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RESUMO 

 

Nagano, DS. Caracterização epidemiológica e microbiológica da disseminação 

do gene de resistência plasmidial à colistina, mcr-1, no Hospital das Clínicas da 

FMUSP. [Dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo, 2019. 

 

Introdução: O gene de resistência plasmidial à colistina, mcr-1 (do 

inglês mobile colistin resistance) foi identificado pela primeira vez no final de 

2015 e desde então foi descrito em isolados de animais, humanos e ambiente. 

Entretanto, estudos conduzidos em hospitais brasileiros são escassos. 

Objetivos: Descrever a disseminação de mcr-1 em unidades que apresentaram 

pacientes (caso) com infecção e/ou colonização por Enterobactérias resistentes 

a colistina e sensíveis a carbapenêmicos, e em pacientes hospitalizados na 

mesma unidade e período que os casos (contactantes), entre agosto de 2016 a 

janeiro de 2017. Avaliar outros mecanismos de resistência à colistina desses 

isolados. Material e Métodos: Foi realizada coleta de amostras com swab retal, 

processamento em ágar MacConkey e triagem em meio com colistina. Todos os 

isolados obtidos foram testados para mcr-1 por PCR e confirmados por 

sequenciamento Sanger. Foi criado um banco de dados no programa Epi InfoTM 

(CDC) com variáveis clínicas e demográficas dos pacientes. Análise univariada 

dos fatores de risco associados com aquisição do gene mcr-1 foi realizada e o 

valor de p ≤ 0.05 foi considerado significativo. Variáveis significativas foram 

colocadas em um modelo de regressão logística. Foram realizadas concentração 

inibitória mínima para colistina, meropenem e imipenem; extração de DNA 

plasmidial; PCR para plasmídeo tipo IncX4; sequenciamento total do genoma; 

conjugação e teste para bomba de efluxo com CCCP dos isolados positivos para 

o gene mcr-1. Resultados: Todos os contactantes dos 3 casos, totalizando 20 

pacientes identificados entre setembro de 2016 a janeiro de 2017 foram 

avaliados. O tempo de hospitalização médio prévio a coleta de amostras foi de 

21 dias para os 23 pacientes, 54 dias para os 3 pacientes caso e 16 dias para 



 

os 20 contactantes. O uso de meropenem, tempo de uso de meropenem e de 

colistina durante internação, ser submetido a cirurgia e tempo de internação 

prévio a coleta foram considerados fatores de risco para aquisição de mcr-1 na 

análise univariada. Entretanto, apenas tempo de uso meropenem foi fator de 

risco foi fator de risco independente. Foram obtidos 7 isolados positivos para 

mcr-1 de K. pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. aerogenes, P. mirabilis, P. 

stuartii e M. morganii, sendo as últimas 3 espécies intrinsecamente resistentes à 

colistina. Porém, não foi possível transferir o gene mcr-1 por conjugação. O gene 

mcr-1 não foi encontrado por sequenciamento total do genoma, mas o PCR foi 

confirmado por sequenciamento Sanger em 5 isolados (2 K. pneumoniae, 1 K. 

aerogenes, 1 M. morganii e 1 P. mirabilis). Nenhum isolado foi positivo para 

plasmídeo tipo IncX4 por PCR nem por sequenciamento total do genoma. Dois 

isolados de K. pneumoniae, resistentes à colistina, ao meropenem e ao 

imipenem eram coprodutores de KPC-2, além de variadas ESBLs. Um isolado 

de K. quasipneumoniae (anteriormente K. pneumoniae pertencente ao ST-1308) 

foi descrito pela primeira vez no Brasil como carreador de mcr-1. Os isolados de 

Klebsiella spp. também apresentaram inativação de mgrB, relacionado a 

resistência a colistina. Todos os isolados sequenciados apresentaram 

diminuição de CIM para colistina na presença de inibidor de bomba de efluxo 

(CCCP). Os genes codificadores de AcrAB-TolC de bomba de efluxo 

apresentaram mutações no isolado de P. stuartii que também teve variação 

menor de CIM. Conclusão: O gene mcr-1 foi identificado em diferentes gêneros 

e espécies de Enterobactérias, incluindo as intrinsecamente resistentes à 

colistina. Outros mecanismos de resistência à colistina como mutação 

cromossômica e bomba de efluxo, foram observados em isolados carreadores 

de mcr-1, evidenciando a complexidade da resistência a colistina nas 

Enterobactérias. O tempo de uso de meropenem foi o único fator de risco 

independente para aquisição do gene mcr-1. 

 

Descritores: mcr-1; Colistina; Carbapenêmicos; Enterobacteriaceae; 

Plasmídeos; Infecção Hospitalar. 

 



 

ABSTRACT 

 

Nagano, DS. Epidemiological and microbiological characterization of 

dissemination of plasmid-mediated resistance gene to colistin, mcr-1, at Hospital 

das Clínicas – FMUSP. [Thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”, 2019. 

 

Introduction: The plasmid-mediated resistance gene to colistin, mcr-1 (mobile 

colistin resistance) was first identified by the end of 2015 and ever since was 

described in isolates from animals, humans and environment. However, studies 

conducted in Brazilian hospitals are scarce. Aims: Describe the dissemination of 

the mcr-1 gene in units where patients (case) with infection and/or colonized by 

Enterobacteria resistant to colistin and susceptible to carbapenems, and patients 

hospitalized at the same unit and period as the cases (contact patients), between 

August 2016 and January 2017. Evaluate other mechanisms of resistance to 

colistin in these isolates. Material and Methods: Samples were collected with 

rectal swabs, processed in MacConkey agar and screened on medium with 

colistin. All isolates obtained were tested for mcr-1 by PCR and confirmed by 

Sanger sequencing. A database was created in the Epi InfoTM program (CDC) 

with clinical and demographic variables from patients. Univariate analysis to risk 

factors associated to mcr-1 gene acquisition was performed and p-value ≤ 5 was 

considered significant. Significant variables went through logistic regression 

model. Isolates positive to mcr-1 gene by PCR were submitted to minimum 

inhibitory concentration determination to colistin, meropenem and imipenem; 

plasmid DNA extraction; whole genome sequencing; conjugation and IncX4 

plasmid type by PCR. Results: All contact patients from 3 cases, totalizing 20 

patients identified between September 2016 and January 2017 were evaluated. 

Average hospitalization time before sample collection was 21 days for the 23 

patients, 54 days the 3 case patients and 16 days for the 20 contact patients. Use 

of meropenem, time of use of meropenem and colistin in hospital, surgical 

procedure and hospitalization time before sampling were considered risk factors 



 

for acquisition of mcr-1 in unadjusted analysis. Nevertheless, only time of 

meropenem use was an independent risk factor. Seven isolates positive for mcr-

1 were obtained of K. pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. aerogenes, P. 

mirabilis, P. stuartii and M. morganii, the last three are species intrinsically 

resistant to colistin. However, it was not possible to transfer mcr-1 gene by 

conjugation. The mcr-1 gene was not found through whole genome sequencing, 

but PCR products were confirmed by Sanger sequencing in 5 isolates (2 K. 

pneumoniae, 1 K. aerogenes, 1 M. morganii and 1 P. mirabilis). None of the 

isolates were positive for IncX4 plasmid type by PCR neither whole genome 

sequencing. Two K. pneumoniae isolates, resistant to colistin, meropenem and 

imipenem, were coproducers of KPC-2, as well as others ESBLs. One isolate of 

K. quasipneumoniae (former K. pneumoniae of ST-1308) here first described in 

Brazil and as mcr-1 carrier. The Klebsiella spp. isolates also had inactivation of 

mgrB, related to colistin resistance. All sequenced isolates presented lower MIC 

to colistin in presence of efflux pump inhibitor (CCCP). Codifying genes of AcrAB-

TolC efflux pump presented mutations in P. stuartii which MIC also varied less 

than others. Conclusion: The mcr-1 gene was identified in different genera and 

species of Enterobacteria, including in intrinsically resistant ones. Other 

mechanisms of resistance to colistin as chromosomal mutations and efflux pump 

were observed in isolates carrying mcr-1, highlighting colistin resistance 

complexity in Enterobacteria. Time of use of meropenem was the only 

independent risk factor for acquisition of mcr-1 gene. 

 

Descriptors: mcr-1; Colistin; Carbapenems; Enterobacteriaceae; Plasmids; 

Cross infection. 
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1. Introdução 

 

 

1.1 Resistência bacteriana 

Até o início do século XX, ainda não dispúnhamos de tratamento para 

infecções bacterianas, fato que estimulou a busca por agentes terapêuticos. Em 

1928, um composto com ação bactericida foi descoberto por Alexander Fleming, 

marcando a história da microbiologia com a descrição da penicilina. Este 

composto é naturalmente produzido por fungos, provavelmente como forma de 

eliminar a concorrência por ambiente e recursos. A partir disso, a pesquisa 

científica caminhou para busca de outros agentes antibacterianos (GUIMARÃES 

et al., 2010). 

Embora a descoberta da penicilina tenha possibilitado o tratamento 

de infecções bacterianas durante a Segunda Guerra Mundial (GUIMARÃES et 

al., 2010), em 1940, já foram reportados isolados de bactérias Gram-positivas 

resistentes a este medicamento (HAWKEY, 2008). Fato que se repetiu para 

todos os compostos descobertos e utilizados desde então, ou seja, concomitante 

à utilização de antibióticos, podemos encontrar casos de bactérias resistentes 

aos mesmos (HAWKEY, 2008). 

Atualmente, sabe-se que um dos grandes catalisadores para o 

surgimento de resistências à antimicrobianos são os próprios medicamentos, 

afinal eles exercem pressão seletiva sobre diversas populações bacterianas, e 

dessa forma sobrevivem apenas os isolados bacterianos que possuam 

características que lhes permitam resistir a eles (GUIMARÃES et al., 2010). 

A resistência aos antimicrobianos é geralmente associada ao 

ambiente hospitalar. De fato, acredita-se que a principal causa da velocidade 

com que a resistência surge é o uso inapropriado de antimicrobianos. Esta 

prática aumenta os custos à saúde pública, por exemplo, pela dificuldade de 

diagnóstico ou falta de informação, automedicação ou descontinuidade de 

tratamento (LOUREIRO et al., 2016). Não bastando, os custos do tratamento 

adicional, disponibilização de tempo, espaço e recursos envolvem o setor 
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administrativo e econômico das instituições e agrava-se o problema de saúde 

pública (FIOL et al., 2010). 

No entanto, além do setor da saúde, os antimicrobianos também são 

utilizados na medicina veterinária e agricultura. Através dos alimentos que 

consumimos, as bactérias que colonizam animais, como aves e suínos, podem 

chegar aos seres humanos e fazer parte de nossa microbiota e/ou causar 

infecções E devido à utilização de antimicrobianos, a probabilidade de se tratar 

de bactérias resistentes aumenta (HAWKEY, 2008). 

Além dos microrganismos resistentes provenientes dos alimentos, as 

bactérias são capazes de transferir genes horizontalmente, ou seja, não se 

limitam às células filhas. Genes codificadores de resistência à antimicrobianos 

podem ser compartilhados com outras linhagens da mesma ou de outra espécie 

(HAWKEY, 2008). Essa via se dá por meio dos elementos móveis, como: 

transposons, sequências que podem se inserir em diferentes posições no DNA 

e carregar genes de resistência associados; integrons, carreiam genes de 

resistência e fazem recombinações em lugares específicos no DNA; e os 

plasmídeos, estruturas extracromossomais e independentes (SHINTANI et al., 

2015; PARTRIDGE, 2015) 

Os plasmídeos são compartilhados naturalmente através do processo 

chamado conjugação, no qual cria-se uma ponte entre duas células e elas 

conseguem trocar esses fragmentos de DNA extracromossomais (SHINTANI et 

al., 2015). Processo também comumente utilizado para teste de 

transmissibilidade in vitro. 

Os plasmídeos podem proporcionar uma chance maior de 

sobrevivência às suas bactérias hospedeiras, mas nem todos são iguais. Cada 

estrutura é nomeada de acordo com sua característica de replicação e 

compatibilidade ou incompatíbilidade com outros plasmídeos (BANU e PRASAD, 

2017). Basicamente, eles possuem origens de vegetativas de replicação (oriV) 

(SHINTANI et al., 2015), compostas por genes essenciais à replicação plasmidial, 

chamados cop e inc responsáveis pelo início da replicação. E o gene rep, que 

controla o processo para que o mesmo não se perca ou que prejudique a célula 
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hospedeira e, por consequência, a si mesmos (COUTURIER et al., 1988; 

NORMAN et al., 2009). 

Desde os anos 1970, sua nomenclatura é baseada em sua 

incompatibilidade, que consiste em um plasmídeo presente em uma bactéria 

restringir a permanência de outro similar a ele através do próprio supressor de 

replicação (SUMMERS, 1996). Pelo fato de serem semelhantes, o supressor 

funciona para ambos, sendo incompatíveis para permanecerem juntos, assim 

são considerados da mesma família de incompatibilidade (COUTURIER et al., 

1988; CARATTOLI et al., 2005). Essa característica também é responsável pela 

perda de plasmídeos pelas bactérias hospedeiras de forma gradual (SUMMERS, 

1996). Outros genes são necessários para sua adaptação, estabilidade e 

propagação, como os codificadores de estruturas de conjugação, mob e tra 

(NORMAN et al., 2009).  

Dessa forma, uma resistência, codificada por um gene plasmidial, 

pode ser transferida de uma bactéria presente em um alimento ingerido para 

uma bactéria da microbiota intestinal, por exemplo, ou para um patógeno 

(GOULD, 2008). Com o auxílio de transposons e integrons, DNA cromossomal 

e plasmidial podem recombinar dentro da mesma célula, diversificando os genes 

de resistência que carreiam. E os plasmídeos são responsáveis pela 

disseminação extracelular (HAWKEY e JONES, 2009; PARTRIDGE, 2015). A 

capacidade de transferência horizontal somada ao acúmulo de diferentes 

plasmídeos, e outros elementos móveis, justifica a existência de microrganismos 

multirresistentes (HAWKEY, 2008).  

 

1.2 Enterobactérias 

As Enterobactérias representam uma grande preocupação na 

questão de multirresistência à antimicrobianos (RUPPÉ et al., 2015). Desde os 

anos 1960, quando foram introduzidas as ampicilinas, houve um aumento de 

resistência aos beta-lactâmicos, devido a seleção de bactérias produtoras de 

beta-lactamases (HAWKEY, 2008; RUPPÉ, et al., 2015)  
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A primeira alternativa de tratamento foi utilizar cefalosporinas de 

terceira geração. Porém, a resistência a esse antibiótico aumentou devido a 

disseminação de beta-lactamases. Cujos genes sofreram mutações pontuais, e 

assim proporcionaram resistência também a essa classe de antimicrobianos, 

originando as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) (HAWKEY, 2008; 

HAWKEY e JONES, 2009; RUPPÉ, et al., 2015). 

Rapidamente as Enterobactérias produtoras de ESBL se tornavam 

mais frequentes, incluindo aquelas que também eram resistentes a 

fluoroquinolonas, cotrimoxazol e aminoglicosídeos ganhavam maior espaço 

(HAWKEY, 2008; RUPPÉ et al., 2015). Com o aumento de cefalosporinases 

plasmidiais, os carbapenêmicos passaram a ser amplamente utilizados. Seguido 

de um aumento proporcional de carbapenemases classe A, como KPC, umas 

das mais difundidas no mundo, classe B, como VIM, IMP e NDM, e classe D, 

como variantes de OXA-48 (HAWKEY e JONES, 2009; RUPPÉ, et al., 2015). 

A relação entre o uso de antimicrobianos resistência é evidenciada 

pelo histórico das beta-lactamases, pois, segundo Davies e Davies (2010), entre 

os anos 1970 e 2010 já se somavam aproximadamente 1000 beta-lactamases 

conhecidas e cumulativas. 

Por volta dos anos 2000, quinolonas e fluoroquinolonas também 

perderam espaço com a disseminação via plasmídeos de resistências a estes 

antimicrobianos, principalmente associadas a ESBLs (HAWKEY e JONES, 2009; 

RUPPÉ, et al., 2015). 

 

1.3 Polimixinas 

Devido às limitadas opções terapêuticas para tratamento de infecções 

por bactérias Gram-negativas multirresistentes, as polimixinas passaram a ser 

mais utilizadas. A classe foi descoberta por volta de 1960 (BISWAS et al., 2014), 

e sua utilização diminuiu a partir dos anos 1970 devido à sua alta toxicidade, mas 

que retornaram como medicamentos de último recurso (SHERRY e HOWDEN, 

2018). Comercialmente disponíveis, tem-se a polimixina B e a polimixina E, 

conhecida também como colistina (BISWAS et al., 2014). 



5 

 
 

O mecanismo de ação das polimixinas ocorre por meio da 

desestabilização da membrana externa de bactérias Gram-negativas, que têm 

sua permeabilidade aumentada causando um extravasamento do conteúdo 

celular e consequente morte celular (POIREL et al., 2017). Especificamente, este 

composto catiônico se liga ao grupo fosfato do lipídeo A de lipopolisacarídeos 

(LPS) presentes na membrana, o que gera uma alteração em sua conformação 

(Figura 1) (POIREL et al., 2017; OLAITAN et al., 2014).  

Adaptado de Biswas e colaboradores (2014). Legenda: LPS – Lipopolisacarídeo. Sinais de + e – 
representam a carga elétrica. 

Figura 1 – Mecanismo de ação da colistina contra membranas de bactérias Gram-negativas 
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1.4 Uso de colistina 

Embora a colistina seja considerada a última opção de tratamento de 

infecções causadas por Enterobactérias multirresistentes. Esse antimicrobiano é 

amplamente utilizado na criação de animais de produção, sendo adicionado à 

comida, como promotor de crescimento, medida profilática e para tratamento 

(KEMPF et al., 2016).  

A partir de 2016, na China, o ministro da Agricultura baniu sua 

utilização (WALSH e WU, 2016). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento (MAPA), diante dos relatos no Paraná de bactérias resistentes 

a colistina, publicou a normativa nº 45, proibindo futura produção com o 

antimicrobiano, mas permitindo comércio do que se havia em estoque, mediante 

fiscalização (MAGGI, 2016). Apesar de menos utilizada na clínica, a colistina 

ganhou maior espaço no decorrer do tempo, como observado nos estudos de 

Hayakawa e colaboradores (2012), Samonis e colaboradores (2014) e Abat e 

colaboradores (2015). 

O primeiro estudo relatou um aumento significativo de isolados de P. 

stuartii, de infecção e colonização, diretamente relacionado a aumento 

significativo do uso de colistina, em um período de cinco anos no Detroit Medical 

Center (HAYAKAWA et al., 2012). No estudo de Samonis e colaboradores (2014), 

não foi observada relação entre consumo de colistina no hospital e o total de 

isolados de espécies intrinsecamente resistentes a colistina (EIRC) (Proteus spp., 

Providencia spp., Serratia spp. e Morganella spp.). Considerando que o aumento 

do uso, entre os dois períodos estudados, só foi significativo na UTI. No entanto, 

o consumo de colistina teve influência no aumento de infecções nosocomiais por 

EIRC. Curiosamente, foi relatado que o aumento no isolamento de EIRC na UTI 

não teve relação com o consumo do antimicrobiano na unidade, porém foi 

destacado que seu valor de p=0,057, próximo do considerado significativo, 

indicaria um fator para manter o seu uso sob vigilância (SAMONIS et al., 2014). 

Diferentemente dos anteriores, o estudo de Abat e colaboradores 

(2014) incluiu apenas isolados de infecção de EIRC, sem repetição de amostra 

ou paciente. No período de 5 anos, o aumento de pacientes positivos para 
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infecção por EIRC em UTIs e unidades de cuidado prolongado foi relacionada 

ao aumento significativo no uso de colistina aerossol nessas unidades. Em 

ambos os estudos de EIRC, as espécies mais encontradas foram Proteus spp., 

seguido de Serratia spp. e Morganella spp., ou vice e versa, e menos 

frequentemente, Providencia spp (SAMONIS et al., 2014; ABAT et al., 2014). 

 

1.5 Resistência cromossomal a colistina 

A resistência cromossomal a colistina resulta, em geral, de 

modificações no lipídeo A, que compõe os lipopolisacarídeos (LPS) da 

membrana bacteriana externa, que por sua vez são os alvos primários da 

colistina (BARON et al., 2016). Mais comumente, as mudanças ocorrem de duas 

formas: adição de 4-amino-4-deoxyl-L-arabinose (L-Ara4N) e/ou adição de 

fosfoetanolamina transferase (PEtN) ao lipídeo A (OLAITAN et al., 2014; POIREL 

et al., 2017).  

A resistência também pode ocorrer por adição de PEtN a porção do 

ácido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosônico (Kdo) do LPS (BARON et al., 2016). 

Essas adições resultam no aumento da carga elétrica da membrana, tornando-

a menos atraente para ligação de colistina (OLAITAN et al., 2014; POIREL et al., 

2017; AGHAPOUR et al., 2019). 

A cascata de genes envolve o componente phoPQ, que possui um 

regulador negativo mgrB, que ativa diretamente o operon arnBCADTEF, 

sintetizando L-Ara4N, e indiretamente por meio do gene pmrD, seguido do 

componente pmrAB e então o operon. Além disso, o componente pmrAB 

também ativa genes codificadores de PEtN, como eptA, eptB e eptC, cada um 

adicionado a diferentes partes do LPS (OLAITAN et al., 2014; BARON et al., 

2016; POIREL et al., 2017; AGHAPOUR et al., 2019). 

Na espécie K. pneumoniae, são mais comuns relatos de mutações 

relacionadas à inativação do mgrB, que causa um upregulation do restante da 

cascata levando a resistência a colistina, além de mutações em phoPQ e pmrAB 

(BARON et al., 2016). 
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Recentemente, foi descrito em K. pneumoniae o componente crrAB 

que afeta ativação de pmrAB através do gene crrC, indicando uma nova via para 

síntese de L-Ara4N e/ou PEtN. Foi observado em isolados que eram resistentes 

a colistina, mas que não se sabia o mecanismo de resistência, uma vez que os 

genes até então analisados estavam conservados (WRIGHT et al., 2015; 

CHENG et al., 2016). Especificamente do gene crrB, foram descritas pelo menos 

quatro mutações relacionadas a maior nível de resistência a colistina (JAYOL et 

al., 2017). 

Os mecanismos de resistência a colistina na espécie K. aerogenes 

ainda não foram tão especificados como em K. pneumoniae, mas uma hipótese 

é que ocorra de forma similar por meio de mutações no gene mgrB (BEDENIĆ 

et al., 2017) ou nos componentes phoPQ e pmrAB (NORGAN et al., 2016). 

Apenas uma mutação foi descrita para espécie no gene pmrA (G53S) 

relacionada a resistência a colistina (POIREL et al., 2017). Apesar de outras 

mutações sinônimas entre ambas as espécies, em K. aerogenes não há relatos 

relacionando-as com resistência a colistina (OLAITAN et al., 2014). 

Em espécies intrinsecamente resistentes a colistina, como P. mirabilis, 

P. stuartii e M. morganii, os mecanismos são similares, sendo decorrentes de 

uma ativação constante do operon arnBCADTEF, assim o lipídeo A 

constitutivamente possui L-Ara4N ligado a ele (OLAITAN et al., 2014; BARON et 

al., 2016; POIREL et al., 2017; SHERRY e HOWDEN, 2018). Além da ativação 

de genes codificadores de PEtN nomeados eptC, cptA e eptB, respectivos a cada 

uma das três espécies acima (AQUILINI et al., 2014; OLAITAN et al., 2014; 

AGHAPOUR et al., 2019). 

 

1.6 mobile colistin resistance (MCR) 

Até o final de 2015, pensava-se que os mecanismos de resistência a 

colistina eram apenas cromossomais. Entretanto em 2016, Liu e colaboradores 

descreveram pela primeira vez um gene plasmidial codificador de uma PEtN, 

nomeado mobile colistin resistance (mcr-1). O gene foi encontrado em um 

isolado de E. coli proveniente de uma amostra de swab retal de suíno. Este gene 
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era carreado por um plasmídeo tipo IncI2 e conjugado com sucesso, 

proporcionando resistência a uma concentração de 8 mg/L de colistina ao isolado 

hospedeiro. 

Em uma investigação mais abrangente, observou-se que este gene 

era frequente em isolados de E. coli coletados entre os anos 2012 a 2014 de 

animais de produção, e em amostras humanas ocorreram em menor proporção. 

E que já havia sido encontrado em isolados de E. coli e K. pneumoniae 

causadores de infecção em humanos (LIU et al., 2016). 

Até o momento, há descrição de variantes de mcr-1, bem como de 

mcr-2 a mcr-8 (REBELO et al., 2018; YANG et al., 2018; WANG et al., 2018c), 

tanto em amostras animais como humanas. Em relação ao gene mcr-1, um 

estudo de Wang e colaboradores (2018b) analisou 457 isolados, de 2008 a 2016, 

carreadores do gene depositados no GenBank (NCBI). Os autores observaram 

maior incidência na China, Vietnã e Alemanha. De forma geral, países asiáticos 

apresentaram maior notificação de isolados mcr-1, em seguida, países europeus, 

Estados Unidos, Brazil e África do Sul. 

 

1.6.1 Origem do mcr 

Recentemente, descobriu-se que o gene mcr-1 provavelmente 

originou-se das espécies Moraxella catarrhalis e Moraxella osloensis. Em 2017, 

Kieffer e colaboradores (2017) observaram que algumas espécies de Moraxella 

spp. possuíam em seu DNA cromossomal sequências similares a mcr-1 e mcr-

2. Além da ISApl1, uma sequência de inserção comumente encontrada junto a 

mcr-1 lhe proporcionando mobilidade, e do gene rep (replicase) de plasmídeos 

tipo IncX4, um dos principais carreadores do gene em isolados de E. coli. 

Uma PEtN encontrada no cromossomo da espécie M. catarrhalis, 

nomeada ICRMc (intrinsic colistin resistance de M. catarrhalis), proporcionou 

resistência a colistina a um isolado de E. coli ao ser transmitido via plasmídeo 

(STOGIOS et al., 2018). Da mesma forma que o gene mcr-1, proporcionam 

resistência a concentrações de 2 mg/L e 4 mg/L de colistina, respectivamente 
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(STOGIOS et al., 2018). Além disso, a similaridade entre as proteínas foi de 68% 

em C-terminal, compondo um clado nomeado MCR-1-like juntamente do mcr-2. 

Ao passo que mcr-3, mcr-4, EptA (E. coli) e PmrC (Acinetobacter baumannii) 

pertencem a um segundo clado, EptB (E. coli) a um terceiro clado, EptA 

(Neisseria meningitidis) e mcr-5 (Legionella spp.) a um quarto clado e EptC/CptA 

(Salmonella enterica) a um quinto clado (STOGIOS et al., 2018). 

Assim, sugeriu-se que variantes de mcr-1 e mcr-2 e PEtN encontradas 

em Moraxella spp. tenham derivado de um mesmo ancestral (WEI et al., 2018). 

Após a descrição do ICRMc, Wei e colaboradores (2018), relataram em Moraxella 

osloensis uma PEtN nomeada ICRMo, e com uma análise filogenética baseada 

na sequência de nucleotídeos, descreveram que o clado MCR-1-like (STOGIOS 

et al., 2018) descendeu de sulfatases. Aparentemente, e mcr e ICR teriam 

divergido em dois subclados antes do extenso uso de colistina em animais de 

produção e na clínica. 

 

1.6.2 Quadro atual 

Grande parte dos relatos de mcr-1 são descrições de isolados 

provenientes de animais de produção, como suínos e galináceos. Na China, 

alguns estudos de vigilância reportaram isolados de E. coli que possuíam 

plasmídeos carreadores de mcr-1, provenientes de amostras de aves de 

produção, obtidos em 1980 e 2004. Desde 2008, a incidência do gene aumentou, 

indicando sua circulação no país mesmo em baixas proporções (SHEN et al., 

2016). Além disso, chama atenção que isolados de diferentes Sequências Tipo 

(ST) de E. coli produtoras de ESBL venham ganhando espaço também como 

portadoras de mcr-1. Uma vez que a aquisição de um mecanismo de resistência 

a colistina aumenta suas chances de sobrevivência (WU et al., 2018a). 

No Japão, Nishino e colaboradores (2017) descreveram também 

isolados de E. coli carreadores de mcr-1, cujas Concentrações Inibitórias 

Mínimas (CIM) para colistina variaram de 8 a 16 mg/L. Esses isolados foram 

obtidos de carne de aves e suína, de diferentes STs, sendo a maioria 

multirresistente. Curiosamente, os isolados de amostras de origem japonesa 



11 

 
 

apresentavam plasmídeos tipo IncI2, enquanto amostras de origem brasileira e 

espanhola possuíam plasmídeos IncX4 como carreadores de mcr-1 (NISHINO 

et al., 2017). 

Um estudo de Hadjadj e colaboradores (2017), foi composto de 

isolados de E. coli e K. pneumoniae, de amostras humanas e animais, 

provenientes de Laos, Tailândia, França, Algéria e viajantes retornando da 

Arábia Saudita para França. Os autores evidenciaram que a CIM de colistina 

variou de 2 a 32 mg/L em ambas as espécies com isolados de diferentes STs. 

Alguns pontos a se destacar deste estudo foram 2 isolados de E. coli que além 

de possuírem plasmídeos conjugáveis IncHI2 carreadores de mcr-1, também 

apresentavam mutação em phoQ (E375K) mecanismo de resistência 

cromossômico. E outro isolado da mesma espécie que após 20 repiques perdeu 

todos os plasmídeos carreadores de mcr-1, assim ficando sensível a colistina 

(0,25 mg/L) (HADJADJ et al., 2017). Entretanto, três isolados de K. pneumoniae 

que apresentavam mutações cromossômicas: LH131 - stop codon prematuro em 

mgrB; LH17 - mutação T157P em pmrB; LH61 - substituição de mgrB, 

apresentaram resultados divergentes. Os três, mais um isolado de K. 

pneumoniae sem mutações cromossômicas detectadas, perderam os 

plasmídeos carreadores de mcr-1 após 25 repiques. Porém não se tornaram 

sensíveis a colistina, mantendo as CIM de 32, 12, 16 e 12 mg/L, respectivamente. 

E apenas o plasmídeo IncI2 de LH61 foi conjugável (HADJADJ et al., 2017). Em 

geral, os isolados que apresentavam também mutações cromossômicas tinham 

CIMs maiores que os isolados que continham apenas mcr-1. E em comparação, 

21 de 25 isolados de E. coli possuíam plasmídeos conjugativos, enquanto 

apenas dois de cinco de K. pneumoniae (HADJADJ et al., 2017). 

Especificamente em K. pneumoniae, a resistência a colistina via 

mutações cromossomais, principalmente por inativação do mgrB, tem um 

impacto maior no fenótipo do que o mcr-1 (HADJADJ et al., 2017; ZHANG et al., 

2018). Um estudo avaliou dois isolados de K. pneumoniae causadores infecção 

de corrente sanguínea já produtores de carbapenemases. XH209, continha 

blaIMP-4 e pentencia ao ST-17. Sua CIM para colistina evoluiu de 0,06 para 128 

mg/L após inativação do mgrB por inserção, e para 32 mg/L com o mcr-1. No 
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entanto, com ambos a CIM foi de 128 mg/L. E KP10, continha blaKPC-2 e pertencia 

ao ST-11, apresentou aumento da CIM para colistina de 0,06 para 128 mg/L 

após inativação do mgrB por inserção. E para 16 mg/L com o mcr-1, no entanto, 

para ambos a CIM foi de 128 mg/L (ZHANG et al., 2018). 

A estabilidade e custo de se manter um plasmídeo pode gerar perda 

do mesmo, uma vez que um isolado possui um mecanismo cromossomal para 

sobreviver em presença de colistina, manter um plasmídeo com mcr-1 pode 

prejudicar sua taxa de crescimento (HADJADJ et al., 2017; ZHANG et al., 2018). 

E a não conjugação de plasmídeos pode ocorrer devido a genes tra quebrados, 

mas algumas vezes não há razão especificada (HADJADJ et al., 2017; DRALI et 

al., 2018). 

Além de animais de produção, há relatos de isolados obtidos de 

amostras de animais de companhia. Em Pequim, foram identificados cães e 

gatos colonizados por E. coli ou K. pneumoniae carreadoras de mcr-1. o 

investigarem donos e ração destes, descobriu-se um isolado de E. coli carreador 

de mcr-1. A partir dos achados, concluiu-se que a origem de transmissão tenha 

sido a ração, para os animais de companhia e então para o ser humano (LEI et 

al., 2017). 

No Equador, os estudos de Ortega-Paredes e colaboradores (2016) e 

Loayza e colaboradores (2018), reportaram um isolado de E. coli de ST-609 

carreador de mcr-1 obtido do líquido peritoneal de um garoto de 14 anos. Nos 

animais em sua residência foram encontrados isolados da mesma espécie 

também portadores do gene, porém de STs diferentes. Entretanto, por 

possuírem o mesmo tipo de plasmídeo IncI1γ carreador do gene, concluiu-se 

que teria ocorrido a disseminação a partir da mesma fonte, apesar de não ter 

sido possível realizar conjugação dos isolados dos animais (LOAYZA et al., 

2018). 

Na China, o primeiro estudo epidemiológico e clínico, de Wang e 

colaboradores (2017) avaliou infecção e colonização por um isolado de E. coli 

carreador de mcr-1 de pacientes internados em dois hospitais. Os isolados de 

infecção positivos para mcr-1 apresentaram resistência a um número maior de 
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antimicrobianos do que os isolados negativos para o gene, incluindo polimixinas, 

ertapenem, ciprofloxacina, entre outros. No entanto, resistência a imipenem e a 

meropenem não se diferenciou entre os dois grupos. Destacou-se também que 

dois isolados, um de infecção por E. coli ST-90 e outro de colonização de ST-

744, eram coprodutores de New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM-1), além de 

possuírem genes de ESBLs, como TEM, SHV e CTX-M. Em paralelo, foram 

avaliados fatores de risco para infecção por E. coli carreador de mcr-1, dos quais 

o gênero masculino, imunossupressão ou ter recebido antibiótico nos 3 meses 

anteriores, em particular carbapenêmicos e fluoroquinolonas, foram significativos 

(WANG et al., 2017). Já para colonização, os fatores de risco foram uso de 

antibiótico prévio a internação, mas durante não, e viver próximo a animais de 

produção (WANG et al., 2017). 

Há alguns surtos hospitalares de mcr-1 reportados na Ásia e Europa. 

Na China, cinco crianças com leucemia aguda foram internadas com pneumonia 

durante dois meses na mesma enfermaria e receberam diferentes combinações 

de vancomicina, imipenem, lincomicina, cefotaxima, e um antifúngico. Destes 

pacientes foram obtidos 5 isolados de K. pneumoniae pertencentes ao ST-11 e 

um isolado de E. coli pertencente ao ST-156 resistentes a colistina, polimixina B, 

cefotaxima e gentamicina. Além disso, os isolados de K. pneumoniae também 

foram resistentes a outros antimicrobianos, incluindo fosfomicina e ciprofloxacina. 

Todos os 6 isolados carreadores de plasmídeo IncX4 contendo mcr-1, 

carreavam diferentes genes de resistência detectados por Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR), como blaTEM-1 e blaCTX-M-3(TIAN et al., 2017). 

Já em Portugal, de 16 pacientes, nove homens e sete mulheres entre 

50 e 87 anos, internados em uma média de 47 dias (12-151 dias). Foram obtidos 

destes pacientes 24 isolados de K. pneumoniae, de colonização e infecção, 

produtores de carbapenemases, como blaKPC-3, que também eram carreadores 

de mcr-1. A CIM para colistina variou entre 4 e 8 mg/L, e exceto um isolado 

pertencente ao ST-1112, o restante era de ST-45, sendo que todos possuíam 

plasmídeo IncX4 como carreador do mcr-1. O estudo também observou 

colonização de trato gastrointestinal por Enterobactérias produtoras de 

carbapenemase e carreadoras de mcr-1 em 5,7% (16/283) de pacientes 
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internados, dos quais 1,8% (5/283) evoluíram para infecção. Os pacientes que 

apresentaram infecção foram tratados com combinações de carbapenêmicos e 

colistina (MENDES et al., 2018). 

Recentemente, em coletas de água do mar de praias da costa de 

Algiers, Algéria, foram obtidos 246 isolados resistentes a colistina, sendo 244 de 

EIRC, e dois de E. coli, multirresistentes. Estes eram pertencentes ao ST-23 e 

ST-115, e apresentando CIM para colistina de 4 e 8 mg/L, respectivamente. 

Supondo que os achados teriam relação com as áreas em que foram 

encontrados, caracterizados pelo despejo sólido e líquido que tornam o local 

impróprio para nado, mas propícios para crescimento bacteriano e seleção de 

isolados multirresistentes (DRALI et al., 2018). 

A Figura 2 apresenta alguns estudos publicados especificando país, 

espécie e ST de isolados, tipos de plasmídeos carreadores de mcr-1 e 

procedência de amostras. Desta forma, pode-se observar uma variedade de 

organismos portadores do gene, nem sempre ligada a pacientes com infecções 

nem em grandes quantidades de isolados. 



 

 

1
5
 

Figura 2 – Distribuição de relatos de mcr no mundo. 

China (SHEN et al., 2016 Lancet Infec Dis) 

Aves de produção 

E. coli 

China (WU et al., 2018a Emerging Microbes & 

Infections) 

Swab cloacal de aves de produção 

E. coli (Diferentes STs) 

IncI2 

China (LEI et al., 2017 Emerging Infec Dis) 

Swab nasal e retal de cães e gatos, dono e ração 

E. coli (ST101) K. pneumoniae 

China (TIAN et al., 2017 Lancet Infec Dis) 

Humano 

K. pneumoniae (ST11) 

IncX4 

Laos e Tailândia (HADJADJ et al., 2017 Genes) 

Suínos e humanos 

E. coli e K. pneumoniae (Diferentes STs) 

IncP, IncI2, IncHI2 

Japão (NISHINO et al., 2017 Microbiol Immunol) 

Carne de ave e suína 

E. coli (Diferentes STs) 

IncI2 e IncX4 

Algéria (HADJADJ et al., 2017 

Genes) 

Aves e humanos 

E. coli (Diferentes STs) 

IncP e IncHI2 

Algéria (DRALI et al., 2018 

Science of the Total 

Environment) 

2 E. coli (ST23 e ST115) 

2 plasmídeos diferentes, não 

especificados 

França (HADJADJ et al., 2017 Genes) 

Franceses e viajantes 

K. pneumoniae e E. coli 

(Diferentes STs) 

IncP, IncI2, IncHI2 

 

Portugal (MENDES et al., 2018 Emerg 

Infect Dis) 

Fezes, sangue, urina 

K. pneumoniae (ST45 e ST1112) 

IncX4 

Carolina do Sul e Illinóis 

(MEINERSMANNN et al., 2017 AAC) 

Amostras cecais de suínos de abate 

2 E. coli (ST3234 e ST132) 

IncI2 

 

Califórnia (LE et al., 2017 Diagn Microbiol 

Infect Dis) 

Sangue e urina de homem cambodiano 

E. coli (ST58) 

IncX4 

Equador (ORTEGA-PAREDES et 

al., 2016 Epidemiol. Infect.) 

Fluído peritoneal de garoto 

E. coli (ST609) 

IncI1γ 

Equador (LOAYZA et al., 2018 

bioRXiv) 

Fezes/solo, swab retal e cloacal 

de cães e aves 

E. coli (Diferentes STs) 

IncI1γ 
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Além de isolados de K. pneumoniae e E. coli, resistentes a colistina 

por mecanismos cromossomais adquirirem mcr-1, há dois casos reportados 

envolvendo EIRC apresentando também o gene, indicando possíveis 

reservatórios silenciosos do gene e a necessidade de estudos mais abrangentes 

(WANG et al., 2018a; ZHANG et al., 2017b). 

Na China, três isolados de espécies diferentes possuíam o gene mcr-

3.10. Na espécie E. coli, um plasmídeo IncI2 carreava-o, enquanto em 

Aeromonas caviae e P. mirabilis foi encontrado inserido em DNA cromossomal, 

todos obtidos de amostras cloacais do mesmo pato doméstico (WANG et al., 

2018a). Já Zhang e colaboradores (2017b), identificaram 9 isolados obtidos de 

lavado de moscas que possuíam mcr-1, sendo quatro de E. coli, dois de P. 

stuartii, dois de P. alcalifens e um de Enterobacter cloacae, cujas sequências 

eram similares entre si e com o mcr-1 descrito por Liu e colaboradores (2016). 

Dentre Enterobacter spp., isolados de E. cloacae são os mais 

reportados como carreador de mcr-1, mas há poucos de E. aerogenes 

(reclassificado como Klebsiella aerogenes). Dois isolados de K. aerogenes com 

mcr-1 foram identificados em pacientes infectados (WANG et al., 2017). Sendo 

que após a conjugação, o transconjugante apresentou mcr-1 e duas beta-

lactamases (CTX-M-15 e TEM-1) no mesmo plasmídeo tipo IncFI (ZENG et al., 

2016). 

 

1.6.3 Brasil 

No Brasil, a primeira descrição de mcr-1 foi em 2016, quando o gene 

foi identificado em um isolado de E. coli pertencente ao ST-101. O isolado foi 

obtido de uma amostra de tecido mole de um paciente do sexo masculino na sua 

segunda internação hospitalar, na região nordeste. Além de resistente a colistina, 

o isolado também era produtor de ESBL (CTX-M-8), pertencente ao ST-101 e 

continha plasmídeo IncX4 carreador do mcr-1 (FERNANDES et al., 2016a). 

Em um estudo multicêntrico, foram analisados isolados de 

Enterobactérias triados em meio ágar MacConkey acrescido de colistina a 2 
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mg/L. Nesse estudo, houve crescimento de 515 isolados de um total de 4620 de 

amostras provenientes de animais, humanos, ração, comida e ambientais 

obtidas entre 2000 e 2016, de Minas Gerais, São Paulo, Paraná e Santa Catarina 

(FERNANDES et al., 2016b). Dezesseis isolados comensais de E. coli foram 

positivos para o gene mcr-1 por PCR, divididos em dois isolados de amostras 

fecais de suínos em 2012, dos quais um era sensível a colistina (CIM de 1 mg/L) 

por método de diluição. E 14 de amostras fecais de aves de 2013 resistentes a 

colistina (CIM ≥ 8 mg/L), sendo que todos os animais eram saudáveis 

(FERNANDES et al., 2016b). Demonstrou-se a presença do gene mcr-1 no país 

desde 2012 e uma incidência relativamente alta de isolados coprodutores de 

ESBL do tipo CTX-M. Além de resistência a concentrações mais baixas de (4-16 

mg/L), se comparado a mecanismos cromossomais, o que pode dificultar a 

detecção do gene (FERNANDES et al., 2016b). 

Dentre os isolados obtidos de amostras humanas até o momento, 

quatro de infecção (AIRES et al., 2017; CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; 

HIGASHINO et al., 2018) e dois de colonização (DALMOLIN et al., 2017a; 

DALMOLIN et al., 2017b) foram reportados como coprodutores de KPC-2. Um 

paciente com infecção urinária por K. pneumoniae pertencente ao ST-392 foi 

tratado com combinação de polimixina B e meropenem, respondendo bem a 

terapia (AIRES et al., 2017). Enquanto os outros pacientes não fizeram uso de 

colistina no tratamento da infecção ou não havia informação a respeito de uso 

prévio a coleta (CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017a; 

DALMOLIN et al., 2017b). 

Conceição-neto e colaboradores (2017) também relataram, além do 

paciente infectado por um isolado de E. coli de ST-167 mcr-1 coprodutor de KPC-

2, uma paciente que recebeu tratamento com meropenem e polimixina B, da qual 

foi isolado de swab retal E. coli de ST-354 carreador de mcr-1 resistente a 

carbapenêmico, porém não por produção de KPC-2. 

Em geral, o uso de colistina não aparece nos relatos de colonização, 

já outros antimicrobianos são descritos quando administrados de forma empírica 

ou como tratamento de infecção (FERNANDES et al., 2016a; ROCHA et al., 

2017; AIRES et al., 2017; CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 
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2017a; ROSSI et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017b; LORENZONI et al., 2018; 

NETO et al., 2019). 

No Hospital das Clínicas, em São Paulo, um estudo conduzido por 

Higashino e colaboradores (2018) relatou dois isolados de K. pneumoniae 

carreadores de mcr-1 coprodutores de KPC-2 de pacientes internados na 

unidade de Transplante de Medula Óssea. Um isolado pertence ao ST-437, 

obtido em 2011, e outro ao ST-16, obtido em 2015, além de possuírem mutações 

cromossômicas nos genes mgrB, pmrA e pmrC. 

Plasmídeos do tipo IncX4 são os mais frequentes no Brasil carreando 

mcr-1 em isolados de E. coli. Esses plasmídeos podem disseminar rapidamente 

por serem considerados auto transmissíveis, estáveis e vantajosos ao fitness de 

seus hospedeiros (FERNANDES et al., 2016a; WU et al., 2018b). Além deste, o 

tipo IncI2, o mesmo observado por Liu e colaboradores (2016) na primeira 

descrição do gene, também é considerado vantajoso. Já o tipo IncHI2 exige 

maior manutenção afetando o crescimento bacteriano (WU et al., 2018b). O 

Quadro 1 apresenta os estudos nacionais publicados até o momento destacando 

ano de publicação, local e tipo de amostra, a espécie da bactéria portadora e tipo 

de plasmídeo carreador. 
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Quadro 1 – Resumo de estudos de mcr no Brasil, referente a variante do gene, anos, locais e 
tipos de amostras identificados, espécie de isolados e tipo de plasmídeo carreador,até junho de 
2019 

Gene Ano Locais Amostra Espécie Plasmídeo Referência 

mcr-1 2016 Nordeste 
Tecido mole 

humano 
E. coli (ST-101) IncX4 

FERNANDES et al., 
2016 AAC 

mcr-1 
2012-
2013 

Santa 
Catarina, 

Minas Gerais, 
Paraná e São 

Paulo 

Fezes de 
suínos e 

aves 
E. coli 

Não 
identificados 

FERNANDES et al., 
2016 Euro Surveill 

mcr-1 2013 Costa Sudeste 
Pata de 
pinguim 

infectada 
E. coli (ST-10) IncX4 

SELLERA et al., 
2017 JAC 

mcr-1 2016 São Paulo (SP) 
Carne de 

ave 

E. coli (ST-10, 
ST-48, ST-132, 
ST-522 e ST-

4419) 

IncX4 
MONTE et al., 

2017a AAC 

mcr-1 2016 Recife 
Sangue 
humano 

E. coli (ST-410) IncX4 
ROCHA et al., 2017 

Int. J. of 
Antimicrob. Agents 

mcr-1 2016 São Paulo (SP) Água do mar 
E. coli (ST-10, 

ST-46 e ST-
1638) 

IncX4 
FERNANDES et al., 

2017 AAC 

mcr-1 2016 Vitória (SP 
Urina 

humana 
K. pneumoniae 

(ST-392) 
IncX4 

AIRES et al., 2017 
AAC 

mcr-1 2015 
Rio de Janeiro 

(RJ) 

Sangue e 
swab retal 
humano 

E. coli (ST-167 
e ST-354) 

IncX4 
CONCEIÇÃO-NETO 

et al., 2017 Int. J. of 
Antimicrob. Agents 

mcr-1 2016 São Paulo (SP) 
Carne de 

ave 
E. coli (ST-74 e 

ST-1850) 
IncX4 

MONTE et al., 
2017b Genome 

Announc 

mcr-1 2014 
Porto Alegre 

(RS) 
Swab retal 

humano 
E coli (ST-744) IncX4 

DALMOLIN et al., 
2017a JAC 

mcr-1 2016 São Paulo (SP) 
Sangue 
humano 

E. coli (ST-156) IncX4 
ROSSI et al., 2017 

Clinics 

mcr-1 2014 
Porto Alegre 

(RS) 
Swab retal 

humano 
K. pneumoniae 

(ST-437) 
IncX4 

DALMOLIN et al., 
2017b Diagn 

Microbiol Infect Dis 

mcr-
3.12 

2018 Minas Gerais 
Diarreia de 

suíno 
E. coli (ST-641) IncA/C2 KIEFFER et al., 2018 

AAC 

mcr-1 2014 Nordeste 
Fezes de 
bovino 

E. coli (ST-443) IncX4 
PALMEIRA et al., 

2018 J Glob 
Antimicrob Resist 

mcr-1 2017 
Santa Maria, 

(RS) 
Sangue 
humano 

E. coli 
Não 

especificado 

LORENZONI et al., 
2018 Braz J Infect 

Dis 

mcr-1 
2011-
2015 

São Paulo 
Sangue 
humano 

K. pnemuniae 
(ST-437 e ST-

16) 

Não 
especificado 

HIGASHINO et al., 
2018 Bone Marrow 

Transplant 

mcr-1 2019 
(residia na 

Paraíba)São 
Paulo 

Cultura de 
vigilância 
retal e de 
orofaringe 

E. coli (ST-744) 
K. pneumoniae 

(ST-101) 
IncX4 

NETO et al., 2019 
Infection 
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1.7 Bombas de efluxo  

Outro mecanismo de resistência a colistina descrito é o efluxo do 

antimicrobiano através de bombas. As bombas de efluxo se dividem e cinco 

famílias: resistance-nodulation-division (RND); major facilitator superfamily 

(MFS); ATP-binding cassette (ABC); small multidrug resistance (SMR) e 

multidrug and toxic compound extrusion (MATE). Com exceção da primeira 

família exclusiva de bactérias Gram-negativas, as quatro restantes podem ser 

encontradas em Gram-positivas também (SUN et al., 2014). 

Bombas da família RND compõem um sistema tripartido através das 

membranas interna e externa. E são associadas a multirresistência por não 

serem específicas a determinados antimicrobianos proporcionando maior 

chance de sobrevivência às bactérias (BLAIR et al., 2014). Uma bomba RND 

muita estudada é a AcrAB-TolC. Os genes acrA e acrB codificam uma 

lipoproteína ancorada na membrana interna e uma proteína de membrana das 

bactérias Gram-negativas, respectivamente. Esse conjunto se liga a proteína 

TolC na membrana externa, formando o canal do meio intracelular para o 

extracelular (PADILLA et al., 2010; LI et al., 2015). Além destes, o gene acrR 

atua como repressor de acrA e acrB, formando o operon. acrRAB (PADILLA et 

al., 2010). 

Este sistema AcrRAB-TolC está presente em muitas espécies de 

Enterobactérias e exerce um importante papel em isolados multirresistentes, 

assim como nas espécies que apresentam resistência intrínseca a colistina (LI 

et al., 2015). Sua ação na resistência a colistina já foi descrita em várias 

Enterobactérias como E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. stuartii, M. morganii, 

E. asburiae, E. cloacae e K. aerogenes, entre outras (LI et al., 2015; BARON E 

ROLAIN, 2018). 

A fim de avaliar a contribuição de bombas de efluxo na resistência 

bacteriana, pode ser comparada a CIM a um antimicrobiano sozinho com a CIM 

do antimicrobiano em combinação com um inibidor de bomba de efluxo 

(SEKYERE e AMOAKO, 2017). O carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona 

(CCCP) tem sido comumente utilizado em testes fenotípicos de ação de bombas 
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de efluxo. Por ser um protonóforo, o composto altera a permeabilidade da 

membrana ao alterar sua carga elétrica, além de reduzir a produção de ATP, 

necessário para o transporte ativo do antimicrobiano para o meio extracelular 

(SEKYERE e AMOAKO, 2017). No entanto, apenas o CCCP não tem ação 

bactericida, funcionando apenas como inibidor de bomba (NI et al., 2016). 

Ao testar 92 isolados resistentes a colistina, por diversos mecanismos, 

a CIM de colistina diminuiu tornando-se sensíveis ao antimicrobiano quando 

combinado ao CCCP, mesmo aqueles que apresentavam heterorresistência 

(BARON E ROLAIN, 2018). As EIRC, apresentaram diminuição da CIM de 

colistina, em média, 614 vezes menor. Klebsiella spp. portadoras de mcr-1, 

apresentaram CIM 64 vezes menor, em comparação com diminuição de 181 

vezes da CIM de colistina de Klebsiella spp. com mutações cromossômicas 

(BARON E ROLAIN, 2018). 

Apesar de resultados in vitro promissores do CCCP para combater o 

problema de Enterobactérias multirresistentes, o composto possui uma 

citotoxicidade alta para uso clínico, o que dificulta e limita o seu uso clínico (NI 

et al., 2018). 
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2. Justificativa 

 

 

Em março de 2016, foi identificado o primeiro caso no HC-FMUSP de 

uma paciente, sem histórico de uso de colistina, internada para tratamento de 

esquistossomose, da qual foi obtido um isolado de E. coli de uma amostra de 

urina, cujo antibiograma resultou como resistente à colistina e sensível aos 

carbapenêmicos. Das culturas de vigilância desta paciente obteve-se três 

isolados carreadores de mcr-1, E. coli e K. pneumoniae de amostras de vigilância 

de swab retal e outro isolado de K. pneumoniae da orofaringe. (NETO et al., 

2019). Desde esse primeiro relato, a Comissão de Controle de Infecção 

Hospitalar (CCIH) do Hospital das Clínicas implementou uma orientação que 

isolados que apresentem o mesmo perfil de sensibilidade deveriam ser testados 

para mcr-1. Estabelecendo que deveria ser realizada a coleta de cultura de 

vigilância dos contactantes de pacientes colonizados e/ou infectados por 

Enterobactérias carreadoras de mcr-1 no intuito de avaliar a disseminação desse 

mecanismo de resistência no hospital. E indicada desde então precaução de 

contato para todos os pacientes colonizados e/ou infectados por bactérias 

carreadoreas de do gene mcr-1. 
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3. Objetivos 

 

 

3.1 Principal 

Investigar a disseminação de Enterobactérias resistentes à colistina 

carreadoras de mcr-1 a partir de pacientes com cultura de vigilância e/ou 

espécimes clínicos positivos para Enterobactéria resistente a colistina (caso) e 

para pacientes na mesma unidade (contactantes). 

 

3.1 Secundários 

-Avaliar as caraterísticas epidemiológicas e clínicas dos pacientes 

caso colonizados e/ou infectados por Enterobactérias resistentes a colistina 

carreadoras de mcr-1 e contactantes; 

-Avaliar os mecanismos de resistência à colistina das bactérias Gram-

negativas identificadas nas culturas de vigilância; 

-Descrever os plasmídeos carreadores de mcr-1; 
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4. Materiais e Métodos 

 

 

4.1 Local de estudo 

O estudo foi desenvolvido no Departamento de Moléstias Infecciosas 

e Parasitárias da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(FMUSP). Foram incluídos pacientes internados no Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP) em São 

Paulo - SP. 

O HC-FMUSP é um hospital público, terciário e universitário, 

conveniado ao Sistema Único de Saúde (SUS); constituído por seis institutos 

especializados e dois hospitais auxiliares, que somam cerca de 2.200 leitos, uma 

divisão de reabilitação e um hospital associado de atenção secundária. O 

Instituto Central dispõe de 24 enfermarias clínicas, doze enfermarias cirúrgicas 

e doze Unidades de Terapia Intensiva (UTI), abrangendo um total de 987 leitos. 

Foram coletados swabs retais de vigilância de pacientes internados 

nas unidades: Pronto Socorro (PS), localizado no 4º andar, com 50 leitos fixos 

mais uma quantidade variável de macas, em que pacientes aguardam liberação 

de um leito; Unidade de Terapia Intensiva da Traumatologia (UP4C), localizada 

no 4º andar e dispõe de 17 leitos; Unidade do Pronto Socorro Cuidados 

Intensivos (UPSCI) localizada no 4º andar, como uma subdivisão do Pronto 

Socorro, e dispõe de 17 leitos. 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

através da Plataforma Brasil como indicado no Anexo 1. 

 

 

 

 



25 

 

4.2 Dados clínicos 

4.2.1 Definições 

Caso – Paciente internado que apresentou infecção ou colonização 

por Enterobactéria resistente a colistina e sensível a carbapenêmico em cultura 

de vigilância e permaneceu em precaução de contato após o resultado. 

 

Contactante – Paciente internado que esteve na mesma unidade que 

o paciente caso e no mesmo período. 

 

Critérios de inclusão: 

-Pacientes internados maiores de 18 anos 

-Paciente classificado como caso 

-Pacientes classificado como contactante 

Não houve critérios de exclusão. 

Foram identificados quatro pacientes classificados como caso, cujas 

características são apresentadas no Quadro 2. 

 

Quadro 2 – Características dos quatro pacientes classificados como caso. Os isolados destas 
amostras não foram inclusos no presente trabalho 

CASO A B C D 

Unidade PS UP4C UP4C UPSCI 

Data de infecção 31/08/2016 12/09/2016 17/12/2016 02/01/2017 

Amostra clínica 
Sangue 

periférico 

Sangue 

periférico 

Secreção 

traqueal 

Sangue 

periférico 

Espécie K. pneumoniae E. cloacae K. aerogenes K. pneumoniae 

Hospitalização 

até infecção 
11 dias 116 dias 14 dias 20 dias 

Colistina ≥16 R ≥16 R ≥16 R ≥16 R 

Imipenem ≤0,25 S ≤0,25 S 1 S ≤0,25 S 

Meropenem 1 S ≤0,25 S ≤0,25 S ≤0,25 S 

Ertapenem 4 R ≤0,5 S ≤0,5 S ≤0,5 S 

Investigação de 

mcr-1 
Negativo Positivo Positivo Positivo 

Legenda: PS – Pronto Socorro; UP4C – UTI da Traumatologia; UPSCI – Unidade de Cuidados 
Intermediários do Pronto Socorro. 
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4.2.2 Coleta de dados clínicos 

Por meio das plataformas Si3 e HCMED, foram consultados os 

prontuários eletrônicos dos pacientes para coleta de dados referentes à uso de 

antimicrobianos durante internação, período e permanência em cada unidade. 

 

4.3 Coleta e processamento de amostras clínicas 

Foram coletados swabs retais de pacientes contactantes de quatro 

casos de infecção no período de setembro de 2016 a janeiro de 2017 e 

encaminhados para o Laboratório de Investigação Médica – 49 da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. O processamento ocorreu de acordo 

com a Figura 3, e cada atividade foi detalhada a seguir. 

As amostras coletadas foram de colonização, incluindo dos casos 

índice. As amostras clínicas dos pacientes caso não foram incluídas no trabalho 

por não armazenamento do laboratório de rotina. 
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Figura 3 – Fluxo de trabalho desde notificação de caso à identificação de isolados positivos para 
mcr-1 por PCR. 

 

4.4 Isolamento de bactérias 

As amostras foram semeadas diretamente em meio ágar MacConkey 

para crescimento de bactérias Gram-negativas. Amostras que apresentaram 

crescimento de isolados fermentadores e não fermentadores de lactose, tiveram 

os mesmos reisolados em novas placas de ágar MacConkey e trabalhados 

Infecção por Enterobactéria 
resistente a colistina e 

sensível a carbapenêmico 

Isolamento de 
bactérias Gram-

negativas

Triagem em 
MacConkey + Colistina 

(2 mg/L)

Identificação 
por MALDI-

TOF

Extração de 
DNA por 
fervura

PCR para mcr-1 e 
IncX4

Alinhamento e 
similaridade de 

amplicons

Confirmação 
por Sanger

Precaução de Contato
Coleta de swab de vigilância 

pacientes caso e 
contactantes

Coleta de dados 
clínicos

Análise 
estatística



28 

 

separadamente. Em casos de dúvidas para colônias igualmente fermentadoras 

ou não, porém visualmente divergentes, foi realizado reisolamento e 

identificação de ambas. Os isolados obtidos foram triados em meio ágar 

MacConkey acrescido de colistina à 2 mg/L (EUCAST, 2018) testados 

paralelamente com cepas ATCC sensíveis a colistina. 

 

4.5 Identificação dos isolados 

Colônias dos isolados foram inoculadas separadamente em caldo BHI 

(Brain Heart Infusion) (Difco) incubado a 37ºC por 24 horas. Uma alíquota desse 

cultivo foi centrifugada a 5.000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e foram adicionados 300µl de água ultrapura e 900µl de etanol ao sedimento, 

agitou-se e em seguida os tubos foram centrifugados a 13.000g por 2 minutos. 

Após descarte do sobrenadante, os sedimentos secaram por evaporação a 

temperatura ambiente. Aos sedimentos, foram adicionados 50µl de ácido fórmico 

(70%) e 50µl de acetonitrila (100%). A mistura foi novamente centrifugada a 

13.000g por 2 minutos e o sobrenadante foi transferido para um microtubo novo 

e armazenado a -20°C. 

Foi utilizado o espectrofotômetro de massa Microflex™ 

(BrukerDaltonik) da Companhia Ambiental do Estado de São Paulo - CETESB. 

Para leitura, 1µl de suspensão proteica foi transferido para a placa de aço inox 

de 96 poços. Após secagem em temperatura ambiente, foi adicionado sobre a 

amostra 1µl da matrix (ácido α-ciano-4-hidróxido-cinamico). Cada estirpe foi 

distribuída em dois poços (duplicata) e para cada placa foram realizadas duas 

leituras. Para captura dos espectros proteicos foi utilizado o programa 

FlexControl™ (BrukerDaltonik) pelo método MTB_autoX. O espectrofotômetro 

foi externamente calibrado com a utilização de proteínas ribossômicas de 

Escherichia coli (BTS - BrukerDaltonik).  

Para a identificação bacteriana pelo espectro proteico foi utilizado o 

programa BioTyper™ (MALDI Biotyper CA Systems) 3.0 (BrukerDaltonik) a partir 

do qual foi realizada uma comparação dos espectros capturados para cada 

estirpe com a biblioteca do fabricante. Desta comparação de presença/ausência 
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de picos específicos por gênero e espécie bacteriana, obteve-se um valor de 

escore (log (score) value). Os critérios para interpretação dos padrões da 

fabricante BrukerDaltonik foram utilizados neste estudo como segue: escores ≥ 

2.0 foram aceitos para atribuição de espécie, e escores ≥ 1.7 e < 2.0 foram 

utilizados para identificação de gênero. 

 

4.6 Extração de DNA por método de fervura 

Todos os isolados que cresceram em meio ágar MacConkey com 

colistina foram submetidos à extração de DNA por fervura de acordo com o 

seguinte protocolo: adicionando-se uma alçada do isolado, crescido em ágar, em 

solução contendo 10µL de EDTA 0,1M, 1µL de Tris 1M de pH 7,0, 84µL de água 

MilliQ estéril e 5µL de Lisozima 20 mg/mL. A solução foi homogeneizada 

utilizando-se agitador e incubada a 37°C por trinta minutos, para ação da 

lisozima. Em seguida, foi incubada a 100°C por dez minutos para quebra da 

parede celular. Após esfriamento à temperatura ambiente, foram adicionados 

400µL de água MilliQ estéril também à temperatura ambiente e homogeneizado 

novamente com agitador. O DNA foi separado no sobrenadante após 

centrifugação à 13.000rpm por dez minutos à temperatura ambiente e passado 

para um novo tubo de centrifugação estéril. E foi armazenado à -20°C por, no 

mínimo, 24 horas para estabilização prévia ao uso. 

 

4.7 Identificação de gene mcr-1 e plasmídeos tipo IncX4 

Foi realizada Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os 

primers CLR5-F e CLR5-R. Quando positivos, também foi realizado PCR para o 

gene mcr-1 e X4-F e X4-R para os plasmídeos tipo IncX4 (Quadro 3). 
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Quadro 3 – Sequências dos primers utilizados, tamanho esperado de amplicons e alvos 

Primers Sequências Alvo 

Tamanho 

do 

Amplicon 

(pb) 

Referência 

CLR5-F 

CLR5-R 

5ʹ-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3ʹ 

5ʹ-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3ʹ 

Gene 

mcr-1 
309 

LIU et al., 

2016 

X4-F 

X4-R 

5’-GCAAACAGGGAAAGGAGAAGACT-3’ 

5’-TACCCCAAATCGTAACCTG-3’ 

Gene 

taxC 
569 

JOHNSON 

et al., 2012 

 

Para amplificação do gene mcr-1 foram utilizados seguintes 

parâmetros: 7 minutos inicias à 94ºC; 40 ciclos de: 50 segundos à 94ºC, 50 

segundos à 53ºC, 1 minuto e 30 segundos à 72ºC; seguidos de 10 minutos finais 

à 72ºC, adaptada do protocolo de Cavaco e colaboradores (2016).  

Para amplificação do gene taxC, pertencente à estrutura básica de 

plasmídeos do grupo IncX, específico para o subgrupo IncX4 foram utilizados 

seguintes parâmetros: 4 minutos iniciais a 95ºC; 30 ciclos de: 30 segundos à 

95ºC, 30 segundos à 60ºC, 1 minuto à 72ºC; seguidos de 5 minutos finais à 72ºC, 

adaptada do protocolo de Johnson e colaboradores (2012).  

Após amplificação, foi feita visualização de bandas em gel de agarose 

à 2% com 5µL de SybrSafe® e amostras coradas com BlueJuice®. 

A confirmação da presença do gene mcr-1 foi realizada pelo método 

de sequenciamento Sanger utilizando MegaBACE 1000 (ABI 3730 DNA 

Analyser; Applied Biosystems, Alameda, CA), no Centro de Pesquisas sobre o 

Genoma Humano e Células-Tronco, do Instituto de Biociências da Universidade 

de São Paulo, e analisado através do programa BioEdit (Hall, 1999) e Blast® 

(NCBI). 

 

4.8 Amostras positivas para o gene mcr-1 por PCR 

As amostras que foram positivas para o gene mcr-1 pela técnica de 

PCR foram processadas de acordo com a Figura 4 e cada passo foi descrito 

abaixo.
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1
 

Figura 4 – Experimentos realizados nos isolados positivos para mcr-1 por PCR.
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4.8.1 Determinação de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Foi realizada microdiluição em caldo para determinar a concentração 

inibitória mínima para imipenem e meropenem de acordo com os parâmetros do 

Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) (2018). Para colistina, foi 

utilizado mesmo método, utilizando o ponto de corte do EUCAST (2018) de CIM 

≤ 2 mg/L sensível e CIM > 2 mg/L resistente. 

A leitura dos resultados foi realizada por mais de um observador. 

 

4.8.2 Avaliação de ação de bombas de efluxo 

Para determinação da ação de bombas de efluxo na resistência à 

colistina, foi realizado microdiluição em caldo de acordo com os parâmetros do 

CLSI (2018) com modificações. 

Foi utilizada concentração final do inibidor de bombas de efluxo CCCP 

igual a 10 mg/L (BARON e ROLAIN, 2018) em todos os poços que continham 

colistina, independente de sua concentração. Cada amostra foi testada em 

duplicata e comparada com sua CIM de colistina sem CCCP, realizada em 

paralelo. 

Foi considerado ação de bomba de efluxo quando a CIM para colistina 

diminuiu no mínimo 8 vezes (4 concentrações a menos) em presença de CCCP 

em relação ao antimicrobiano sozinho (BARON e ROLAIN, 2018). 

 

4.8.2 Conjugação 

Para avaliação da transmissibilidade do gene mcr-1 foi realizado teste 

de conjugação. Foram utilizadas cepas receptoras C600STR (LIU et al., 2016), 

uma E. coli não fermentadora de lactose e resistente à estreptomicina e sem 

plasmídeo; e J53AZD (ZHANG et al., 2017a), também E. coli, mas fermentadora 

de lactose e resistente à azida sódica e também sem plasmídeo. A cepa 

receptora para cada amostra variou, optando pela cepa C600STR para os isolados 

fermentadores de lactose, e pela cepa J53AZD para isolados não fermentadores 

de lactose devido a diferenciação visual das colônias em ágar MacConkey. 
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O protocolo foi adaptado de CUNHA (2018). As cepas foram crescidas 

previamente em meio ágar MacConkey acrescido de colistina à 2 mg/L a 37°C 

por até 24 horas. Com exceção das cepas receptoras que foram crescidas em 

ágar sem antimicrobiano. Com alça estéril, duas a três colônias foram inoculadas 

em 2 mL de meio Luria Bertani (LB) e incubadas à 37°C de duas a quatro horas. 

As cepas receptora e doadora foram inoculadas em 4 mL de meio LB na 

proporção de 2:1 e incubadas à 37°C. 

Durante incubação da mistura, foi realizada inoculação da mesma em 

placas de ágar MacConkey acrescidos de colistina à 2 mg/L e de estreptomicina 

à 2g/L, no caso da cepa C600STR, ou de azida sódica à 0,3g/L, no caso da cepa 

J53AZD. Os intervalos de incubação utilizados foram 18 e 24 horas. 

Quando houve crescimento de colônias da cepa receptora nas placas 

contendo dois antimicrobianos, foi realizado repique em novas placas de ágar 

MacConkey contendo colistina à 2 mg/L para extração de DNA pelo método de 

fervura e confirmação de conjugação do gene mcr-1 por PCR. 

 

4.8.3 Extração de DNA plasmidial 

A extração de DNA plasmidial foi realizada através do Kit QIAprep® 

Spin Miniprep da QIAGEN com alterações. O protocolo foi modificado para 

substituir a coluna, a fim de não quebrar o DNA excessivamente. A purificação 

foi realizada adicionando-se 600µL de Isopropanol, armazenado a -80ºC, ao 

sobrenadante que iria para a coluna, seguido de uma centrifugação de 5 minutos 

a 13000 rpm à 4ºC. Depois o sobrenadante foi descartado, e o sedimento lavado 

com 1 mL de etanol a 70%, também armazenado à -80ºC, e centrifugado por 2 

minutos a 13000 rpm à 4ºC. O sobrenadante foi descartado novamente e o 

sedimento deixado para secar por evaporação no fluxo laminar. Por último, foi 

realizada eluição do DNA com 50µL do tampão Buffer EB, do Kit, à 70ºC.  

O DNA plasmidial extraído foi utilizado em PCR para busca do gene 

mcr-1 no material extracromossomal, e para o gene taxC característico de 

plasmídeos tipo IncX4. 
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4.8.4 Sequenciamento Total de Genoma (WGS) 

Foi realizada extração de DNA total por kit comercial QiAamp DNA 

mini kit – Qiagen a partir de cultura em placa de ágar MacConkey incubado à 

36°C de 18 a 24 horas. 

Os processos para o preparo de amostras foram: preparo de 

biblioteca, seleção de fragmentos de 200pb por E-Gel® (Life Technologies, EUA), 

PCR em emulsão, carregamento de amostras em 2 chips com auxílio do sistema 

Ion ChefTM (Thermo Fischer Scientific, EUA) e sequenciamento pela plataforma 

Ion ProtonTM System, cujo aparelho faz parte do sistema de multiusuários da 

Rede PREMIUM da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP). 

Os arquivos gerados foram avaliados pelos programas FastQC v 

0.11.3 e Trimmomatic v. 0.33, e a montagem do genoma foi realizada utilizando 

o programa Spades v. 3.5.0, utilizando também a opção ‘Plasmid’ para extração 

de reads de plasmídeos. Os contigs foram ordenados pelo Abacas v. 1.3.1, 

anotados com o Prokka v. 1.11 e visualizados com o Artemis v. 16.0.11. 

Os arquivos montados também foram lançados em plataformas online 

do Center for Genomic Epidemiology em busca de genes de resistência 

adquirida, tipos de plasmídeos, Multi Locus Sequence Type (MLST) e genes de 

virulência nas bases de dados: ResFinder (ZANKARI et al., 2012), PlasmidFinder 

(CARATTOLI et al., 2014), MLSTFinder (LARSEN et al., 2012) e VFDB (LIU et 

al., 2019), respectivamente. Também foi utilizada a plataforma The 

Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (JIA et al., 2017) para 

busca de genes de resistência e de bombas de efluxo. 

A curadoria foi realizada manualmente para verificação de melhor 

identidade de genes entre as plataformas através da ferramenta Artemis v. 

16.0.11. 

 

4.8.5 Análise de genes de resistência cromossomal à colistina 

Os genes de resistência cromossomal à colistina destacados no 

Quadro 4 foram avaliados de acordo com a espécie para presença, ausência e 
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mutações. Foram inclusos genes codificadores de estruturas do lipídeo A, 

fosfoetanolaminas transferases (PEtN) e de bombas de efluxo. 

Quadro 4 – Genes cromossomais de resistência a colistina 

Gene Espécies 

mgrB K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

phoP K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

phoQ K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

pmrA K. pneumoniae K. aerogenes 

pmrB K. pneumoniae K. aerogenes 

cptA1 P. stuartii 

eptA1 K. pneumoniae K. aerogenes M. morganii 

eptB1 
K. pneumoniae K. aerogenes 

M. morganii 

eptC1 P. mirabilis 

arnB K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

arnC K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

arnA K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

arnT K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

crrB K. pneumoniae 

AcrRAB-TolC2 K.pneumoniae K. aerogenes P. mirabilis P. stuartii M. morganii 

Legenda: 1 – PetN; 2 – Bombas de efluxo 

 

4.9 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com o programa Epi Info™ ver. 

7.2.2.16 (CDC) (DEAN et al., 2011) com os dados clínicos coletados dos 

prontuários eletrônicos e detecção do gene mcr-1 por PCR. Os fatores de risco 

de aquisição de mcr-1 dos contactantes foram avaliados em um modelo de 

análise univariada. Variáveis categóricas foram avaliadas usando o teste de 

Fisher e ou T-Student e para as variáveis contínuas o teste de Wilcoxon, 

considerando significativo o valor de p < 0,05. As variáveis significativas e com 

plausibilidade biológica foram colocadas em um modelo de regressão logística. 
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4.10 Alinhamento e similaridade de amplicons 

Para os amplicons sequenciados pela plataforma Sanger e 

correspondentes ao gene mcr-1 pela ferramenta Blast® (NCBI), foi realizado 

alinhamento das entre as sequências de nucleotídeos com o MUSCLE através 

da ferramenta Jalview (WATERHOUSE et al., 2009). A similaridade entre os 

amplicons foi determinada através do programa BioEdit (Hall, 1999), com a 

opção ‘Sequence Identity Matrix’. Os alinhamentos foram gerados pela 

plataforma ESPript 3.0 (ROBERT e GOUET, 2014). 

As mesmas ferramentas foram utilizadas para alinhar o gene mcr-1 

(LIU et al., 2016), PEtN e outras sequências identificadas como mcr-1 ou suas 

variantes pela Plataforma CARD, quando utilizada opção ‘Loose Hits’ 

agrupando-se por isolado. Quando não houve alinhamento de amplicon com 

nenhum dos genes testados, foi realizada tentativa de mapeamento dos 

amplicons com os fragmentos obtidos do sequenciamento total do genoma para 

avaliar amplificação inespecífica.  

A similaridade foi calculada para avaliar a possibilidade de 

amplificação de gene codificador de PEtN não mcr-1. Similaridade Bruta se 

refere ao valor gerado pelo programa BioEdit (HALL, 1999) e para Similaridade 

Equivalente foi realizado cálculo, como apresentado na Figura 5, de proporção 

do valor bruto quando comparado ao fragmento correspondente, de mesmo 

tamanho, do gene mcr-1. 

Figura 5 – Fórmula para cálculo de similaridade equivalente a partir de similaridade bruta obtida 
por comparação de alinhamento entre fragmentos do PCR com o fragmento alvo do gene mcr-
1, pelo programa BioEdit (HALL, 1999) 

 

Para avaliação de relação entre os amplicons, foi construída uma 

árvore filogenética baseada nas sequências de nucleotídeos através do 

programa MEGA-X versão 10.0.5 (KUMAR et al., 2018) pelo método de máxima 

verossimilhança (maximum likelihood method). 
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5. Resultados 

 

 

As coletas dos swabs retais dos pacientes ocorreram em dias 

variados após identificação do paciente caso (colonizado e/ou infectado por 

Enterobactérias resistentes a colistina): paciente A no dia 31 de agosto de 2016 

no Pronto Socorro; paciente B no dia 12 de setembro de 2016 na UTI da 

Traumatologia; paciente C no dia 17 de dezembro novamente na UTI da 

Traumatologia e paciente D no dia 2 de janeiro de 2017 na Unidade de Cuidados 

Intermediários do Pronto Socorro. A Figura 6, exibe as datas de identificação dos 

casos e respectivas coletas de contactantes (pacientes internados no mesmo 

período e unidade do caso). 

Legenda: PS – Pronto Socorro; UP4C – UTI da Traumatologia; UPSCI – Unidade de Cuidados 
Intermediários do Pronto Socorro. 

Figura 6 – Intervalo de tempo entre identificação do caso (colonizado e/ou infectado por 
Enterobactérias resistentes a colistina) indicado pela primeira data, e coletas das amostras de 
swab retal dos pacientes contactantes (internados no mesmo período e unidade do caso) 
indicados pelas datas seguintes. 
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5.1 Pacientes 

No total, foram coletadas amostras de swab retal de 48 pacientes, 4 

casos e 44 contactantes identificados em 3 unidades (PS – Pronto Socorro, 

UP4C – UTI da Traumatologia e UPSCI – Unidade de Cuidados Intermediários 

do Pronto Socorro) durante o período de agosto de 2016 a janeiro de 2017. Dos 

quatro casos, o primeiro, caso A (PS) foi negativo na investigação de mcr-1, 

assim como seus 25 contactantes. O caso B, identificado em 12 setembro na 

UP4C, caso C, identificado em 17 de dezembro também na UP4C e caso D, 

identificado em 2 de janeiro de 2017 na UPSCI, foram positivos para mcr-1. Entre 

os contactantes, 13, 5 e 2, respectivamente, 4 apresentaram colonização por 

isolado carreador de mcr-1. Do total de 20 pacientes contactantes dos casos B, 

C e D, a média de idade ficou na faixa dos 50 anos e nenhum dos casos tinha 

mais que 65 anos. A média de dias de internação dos casos foi de 54 dias, 

enquanto a dos contactantes foi de 28 dias antes da coleta de amostras. Todos 

(100%) dos casos apresentaram isolados de colonização resistente a colistina e 

fizeram uso de, no mínimo, colistina e meropenem prévio à coleta, e foram 

submetidos a alguma cirurgia. Já o uso pelos contactantes foi menor, 10 (50%) 

de colistina e 6 (30%) de meropenem, e a doença de base mais frequente foi 

trauma ou fratura de 13 (65%) dos pacientes contactantes. O tempo de contato 

médio entre contactantes e respectivos casos foi de 10 dias. Outros dados 

demográficos e clínicos dos 23 pacientes estão apresnetados da Tabela 1 e 

dados específicos de todos os 48 pacientes coletados estão apresentados no 

Anexo 2. 
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Tabela 1 – Perfil de 23 pacientes estudados, incluindo 3 casos (colonizados e/ou infectados por 
Enterobactérias resistentes a colistina e sensíveis a carbapenêmicos) e 20 contactantes 
(pacientes que estiveram na mesma unidade e período que o caso) 

Características 
Casos 

N=3 
Contactantes 

N=20 

Pacientes 
Total 

(n=23) 

Gênero Masculino 1 (33,3%) 12 (60%) 13 (56,5%) 

Idade (anos)    

Média 58 (57 - 60) 51 (22 - 78) 52 (22 - 78) 

Desvio Padrão 1,5 16,9 15,9 

Idade >65 anos 0 4 (20%) 4 (17,4%) 

Tempo hospitalização total (dias)    

Média 103 (37 - 151) 28 (6 - 115) 38 (6 - 151) 

Mediana 136 23 28 

Desvio Padrão 59,2 23,8 38,4 

Tempo hospitalização prévio a coleta (dias)    

Média 54 (19 - 120) 16 (4 - 47) 21 (4 - 120) 

Mediana 24 12 16 

Desvio Padrão 56,9 14 25,1 

Tempo de contato prévio a coleta (dias)    

Média N/A 10 (2 - 28) N/A 

Desvio Padrão N/A 7,7 N/A 

Colonização por Col-R 3 (100%) 4 (20%) 7 (30,4%) 

mcr-1 por PCR 3 (100%) 4 (20%) 7 (30,4%) 

Doenças de Base    

Câncer 2 (66,7%) 0 2 (8,7%) 

Cardíacas 0 2 (10%) 2 (8,7%) 

Cirurgia 3 (100%) 5 (25%) 8 (34,8%) 

Diabetes mellitus 0 2 (10%) 2 (8,7%) 

Doenças infecciosas 1 (33,3%) 6 (30%) 7 (30,4%) 

Gastrointestinais 1 (33,3%) 5 (25%) 6 (26,1%) 

Hipertensão 0 1 (5%) 1 (4,3%) 

Insuficiência renal 0 1 (5%) 1 (4,3%) 

Neurológicas 2 (66,7%) 5 (25%) 7 (30,4%) 

Trauma/Fratura 1 (33,3%) 13 (65%) 14 (60,9%) 

Uso Drogas/Álcool 0 2 (10%) 2 (8,7%) 

Vasculares (Exceto Hipertensão) 0 3 (15%) 3 (13%) 

Outras 0 4 (20%) 4 (17,4%) 

Uso de ATM prévio a coleta 3 (100%) 10 (50%) 13 (56,5%) 

Ciprofloxacina 1 (33,3%) 4 (20%) 5 (21,7%) 

Tempo médio de uso de ciprofloxacina 
(dias) 

0 - 26 1 (0 - 11) 2 (0 - 26) 

Colistina 3 (100%) 10 (50%) 13 (56,5%) 

Tempo médio de uso de colistina (dias) 18 (10 - 33) 4 (0 - 22) 6 (0 - 33) 

Meropenem 3 (100%) 6 (30%) 9 (39,1%) 

Tempo médio de uso de meropenem (dias) 6 (1 - 11) 2 (0 - 15) 2 (0 - 15) 

Piperacilina+Tazobactam 1 (33,3%) 0 1 (4,3%) 

Tempo uso de pieracilina+tazobactam 
(dias) 

0 - 9 0 0 - 9 

Óbito 3 (100%) 9 (45%) 12 (52,2%) 

Legenda: N/A – Não aplicável. Col-R – Resistente a colistina. Outras doenças incluem: choque não 
especificado, insuficiência respiratória aguda, pneumotórax, transtornos do diafragma, hemotórax, 
transplante hepático e efeitos de corrente elétrica. ATM – Antimicrobianos.
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Além de ciprofloxacina, colistina, meropenem e 

piperacilina+tazobactam outros antimicrobianos utilizados antes da coleta de 

amostras foram anidulafungina, fluconazol, gentamicina, imipenem+cilastatina 

sódica e vancomicina. 

Na análise univariada de fatores de risco para aquisição do gene mcr-

1, tempo de hospitalização até a coleta de amostra, ter sido submetido a cirurgia, 

uso e duração do tratamento com meropenem foram significativos. O uso de 

colistina apresentou tendência a fator de risco, ao passo que tempo de uso de 

colistina foi um fator de risco para aquisição de mcr-1 (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Análise bivariada de fatores de risco associados a aquisição do gene mcr-1 por 
pacientes internados no HC-FMUSP identificados entre setembro de 2016 a janeiro de 2017 

Variáveis 
Pacientes 

positivos para 
mcr-1 (n=7) 

Pacientes 
negativos para 
mcr-1 (n=16) 

RR (IC 95%) p 

Gênero masculino 3 (42,8%) 10 (62,5%) 1 (0,7 - 1,6) 0,63 

Idade (média) 49 (22 - 60) 54 (30 - 78) N/A 0,47 

Idade > 65 anos 0 4 (25%) 0,74 (0,56 - 0,96) 0,20 

Tempo hospitalização 
prévio a coleta (dias) 

38 (14 - 124) 14 (4 - 47) N/A 0,02 

Tempo de contato 
prévio a coleta (dias) 

13 (3 - 17) 10 (2 - 28) N/A 0,18 

Colonização por Col-R 1 (14,3%) 1 (6,2%) 1,4 (0,35 - 5,9) 0,52 

Doenças de Base     

Câncer 2 (28,6%) 0 Indefinido 0,08 

Cardíacas 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47 

Cirurgia 4 (57,1%) 4 (25%) 2,3 (0,92 - 5,7) 0,02 

Diabetes mellitus 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47 

Doenças infecciosas 5 (71,4%) 1 (6,2%) 0,96 (0,54 - 1,7) 0,64 

Gastrointestinais 2 (28,6%) 4 (25%) 1 (0,55 - 2) 0,61 

Hipertensão 0 1 (6,25%) 0,68 (0,51 - 0,9) 0,69 

Insuficiência renal 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47 

Neurológicas 4 (57,1%) 3 (18,7%) 1,9 (0,78 - 4,6) 0,09 

Trauma/Fratura 4 (57,1%) 10 (62,5%) 0,9 (0,52 - 1,6) 0,58 

Uso Drogas/Álcool 0 2 (12,5%) 0,66 (0,49 - 0,9) 0,47 

Vasculares (Exceto 
Hipertensão) 

2 (28,6%) 1 (6,2%) 2,2 (0,44 - 11) 0,20 

Outras 2 (28,6%) 1 (6,2%) 2,2 (0,44 - 11) 0,20 

Uso de ATM prévio a 
coleta 

6 (85,7%) 8 (50%) 1,5 (0,93 - 2,6) 0,12 

Ciprofloxacina 2 (28,6%) 3 (18,7%) 1,2 (0,55 - 2,6) 0,49 

Tempo médio de uso de 
ciprofloxacina (dias) 

5 (0 - 26) 1 (0 - 10) N/A 0,43 

Colistina 6 (85,7%) 7 (43,7%) 1,7 (0,97 - 2,9) 0,07 

Tempo médio de uso de 
colistina (dias) 

11 (0 - 33) 3 (0 - 22) N/A 0,02 

Meropenem 6 (85,7%) 3 (18,7%) 2,8 (1,1 - 7,1) 0,004 

Tempo médio de uso de 
meropenem (dias) 

6 (0 - 12) 1 (0 - 15) N/A 0,003 

Piperacilina+ 
Tazobactam 

1 (14,3%) 0 Indefinido 0,30 

Tempo uso de 
pieracilina+tazobactam 
(dias) 

0 - 9 0 N/A 0,13 

Legenda: RR – Risco relativo. IC – Intervalo de confiança. N/A – Não aplicável. 

 

Na análise multivariada, as variáveis não foram significativas quando 

avaliadas em conjunto (a). Analisando apenas variáveis de uso de colistina e 

meropenem (b), o segundo continuou como fator de risco. Avaliando cirurgia e 

tempo de internação prévio a coleta (c), ter sido submetido a alguma cirurgia 
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continuou fator de risco, e quando comparado juntamente a uso dos dois 

antibióticos (d), apenas uso de meropenem foi significativo (Tabela 3). Outras 

combinações de variáveis não apresentaram valores com significância 

estatística. 

Tabela 3 – Análises multivariadas de uso e tempo de uso de colistina e meropenem, ter sido 
submetido a cirurgia e tempo de internação prévio a coleta de amostra em associação a 
aquisição do gene mcr-1 por pacientes internados no HC-FMUSP de setembro de 2016 a janeiro 
de 2017 

Variáveis OR 
(IC 95%)a 

pa OR 
(IC 95%)b 

pb OR 
(IC 95%)c 

Pc OR 
(IC 95%)d 

Pd 

Uso de 
colistina 

1,9 
(0 - 6638) 

0,87 
2 

(0,11 - 38) 
0,63   1,2 

(0,05 - 28) 
0,9 

Tempo de 
uso de 
colistina 

0,4 
(0 - 2,6) 

0,35       

Uso de 
meropenem 

4727 
(0 - 1x109) 

0,18 
18,9 

(1,3 - 281) 
0,03   20 

(0,88 - 483) 
0,05 

Tempo de 
uso de 
meropenem 

0,8 
(0,5 - 1,4) 

0,48       

Cirurgia 
304 

(0 - 3x106) 
0,22   13,6 

(1,1 - 170) 
0,04 

8,9 
(0,62 - 125) 

0,1 

Tempo de 
internação 
prévio a 
coleta 

1,6 
(0 - 3,9) 

0,24   1,1 
(0,98 - 1,2) 

0,11   

Legenda: OR – Odds ratio. IC – Intervalo de confiança. a – Análise multivariada considerando todas as 
variáveis. b – Análise multivariada considerando uso de colistina e meropenem. c - Análise multivariada 
considerando cirurgia e tempo de internação prévio a coleta. d - Análise multivariada considerando uso de 
colistina e meropenem e cirurgia. 
 

 

5.2 Isolados 

A partir de 48 amostras coletadas foram isoladas 48 bactérias Gram-

negativas. Destas, 30 (62,5%) isolados foram selecionados em meio com 

colistina e identificadas por MALDI-TOF, pertencentes a 11 espécies diferentes, 

(Tabela 4) dos quais 7 isolados foram positivos para o gene mcr-1 por PCR. As 

informações em relação aos isolados de cada paciente estão descritas no Anexo 

3. 
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Tabela 4 – Total de 30 isolados de bactérias Gram-negativas triados em meio com colistina e 
identificados por MALDI-TOF. 

Espécie Isolados 

Enterobacter asburiae 1 (3,3%) 

Escherichia coli 1 (3,3%) 

Klebsiella aerogenes 1 (3,3%) 

Klebsiella pneumoniae 9 (30%) 

Klebsiella quasipneumoniae* 1 (3,3%) 

Morganella morganii 3 (10%) 

Proteus mirabilis 9 (30%) 

Proteus vulgaris 1(3,3%) 

Providencia stuartii 1(3,3%) 

Pseudomonas aeruginosa 1(3,3%) 

Serratia marcescens 2 (6,7%) 

Legenda: *Isolado identificado como K. pneumoniae por MALDI-TOF depois reclassificado como K. 
quasipneumoniae por sequenciamento total do genoma. 

 

Os 7 isolados positivos para o gene mcr-1 por PCR obtiveram 

resultados de CIM para colistina, meropenem e imipenem, PCR para plasmídeo 

tipo IncX4, PCR para mcr-1 de DNA plasmidial e confirmação dos genes por 

sequenciamento Sanger dos amplicons apresentados no Quadro 5. 
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Quadro 5 – Resultados de CIM de antimicrobianos testados contra Enterobactérias resistentes a colistina isoladas de pacientes casos (colonizados e/ou infectados 
por Enterobactérias resistentes a colistina) e de pacientes contactantes (internados na mesma unidade e período de um caso), no HC-FMUSP de agosto de 2016 
a janeiro de 2017, PCR para mcr-1 e plasmídeo tipo IncX4 e sequenciamento Sanger 

   MIC (mg/L) e 
Interpretação 

DNA Total DNA Plasmidial 

Isolados Pacientes Espécie COL IMI MPM 
PCR 
para 

mcr-1 

Sequenciamento 
Sanger 

PCR para  
plasmídeo 

IncX4 

PCR 
para 

mcr-1 

Sequenciamento 
Sanger 

PCR para  
plasmídeo 

IncX4 

CB' Caso B K. pneumoniae 32 R 16 R >16 R Positivo mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A 

CB1 
Contactante 

de B 
P. stuartii >64 R 2 I 0,25 S Positivo Sem identificação Negativo Positivo Sem identificação Negativo 

CB13 
Contactante 

de B 
M. morganii >64 R 4 R 0,12 S Positivo Sem identificação Negativo Positivo mcr-1 confirmado Negativo 

CC Caso C K. aerogenes 16 R 1 S < 0,03 S Positivo mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A 

CC4 
Contactante 

de C 
K. pneumoniae 32 R 8 R 8 R Positivo mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A 

CD Caso D P. mirabilis >64 R 2 I 0,06 S Positivo mcr-1 confirmado Negativo Negativo N/A N/A 

CD3 
Contactante 

de D 
K. quasipneumoniae 16 R 0,12 S < 0,03 S Positivo Sem identificação Negativo Positivo Sem identificação Negativo 

Legenda: CIM – Concentração Inibitória Mínima; COL – Colistina; IMI – Imipenem; MPM – Meropenem. R – Resistente; I – Intermediário; S – Sensível; N/A – Não aplicável 
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No Quadro 6, estão descritos os resultados do Sequenciamento Total 

do Genoma de MLST, quando aplicável, concordância dos genes de resistência 

adquirida, bombas de efluxo e porinas, curados manualmente dos resultados 

gerados pelas ferramentas online, e tipos de plasmídeos. Foram apresentados 

apenas os fatores de virulência que apresentavam todos os genes relacionados 

a estes, em Klebsiella spp. 

Os isolados CB’ e CC4, de K. pneumoniae, além de resistentes a 

colistina por microdiluição, também foram resistentes ao imipenem e ao 

meropenem, ambos portadores do gene blaKPC-2, que proporciona resistência 

aos carbapenêmicos, encontrado com frequência na espécie. Os dois pertencem 

ao ST-11, e carreiam genes de ESBLs como variantes de CTX-M, TEM e SHV. 

O isolado CD3, foi identificado como K. pneumoniae pela técnica de MALDI-TOF, 

porém na análise do sequenciamento total do genoma foi realizada 

reclassificação para K. quasipneumoniae. 

O isolado CC de K. aerogenes era resistente apenas à colistina dentre 

os antimicrobianos testados, além de não possuir gene codificador de beta-

lactamase, diferente dos outros isolados do gênero Klebsiella que possuíam, no 

mínimo, um gene bla. 

O genoma completo dos isolados sequenciados foram depositados no 

DDBJ/EMBL/GenBank e podem ser consultados através dos números de 

acesso: QOIK00000000 (CB’), VHOL00000000 (CB1), VHOJ00000000 (CB13), 

VHOH00000000 (CC), VHOM00000000 (CC4), VHOK00000000 (CD), 

VICR00000000 (CD3). 
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Quadro 6 – MLST, genes de resistência adquirida, bombas de efluxo e porinas, tipos de plasmídeos e fatores de virulência de bactérias Gram-negativas 
resistentes a colistina isoladas de pacientes casos (colonizados e/ou infectados por Enterobactérias resistentes a colistina) e de pacientes contactantes 
(internados na mesma unidade e período de um caso), no HC-FMUSP de agosto de 2016 a janeiro de 2017 por Sequenciamento Total do Genoma 

Isolados Pacientes Espécie MLST Genes de Resistência Adquirida 
Genes de Bombas de 

Efluxo e Porinas 
Plasmídeos 

Fatores de 

Virulência 

CB' Caso B K. pneumoniae ST-11 

aac(3)-IIa, aac(6')-Ib3, blaCTX-M-2, 

blaKPC-2, blaOXA-2, blaSHV-11, blaTEM-1, 

fosA, catI, sul1, dfrA 

baeR, emrB, emrR, oqxA, 

oqxB, marA, marB, marR, 

tet(A), OmpK37 

ColRNAI, 

IncFIB(K), 

IncFIB(pQil), 

IncFII(K) 

Fímbria tipo 3, 

AcrAB, Ent, 

RcsAB 

CB1 
Contactante 

de B 
P. stuartii N/A 

aac(2')-Ia, aac(3)-IIa, aac(6')-Ib-cr, 

aadA1, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, Sat2, 

blaCTX-M-15, blaOXA-1, qnrB1, erm(42), 

catIII, sul2, dfrA1, dfrA14 

acrB, tet(A), tet(B), tet(R) IncA/C2 N/A 

CB13 
Contactante 

de B 
M. morganii N/A blaMOR-2 Nenhum Nenhum N/A 

CC Caso C K. aerogenes N/A msbA 

acrB, baeR, emrA, emrB, 

marA, marB, marR, oqxA, 

oqxB, soxS 

ColRNAI, 

IncL/M(pMU407) 

Fímbria tipo I, 

AcrAB, Sal, Ybt 

CC4 
Contactante 

de C 
K. pneumoniae ST-11 

aac(3)-IIa, aac(6')-Ib-cr, aadA2, 

aph(3')-Ia, blaCTX-M-15, blaKPC-2, blaOXA-1, 

blaSHV-11, qnrS1, fosA, mph(A), msbA, 

sul1, dfrA12 

acrA, acrD, acrR, baeR, 

emrA, emrB, marA, marB, 

marR, Mrx, oqxA, oqxB, 

tet(A), OmpK37 

IncFIB(K), 

IncFII(K), IncN 

Fímbria tipo 3, 

AcrAB, Ent, Ybt, 

RcsAB 

CD Caso D P. mirabilis N/A cat acrB, tet(J) Nenhum N/A 

CD3 
Contactante 

de D 

K. 

quasipneumoniae 
ST-1308 blaOKP-B-6, fosA, msbA 

acrB, acrD, acrR, baeR, 

emrB, marA, marB, marR, 

oqxA, oqxB, OmpK37 

IncFIB(K), 

IncFII(K), IncR 

Fímbria tipo 3, 

AcrAb, Ent, 

RcsAb 

Legenda: N/A – Não aplicável; Genes de resistência adquirida a: Aminoglicosídeo - aac(2’)-Ia, aac(3)-IIa, aac(6’)-Ib3, aac(6’)-Ib-cr, aadA1, aadph(3’)-Ia, aph(3’’)-Ib, aph(6)-Id, Sat2; Beta-

lactâmico - blaCTX-M-2, blaCTX-M-15, blaKPC-2, blaMOR-2, blaOXA-1, blaOXA-2, blaOKP-B-6, blaSHV-11, blaTEM-1; Fluoroquinolona – qnrB1, qnrS1; Fosfomicina – fosA; MLS (Macrolídeo, Lincosamida, 

Streptogramina B) – erm(42), mph(A); Nitroimidazol – msbA; Fenicol – cat, catI, catIII; Sulfonamida – sul1, sul2; Trimetoprim – dfrA, dfrA1, dfrA12, dfrA14. Fatores de virulência para: Biofilme – 

Fímbria tipo 3, Fímbria tipo I; Bomba de efluxo – AcrAB; Aquisição de ferro – sideróforo Ent, Yersiniabactina Ybt, Salmochelina Sal; Regulação – RcsAB. 
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5.3 Alinhamento e similaridade de amplicons 

Os amplicons dos isolados CB’, CB13, CC, CC4 e CD estavam mais 

de 70% alinhados ao intervalo de nucleotídeos respectivo ao fragmento alvo 

(309pb) do gene mcr-1, cujos alinhamentos estão apresentados no Anexo 4. E 

as similaridades dos alinhamentos estão apresentadas na Tabela 5. 

As sequências dos isolados CB1 e CD3 alinharam de forma 

fragmentada ao gene mcr-1 (LIU et al., 2015) e menos de 70% estava dentro do 

fragmento alvo. E não houve cobertura de seus amplicons quando mapeados 

com fragmentos obtidos do sequenciamento total do genoma. 

Os amplicons não se alinharam de forma contínua com outras 

sequências utilizadas. Os resultados da plataforma CARD, que indicavam 

alguma variante de mcr apenas quando utilizada a opção “Loose Hits”, foram 

analisados e indicavam outras PEtN não mcr, e os amplicons não se alinhavam 

com estes. 

Foram avaliados e comparados com as fosfoetanolaminas das 

espécies M. catarrhalis (ICRMc) e M. osloensis (ICRMo), das quais apenas a 

sequência do isolado CB’ alinhou-se de forma contínua com outro gene além do 

mcr-1, como indicado no Anexo 4.  

As sequências dos primers de mcr-1 utilizados foram comparadas 

com o sequenciamento de genoma total das amostras, porém não foi encontrado 

mapeamento com os fragmentos sequenciados. 

Tabela 5 – Similaridades equivalentes de alinhamento de amplicons de isolados positivos para 
mcr-1 de pacientes casos e contactantes com fragmento alvo de PCR para mcr-1 e gene ICRMo 

Isolados Espécie 
Unidade 
do caso 

Data do 
caso 

Pacientes Gene 
Similaridade 
Equivalente 

CB’ 
K. 

pneumoniae 
UP4C 12/09/2016 

Caso B 
mcr-1 99,0% 

ICRMo 66,7% 

CB13p M. morganii 
Contactante 

de B 
mcr-1 

91,3% 

CC K. aerogenes 

UP4C 17/12/2016 

Caso C mcr-1 92,2% 

CC4 
K. 

pneumoniae 
Contactante 

de C 
mcr-1 73,5% 

CD P. mirabilis UPSCI 02/01/2017 Caso D mcr-1 95,7% 

Legenda: p – Extração plasmidial. 
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Foi realizada também análise de similaridade entre os amplicons 

identificados como mcr-1 pela ferramenta Blast®, cujas porcentagens estão 

apresentadas na Tabela 6, o alinhamento das mesmas no Anexo 4. 

Tabela 6 – Similaridades equivalentes entre amplicons de PCR para mcr-1 de cinco isolados positivos para o gene 
confirmados por sequenciamento Sanger de pacientes casos e contactantes 

A
m

p
li
c
o

n
s

 

   CB' CB13p CC CC4 CD 

Unidade e  
Data de Caso 

UP4C 
12/09/2016 

UP4C 
17/12/2016 

UPSCI 
02/01/2017 

 
Pacientes Caso B 

Contactante 
de B 

Caso C 
Contactante 

de C 
Caso D 

 
Espécies 

K. 
pneumo

niae 

M. 
morganii 

K. 
aerogenes 

K. 
pneumoniae 

P. 
mirabilis 

C
B

' 

U
P

4
C

 1
2
/0

9
/2

0
1

6
 

Caso B 
K. 

pneumoniae 
ID 94,2% 90,6% 69,9% 93,3% 

C
B

1
3
p

 

Contactante 
de B 

M. 
morganii 

94,2% ID 91,7% 72,9% 93,7% 

C
C

 

U
P

4
C

 1
7
/1

2
/2

0
1

6
 

Caso C 
K. 

aerogenes 
90,6% 91,7% ID 74,0% 92,0% 

C
C

4
 

Contactante 
de C 

K. 
pneumoniae 

69,9% 72,9% 74,0% ID 71,8% 

C
D

 

U
P

S
C

I 
0

2
/0

1
/2

0
1
7

 

Caso D 
P. 

mirabilis 
93,3% 93,7% 92,0% 71,8% ID 

Legenda: UP4C – UTI de Traumatologia. UPSCI – Unidade de Cuidados Intermediários do Pronto Socorro. p – extração 

plasmidial. ID – mesmo amplicon. 

 

O fragmento do isolado CB’, referente ao caso B, era teve maior 

relação com o isolado CD, referente ao caso D, internados em diferentes 

períodos, logo não tiveram contato em nenhum momento. O terceiro fragmento 

mais similar aos dois anteriores foi do isolado de um paciente contactante de B, 

depois do isolado de C, e mais distante foi o fragmento do isolado de um paciente 
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contactante de C (Figura 7). A ordem não seguiu a linha cronológica de 

identificação dos pacientes nem foi observada relação pareada dos isolados de 

caso e contactante. 

Legenda: a escala representa o número de substituições de nucleotídeos por base. Nome do isolado 

(tamanho do fragmento); UP4C – UTI da Traumatologia; UPSCI – Unidade de Cuidados Intermediários do 

Pronto Socorro. 

Figura 7 – Árvore filogenética de amplicons de cinco isolados positivos para mcr-1 confirmados 
por sequenciamento Sanger de pacientes casos e contactantes 

 

5.4 Conjugação 

Prévio aos testes de conjugação, as cepas doadoras foram testadas 

em ágar MacConkey contendo o antimicrobiano utilizado para seleção da 

respectiva cepa receptora. Os isolados CB’, CC, CC4 e CD3, semeados em meio 

com estreptomicina a 2 mg/mL não cresceram, e os isolados CB1, CB13 e CD, 

semeados em meio com azida sódica a 0,3 mg/L, também não. 

Os testes de conjugação foram realizados no máximo três vezes para 

cada par doadora/receptora, indicados na Tabela 7. Nas placas contendo 2 

antimicrobianos, houve crescimento de menos de cinco colônias por tentativa, 

independentemente do tempo de incubação. Foi testado inoculação de 100µL 

com 48 horas de incubação do par e do sedimento após centrifugação, ambas 

sem crescimento. 
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Tabela 7 – Teste de conjugação de plasmídeos carreadores de mcr-1 de Enterobactérias 
isoladas de pacientes casos e contactantes, CIM de colistina e PCR para mcr-1 de isolados 
transconjugantes 

Espécie 
Cepa 

doadora 

Cepa 

receptora 

Crescimento de 

Transconjugante 

CIM colistina 

(2 mg/L) e 

Interpretação 

PCR 

para 

mcr-1 

K. pneumoniae CB’ C600 2ª e 3ª tentativas 0,5 Sensível Negativo 

P. stuartii CB1 J53 Sem crescimento N/A N/A 

M. morganii CB13 J53 Sem crescimento N/A N/A 

K. aerogenes CC C600 2ª e 3ª tentativas 0,5 Sensível Negativo 

K. pneumoniae CC4 C600 2ª e 3ª tentativas 0,5 Sensível Negativo 

P. mirabilis CD J53 2ª e 3ª tentativas 0,5 Sensível Negativo 

K. 

quasipneumoniae 
CD3 C600 Sem crescimento N/A N/A 

Legenda: C600 – E. coli; J53 – E. coli; N/A – Não aplicável. 

 

As cepas transconjugantes foram repicadas em ágar MacConkey 

contendo colistina a 2 mg/L prévio a todos os experimentos a que foram 

submetidos e apresentaram coloração referente à cepa receptora utilizada. 

A determinação da CIM para colistina dos transconjugantes foi 

realizada em duplicata e comparado com CIM para colistina da respectiva cepa 

receptora. Nenhuma cepa transconjugante se tornou resistente a colistina, 

porém quando comparadas às CIM das receptoras, os transconjugantes 

provenientes de CB’, CC e CC4 aumentaram em uma concentração (CIM de 

C600STR=0,25 mg/L). Ao passo que o transconjugante de CD diminuiu uma 

concentração (CIM de J53AZD=1 mg/L). 

A PCR para mcr-1, foi realizada com DNA total, extraído por fervura e 

por kit, e com DNA plasmidial, porém todos foram negativos. 

 

5.5 Análise de genes cromossomais de resistência a colistina  

Na curadoria manual dos genes cromossomais de resistência a 

colistina a maior parte dos genes foi encontrada conservada. O gene mgrB 

estava ausente ou mutado nos isolados de Klebsiella spp. O gene phoQ estava 
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conservado em todos os isolados. O Quadro 7 apresenta os genes estudados e 

suas mutações  

Quadro 7 – Análise de genes cromossomais de resistência a colistina de cinco isolados 
Enterobactérias positivas para mcr-1 identificadas no HC-FMUSP, no período de agosto de 2016 
a janeiro de 2017 

Isolado Espécie ST Conservados Mutados Ausentes 

CB' K. pneumoniae ST-11 

phoP, phoQ, 
pmrA, 

pmrB, eptA, eptB, 
arnB, arnC, arnA, 

arnT, crrB 

mgrB - ΔM1, 
ΔK2, R5X, 

substituição de 
20 aa iniciais 

restantes 

- 

CB1 P. stuartii N/A 
phoP, phoQ, cptA, 

arnA, arnT 

mgrB - M1L 
arnB - T82I 
arnC - M1V 

- 

CB13 M. morganii N/A 
mgrB, phoQ, eptA, 

eptB, 
arnA 

phoP - T17A 
arnB - D113A, 
T116A, R164G 

arnC - M1V 
arnT - A94V 

- 

CC K. aerogenes N/A 
phoP, phoQ, 

pmrA, 
eptA, arnC 

pmrB - M87V, 
L128M, T157P 
eptB - A128S, 

A129V, H363R, 
V554M 

arnB - A308V 
arnA - I356V, 

W367L, K377R 
arnT - D21G, 

R138H, A268S, 
T3000S 

mgrB 

CC4 K. pneumoniae ST-11 

phoP, phoQ, 
pmrA, 

pmrB, eptA eptB, 
arnB, arnC, arnA, 

arnT, crrB 

mgrB - 
substituição de 
20 aa iniciais 

- 

CD P. mirabilis N/A 
mgrB, phoP, 

phoQ, 
arnB, arnA, arnT 

arnC - M1V 
eptC - N539D 

- 

CD3 
K. 

quasipneumoniae 
ST-

1308 

phoP, phoQ, 
pmrA, 

eptB, arnC, arnA, 
arnT 

mgrB - M1X, 
substituição aa 2-

15 
pmrB - E60Q, 
M86V, M175V 
eptA - L426V 
arnB - E145G 

crrB 

Legenda: N/A – Não aplicável. Δ – deleção; X – stop codon; aa – aminoácidos. 

 

5.6 Análise de ação e genes de bombas de efluxo para colistina 

A determinação da CIM de colistina na presença do inibidor de 

bombas de efluxo, CCCP, apresentou resultados positivos para ação delas em 
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todos os isolados. A menor diminuição de CIM ocorreu com a cepa de P. stuartii 

e a maior com a cepa de M. morganii, como demonstrado na Tabela 8.  

Tabela 8 – Teste de ação de bombas de efluxo com CCCP de cinco isolados de Enterobactérias 
resistentes a colistina positivas para mcr-1, identificadas no HC-FMUSP no período de agosto 
de 2016 a janeiro de 2017 

Isolado Espécie 
CIM de 

COL  
(mg/L) 

CIM de COL 
+ CCCP  
(mg/L) 

Variação de 
CIM 

Inibição de 
Bomba  

por CCCP 

CB' K. pneumoniae 32 0,5 64 Positivo 

CB1 P. stuartii >64 8 >8 Positivo 

CB13 M. morganii >64 0,25 >256 Positivo 

CC K. aerogenes 32 0,25 128 Positivo 

CC4 K. pneumoniae 32 1 32 Positivo 

CD P. mirabilis >64 2 >32 Positivo 

CD3 K. quasipneumoniae 32 1 32 Positivo 

Legenda: CIM – ConcentraçãoInibitória Mínima. Variação de CIM foi calculada dividindo-se CIM de colistina 
por CIM de colistina em presença de CCCP. O valor representa diminuição exponencial de CIM. 

 

A análise dos genes de bombas de efluxo demonstrou que a maioria 

estava conservada, com exceção dos genes acrR, que apresentou a mutação 

T12I, e acrB, com a mutação T329A, no isolado CB1 da espécie P. stuartii. E no 

gene acrB a mutação N1039D no isolado CB13 da espécie M. morganii. 
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6. Discussão 

 

 

Até o momento, este é o primeiro estudo brasileiro que avalia fatores 

de risco para transmissão de isolados de Enterobactérias resistentes à colistina 

carreadoras de mcr-1 e da própria transmissão do gene plasmidial mcr-1 em um 

hospital de alta complexidade. A maior parte dos estudos descreve 

características laboratoriais dos isolados carreadores de mcr-1, e quando 

identificado em amostras de infecção ou colonização em seres humanos 

discorrem sobre históricos clínicos dos envolvidos sem avaliar fatores de risco 

(FERNANDES et al., 2016a; ROCHA et al., 2017; AIRES, et al., 2017; 

CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017a; ROSSI et al., 2017; 

DALMOLIN et al., 2017b; LORENZONI et al., 2018; HIGASHINO et al., 2018; 

NETO et al., 2019) 

Na casuística do presente estudo, a identificação do gene mcr-1 

ocorreu em três dos quatro casos estudados, em duas unidades diferentes, 

UP4C (UTI da Traumatiologia) e UPSCI (Unidade de Cuidados Intermediários do 

Pronto Socorro). O gene mcr-1 foi identificado em diferentes gêneros e espécies 

de Enterobactérias. Entretanto, não foi possível transferir o plasmidio carreador 

do gene mcr-1 por meio de conjugação. 

O uso de meropenem durante internação e prévio a coleta e a duração 

do seu uso foram fatores de risco para aquisição do gene mcr-1 na análise 

univariada. Entretanto, apenas duração do uso de meropenem permaneceu 

como fator de risco nos diferentes modelos de análise multivariada. Similar aos 

achados de Wang e colaboradores (2017), que indicaram o uso de 

carbapenêmicos como fator de risco para infecção por E. coli carreador de mcr-

1. No entanto, em estudo de colonização por isolado de E. coli positivo para o 

gene, os fatores de risco apontados foram diferentes, como o uso de antibióticos 

prévio à internação, mas enquanto hospitalizado o uso não foi relevante, além 

de outras características sociais e geográficas (WANG et al., 2017). Dentre os 

10 estudos brasileiros de mcr-1 em pacientes hospitalizados, o uso de 
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meropenem prévio a identificação do gene se destaca em 4 (FERNANDES et al., 

2016a; CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; ROSSI et al., 2017; HIGASHINO et al., 

2018). Sete destes relatos de caso não têm descrição de uso de antimicrobianos 

pelos pacientes, sendo 3 em formato de carta (ROCHA et al., 2017; 

CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; LORENZONI et al., 2018). 

O uso de colistina apresentou valores com tendência ser a 

significância. A duração do uso colistina foi fator de risco para aquisição de mcr-

1 na análise univariada, mas não permaneceu significativo na análise 

multivariada. Os achados desse estudo são similares aos relatos brasileiros que 

identificaram o gene mcr-1 em amostras humana. Dentre os casos descritos sua 

utilização não foi observada com frequência, com excessão do estudo de 

Higashino e colaboradores (2018) conduzido no HC-FMUSP, cujos pacientes 

receberiam combinação de colistina e meropenem de forma empírica. Além 

deste, outro estudo relatou uso de polimixina B prévio a identificação de um 

isolado de colonização carreador de mcr-1 (AIRES, et al., 2017). Mesmo na 

China, o país com maior número de estudos de mcr-1, Tian e colaboradores 

(2017) evidenciaram que colistina não foi utilizada durante internação pelos 6 

pacientes durante surto hospitalar. Outro surto hospitalar, em Portugal, que 

envolveu 16 pacientes, não decreve uso de colistina prévio a identificação de 

mcr-1. Assim, a colistina pode não ser fator determinante para aquisição de mcr-

1. 

Ser submetido a cirurgia e tempo de internação prévia a coleta de 

amostras foram fatores de risco para aquisição de mcr-1 na análise univariada. 

Porém, podem estar relacionados a condições mais debilitadas dos pacientes 

pelos procedimentos realizados e consequente hospitalização estendida. Além 

de aumentar a exposição ao ambiente hospitalar, reservatório de bactérias 

Gram-negativas multirresistentes. Entretanto, não permanceram no modelo na 

análise multivariada. 

Outros achados interessantes do presente estudo foram a 

identificação do gene mcr-1 em Enterobactérias intrinsecamente resistentes a 

colistina, como P. mirabilis e M. morganii. Além de alguns isolados de 
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Enterobactérias que apresentavam outros mecanismos de resistência a colistina, 

incluindo mutação cromossômica e bomba de efluxo.  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em conjunto 

com as Secretarias de Saúde Estaduais recomenda a notificação de casos de 

infecção e colonização por E. coli resistentes a colistina por meio do Comunicado 

de Risco nº 01/2016 (GVIMS/GGTES/ANVISA). No qual também está destacado 

que isolados portadores do gene, encontrados no Brasil até então, 

apresentavam baixos níveis de resistência ao antimicrobiano e sensibilidade a 

carbapenêmicos. Apesar dessa recomendação o relato de mcr-1 em hospitais 

brasileiros é infrequente. Essa provável subnotificação pode ser decorrente da 

dificuldade para identificação desse mecanismo de resistência. 

O gene mcr-1 pode estar presente em isolados resistentes a 

carbapenêmicos, por exemplo por produção de carbapenemases. Zhang e 

colaboradores (2018) e Mendes e colaboradores (2018) já relataram coprodução 

de KPC-2 e KPC-3, respectivamente, em isolados de K. pneumoniae 

carreadores de mcr-1. Do mesmo modo, no Brasil há relatos de E. coli e K. 

pneumoniae portadoras de mcr-1 coprodutoras de KPC-2 (AIRES et al., 2017; 

CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; DALMOLIN et al., 2017a; DALMOLIN et al., 

2017b; HIGASHINO et al., 2018). Como ocorreu com 2 (CB’ e CC4) dos 7 

isolados encontrados neste estudo, cujos fenótipos foram resistentes a 

meropenem e a imipenem por microdiluição em caldo. Dessa maneira, a 

investigação de mcr-1 não deve ser limitada a Enterobactérias sensíveis a 

carbapenêmicos, mas de modo geral a qualquer isolado resistente a colistina. 

A triagem de casos de colonização por Enterobactéria resistente a 

colistina de pacientes contactantes não costuma ser realizada nos hospitais 

Brasileiros. No entanto, pode ser uma abordagem para controle de disseminação, 

uma vez que a transmissão de mcr-1 entre diferentes espécies e o gene já foram 

descritos no HC-FMUSP em estudos anteriores (ROSSI et al., 2017; 

HIGASHINO et al., 2018; NETO et al., 2019). 

Desde a descrição do gene mcr-1, houve desenvolvimento de meios 

para detecção de Enterobactérias resistentes a polimixinas, como os 
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SuperpolymyxinTM desenvolvido por Nordmann e colaboradores (2016) e Rapid 

PolymyxinTM NP por Poirel e colaboradores (2018). Ambos visam detecção de 

isolados resistentes a polimixinas por meio de meios seletivos contendo colistina, 

e diferenciais por coloração de colônias no primeiro, e mudança de cor do meio 

no segundo. Porém, não há diferenciação entre resistência adquirida ou 

intrínseca. E nenhum destes métodos está disponível no Brasil, levando a 

triagem com meios caseiros e confirmação por testes moleculares, considerados 

padrão ouro como realzido no presente estudo. 

Conforme descrito anteriormente, mcr-1 e uma variante, mcr-3.10, já 

foram identificados em isolados de espécies intrinsecamente resistentes a 

colistina. Dois isolados, um de P. mirabilis e outro de P. stuartii, obtidos de um 

pato doméstico e de lavado de moscas, respectivamente, alertaram para 

possível mecanismo de disseminação silencioso, uma vez que estas espécies 

não são investigadas para o gene mcr-1 (WANG et al., 2018a; ZHANG et al., 

2017b). Deste modo, os dados do presente estudo suportam a possibilidade do 

gene mcr-1 ser plasmidial e não cromossomoal nos isolados CB1 (P. stuartii), 

CB13 (M. morganii) e CD (P. mirabilis), como identificado por Wang e 

colaboradores (2018). Embora a transmissão não tenha ocorrido por conjugação, 

o indício de que o gene mcr-1 é plasmidial nestas espécies é reforçado por não 

ter sido encontrado no sequenciamento total do genoma 

A presença de genes de ESBLs, como variantes de CTX-M, TEM, 

SHV, foi observada em dois isolados de K. pneumoniae dos três avaliados, 

seguindo a mesma tendência de E. coli descrita por Wu e colaboradores (2018). 

E da frequência alta de ESBLs do tipo CTX-M em isolados carreadores de mcr-

1 reportada por Fernandes e colaboradores (2016b), no Brasil. 

A não detecção do gene por sequenciamento total do genoma no 

presente estudo pode ter ocorrido por instabilidade do plasmídeo carreador do 

gene, uma vez que não foram encontrados indícios de plasmídeos IncX4, 

comumente descritos. Os tipos de plasmídeos identificados não têm descrição 

de serem carreadores de mcr-1, com exceção de IncA/C2 (KIEFFER et al., 2018), 

do isolado CB1. No entanto, não foi possível determinar se havia relação com 

mcr-1. 
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O alinhamento dos amplicons obtidos não apresentou resultados 

uniformes para afirmar que seriam clones do mesmo gene. Pela árvore 

filogenética, pode ser observado que os contactantes e respectivos casos não 

foram mais semelhantes entre si do que com as outras sequências. 

Na espécie K. pneumoniae o gene já foi descrito em diversos STs, 

incluindo o ST-11, como dois isolados (CB’ e CC4) deste estudo. Zhang e 

colaboradores (2018) relataram um isolado, que apresentava além de mcr-1 

resistência a colistina por mutação cromossômica, especificamente, inativação 

do gene mgrB. O isolado de K. quasipneumoniae ST-1308 (anteriormente K. 

pneumoniae ST-1308) não possui descrição de carreamento de mcr-1, além de 

ser a primeira descrição do ST no Brasil. 

No presente estudo, outros mecanismos de resistência a colistina 

foram encontrados nos isolados de Enterobactérias resistentes a colistina. 

Dentre os isolados de Klebsiella spp., o gene com maior variação foi o mgrB, 

descrito como principal regulador da resistência a colistina em K. pneumoniae 

por Baron e colaboradores (2016). Como observado em estudos anteriores 

(HADJADJ et al., 2017; ZHANG et al., 2018), um stop codon prematuro, como 

em CB’ (R5X) e CD3 (M1X), e/ou deleção de parte do gene, como em CB’ 

novamente (ΔM1, ΔK2), pode causar inativação do mgrB gerando um 

upregulation de phoPQ. No isolado CC4 (K. pneumoniae), a CIM de 32 mg/L 

para colistina provavelmente é resultante da inativação do mgrB, por ser o único 

gene mutado com uma substituição dos 20 amino ácidos iniciais, do que 

influência de mcr-1. Apesar disso, por possuir outros genes de resistência 

adquirida, incluindo codificadores de beta-lactamases ativos de acordo o 

fenótipo, o isolado representa um risco potencial a infecção por Enterobactéria 

multirresistente.  

Já no isolado CC, de K. aerogenes, supôs-se que a ausência do mgrB 

tenha gerado o fenótipo resistente a colistina, como já descrito em K. 

pneumoniae, como sugerido por Bedenić e colaboradores (2017). 

O mecanismo de bombas de efluxo para colistina foi confirmado em 

todos os isolados. Apenas CB1 (P. stuartii), continuou resistente e apresentou 
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menor variação de CIM na presença de CCCP quando comparado com os 

isolados CB13 (M. morganii) e CD (P. mirabilis) de espécies também 

intrinsecamente resistentes a colistina. Diferindo em parte dos achados do 

estudo de Baron e Rolain (2018), no qual todos os isolados também se tornaram 

sensíveis, porém a variação média de CIM de colistina foi 614 vezes menor. 

Nesse estudo a média de diminuição de CIM dos isolados intrinsecamente 

resistentes foi aproximadamente de 99 vezes. Já os quatro isolados de Klebsiella 

spp., apresentaram diminuição média em 64 vezes da CIM com CCCP em 

relação a colistina pura, igualdando-se a diminuição de isolados portadores de 

mcr-1 e menor do que a de isolados resistentes por mutações cromossômicas 

(BARON e ROLAIN, 2018). 

Na análise dos genes de bomba de efluxo codificadores do sistema 

acrRAB-TolC, uma mutação apenas em CB1 (P. stuartii) nos genes acrR e acrB 

pode ser responsável pela divergência do fenótipo encontrado. Devido às 

mutações, as bombas de efluxo podem não ser tão responsáveis pela resistência 

a colistina netes isolado. Portanto, o fenótipo seria um reflexo maior da atividade 

do operon arnBCADTEF. Outra possibilidade é o sistema se comportar de forma 

similar a mgrB e phoPQ. Levando em conta que o gene acrR é um regulador de 

acrAB, a mutação pode ter levado a diminuição de sua atividade, resultando no 

upregulation de acrAB compensando com um efluxo acima do normal mesmo 

com baixa produção de ATP. Mais estudos são necessários para determinar as 

bases moleculares destes achados. 

Já o isolado CB13 (M. morganii), se comportou de forma similar com 

os estudados por Baron e Rolain (2018), indicando que a mutação N1039D em 

acrB não seria relevante para o fenótipo. 

As limitações do estudo foram o número de pacientes relativamente 

pequeno. A identificação e coleta de pacientes contactantes com diferentes 

intervalos desde a notificação do caso. A plataforma de sequenciamento 

disponível não era a mais indicada para detecção de plasmídeos, estruturas que 

por si só aumentam a dificuldade de estudo. E não foi possível analisar os 

isolados de infecção dos casos para avaliar se esta foi causada pelos isolados 

de colonização encontrados e a falta de dados de colonização dos pacientes no 
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momento da internação para verificar provável aquisição de mcr-1 na 

comunidade ou durante internação. 
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7. Conclusões 

 

 

A transmissão do gene mcr-1 ocorreu entre diferentes gêneros e 

espécies de Enterobactérias, incluindo espécies intrinsecamente resistentes a 

colistina. Entretanto, não se obteve sucesso na transferência do gene mcr-1 por 

meio da conjugação. 

O gene mcr-1 foi identificado em isolados resistentes aos 

carbapenêmicos, incluindo Enterobactérias carreadoras de carbapenemases da 

classe serina. Este achando alerta para o fato de que a triagem do gene mcr-1 

deve ser realizada em todas as Enterobactérias resistentes a colistina. 

O uso de meropenem e colistina, ser submetido a cirurgia e tempo de 

internação foram fatores de risco na análise univariada para aquisição do gene 

mcr-1 em pacientes hospitalizados. Entretanto, apenas tempo de uso de 

meropenem foi fator de risco independente na análise multivariada. 

Os isolados positivos para mcr-1 por PCR não foram confirmados no 

sequenciamento total do genoma, mas há indícios de possível carreamento do 

gene em K. pneumoniae, K. aerogenes, P. mirabilis e M. morganii, via 

plasmídeos instáveis ou não conjugativos, e não por plasmídeos tipo IncX4. 

Outros mecanismos de resistência à colistina, incluindo mutação 

cromossômica e bomba de efluxo, foram observados em isolados carreadores 

de mcr-1, evidenciando a complexidade da resistência a colistina nas 

Enterobactérias. 

O uso de inibidor de bomba de efluxo (CCCP) teve resultados 

positivos in vitro em isolados resistentes a colistina por mutações cromossômicas 

e intrínsecos resistentes. 
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Este foi o primeiro estudo a descrever K. quasipneumoniae 

(anteriormente classificada como K. pneumoniae) pertencente ao ST-1308 no 

Brasil e carreadora de mcr-1. 
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8. Anexos 

8.1 Anexo 1: Parecer de aprovação da Comissão de Ética na 

Plataforma Brasil 
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Anexo 1: Parecer de aprovação da Comissão de Ética na 

Plataforma Brasil (Continuação) 
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Anexo 1: Parecer de aprovação da Comissão de Ética na 

Plataforma Brasil (Conclusão) 
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8.2 Anexo 2: Perfil da população estudada com relação a gênero, idade, 

doenças de base, tempo de hospitalização, tempo de contato e desfecho 

Paciente Gênero Idade Doenças de base 
Tempo de 

hospitalização 
(dias) 

Tempo de 
contato 
(dias) 

Desfecho 
Uso de 

Antimicrobiano 
em internação 

S1 F 41 
Fratura da Coluna, 

drogas, álcool 
54 13 Alta Cefuroxina 

S2 M 64 
Neoplasia maligna 
pâncreas, tabaco 

28 5 Alta 
Ceftriaxone, 
Metronidazol 

S3 M 76 
Traumatismo 

intracraniano, DM, IAM 
23 15 Alta Cefuroxima 

S4 F 87 

Traumatismo 
intracraniano, 

hipotireoidismo; história 
de colectomia por 

retocolite ulcerativa 

11 9 Alta Cefuroxima 

S6 M 59 

Neoplasia maligna do 
cólon ascendente, 

tabaco, DM, ansiedade 
generalizada 

11 7 Alta 
Metronidazol + 
Ciprofloxacina 

S7 F 56 

Doença pulmonar 
obstrutiva crônica com 

exacerbação aguda não 
especificada 

34 14 Alta 
Ceftriaxona + 
Claritromicina, 
Levofloxacina 

S8 M 52 
Afecções de artérias e 

arteríolas, não 
especificadas 

48 36 Alta 
Ciprofloxacina, 

Fluconazol 

S9 M 69 
DM com complicações 
circulatórias periféricas 

32 30 Alta 
Ceftriaxona, 
Ampicilina 

S11 M 61 
Traumatismo 
intracraniano 

61 28 
Transferên

cia 

Piperacilina + 
Tazobactam,  
Vancomicina 

S12 M 93 

Hemorragia sub-dural 
(aguda) (não-

traumática), IRA, 
neoplasia maligna da 

próstata 

14 5 Óbito Nenhum 

S13 M 48 

Pneumonia não 
especificada, 

traumatismo cerebral 
focal, álcool, transtorno 

comportamental 

15 14 Alta 
Piperacilina + 
Tazobactam 

S14 M 49 

Varizes esofagiantes 
sangrantes, fibrose e 

cirrose hepáticas, 
hepatite viral crônica C, 

AIDS 

28 27 Óbito 

Ciprofloxacina, 
Ceftrixona, 
Ampicilina, 
Amicacina, 
Meropenem 

S15 M 55 

Pneumonia não 
especificada, 

pneumocistose, angina 
pectoris, insuficiência 

renal crônica, IRA 
dialítica, transplante 

renal há 5 anos, 
valvopatia 

41 28 Alta Nenhum 

S16 M 62 
Pancreatite aguda, 

doença de Chagas, IC, 
AVC 

5 5 Alta Nenhum 

S17 M 73 

Doenças pulmonares 
obstrutivas crônicas, IC, 
doença renal em estágio 

final 

73 52 Alta 
Cefepima, 

Vancomicina 

S18 F 83 
Infarto miocárdio, HAS, 
DM, tabaco, amputação 

falange distal 
20 10 Alta 

Ciprofloxacina, 
Clindamicina, 
Piperacilina + 
Tazobactam, 
Vancomicina 

Continua 
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Anexo 2: Perfil da população estudada com relação a gênero, idade, 

doenças de base, tempo de hospitalização, tempo de contato e desfecho (Continuação) 

S19 M 73 

Fratura dos ossos 
malares e maxilares, 

HAS, hiperplasia 
benigna da próstata 

23 18 Alta 
Ceftriaxona, 
Clindamicina 

S20 M 56 
IRA, conjuntivite, 
pancreatite aguda 

12 8 Alta Ciprofloxacina 

S21 F 51 
Epilepsia, paralisia 

infantil, HAS, Cirrose 
67 41 Alta 

Claritromicina + 
Ceftriaxona, 

Colistina, 
Piperalicina + 
Tazobactam, 
Vancomicina, 
Metronidazol 

S22 M 52 

Icterícia não 
especificada, neoplasia 
maligna do pâncreas, 
neoplasia malignada 

orofaringe 

13 13 Alta 
Piperacilina + 
Tazobactam 

S23 M 57 
Doença renal em 

estágio final 
143 31 Alta Ciprofloxacina 

S24 M 75 

IC, diálise renal, 
insuficiência renal 

crônica, sequelas de 
AVC não especificado 
como hemorrágico ou 
isquêmico, colelitíase 
crônica; HAS; AVCi 

71 56 Alta 

Claritromicina, 
Piperacilina + 
Tazobactam, 
Ceftriaxona 

S25 F 86 

Embolia e trombose 
arteriais, IRA, DM, 
"Flutter" e fibrilação 

atrial, outra embolia e 
trombose venosas, IC 

não especificada, outro 
delirium, doença arterial 
oclusiva periférica; HAS; 

obesidade; AVCi 

21 14 Óbito 
Piperacilina + 
Tazobactam 

S26 M 57 

Cirrose hepática 
alcoólica, pneumonia 

bacteriana não 
classificada, 
constipação, 

encefalopatia não 
especificada 

25 25 Alta 

Ceftriaxona + 
Claritromicina, 

Aciclovir + 
Ampicilina, 

Vancomicina, 
Meropenem 

S27 F 20 

Neoplasia de 
comportamento incerto 

ou desconhecido do 
encéfalo e do SNC, 
previamente hígido 

9 9 Alta Nenhum 

S31 M 58 

Septicemia não 
especificada, cirrose 

hepática, neoplasia do 
SNC secundária, 

craniotomia, trombose 
cefálica, síndrome 

mielodisplásica 

151 124 Óbito 

Cefuroxina, 
Vancomicina, 

Colistina, 
Ciprofloxacina, 

Meropenem 

ST1 M 34 

Traumatismo craniano 
encefálico grave, 

craniotomia, PICC com 
ISC, morte encefálica 

17 14 Óbito 
Vancomicina, 
Meropenem, 

Colistina 

ST2 F 41 

Calculose de via biliar 
com colangite, trombose 
de veia porta, abscesso 

hepático 

28 5 Alta 
Ciprofloxacina, 
Meropenem, 
Vancomicina 

ST3 F 48 
Fraturas múltiplas da 

coluna cervical 
10 5 Alta Nenhum 

Continua 
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Anexo 2: Perfil da população estudada com relação a gênero, idade, 

doenças de base, tempo de hospitalização, tempo de contato e desfecho (Continuação) 

ST4 M 62 

Traumatismo 
intracraniano, 

septicemia não 
especificada, choque 
não especificado, DM 

20 4 Óbito Nenhum 

ST6 M 33 Pancreatite aguda 115 47 Alta 

Ciprofloxacina, 
Imipenem/ 
Cilastatina, 
Colistina, 

Vancomicina, 
Fluconazol 

ST7 M 36 

DVE frontal direita, 
desbridamento de 

craniotomia, ampliação 
descompressiva, queda 

de 6 m 

42 4 Óbito 
Colistina, 

Vancomicina 

ST8 M 30 
Concussão cerebral, 

edema cerebral 
traumático 

9 5 Alta Nenhum 

ST9 F 78 

Insuficiência respiratória 
aguda, queda no 

mesmo nível - local não 
especificado, doenças 
infecciosas, AS não 

especificadas, choque 
cardiogênico, IRA do 

pós-parto 

45 44 Óbito 

Cefuroxina, 
Ciprofloxacina, 

Colistina, 
Vancomicina 

ST10 F 72 

ICS por S. aureus, 
insuficiência renal 

crônica, diálise 
peritoneal, endocardite 
de valva mitral nativa 

por S. aureus 

6 4 Alta 

Vancomicina, 
Meropenem, 
Gentamicina, 

Colistina, 

ST11 F 78 

Choque não 
especificado, politrauma 
da cabeça, celulite não 

especificada 

32 11 Óbito 
Cefuroxina, 

Vancomicina, 
Colistina 

ST13 M 48 

Politrauma não 
especificado, 
pneumotorax, 
transtornos do 

diafragma, traumatismo 
do estômago, fraturas 
múltiplas de costelas, 
fratura de clavícula, 
hemotórax, outros 
traumatismos de 

pulmão, traumatismo do 
baço, ópio, derrame 
pleural em afecções 

classificadas em outra 
parte 

31 19 Alta Nenhum 

ST14 M 51 

Infarto cerebral devido a 
embolia de artérias 
cerebrais, tabaco, 

álcool, aterosclerose de 
outras artérias 

23 18 Alta Nenhum 

ST15 F 60 

Hemorragia 
subaracnóidea 

proveniente da artéria 
comunicante posterior 

24 21 Alta Nenhum 

S32 M 73 

Transplante hepático, 
cirrose hepática, 

politrauma, craniotomia, 
queda de 2 m 

8 8 Óbito Nenhum 

S33 M 60 
Hematoma subdural 

agudo, HAS, DM, IAM 
16 15 Óbito Nenhum 

Continua 
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Anexo 2: Perfil da população estudada com relação a gênero, idade, 

doenças de base, tempo de hospitalização, tempo de contato e desfecho (Conclusão) 

S34 F 62 

Queda de ou para fora 
de residência, 

traumatismo da traqueia 
torácica, fraturas 

múltiplas de coluna 
lombar e da pelve 

19 8 Óbito 
Colistina, 

Vancomicina 

S35 M 22 

Efeitos da corrente 
elétrica, amputação 

traumática de 
localização entre o 
ombro e o cotovelo, 

sequelas de hemorragia 
intracerebral, politrauma 

não especificado 

29 22 Alta 
Colistina, 

Vancomicina, 
Meropenem 

S36 F 63 

Aderências intestinais 
(bridas) com obstrução, 

deiscência de ferida 
cirúrgica não 

classificada em outra 
parte 

13 6 Alta Nenhum 

S37 F 60 
Queda escada – 
craniotomia pós 

operatória 
122 19 Óbito 

Vancomicina, 
Colistina, 

Anidulafungina, 
Meropenem 

S38 M 34 
AVC, não especificado 
como hemorrágico ou 

isquêmico 
33 27 Óbito 

Cefuroxina, 
Vancomicina, 

Colistina, 
Meropenem 

S39 F 57 

Neoplasia SNC com 
DVP, hernioplastia, 

colecistectomia, 
enterectomia 

37 24 Óbito 

Piperacilina + 
Tazobactam, 
Vancomicina, 
Meropenem, 

Colistina 

S40 M 52 

FAF tórax com síndrome 
Ogilvie e ileostomia, 
outros traumatismos 

especificados do tórax, 
cuidados à ileostomia, 
traqueostomia, outra 
embolia e trombose 

venosas 

48 43 Alta 

Meropenem, 
Fluconazol, 

Vancomicina, 
Colistina, 

Ciprofloxacina 

Legenda: F – Feminino; M – Masculino; DM – Diabetes Mellitus; SNC – Sistema Nervoso Central; IAM – Infarto Agudo de Miocárdio; AVC 

– Acidente Vascular Cerebral; IC – Insuficiência cardíaca; HAS – hipertensão arterial aguda; ICS – Infecção de corrente sanguínea; ISC – 

infecção de sítio cirúrgico; IRA – Insuficiência renal aguda; DVE – Derivação ventricular externa; DVP – Derivação ventricular peritoneal; 

FAF – ferida com arma de fogo. 
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8.3 Anexo 3: Isolados dos casos A (Pronto Socorro, 31 de agosto de 

2016), B (UP4C – UTI da Traumatologia, 12 de setembro de 2016), C (UP4C – 

UTI da Traumatologia, 21 de dezembro de 2016) e D (UPSCI – Unidade de 

Cuidados Intermediários do Pronto Socorro, 2 de janeiro de 2017) e de 

respectivos contactantes 

Paciente Classificação Caso Isolado 
MacConkey + 

colistina (2 mg/L) 

Identificação 
por MALDI-

TOF 

PCR para  

mcr-1 

S14 Swab Caso A A CA Lactose positivo K. pneumoniae Negativo 

S1 Contactante A CA1 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

S3 Contactante A CA2 Sem crescimento - - 

S4 Contactante 
A CA3 Sem crescimento - - 

A CA4 Lactose negativo M. morganii Negativo 

S6 Contactante A CA5 Sem crescimento - - 

S9 Contactante 
A CA6 Sem crescimento - - 

A CA7 Sem crescimento - - 

S11 Contactante 
A CA10 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

A CA11 Sem crescimento - - 

S13 Contactante A CA12 Lactose negativo E. asburiae Negativo 

S15 Contactante 
A CA13 Sem crescimento - - 

A CA14 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

S16 Contactante 
A CA15 Lactose negativo Proteus vulgaris Negativo 

A CA16 Sem crescimento - - 

S17 Contactante 
A CA17 Lactose negativo M. morganii Negativo 

A CA18 Sem crescimento - - 

S19 Contactante A CA19 Sem crescimento - - 

S20 Contactante A CA20 Lactose negativo S. marcescens Negativo 

S21 Contactante A CA21 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

S24 Contactante A CA22 Lactose positivo E. coli Negativo 

S25 Contactante A CA23 Sem crescimento - - 

S31 Swab Caso B B 
CB Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

CB’ Lactose positivo K. pneumoniae Positivo 

ST1 Contactante B CB1 Lactose negativo P. stuartii Positivo 

ST3 Contactante B CB2 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

ST4 Contactante B CB3 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo 

ST7 Contactante B 
CB4 Sem crescimento - - 

CB5 Sem crescimento - - 

ST8 Contactante B CB6 Sem crescimento - - 

ST9 Contactante B CB7 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo 

ST11 Contactante B 
CB8 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

CB9 Sem crescimento - - 

Continua 
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Anexo 3: Isolados dos casos A (Pronto Socorro, 31 de agosto de 

2016), B (UP4C – UTI da Traumatologia, 12 de setembro de 2016), C (UP4C – 

UTI da Traumatologia, 21 de dezembro de 2016) e D (UPSCI – Unidade de 

Cuidados Intermediários do Pronto Socorro, 2 de janeiro de 2017) e de 

respectivos contactantes (Conclusão) 

ST13 Contactante B CB10 Lactose negativo K. pneumoniae Negativo 

ST14 Contactante B CB11 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo 

ST15 Contactante B 
CB12 Sem crescimento - - 

CB13 Lactose negativo M. morganii Positivo 

S37 Swab Caso C C 
CC Lactose positivo K. aerogenes Positivo 

CC’ Lactose positivo K. pneumoniae Negativo 

S32 Contactante C CC1 Lactose negativo S. marcescens Negativo 

S33 Contactante C CC2 Lactose positivo K. pneumoniae Negativo 

S34 Contactante C CC3 Lactose negativo P. mirabilis Negativo 

S35 Contactante C 
CC4 Lactose positivo K. pneumoniae Positivo 

CC5 Sem crescimento - - 

S39 Swab Caso D D CD Lactose negativo P. mirabilis Positivo 

S38 Contactante D 
CD1 Sem crescimento - - 

CD2 Lactose negativo P. aeruginosa Negativo 

S40 Contactante D CD3 Lactose negativo 
K. 

quasipneumoniae* 
Positivo 

Legenda: *Identificado como K. pneumoniae por MALDI-TOF e reclassificado como K. quasipneumoniae 

por sequenciamento total do genoma. 
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8.4 Anexo 4: Alinhamento dos amplicons gerados por sequenciamento 

Sanger dos isolados CB’, CB13p, CC, CC4 e CD com fragmento alvo de 309pb 

do gene mcr-1, de CB’ com o gene ICRMo e dos 5 amplicons entre si 

Continua 
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Anexo 3: Alinhamento dos amplicons gerados por sequenciamento 

Sanger dos isolados CB’, CB13p, CC, CC4 e CD com fragmento alvo de 309pb 

do gene mcr-1, de CB’ com o gene ICRMo e dos 5 amplicons entre si 

(Continuação) 

Continua 
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Anexo 3: Alinhamento dos amplicons gerados por sequenciamento 

Sanger dos isolados CB’, CB13p, CC, CC4 e CD com fragmento alvo de 309pb 

do gene mcr-1, de CB’ com o gene ICRMo e dos 5 amplicons entre si (Conclusão) 
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8.5 Produção Científica 

8.5.1 Artigo publicado como colaborador 
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