em cada mg de sal do antimicrobiano. 

O sulfato de colistina foi pesado em uma balança analítica (Sartorius). Para obtenção da 

concentração final de 0,2 mg/ml da solução estoque, foram diluídos 0,0020 g de sulfato de 

colistina em 500    de caldo Mueller Hinton também acrescido do indicador de pH e glicose 

como descrito na solução rápida. Por fim, foi misturado em um tubo do tipo Falcon, 4488,75 

   da solução rápida de polimixina acrescido de 11,25    da solução estoque de colistina. 

4.6.2 Distribuição das soluções e dos inóculos bacterianos na placa de 96 poços 

O teste Polimixina NP foi realizado em uma placa de poliestireno de 96 poços, estéril 

e com tampa. Com o auxílio de uma pipeta, foi adicionado aos poços controles da placa cerca 

de 150 µL da solução de polimixina NP livre de colistina. Aos poços testes foram adicionados 

150 µL da solução de polimixina NP acrescidas de colistina (solução estoque de colistina), de 

modo que tivesse 5 µg/mL de colistina, como descrito anteriormente. 

O volume final da solução em cada poço foi de 200 µL de modo que fosse adicionado 

em duplicata de maneira paralela 150 µL da solução de polimixina NP com e sem colistina 

juntamente a 50 µL de suspensão bacteriana, de modo que a cada dois poços tivesse uma 

amostra teste. A suspensão bacteriana foi preparada a partir do inóculo bacteriano de cada 

amostra cultivada overnight em placas de Petri contendo Ágar Mueller-Hinton. As colônias 

foram então dissolvidas em 10 mL de solução salina estéril (NaCl a 0,85%) para obter uma 

turvação correspondente a 3,0 na escala McFarland (aproximadamente 109 UFC/mL). 

 A distribuição das suspensões na placa de 96 poços foi repetida em duplicata para 

todas as amostras testadas bem como para as amostras controles. Como controle positivo foi 

utilizado uma cepa de E. coli produtora de mcr-1 (C153) e como controle negativo, outra cepa 

de E. coli (J53). Para verificar a esterilidade das soluções utilizadas, foi adicionado em um 

dos poços 50 µL de solução salina (NaCl) no lugar da suspensão bacteriana. Posteriormente à 

homogeneização das soluções testes às suspensões bacterianas, a placa foi incubada em estufa 

por 4 horas à 35  °C. 
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4.6.3 Leitura do teste Polimixina NP 

Nessa técnica, a resistência à colistina é detectada por meio da metabolização da 

glicose associada ao crescimento bacteriano na presença de concentrações definidas de 

colistina ou de polimixina B. O resultado é observado pela formação de metabólitos ácidos 

liberados durante o crescimento bacteriano, evidenciado pela mudança de cor da solução, 

ocasionada pela alteração de pH indicado pelo composto vermelho de fenol.  

Após o período de 4 horas o resultado foi interpretado, e essa leitura foi repetida a 

cada 1 hora até completar 4 horas de incubação. Testes positivos foram representados através 

do crescimento bacteriano nas placas acrescidas com colistina, indicando resistência ao 

antimicrobiano. Os testes negativos foram representados pela ausência do crescimento 

bacteriano nos poços acrescidos com colistina, indicando susceptibilidade da amostra ao 

antimicrobiano.  

O crescimento bacteriano foi representado pela alteração de cor dos poços. Isto é, 

durante seu crescimento, as bactérias liberam metabólitos ácidos, derivados do metabolismo 

da glicose que tornam o meio externo ácido. Essa alteração de pH foi detectada pelo vermelho 

de fenol (indicador de pH). Desta forma, a passagem de cor laranja (coloração inicial) para 

amarelo nos poços indicou crescimento bacteriano na presença de colistina, apontando 

resistência ao antimicrobiano. Caso a cor da solução presente no poço permanecesse laranja, 

representaria a ausência do crescimento bacteriano, indicando a sensibilidade da amostra. No 

entanto, caso ocorresse a alteração na cor do poço de laranja para vermelho, indicaria 

resultados inconclusivos.  

Além disso, nos poços acrescidos com NaCl no lugar da suspensão bacteriana, 

deveriam permanecer na cor laranja, ou seja, com resultado negativo (ausência de mudança de 

cor), o que indicaria ausência de contaminação e, portanto, a confiabilidade dos testes.  

4.7 Antibiograma 

A determinação do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizada para as 

amostras com resultados positivos ao teste PoliNP, por disco difusão em ágar (CLSI, 2021). 

Para isto, foram preparadas suspensões bacterianas em 3mL de solução salina 0,85%, com 

cultura pura recente de cada amostra, padronizadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland 

o que corresponde a aproximadamente 1,5x10
8 

UFC/mL. Essas suspensões foram semeadas 

com auxílio de swabs estéreis de forma confluente em placas de Petri (90x15mm) contendo 
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45 mL de ágar Mueller-Hinton. foram utilizados os discos (Cefar, São Paulo, Brasil): 

amoxicilina/ácido clavulânico (20/10 µg), ácido nalidíxico (30 µg), amicacina (30 µg), 

ampicilina (10 µg), aztreonam (30 µg), cefepima (30 µg), ceftazidima (30 µg), ceftriaxona (30 

µg), ciprofloxacina (5 µg), cloranfenicol (30 µg), ertapenem (10 µg), fosfomicina (200 µg), 

gentamicina (10 µg), imipenem (10 µg), meropenem (10 µg), sulfametoxazol/trimetoprima 

(23,75/1,25 µg) e tetraciclina (30 µg). As cepas E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 

27853 foram utilizadas como amostras controles.  A placa foi incubada a 35  °C durante 18-

24 horas em aerobiose (Jarlier et al., 1988). O resultado foi interpretado de acordo com as 

recomendações do CLSI (2021). 

 

4.8 Detecção dos genes mcr  

A fim de confirmar o genótipo de resistência plasmidial às polimixinas para as 

variantes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5 (Rebelo, et al, 2018), mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9 

e mcr-10, foi realizada a PCR multiplex (do inglês, polymerase chain reaction) de todas as 

amostras positivas ou negativas para o Teste rápido de polimixina NP, como exemplificado na 

Tabela 1. O DNA bacteriano foi obtido através do preparo de suspensões a partir de cada 

amostra isolada em 100 µL de água destilada estéril. Desta forma, as espécies bacterianas 

foram repicadas em placas de Petri contendo 20ml de ágar MacConkey e incubadas a 35  °C 

durante 18-24 horas, em aerobiose. Após esse período, foi promovido a suspensão de cada 

amostra em microtubos contendo 100 µL de água destilada estéril.  

 

Tabela 1 - Iniciadores utilizados na reação de PCR multiplex, para a detecção dos genes mcr-

1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9 e mcr-10. 

Iniciadore

s 
Sequência (5’-4’) 

Gene 

alvo 

Tamanho 

do 

produto 

(pb)
c 

Condições de 

ciclagem 

mcr-1_F
a
 

mcr-1_R
b 

AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 

AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 
mcr-1 320 Desnaturação 

inicial: 

25 ciclos de 

94°C/30’’ 

58°C/90’’ - 

72°C/60’’ 

Extensão final: 

mcr-2_F 

mcr-2_R 

CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 

TCTAGCCCGACAAGCATACC 
mcr-2 715 

mcr-3_F 

mcr-3_R 

AAATAAAAATTGTTCCGCTTA

TG 
mcr-3 929 
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AATGGAGATCCCCGTTTTT 72°C/10’ 

mcr-4_F 

mcr-4_R 

TCACTTTCATCACTGCGTTG 

TTGGTCCATGACTACCAATG 
mcr-4 

 

1.116 

mcr-5_F 

mcr-5_R 

ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 

TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 
mcr-5 1.644 

mcr-6_F 

mcr-6_R 

CGATGCTATTGATTACTGTGC 

GCTGGATACGCTTGACCG 
mcr-6 769 

 

 

mcr-7_F 

mcr-7_R 

GTGGTCTGGAACATGTCC 

CCAACTATGTCAACGGCATC 
mcr-7 485  

mcr-8_F 

mcr-8_R 

GTGGTGGTTGGCGCATAT 

GCAATGCAGGGTGATGCG 
mcr-8 671  

mcr-9_F 

mcr-9_R 

GTGCTGGCATCGTTGAGT 

TCGCGTGATACCAATGCT 
mcr-9 300  

mcr-10_F 

mcr-10_R 

CGATATCCTGAGCCGTCT 

GCTATGACGATGTTATGCTGG 

mcr-

10 
971  

a 
F - Forward. 

b
 R - Reverse. 

c
 Pb - Pares de base. 

Para um volume final de 24 µL, foram utilizados 10 µL de tampão 2x GoTaq G2 

Green Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), 3 µL de água ultrapura estéril, 0,5 µL de 

cada oligonucleotídeo iniciador na concentração de 10 µM e 1 µL de suspensão bacteriana a 

ser testada.  

As condições de ciclagem para a amplificação dos diferentes genes mcr seguiram 

aquelas utilizadas e estabelecidas previamente por Rebelo e colaboradores (2018). Como 

controle positivo, foram utilizadas as cepas E. coli 2012-60-1176-27 carreadora de mcr-1; E. 

coli KP37 carreadora de mcr-2; E. coli 2013-SQ352 carreadora de mcr-3, E. coli DH5 

carreadora de mcr-4; Salmonella Paratyphi B dTa+ 13-SA01718 carreadora do gene mcr-5 e 

a amostra E. cloacae carreadora do gene mcr-9 (Rebelo et al, 2018). 

Com o objetivo de confirmar a amplificação dos genes de interesse, foi realizada a 

eletroforese dos produtos obtidos na reação de PCR em gel agarose a 1,5% (p/v) contendo 

brometo de etídio (0,5%) (Sigma, St Louis, EUA) preparado em tampão TBE 0,5x, como 

descrito por Sambrook e Russell (2001). Como controle do tamanho molecular foi utilizado 2 

µL de um marcador de 100pb DNA Ladder (Promega, Wisconsin, EUA). Uma cuba 

horizontal contendo tampão TBE a 0,5x foi utilizada como recipiente para as corridas de 

eletroforese em 80 volts durante 45 minutos. Os géis foram revelados por exposição à 
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radiação UV com o auxílio do fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life 

Sciences, São Paulo, Brasil). 

Cada BGN positivo para mcr à PCR multiplex, tiveram os resultados confirmados 

através de PCR simplex, específico para cada gene detectado no multiplex. O DNA foi obtido 

por suspensões bacterianas como descrito no item 4.8. Um microlitro de cada suspensão 

bacteriana preparada foi adicionada a 5 µL de GoTaq® Green Master Mix (Promega, São 

Paulo, Brasil), 1 µL de cada iniciador na concentração de 10µM e 3 µL de água ultrapura 

estéril a fim de atingir um volume final da reação de 10 µL. Em seguida, os produtos 

amplificados foram analisados através de eletroforese como descrito no item 4.8.1 nos casos 

em que foi observada a amplificação de produto compatível com o tamanho esperado, foi 

realizado o sequenciamento do produto.  

Para o sequenciamento, foi realizada uma nova PCR que teve como volume final 20 

µL e foi utilizado para cada amostra 12,5 µL de GoTaq® colorless (Promega, São Paulo, 

Brasil), 10 pmol (1 µL) de cada oligonucleotídeo iniciador F/R (solução a 10 pmol/µL), 5,5 

µL H2O livre de DNase (Uniscience) e 1 µL de DNA. O produto amplificado foi purificado 

com o auxílio de ExoSAP - IT® (AffymetrixTM, Califórnia, EUA), uma exonuclease I (Exo 

I) combinada com a fosfatase alcalina Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP). Para cada 5 μL de 

amplicon foram adicionados 2 μL de ExoSAP - IT® e a mistura foi submetida à 

termociclagem (37 
o
C/15min, 80 

o
C/15min). Após a etapa de purificação, a amostra foi 

preparada seguindo as recomendações para sequenciamento, das fitas forward e reverse, pelo 

método de Sanger - ABI 3130 XL realizado na Unidade Multidisciplinar de Genômica Darcy 

Fontoura de Almeida no Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho (IBCCF). As sequências 

consenso foram obtidas após análise pelo software CHROMAS e foram submetidas ao 

BLASTn (do inglês, Basic local alignment Search Tool nucleotide). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Obtenção e processamento dos espécimes clínicos 

Foram obtidos 100 espécimes clínicos oriundos de 100 pacientes atendidos na 

emergência do hospital público, sem histórico de internação nos últimos 6 meses. Durante o 

processamento dos swabs, 96 apresentaram crescimento bacteriano viável em TSA no 

formato de spot.  

Dos 96 espécimes positivos para o controle de viabilidade do swab, 24 apresentaram 

crescimento sob pressão seletiva em colistina. Houve casos em que o swab de um mesmo 

indivíduo apresentou mais de uma espécie bacteriana ou morfotipos diferentes da mesma 

espécie. Desta forma, dos 24 swabs, 17 swabs apresentaram 22 espécies bacterianas 

intrinsecamente resistentes ao antimicrobiano e, portanto, foram excluídas deste estudo. Desta 

forma, 7 swabs apresentaram 11 espécies bacterianas intrinsecamente sensíveis, e seguiram 

para os próximos experimentos, como exemplificado na figura 3. 

 

Figura 3: Fluxograma do processamento dos espécimes clínicos e resultados 

obtidos nas culturas. 
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5.2 Identificação das amostras 

Obtivemos um total de 22 amostras intrinsecamente resistentes, sendo as mais 

encontradas: Morganella morganii (n = 11); Hafnia alvei (n = 7); Proteus mirabilis (n = 2); 

Providencia rettgeri (n = 1) e Acinetobacter colistiniresistens (n = 1). Quanto a espécies 

bacterianas com resistência adquirida, obtivemos 11 amostras e as mais frequentes foram: E. 

coli (n = 9) e K. pneumoniae (n = 2). 

 

Tabela 2 - Dados de identificação de cada amostra estudada.  

 Código do indivíduo  Espécie Número de amostras estocadas 

Resistência 

 intrínseca  

 

CP015  A. colistiniresistens 1  

CP027, CP047, CP049, 

CP050, CP054, CP087 e 

CP096  M. morganii 11  

CP029, CP043, CP045, 

CP046, CP053 e CP095  H. alvei 7 

CP035  P. rettgeri 1 

CP057 e CP086  P. mirabilis 2 

 

Resistência 

 adquirida  

 

CP018, CP020, CP051, 

CP053, CP097 e CP099 

 

E. coli 7  

 

CP028 

 
E. coli 

K. pneumoniae 

2 

2  

 

Ao serem estocadas, as amostras isoladas de cada swab obteve a nomeação: Projeto 

colonização colistina (PCP) seguida de sua nova numeração de acordo com o código do 

participante da pesquisa ao qual pertencia, como representado na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Amostras estocadas de acordo com cada swab processado. 

Código do indivíduo Nomeação estoque Espécie bacteriana 

 

CP 018 

PCP 2 E. coli 

PCP 6 E. coli 

 

 

 

 

CP 028 

PCP 7 E. coli 

PCP 8 E. coli 

PCP 9 K. pneumoniae 

PCP 10 K. pneumoniae 

CP 020 PCP 11 E. coli 

CP 051 PCP 19 E. coli 

CP 053 PCP 24 E. coli 

CP 097 PCP 30 E. coli 

CP 099 PCP 31 E. coli 

5.3 Teste Rápido de Polimixina NP 

Como resultado, 54% das amostras testadas apresentaram fenótipo positivo durante o 

teste PoliNP, 4 cepas de E. coli e 2 cepas de K. pneumoniae; enquanto 46% apresentaram 

resultado negativo, sendo 5 cepas de E. coli. Após 1 hora de incubação, 100% (11) das 

amostras aplicadas nos poços acrescidos da solução estoque ausente de colistina conseguiram 

metabolizar a glicose presente na solução, o que foi demonstrado pelo indicador de pH através 

da mudança de cor vermelha para laranja nos poços. 

Já para os poços contendo a solução rápida de polimixina acrescida de colistina, 90% 

(10) das amostras após 1 hora de incubação foram capazes de, em um primeiro momento, 

metabolizar a glicose presente na solução, mesmo na presença da droga. No entanto, após 2 

horas de incubação, as amostras sensíveis a colistina parecem não mais suportá-la, retornando 

a cor laranja da solução presente no poço, tendo como prevalência 54% (6) de baixa 

susceptibilidade à droga, e permaneceu dessa forma após mais 2 horas de incubação. Como 
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resultado negativo, 46% (5) das amostras não foram capazes de metabolizar a glicose presente 

na solução em contato com a colistina como representado na tabela 4. Por fim, as amostras 

com susceptibilidade reduzida a polimixina identificadas através do Teste PoliNP representam 

6,25% dentre os 96 swabs analisados durante o projeto. 

 

Tabela 4 - Resultados do Teste PoliNP.  
 

Amostra Código indivíduo Resultado PoliNP Espécie bacteriana 

PCP 2  

CP 018 
+ 

 

+ 

E. coli 

 

E. coli PCP 6 

PCP 7  

 

 

 

CP 028 

- E. coli 

PCP 8 - E. coli 

PCP 9 + K. pneumoniae 

PCP 10 + K. pneumoniae 

PCP 11 CP 020 + E. coli 

PCP 19 CP 051 - E. coli 

PCP 24 CP 053 + E. coli 

PCP 30 CP 097 - E. coli 

PCP 31 CP 099 - E. coli 

5.4 Antibiograma 

 Todas as 6 amostras positivas para o teste PoliNP apresentaram susceptibilidade à 

ampicilina, amicacina, amoxicilina/ac.clavulânico, aztreonam, cefepima, ceftazidima, 

ceftriaxona, fosfomicina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, ciprofloxacino, ácido 

nalidíxico, meropenem, cloranfenicol, imipenem e ertapenem. Quanto à tetraciclina, 2 das 

amostras apresentaram resistência ao antimicrobiano: PCP 2 e PCP 6, ambas E. coli, 

representando 2,09% de resistência a tetraciclina dentre os 96 swabs analisados. 
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5.5 Pesquisa por genes mcr 

A detecção de mcr foi realizada através de PCR multiplex e simplex. A PCR foi 

realizada para 9 amostras de E. coli oriundos de 7 pacientes (CP018; CP020; CP028; CP051; 

CP053; CP097 e CP099) e 2 amostras identificada como K. pneumoniae oriunda do paciente 

CP028. Destes, 2 amostras (PCP 2 e PCP 6) isoladas do paciente CP018 e 1 amostra (PCP 8) 

isolada do paciente CP028 (ambas identificadas como E. coli) apresentaram amplificação de 

fragmento com tamanho semelhante ao esperado para o gene para mcr-8, na abordagem de 

PCR multiplex. As demais amostras testadas apresentaram resultado negativo para todas as 

variantes investigadas, como mostra a tabela 5. 

Tabela 5 - Dados referentes ao resultado da PCR multiplex para pesquisa de genes mcr. 

Código do 

indivíduo 

Espécie bacteriana PCR Código da amostra 

no estoque 

CP018 E. coli mcr-8 PCP 2 e PCP 6 

CP020 E. coli negativo PCP 11 

 

CP028 

E. coli 

 

K.pneumoniae 

mcr-8 

 

negativo 

PCP 8  

 

PCP 9 e PCP 10 

CP051 E. coli negativo PCP 19 

CP053 E.coli negativo PCP 24 

CP097 E. coli negativo PCP 30 

CP099 E.coli negativo PCP 31 

 

 Em seguida, as amostras positivas para a PCR multiplex (PCP 2, PCP 6 e PCP 8), 

foram submetidas à PCR simplex direcionada somente à variante mcr-8 para confirmar o seu 

perfil genotípico. Devido à ausência do controle positivo para mcr-8 em nosso laboratório, 

utilizamos como referência para os resultados do teste o padrão de tamanho molecular de 

100pb utilizado durante a eletroforese. Como resultado, ao revelar o gel durante a 

eletroforese, as três amostras se amplificaram de forma notável para o gene mcr-8. O tamanho 

esperado do amplicon mcr-8 foi de 671 pb, enquanto nossas amostras permaneceram em torno 

de 600-700 pb, como mostra a figura 4. 
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Figura 4 - Gel referente a corrida simplex para mcr-8. 

 

 5.6 Sequenciamento das amostras positivas para mcr 

 

 Os resultados do sequenciamento mostraram que as três amostras (PCP 2, PCP 6 e 

PCP 8) supostamente positivas para mcr-8 durante a etapa de PCR, na verdade, não possuem 

o gene plasmidial de resistência à colistina. Nas três amostras, o sequenciamento indicou que 

os primers para mcr-8 anelaram inadequadamente em dois genes cromossomiais expressos 

por algumas cepas de E. coli, tendo sua amplificação anelada inicialmente ao gene cbrA e 

terminando no gene msf transporter. O sequenciamento revelou identidade de 99% em 98% 

de cobertura com os alelos analisados.  
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6. DISCUSSÃO 

 O aumento de resistência aos carbapenêmicos entre BGN fez das polimixinas 

importantes fármacos em um cenário com poucas opções terapêuticas. A resistência 

bacteriana à colistina emergiu, tornando-se um grave problema de saúde pública, (Park et al., 

2011; Stefaniuk e Tyski, 2019). A colonização intestinal comunitária por BGN com 

susceptibilidade reduzida às polimixinas pode ser uma porta de entrada e transporte para que 

esses microrganismos alcancem os ambientes hospitalares, locais onde se encontram 

indivíduos suscetíveis às infecções. No entanto, há poucos estudos no Brasil que busquem 

entender qual o papel que esses indivíduos possuem na disseminação desses microrganismos. 

No presente estudo, identificamos a ocorrência de 6,25% de colonização por BGN com baixa 

susceptibilidade à colistina, além da presença de duas amostras resistentes à tetraciclina, 

dentre os 96 voluntários estudados. Entretanto, não identificamos a presença de genes mcr em 

nenhuma das espécies bacterianas investigadas.  

São poucos os estudos na literatura que buscam avaliar a colonização comunitária por 

BGN resistentes à colistina. A maioria dos estudos se concentra em indivíduos internados, 

ignorando o potencial de disseminação extra-hospitalar desses microrganismos. Budel e 

colaboradores analisaram, entre junho e julho de 2018, a colonização intestinal por 

enterobactérias resistentes a cefalosporinas e colistina em funcionários de hotéis na ilha de 

Zanzibar, na Tanzânia. Foi observado que 66% dos 59 voluntários estudados eram 

colonizados por espécies como E. coli e K. pneumoniae resistentes à colistina, sendo 18,7% 

microrganismos carreadores de mcr-1. Além disso, foi observado que 91,5% e 54,2% dos 

voluntários se mostraram colonizados por E. coli e K. pneumoniae resistentes às 

cefalosporinas, respectivamente (Büdel et al, 2019). A prevalência elevada de colonização por 

BGN resistentes à colistina na Tanzânia pode ser explicada, ao menos em parte, por ser um 

país de baixa renda, pouco desenvolvido, que possui infraestrutura de saneamento básico 

precária, e onde o uso de antimicrobianos não é controlado, sendo comum sua administração 

sem prescrição médica (Büdel et al, 2019). Ademais, é preciso chamar atenção que os 

voluntários estudados eram funcionários de hotéis, os quais possuem frequente contato com 

indivíduos de diferentes regiões do mundo, aumentando o risco de aquisição de BGN-RA 

(Frost et al, 2019). 

Outro estudo, conduzido na República Tcheca entre agosto de 2018 e setembro de 

2019, buscou investigar a colonização de viajantes tchecos ou indivíduos expatriados por 

Enterobacteriaceae com resistência à colistina mediada por mcr-1. Um total de 177 amostras 
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de fezes foram analisadas. Quinze isolados de Enterobacteriaceae (de 14 indivíduos) foram 

fenotipicamente resistentes à colistina, obtendo-se uma prevalência de transporte de 7,9% 

(Krutova et al, 2020). A mesma justificativa quanto a alta probabilidade de viajantes 

adquirirem bactérias resistentes durante viagens pode ser direcionada ao estudo realizado na 

República Tcheca. 

Países como a China também têm frequente ocorrência de colonização por esses 

microrganismos em indivíduos saudáveis. Em 2017, Hu e colaboradores investigaram a 

prevalência de mcr-1 na microbiota intestinal de crianças, na China (Hu et al, 2017). De 173 

espécimes fecais, 9,8% foram positivas para resistência à colistina mediada por mcr-1 em 

enterobactérias. Outro estudo, também realizado na China em 2018, detectou a prevalência de 

4,13% de colonização comunitária por E. coli carreadoras de mcr-1 em 218 residentes rurais 

(Huang et al, 2021). Parece haver a maior distribuição das diferentes variantes mcr na China 

(Ling et al., 2020). Isso pode ser resultado do grande número de investigações acerca da 

disseminação de mcr em diferentes regiões do país. A segunda justificativa remete ao fato da 

colistina ter sido amplamente utilizada durante anos como promotor de crescimento em 

animais de consumo na China e continua a ser utilizada na medicina veterinária (Walsh e Wu, 

2016). Cabe ressaltar que a descrição do gene mcr-1 ocorreu em uma amostra proveniente da 

China, onde a variante já circulava na década de 1980 (Shen et al., 2016). 

Apesar da baixa ocorrência de colonização por esses microrganismos, somado ao fato 

de nosso número amostral não ter sido suficiente para uma comparação eficaz dentre os 

estudos citados, nossa pesquisa centraliza a atenção para a necessidade de maiores 

investigações referente à disseminação desses microrganismos entre populações não 

internadas. No Brasil, mais precisamente na Região Metropolitana do Rio de Janeiro, às 

condições de saneamento básico também são consideradas precárias, podendo ter influência 

na disseminação de bactérias multirresistentes (SNIS, 2020). Grande parte dos estudos 

realizados no Brasil que buscam analisar a prevalência de resistência à colistina por BGN 

parecem se restringir a ambientes rurais, principalmente em amostras isoladas de animais de 

consumo, além de estudos direcionados à disseminação de mcr no ambiente (Rabello et al, 

2020; Cordeiro-Moura et al, 2022).  

Isso pode ser explicado pela pressão seletiva imposta sobre a microbiota intestinal 

destes animais, devido ao uso durante anos de colistina como promotor de crescimento no 

Brasil, prática proibida em 2016, mas definitivamente encerrada em meados de 2018 (MAPA, 

2016). Viagens internacionais parecem elevar a possibilidade de colonização por esses 

microrganismos, o que foi reforçado por Tufic-Garutti em 2021, que verificou a aquisição de 
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enterobactérias multirresistentes em 32% dos viajantes brasileiros estudados, dentre estes, 

dois indivíduos, ao visitarem o Peru, retornaram colonizados por uma amostra carregando 

mcr-1 (Tufic-Garutti et al, 2021). A análise de hábitos dos indivíduos do estudo que inclua 

informações sobre vivência em área rural e viagens internacionais pode vir a complementar os 

achados aqui descritos, o que será avaliado em estudos futuros. 

As espécies bacterianas com baixa susceptibilidade à colistina mais encontradas foram 

E. coli e K. pneumoniae. Apesar da maioria das estirpes de E. coli beneficiarem seus 

hospedeiros impedindo a colonização intestinal por bactérias prejudiciais, o uso extensivo de 

antimicrobianos fez emergir as cepas resistentes a essas moléculas, dentre elas, a colistina 

(Leimbach e Dobrindt, 2012). Segundo Nang e colaboradores, as espécies bacterianas com 

resistência à colistina mediada por mcr mais distribuídas mundialmente são E. coli, seguida de 

S. enterica e K. pneumoniae (Nang, Li e Velkov 2020). Ainda que não tenhamos encontrado 

genes mcr, mais da metade das bactérias recuperadas sob pressão seletiva por colistina 

apresentaram fenótipo positivo ao teste PoliNP.  

Esse resultado pode ser explicado por modificações adaptativas expressas por essas 

amostras. Como já descrito anteriormente, os BGN possuem uma série de estratégias para 

sobreviver frente a ação das polimixinas. É o caso do sistema de dois componentes PmrAB e 

PhoPQ, ativados pela presença de peptídeos catiônicos como a colistina ou como respostas a 

concentrações alteradas de magnésio, cálcio e ferro no meio externo (Timble et al., 2016). Ao 

serem ativados, induzem a adição de L-4AraN ou PEtN ao lipídeo A promovendo a alteração 

de carga do LPS, impedindo sua ligação à colistina (Falagas, Rafailidis e Matthaiou, 2010). 

Há ainda a superexpressão de bombas de efluxo e proteínas de membrana externa como OprH 

que permitem a expulsão do fármaco de dentro da célula bacteriana (Falagas, Rafailidis e 

Matthaiou, 2010). Além disso, espécies como K. pneumoniae são capazes de liberar cápsulas 

constituídas por polissacarídeos para o meio externo, reduzindo a quantidade de colistina que 

atinge a superfície bacteriana (Olaitan, Morand e Rolain, 2014). Entretanto, não podemos 

deixar de mencionar a probabilidade dessas amostras possuírem algum mecanismo plasmidial 

ainda não descrito, ou mesmo uma nova variante de mcr. Estudos futuros serão conduzidos 

visando identificar o mecanismo envolvido nos fenótipos observados. 

Duas amostras da espécie E. coli isoladas de um mesmo participante apresentaram 

resistência à tetraciclina. Esse fenótipo pode ser resultante da aquisição de novos genes pela 

ação de elementos genéticos móveis ou por mutações cromossômicas (Grossman, 2016). 

Basicamente, os mecanismos bioquímicos da resistência às tetraciclinas envolvem a expressão 

de bombas de efluxo, proteção ribossômica e inativação enzimática do fármaco (Nguyen et al, 
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2014). Com o surgimento de fármacos mais eficazes no combate a infecções bacterianas, o 

uso das tetraciclinas na medicina humana vem diminuindo gradativamente. Porém, elas 

permanecem sendo um dos principais antimicrobianos utilizados como aditivo alimentar na 

pecuária, seja como promotor de crescimento e/ou  profilaxia de infecções nos rebanhos 

(FDA, 2019; Peng et al, 2020; OIE, 2020).  

A descrição do mecanismo envolvido com a resistência à tetraciclina demonstrada 

pelas duas amostras mencionadas não foi objetivo deste estudo. Contudo, essas duas amostras 

foram, coincidentemente, aquelas que apresentaram amplificação inespecífica do gene mcr-8. 

Este anelamento levou à amplificação dos genes cbra e mfs transporter, conforme descrito 

nos resultados. MFS trasporter é uma superfamília de transportadores de membrana comuns 

em muitas espécies bacterianas (Fluman e Bibi, 2009). São capazes de expelir um amplo 

espectro de compostos citotóxicos da célula e, através desta função, tornar as células 

resistentes a múltiplos fármacos (Edgar e Bibi, 1997; Fluman e Bibi, 2009). O MFS 

transporter mais descrito em espécies como E. coli é o mdfA. Este pode estar localizado no 

cromossomo ou em plasmídeos. Estudos mostram que a superexpressão desses genes, quando 

em plasmídeos, podem culminar na resistência ao cloranfenicol, eritromicina, 

aminoglicosídeos, fluoroquinolonas e tetraciclinas (Edgar e Bibi, 1997; Fluman e Bibi, 2009; 

Heng et al, 2015). A presença do gene mfs transporter nas amostras PCP 2 e PCP 6 poderia, 

portanto, explicar a resistência à tetraciclina observada. No entanto, essa hipótese não retira a 

possibilidade das amostras carregarem algum outro mecanismo de resistência ao fármaco.  

É interessante ressaltar que apesar das três amostras (PCP 2, PCP 6 e PCP 8) terem o 

gene mfs transporter amplificado no lugar de um possível mcr-8, a amostra PCP 8, ao 

contrário das outras duas, apresentou susceptibilidade à tetraciclina ao antibiograma. Estudos 

realizados na China em 2013, relatam a resistência a múltiplos fármacos, dentre eles a 

tetraciclina, em cepas de E. coli isoladas de pacientes hospitalizados. Nele foi identificado a 

superexpressão plasmidial de diferentes genes produtores de proteínas transmembranares, 

dentre eles, mdfA (Wang et al, 2013). O estudo ainda reforça que a sinérgica expressão desses 

diferentes genes foi o que garantiu a resistência aos fármacos nas amostras analisadas. Desta 

forma, MFS transporter parece necessitar de um complexo proteico completo para ter 

funcionalidade e talvez a ausência de algum desses componentes tenha sido um dos motivos 

para a amostra PCP 8 ter manifestado sensibilidade à tetraciclina. Entretanto, mais e 

detalhados estudos que busquem analisar o genoma completo dessas espécies são necessários 

para entender e identificar o mecanismo relacionado a este fenômeno.    

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963908003798#bib51
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O presente estudo apresenta algumas limitações. O número de participantes estudado 

não é suficiente para refletir a prevalência da colonização comunitária por estirpes com 

suscetibilidade reduzida às polimixinas.  Além disso, em nosso laboratório, o protocolo da 

PCR para as variantes mcr-6 a mcr-10 ainda não foi completamente padronizado devido à 

ausência das amostras carreadoras dessas variantes que possam ser empregadas como 

controles positivos nas reações. Ainda que tenhamos testado os iniciadores na expectativa que 

uma amostra positiva pudesse vir a servir como tal, não podemos garantir que a reação esteja 

de fato funcionando. A ausência dos controles pode ser um fator relevante na amplificação 

inespecífica observada para o gene mcr-8. Apesar de inúmeras tentativas de correções nas 

condições de ciclagem da reação, o anelamento inespecífico permaneceu, sendo necessário 

mais tempo e estudos para a sua padronização. Por último, ressaltamos que a pesquisa da 

colonização por bactérias resistentes a partir de swabs retais não apresenta a mesma 

sensibilidade que é observada quando do estudo de fezes (Jazmati, Hamprecht e Jazmati, 

2021).  No entanto, a obtenção de fezes a partir de indivíduos não internados requer uma 

logística de transporte que não conseguimos alcançar; e esperar pela evacuação dos 

indivíduos na emergência poderia diminuir a adesão dos pacientes ao estudo. Assim, apesar 

desta limitação, foi o uso dos swabs que tornou o projeto viável. 

Nosso trabalho chama a atenção para a necessidade de monitorar a presença de BGN 

com suscetibilidade reduzida à colistina entre indivíduos não internados. Embora não tenham 

sido relatados os genes plasmidiais estudados, mais da metade das amostras apresentaram 

baixa susceptibilidade à colistina, o que nos traz a possibilidade de haver novos mecanismos 

de resistência e que podem estar localizados em elementos genéticos móveis. Ademais, a 

detecção da presença de E. coli resistentes à tetraciclina nesses indivíduos sinaliza a 

disseminação de resistência bacteriana a outras classes de antimicrobianos de forma silenciosa 

entre pessoas da comunidade. Sendo assim, mais estudos são necessários para que se busque 

avaliar um maior grupo de indivíduos da população não internada do Rio de Janeiro e 

investigar o papel dos BGN em sua capacidade de adquirir e disseminar genes de resistência à 

colistina fora do ambiente hospitalar.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 

● E. coli e K. pneumoniae representaram as espécies mais frequentes na colonização 

com baixa susceptibilidade a colistina de natureza adquirida; 

 

● Apesar da ausência dos genes plasmidiais pesquisados, mais da metade das amostras 

estudadas apresentaram capacidade de metabolizar a glicose na presença do 

antimicrobiano; 

 

● Foi relatado 2,09% de resistência a tetraciclina dentre as amostras com 

susceptibilidade reduzida a colistina;   

 

● Os genes mcr pesquisados não foram detectados entre as amostras estudadas. No 

entanto, há possibilidade de a reduzida susceptibilidade identificada ser mediada por 

algum outro mecanismo de resistência, cromossômico ou plasmidial. 
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9. ANEXOS 

 

9.1. Anexo 1 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO  

DO PROJETO INTITULADO  

Fontes atribuíveis à colonização intestinal comunitária por bacilos gram-negativos  
resistentes aos antimicrobianos.  

TERMO DE ESCLARECIMENTO  

1). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) será obtido  previamente à 

coleta dos swabs. Os voluntários serão esclarecidos quanto aos detalhes do  projeto, tais 

como, objetivo e importância do estudo.  

2). Este projeto tem como objetivos, (i) Descrever a prevalência de colonização  

comunitária do trato gastrintestinal (TGI) por bacilos gram-negativos resistentes aos  

antimicrobianos (BGN-RA) de importante uso na prática médica humana (ii) estudar os  

fatores que possam ter influência sobre tal colonização, através da análise de informações  

acerca do estilo de vida e dados sócio-econômicos, cedidas por meio de questionário.  

3). Para avaliação da colonização intestinal, que é o foco do estudo, é necessária  a 

pesquisa dessas bactérias em fezes humanas. Os swabs serão coletados pelo próprio  

indivíduo, acondicionados em tubo com meio de transporte, enviadas ao Laboratório de  

Investigação em Microbiologia Médica (LIMM) do Instituto de Microbiologia Paulo de  Góes 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e mantidas refrigeradas até o  

processamento.  

4). As amostras serão processadas no LIMM e terão como finalidade,  exclusivamente, 

a aplicação nesse projeto de pesquisa.  

5). O estudo não oferecerá risco ou desconforto aos voluntários doadores, visto  que as 

amostras serão coletadas pelos próprios pacientes ou por intermédio de um familiar  

acompanhante.  

6). Os resultados deste trabalho poderão determinar as possíveis situações que  

proporcionam à colonização intestinal por BGN-RA em indivíduos na comunidade. Com  

estes achados será possível direcionar estratégias de prevenção à exposição, contribuindo  

com medidas de controle da disseminação da resistência aos antimicrobianos na  comunidade. 
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GARANTIA DE ACESSO  

1). Em qualquer etapa do estudo você terá acesso ao pesquisador responsável (Dra.  

Marcia Garnica), o qual poderá ser encontrado através dos telefones: ((21) 2729-1551 ou  (21) 

98109-9626 ou pelo e-mail marciagarnica@hucff.ufrj.br. Se você tiver alguma  consideração 

ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética  em Pesquisa 

(CEP) - Rua Peixoto Gomide, 527, Cerqueira Cesar, São Paulo – SP – CEP  01409-001; tel: 

(11) 3147-9645, e-mail: cep9j@h9j.com.br.  

2). Você terá liberdade de não participar ou retirar seu consentimento a qualquer  

momento, no caso de aceitação, e deixar de participar do estudo.  

3). A privacidade do voluntário será respeitada, de forma que ele tem direito de  

limitar a exposição de seu corpo, sua imagem, dados, julgamentos expressos em  

questionários, entre outros. O pesquisador firma um compromisso de que somente  utilizará o 

material coletado para esta pesquisa.  

4). Os resultados dos procedimentos, bem como dados do voluntário, somente  serão 

de competência dos pesquisadores envolvidos no projeto, não sendo permitido o  acesso a 

terceiros (seguidores, empregadores, superiores hierárquicos, entre outros).  

5). Você tem direito a ser mantido atualizado acerca dos resultados parciais da  

pesquisa, quando em estudos abertos ou de resultados que sejam do conhecimento dos  

pesquisadores.  

6). As amostras de bactérias encontradas nas fezes serão estocadas, para manter  sua 

viabilidade até que o estudo seja finalizado. Posteriormente, estas amostras serão  

devidamente descartadas.  

7). O pesquisador se compromete a utilizar os dados e material coletados somente  

para a finalidade desta pesquisa científica. 
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO  

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GÓES  

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS   

                        (MICROBIOLOGIA)  

               TERMO DE CONSENTIMENTO  

Eu,_____________________________________________________________, 

acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações sobre o estudo  

―Fontes atribuíveis à colonização intestinal comunitária por bacilos gram-negativos  

resistentes aos antimicrobianos.‖, por meio 

de__________________________________________ (pesquisador responsável). Ficaram 

claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, a 

ausência de desconfortos e riscos, e as garantias de confidencialidade e de atualizações  ao 

longo do estudo. Estou ciente de que minha participação é isenta de despesas ou 

beneficiamento financeiros e que poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, 

sem penalidades ou prejuízos. Desta forma, concordo voluntariamente em participar deste 

estudo. Uma via desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) estará sob minha 

posse, e uma outra sob posse do pesquisador responsável pela pesquisa, sendo do meu 

consentimento rubricar todas as páginas desse TCLE e assinar a última, juntamente com o 

pesquisador responsável.  

_______________________________ ______________________________   

Voluntário               Pesquisador responsável  

Rio de Janeiro, _____ de _____________________ de 20_____. 
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 9.2. Anexo 2   

 

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
 

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA 
 

Título da Pesquisa: Avaliação de uma mudança de paradigma quanto à origem da 
aquisição de bacilos gram-negativos resistentes aos antimicrobianos: do 
hospital para a comunidade 

 

Pesquisador: Marcia Garnica 

Área Temática: 
Versão: 1 

CAAE: 46762621.2.0000.5455 

Instituição Proponente: IMPAR SERVICOS HOSPITALARES S/A 

Patrocinador Principal: Financiamento Próprio 

 

DADOS DO PARECER 
 

Número do Parecer: 4.812.469 
 

Apresentação do Projeto: 
As infecções causadas por BGN MDR (bacilos gram-negativos multidrug resistant) constitui 

um problema mundial de saúde pública, em que as opções terapêuticas são limitadas ou 

mesmo inexistentes. A ocorrência delas é maior nos países em desenvolvimento, 

ocasionando elevada morbidade, mortalidade, impacto econômico e social. Apesar destas 

bactérias causarem  
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Continuação do Parecer: 4.812.469 

mais infecções em ambientes hospitalares, no Brasil, a contaminação de alimentos e águas 

recreativas com BGN-RAs já foi descrita, assim como em outros países. Todavia, o papel 

destes reservatórios de microrganismos multirresistentes na ocorrência das infecções nos 

pacientes submetidos aos cuidados em saúde não é conhecido. A extensa disseminação de 

bactérias resistentes a antimicrobianos em diversos ambientes naturais nos sugere uma 

possível relação entre a exposição e colonização. Entretanto, são poucos os estudos que 

avaliaram a colonização de indivíduos da comunidade por estes microrganismos, sobretudo no 

Brasil. Ademais, dentre os estudos que fizeram esta pesquisa, poucos exploraram o papel 

dos hábitos alimentares, recreativos, socioeconômicos e de estilo de vida nesta ocorrência. A 

hipótese deste estudo é a de que o ambiente contaminado com estes microrganismos promove 

a colonização de seres humano que, por sua vez, podem servir como reservatório e veículo 

destes microrganismos para as instituições de saúde. Portanto, o objetivo do trabalho é 

determinar a prevalência e a origem da colonização comunitária do TGI por BGN MDR, bem 

como possíveis fatores de risco associados a esta ocorrência, em pacientes atendidos em 

uma unidade de pronto atendimento. Para tal, serão coletados espécimes clínicos (fezes ou 

swabs retais) de 2400 indivíduos, sem histórico de internação recente em instituições de 

saúde, para a investigação de colonização por BGNs produtores de cefalosporinases do tipo 

AmpC, ESBL, carbapenemases e com resistência transferível à colistina. Um questionário 

acerca de hábitos 

e estilo de vida, bem como dados socioeconômicos será aplicado. Serão recrutados os 

pacientes atendidos na unidade de pronto atendimento do Complexo Hospitalar de Niterói ao 

longo de 12 meses, sem restrição de idade, que não possuam hospitalização recente (6 

meses antes da coleta do espécime) ou qualquer outra espécie de cuidado médico 

prolongado, e que atestem participação voluntária no estudo por meio da assinatura do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os participantes serão convidados a 

responder um questionário e a fornecer um swab retal. As amostras serão processadas para a 

identificação e caracterização de susceptibilidade antimicrobiana sob pressão seletiva, 

incluindo a caracterização quanto ao perfil fenotípico e genotípico de resistência. Os 

resultados da caracterização fenotípica e genotípica e do questionário serão confrontados com 

os dados obtidos de estudos complementares para a avaliação de potenciais fontes ambientais 

para a colonização. 

Objetivo da Pesquisa: 
Objetivo Primário: 
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– Determinar a prevalência e a origem da colonização comunitária do TGI por BGN MDR 
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Continuação do Parecer: 4.812.469 

Objetivo Secundário: 

Objetivos específicos:– Descrever a prevalência de colonização comunitária do TGI por BGN 
MDR.– Analisar as variáveis epidemiológicas e clínicas potencialmente associadas à aquisição 
da colonização comunitária do TGI por BGN MDR;– Identificar os determinantes genéticos 
envolvidos nos fenótipos de resistência observados;– Identificar as linhagens de BGN MDR mais 
frequentes na colonização comunitária do TGI; 

Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
Não estão previstos riscos para os indivíduos incluídos neste projeto. Trata-se de um estudo 

observacional com coleta de dados mediante entrevista, que não trará qualquer risco aos indivíduos 

nele incluídos. Não haverá nenhuma interferência da equipe participante do projeto na assistência 

dos pacientes. O único exame adicional àqueles já indicados pela equipe assistencial será coleta de 

swab retal para cultura; exame não invasivo que não causa risco ou incômodo adicional aos 

pacientes. As análises microbiológicas adicionais das amostras bacterianas oriundas dos swabs 

serão realizadas em colaboração com laboratório de pesquisa de referência para estudo de 

microrganismos multirresistentes (LIMM, IMPG, UFRJ) sob a responsabilidade da Profª Drª 

Renata C. Picão. Não serão armazenados espécimes clínicos dos pacientes incluídos no projeto. A 

coleta e manuseio dos dados serão realizados somente pelos pesquisadores incluídos no 

projeto. Será garantido sigilo que assegure a privacidade dos sujeitos e a confidencialidade dos 

dados dos indivíduos incluídos no estudo. Os resultados serão  divulgados de forma compilada 

em meios tradicionais de divulgação científica como congressos e revistas científicas. Os dados 

obtidos não serão usados para outros fins não previstos neste protocolo. 

Benefícios: 

Esperamos, ao longo do desenvolvimento deste projeto, gerar informações sobre a colonização de 

indivíduos da comunidade por BGN MDR, principais causadores de infecções oportunistas. Esse 

conhecimento poderá orientar rotinas de prevenção e terapêuticas para este agravo nessa 

população. Consequentemente, contribuir para a melhoria da assistência prestada. Contudo, as 

informações geradas poderão não beneficiar diretamente o paciente incluído na pesquisa. 

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
Estudo prospectivo para avaliar colonizaçao pora bacilos gram negativos multiresistentes a 

antimicrobianos em pacientes atendidos em unidade de pronto atendimento. 
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Continuação do Parecer: 4.812.469 

 

Considerações sobre os Termos de apresentação 

obrigatória: 
TCLE e termos de confidenciabilidade adequados 

Recomendações: 
Incluir no projeto de pesquisa o questionário que será aplicado aos pacientes e cuja informação 

consta do TCLE 

Conclusões ou Pendências e Lista de 

Inadequações: 
Sem pendências ou inadequaçoes. 

Considerações Finais a critério do CEP: 
A atualização dos Protocolos de Pesquisa é procedimento obrigatório conforme as Resoluções 

466/2012 e 510/16 (a cada seis meses), bem como enviar relatório final, quando do término do 

estudo (através de “Notificação” via Plataforma Brasil). 

Este parecer foi elaborado baseado nos 

documentos abaixo relacionados: 
 

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 

Informações Básicas 
do Projeto 

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO
PROJETO_1697239.pdf 

12/05/2021 
07:33:42 

 Aceito 

TCLE / Termos de 
Assentimento / 
Justificativa de 
Ausência 

termodeconsentimentonovoendereco
.do cx 

12/05/2021 
07:33:30 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Folha de Rosto folharostoassinada.pdf 07/05/2021 
15:23:33 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Declaração de 
Instituição e 
Infraestrutura 

declaracaoinstituicaoCHN1.pdf 07/05/2021 
15:23:10 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Projeto Detalhado / 
Brochura 
Investigador 

projetocompletoCEP_semseguimento
.docx 

04/05/2021 
08:54:55 

Marcia 
Garnica 

Aceito 
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Declaração de 
Instituição e 
Infraestrutura 

declaracaodeinstituicaoCCS.pdf 04/05/2021 
08:47:29 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Orçamento orcamento_reduzido.docx 04/05/2021 
08:47:12 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Solicitação Assinada 
pelo Pesquisador 
Responsável 

cartaapresentacaoprojeto1.pdf 02/05/2021 
17:46:55 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Outros curriculumpesquisadores.docx 02/05/2021 
17:37:20 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Outros termodeconfidencialidade.docx 02/05/2021 
17:32:07 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

Cronograma cronograma.docx 02/05/2021 
17:30:15 

Marcia 
Garnica 

Aceito 

 

Situação do Parecer: 
Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 
Não 

SAO PAULO, 28 de Junho de 2021 
 
 

Assinado por: 
Antonio Carlos Campos Pignatari (Coordenador(a)) 
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