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RESUMO 

 
Rosa, R. S. Caracterização molecular de isolados ambientais de Enterobacterales 
resistentes aos antimicrobianos e tolerantes aos metais. 2023. 73f. Dissertação (Mestrado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2023.  
 
As espécies da ordem Enterobacterales são micro-organismos oportunistas envolvidos em uma 
grande variedade de infecções, principalmente em seres humanos. Essas infecções são 
agravadas quando associadas às linhagens multidrogas resistentes (MDR). As Enterobacterales 
estão amplamente distribuídas em diferentes nichos, incluindo fontes ambientais. Os 
ecossistemas aquáticos são reconhecidos como importantes reservatórios de bactérias MDR e 
seus genes de resistências aos antimicrobianos (ARGs), os quais podem atuar co-selecionando 
bactérias tolerantes aos metais através da aquisição de plasmídeos. Nesse sentido, este estudo 
teve como objetivo caracterizar fenotipicamente e molecularmente isolados ambientais de 
Enterobacterales obtidos de diferentes mananciais do estado de São Paulo. Um total de 86 
amostras de água foram coletadas de 57 cidades. A partir disso, 254 isolados foram obtidos, 
sendo 56 deles pertencentes a ordem Enterobacterales, incluindo Klebsiella pneumoniae, 
Klebsiella quasipneumoniae, Escherichia coli, Serratia marcescens e complexo Enterobacter 
cloacae. Dentre os isolados obtidos, 46 foram classificados como MDR, visto que exibiram 
amplos perfis de resistência aos β-lactâmicos, aos aminoglicosídeos, às fluorquinolonas, às 
tetraciclinas, às sulfonamidas, aos fenicóis e à colistina. Um total de 415 amplicons de ARGs 
foram encontrados, destacando os genes blaKPC, blaNDM, blaCTX-M-like e blaGES Dentre os ARGs 
detectados, os genes blaTEM, oqxA, oqxB, sul2, tetA e aac(3')–IIa foram os mais prevalentes. 
Em relação a tolerância aos metais, foi detectada tolerância à prata, ao cobre, ao cádmio e ao 
mercúrio, e os seguintes genes de tolerância (MTGs) foram encontrados: rncA, silA, pcoA, merA 
e chrA. Além disso, uma grande variedade de replicons de plasmídeos foi identificada, 
incluindo ColE-like, IncF, IncN, IncA/C, IncFIB, IncFIA, IncR, IncI, IncH1, IncU e IncP. A 
análise baseada em sequência de genoma completo revelou que os isolados de K. pneumoniae 
pertenciam ao grupo pandêmico clonal 258. O gene blaKPC-2 foi identificado em um plasmídeo 
IncN-pST15 associado ao Tn4401, enquanto que o gene blaNDM-1 foi encontrado no plasmídeo 
IncC3 associado ao Tn125-like. O gene blaCTX-M-15 foi detectado em um plasmídeo 
multireplicon IncF abrigando a estrutura genética ISEcp1-blaCTX-M-15-△orf477-△Tn3-like. A 
presença de Enterobacterales MDR em mananciais sugere que esse ambiente continua atuando 
como reservatório de bactérias MDR e seus ARGs e também MTGs, contribuindo para a 
evolução e a disseminação da resistência entre diferentes nichos e espécies. 
 
Palavras-chave: Enterobacterales, Saúde Única, Sequenciamento completo do genoma, 
Tolerância aos metais, Resistência aos antimicrobianos. 
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ABSTRACT 

 
Rosa, R. S. Molecular characterization of antimicrobial-resistant and metal-tolerant 
Enterobacterales environmental isolates. 2023. 76f. Dissertação (Master). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023.
  
The species of the Enterobacterales order are opportunistic microorganisms involved in a wide 
variety of infections, mainly in humans. These infections are aggravated when associated with 
multidrug-resistant (MDR) strains. Enterobacterales are widely distributed in different niches, 
including environmental sources. Aquatic ecosystems are recognized as important reservoirs of 
MDR bacteria and their antimicrobial resistance genes (ARGs), which may favor co-selecting 
metal-tolerant bacteria through the acquisition of plasmids. In this regard, this study aimed to 
characterize phenotypically and molecularly environmental isolates of Enterobacterales 
obtained from different water sources of the São Paulo State. Eighty-six water samples were 
collected from 57 cities. Accordingly, 254 isolates were recovered, and 56 of them belonged to 
the Enterobacterales order, including Klebsiella pneumoniae, Klebsiella quasipneumoniae, 
Escherichia coli, Serratia marcescens, and Enterobacter cloacae complex. Among them, 46 
were classified as MDR, exhibiting a large resistance profile to β-lactams, aminoglycosides, 
fluoroquinolones, tetracyclines, sulfonamides, phenicol, and colistin. A total of 415 ARGs were 
detected, highlighting the presence of blaKPC, blaNDM, blaCTX-M-like, and blaGES. Among the 
ARGs, the genes blaTEM, oqxA, oqxB, sul2, tetA, and aac(3')–IIa were the most prevalent. 
Regarding metal tolerance, silver, copper, cadmium, and mercury tolerance was detected, and 
the metal tolerance genes (MTGs) rncA, silA, pcoA, merA, and chrA were found. Furthermore, 
a wide variety of plasmid replicons were obtained, including ColE-like, IncF, IncN, IncA/C, 
IncFIB, IncFIA, IncR, IncI, IncH1, IncU, and IncP. The whole-genome sequence-based 
analysis revealed that K. pneumoniae isolates belonged to the clonal group 258. The gene 
blaKPC-2 was located on an IncN-pST15 plasmid associated with the Tn4401, while the gene 
blaNDM-1 was found on an Inc3 plasmid associated with the Tn125-like. The gene blaCTX-M-15 
was found on a multireplicon plasmid IncF attributed to the ISEcp1-blaCTX-M-15-△orf477-
△Tn3-like genetic structure. The presence of MDR Enterobacterales in surface waters suggests 
that this source continues to act as a reservoir for MDR bacteria and their ARGs and also MTGs, 
contributing to the evolution and dissemination of resistance among different niches and 
species.  
 
Key-words: Enterobacterales, One Health, Whole Genome Sequencing, Metal tolerance, 

Antimicrobial resistance.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Enterobacterales 

 

Em 2016, Adeolu e colaboradores propuseram a nova ordem Enterobacterales baseada 

principalmente na análise de características moleculares de inserção e/ou deleção de assinaturas 

conservadas (CSIs) das proteínas constitucionais particulares de cada micro-organismo 

(ADEOLU et al., 2016). O estudo elucidou que algumas espécies da classe 

Gammaproteobacteria compartilhavam cinco CSIs únicas entre si, permitindo a caracterização 

de sete grupos de gêneros apresentando características sinapomórficas, e denominadas 

Enterobacterales. A presença das CSIs em um grupo evidencia a existência de um ancestral 

comum que levou ao surgimento dessa variação e, posteriormente, foi herdado a todos os seus 

descendentes (GUPTA, 2014; NAUSHAD; LEE; GUPTA, 2014). A ordem Enterobacterales é 

constituída atualmente por 64 gêneros e aproximadamente 250 espécies, sendo o maior e mais 

heterogêneo grupo de bactérias Gram-negativas de importância clínica descrito até o momento. 

Essas bactérias se apresentam principalmente em forma de bastonetes, são anaeróbicas 

facultativas, não formadoras de esporos e com uma grande variedade bioquímica. As bactérias 

desta ordem estão divididas em sete famílias: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Yersiniaceae, 

Hafniaceae, Morganellaceae, Pectobacteriaceae e Budviciaceae (OCTAVIA; LAN, 2014; 

ADEOLU et al., 2016; SOUTAR; STAVRINIDES, 2020). 

Os gêneros desta ordem variam em suas características genéticas, permitindo uma 

rápida adaptação em diferentes nichos ecológicos. Grande parte dos membros da ordem 

Enterobacterales são implicados como importantes patógenos humanos e animais, causando 

uma vasta diversidade de infecções e, em parte dos casos, sendo responsáveis por altas taxas de 

mortalidade (BARCELLINI et al., 2022; MA et al., 2023). Além disso, alguns de seus gêneros 

também são utilizados como vetores dentro dos setores industrias de diferentes áreas, tais como 

alimentares, biotecnológicas e farmacêuticas (GEORGE et al., 2021; REN et al., 2022). 

Ademais, algumas espécies bacterianas também são utilizadas como controles biológicos, 

promotores de crescimento vegetal, e na biorremediação, além de serem responsáveis por 

algumas doenças fitopatológicas (BAAZEEM et al., 2022; CHENG et al., 2023; VARGHESE 

et al., 2022).  

Dentre as famílias citadas anteriormente, a Enterobacteriaceae possui gêneros e 

espécies que são classificados como clinicamente relevantes e associados com infecções em 

diferentes sítios devido ao elevado potencial de virulência e à capacidade de adquirir resistência 
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a diferentes classes de antimicrobianos (GIRI et al., 2020; WESEVICH et al., 2020; BEDENIĆ 

et al., 2021). Adicionalmente, algumas espécies já foram reportadas em diferentes nichos 

ecológicos, incluindo o meio ambiente (ADELOWO et al., 2018; MAIRI et al., 2019; 

AMARETTI et al., 2020; ABUOUN et al., 2021; PREENA et al., 2021). Nos últimos anos, 

algumas bactérias desta ordem lideram a lista de patógenos envolvidos em infecções adquiridas 

em hospitais (JIMENEZ et al., 2020) e, de acordo com a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), espécies da família Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos e produtoras de 

β-lactamase de espectro estendido (ESBL) pertencem à lista de patógenos classificados como 

prioridade crítica para os quais novos antimicrobianos são urgentemente necessários (WHO, 

2017). Dentre as espécies desta família, se destacam Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Citrobacter freudii e o complexo Enterobacter cloacae (ECC) (VACHVANICHSANONG; 

MCNEIL; DISSANEEWATE, 2021). Entretanto, outros gêneros da ordem Enterobacterales 

também são classificados como oportunistas e disseminados em diferentes fontes, incluindo o 

ecossistema aquático (BAAZEEM et al., 2022; DÍAZ-GAVIDIA et al., 2021; LIU et al., 2022).  

 

1.1.1 Escherichia coli   

 

E. coli é conhecida como uma espécie bacteriana versátil devido à sua capacidade de 

colonizar diferentes nichos. Esta espécie faz parte da microbiota de seres humanos e de animais 

vertebrados. No entanto, esta espécie também atua como um micro-organismo patogênico. 

Alguns patotipos de E. coli, cuja classificação se baseia principalmente na presença de genes 

de virulência específicos, são conhecidos como diarreiogêncios ou extraintestinais e são 

responsáveis pelo surgimento de infecções intestinais e extraintestinais, respectivamente (YU; 

BANTING; NEUMANN, 2021). As linhagens ExPEC, destacando o clone ST131, estão 

associadas principalmente às infecções do trato urinário (VIHTA et al., 2018; DENAMUR et 

al., 2020), enquanto que as linhagens diarreiogênicas, com destaque para os clones do complexo 

clonal 10, são classificadas em diferentes patotipos que diferem em suas características de 

virulência e podem causar desde diarreia leve até sanguinolenta (GOMES et al., 2016). Diversos 

estudos evidenciaram que o potencial de sobrevivência desta espécie em diferentes nichos está 

relacionado com a sua alta diversidade genética, destacando a aquisição de genes de resistência 

aos antimicrobianos (ARGs), o que dificulta o controle e o tratamento de infecções causadas 

por este micro-organismo. A expansão de linhagens patogênicas e multidroga resistentes 

(MDR) em diversas fontes representa um grande perigo à saúde pública (CHAUDHURI; 

HENDERSON, 2012; JANG et al., 2017; BRIDIER-NAHMIAS et al., 2021).  
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1.1.2 Klebsiella spp.  

 

Até o presente momento (maio, 2023), o gênero Klebsiella é composto por treze 

espécies, incluindo K. pneumoniae, Klebsiella aerogenes, Klebsiella africana, Klebsiella 

granulomatis, Klebsiella grimontii, Klebsiella huaxiensis, Klebsiella indica, Klebsiella 

michiganensis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pasteurii, Klebsiella quasipneumoniae, 

Klebsiella spallanzanii e Klebsiella variicola (LPSN, 2023). O complexo K. pneumoniae 

(KpnC) compõe cinco espécies e subespécies intimamente relacionas: K. pneumoniae, 

quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae, K. 

variicola subsp. variicola, K. variicola subsp. tropica, K. africana e K. quasivariicola, as quais 

são responsáveis pela grande maioria das infecções causadas por Klebsiella sp. em seres 

humanos (RODRIGUES et al., 2018; PHETBUROM et al., 2021). 

Os principais mecanismos de virulência e de sobrevivência do KpnC incluem a 

presença de diferentes sistemas de produção de sideróforos e a super produção de uma cápsula 

polissacarídica que auxilia no estabelecimento das infecções e na sobrevivência frente à ação 

do sistema imune. Uma importante característica de virulência dentre as Klebsiella sp. é a 

presença do fenótipo de hipermucoviscosidade, o qual está intimamente associado aos genes 

rmpA/rmpA2, que são comumente localizados em plasmídeos que podem ainda abrigar outros 

genes de virulência (LAM et al., 2018; ZHU et al., 2021). Durante muitos anos, K. pneumoniae 

era reconhecida como exclusivamente de ambientes hospitalares e relacionada principalmente 

aos casos de infecções respiratórias e pneumonia. Entretanto, observou-se que esta espécie 

passou a ser amplamente distribuída entre indivíduos saudáveis, sendo reconhecida por alguns 

autores como parte da microbiota humana (BRADLEY; SCOULAR, 2021; WARETH; 

NEUBAUER, 2021).  

 

1.1.3 Complexo Enterobacter cloacae  

 

O gênero Enterobacter foi descrito pela primeira vez em 1960 e nos dias atuais (maio, 

2023) conta com 22 espécies (LPSN, 2023). Dentre as espécies, o ECC recebe atenção devido 

a sua ampla distribuição entre os nichos, destacando os ambientes clínicos (YIN et al., 2022; 

LUMBRERAS-IGLESIAS et al., 2023). Sete espécies compõem este complexo, o qual recebe 

esse nome devido à similaridade genética (~ 60%) das espécies Enterobacter 

asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii, Enterobacter 
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mori e Enterobacter nimipressuralis com a espécie E. cloacae (DAVIN-REGLI; LAVIGNE; 

PAGÈS, 2019).  

As bactérias do ECC estão distribuídas em solos e em ecossistemas aquáticos, e são 

consideradas fitopatógenos (NIU et al., 2017). Notavelmente, essas espécies passaram a ser 

reconhecidas como importantes patógenos humanos a partir da década de 1990. Durante muitos 

anos, as espécies e subespécies do ECC MDR foram descritas como causadoras de infecções 

nosocomiais, as quais são relatadas principalmente em pacientes imunossuprimidos e 

internados nas unidades de terapia intensiva. Este complexo é comumente reportado causando 

infecções de pele, do trato urinário, pneumonia e bacteremia (CHAVDA et al., 2016; YEH et 

al., 2022). Além disso, essas espécies podem ser consideradas como parte da microbiota 

intestinal dos seres humanos e de animais, e durante os últimos anos, a incidência de linhagens 

MDR no meio ambiente tem sido mais frequentemente reportada (YOUSAF et al., 2011; POT 

et al., 2021).   

 

1.1.4 Serratia marcescens 

 

O gênero Serratia pertence à família Yersiniaceae, é composto por 23 espécies 

(maio, 2023), sendo que as espécies Serratia marcescens, Serratia plymuthica, Serratia 

liquefaciens, Serratia rubidaea, Serratia odorifera e Serratia fonticola são as mais 

frequentemente estudadas. Essas espécies atuam como patógenos em diferentes hospedeiros e 

são consideradas micro-organismos ambientais (ZHANG et al., 2022; LPSN, 2023). Dentre as 

espécies do gênero, a espécie S. marcescens recebe destaque devido aos surtos epidemiológicos 

causados em ambientes hospitalares. Durante os anos de 1968 à 2009, esta espécie foi 

reconhecida como um dos cinco agentes mais frequentes em surtos no mundo, onde mais de 

100 casos foram reportados (VONBERG et al., 2011).  

As infecções causadas por S. marcescens são agravadas quando as linhagens desta 

espécie são caracterizadas como MDR, reduzindo drasticamente as opções de tratamento. Além 

disso, a antibioticoterapia frente a esta espécie é potencialmente desafiadora devido à sua 

resistência intrínseca à diferentes classes de antimicrobianos (IGUCHI et al., 2014; TAVARES-

CARREON et al., 2023).  Apesar de sua ampla distribuição, linhagens de S. marcescens MDR 

são frequentemente reportadas no âmbito hospitalar, havendo poucos casos dessas linhagens no 

meio ambiente (BHATT; JEON; KIM, 2022). Além disso, S. marcescens são amplamente 

utilizadas como vetores em diferentes setores industriais, incluindo bioprocessamento 
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industrial, engenharia metabólica e também para a biorremediação, sendo utilizada na 

degradação de metais (DOS SANTOS et al., 2022; GE et al., 2022; ZHANG et al., 2022). 

 

1.2 Resistência aos antimicrobianos  

 

Nas últimas décadas, o avanço da resistência aos antimicrobianos (AMR) vem se 

tornando um dos maiores problemas de saúde pública. Diversos órgãos reguladores têm 

notificado a expansão da AMR em diversas fontes e o surgimento de novos mecanismos de 

resistência (EICHENBERGER; THADEN, 2019; BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020). 

A maior expansão da resistência das Enterobacterales se iniciou na década de 1970 com o 

avanço da disseminação de plasmídeos e a dispersão de grupos clonais (GC) carreando genes 

de resistência aos antimicrobianos (ARGs). Essa ascensão é marcada pelo surgimento de 

resistência aos β-lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos), 

os quais são os principais e os mais utilizando antimicrobianos no combate de infecções 

causadas por Enterobacterales (MURRAY et al., 2022).  

Os antimicrobianos β-lactâmicos são caracterizados pela presença de um anel β-

lactâmico que atua inibindo a síntese do pepitídeoglicano através do bloqueio da ação das 

enzimas transpeptidases, ocasionando uma desregulação da função protetora da parede celular 

e a lise osmótica da bactéria (ALFEI; SCHITO, 2022). O principal mecanismo de resistência 

contra esses agentes ocorre através da produção de uma grande variedade de β-lactamases, 

destacando as ESBLs, carbapenemases e metalo-β-lactamases (MBLs), as quais são 

responsáveis pela hidrólise do anel β-lactâmico. As β-lactamases são classificadas de acordo 

com sua composição química e atividade funcional, sendo que os genes codificadores dessas 

enzimas são amplamente distribuídos entre espécies Gram-negativas, representando o problema 

mais crítico de resistência dentre essas bactérias (HAENNI et al., 2020; SAWA; KOOGUCHI; 

MORIYAMA, 2020).  

De acordo com a última atualização realizada por Bush e Jacob em 2010, as β-

lactamases são divididas em três grupos funcionais. O grupo 1 é composto pelas 

cefalosporinases, representado principalmente pelas enzimas CMY, FOX e MIR. No grupo 2 

estão inseridas as serina-β-lactamases, onde estão agrupadas tanto as enzimas classificadas 

como ESBL, responsáveis pela hidrolise das penicilinas, cefalosporinas de primeira à quarta 

geração e os monobactâmicos, como também as serinas capazes de hidrolisarem todos os 

antimicrobianos β-lactâmicos, incluindo os carbapenêmicos. As principais ESBLs são: TEM, 

SHV, PER, VEB e CTX-M. Estas enzimas são frequentemente reportadas entre as 
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Enterobacterales MDR obtidas em diferentes fontes, mas principalmente reconhecidas como 

enzimas de interesse clínico devido à sua associação nas infecções causadas por estes micro-

organismos. Por outro lado, as serinas-β-lactamases GES e KPC também recebem destaque 

dentro do grupo 2 devido à grande problemática para saúde pública, uma vez que são associadas 

com maiores taxas de mortalidade e por expressarem resistência aos agentes β-lactâmicos 

reconhecidos como última opção terapêutica contra as infecções causadas por bactérias Gram-

negativas MDR. O grupo 3 é composto pelas metalo-β-lactamases, que possuem a capacidade 

de hidrolisarem todos os agentes β-lactâmicos, com exceção do aztreonam, sendo NDM, VIM 

e IMP as mais frequentemente detectadas (AMBLER, 1980; BUSH, JACOBY E MEDEIROS, 

1995, BUSH & JACOBY, 2010; BASSETTI et al., 2021; HAYER et al., 2022).  

As polimixinas são lipopeptídeos catiônicos que possuem ação contra bactérias Gram-

negativas e são utilizadas principalmente no tratamento de infecções causadas por bactérias 

resistentes aos carbapenêmicos. Seu mecanismo de ação ocorre através da interação entre seus 

resíduos catiônicos e o lipopolissacarídeos (LPS) da membrana externa, gerando um 

deslocamento dos cátions de cálcio e de magnésio, alterando a permeabilidade do envelope 

celular e levando à morte bacteriana. Durante muitos anos, a resistência às polimixinas era 

associada apenas com mutações cromossômicas, ocasionando diferentes modificações no LPS 

que reduziam a afinidade dos agentes antimicrobianos com a sua molécula-alvo. Notavelmente, 

a modificação do LPS ocorre através da ativação coordenada do operon arn, regulada 

principalmente pelo sistema de dois componentes PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB, o qual opera 

como um regulador transcricional. Além disso, o operon arn também sofre ação da pequena 

proteína reguladora transmembranar, a MgrB, que opera como regulador negativo no sistema 

PhoP/PhoQ. Sendo assim, as modificações em MgrB levam à superexpressão do operon arn, 

contribuindo para o fenótipo de resistência das polimixinas (RODRÍGUEZ-SANTIAGO et al., 

2021; RHOUMA; MADEC; LAXMINARAYAN, 2023).  

Em 2016, quando Liu e colaboradores descreveram o gene mcr-1 (mobile colistin 

resistance),  foi gerado um alerta sobre um novo gene que conferia resistência à colistina e era 

capaz de ser transferido horizontalmente. Incialmente, este gene era reportado apenas em 

isolados de E. coli e K. pneumoniae obtidos de animais e de humanos na China (Liu et al., 2016; 

YIN et al., 2017; WANG et al., 2019). Entretanto, à medida que as investigações foram 

avançando, novos genes mcr (mcr-2 ao mcr-10) foram identificados em diferentes espécies de 

Enterobacterales obtidas de diferentes fontes, incluindo o meio ambiente (BOROWIAK et al., 

2020; YIN et al., 2022). Os genes mcr possuem diferentes origens filogenéticas e variações 
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alélicas e são responsáveis por modificação da carga negativa do LPS, reduzindo a afinidade 

das polimixinas (YANG et al., 2018; LIU et al., 2019;).  

Os aminoglicosídeos têm sido utilizados como medidas terapêuticas combinadas com 

outros agentes antimicrobianos e, principalmente, contra infecções do trato urinário. Seu 

mecanismo de ação envolve a proteção ribossômica da subunidade 30S, com inibição da síntese 

proteica. O principal mecanismo de resistência contra este agente ocorre através da inativação 

enzimática pelas enzimas acetiltransferase, adenililtransferase e/ou fosfotransferase, as quais 

modificam os grupos hidroxila e amina, interferindo na ligação do agente ao ribossomo. Os 

determinantes de resistência aos aminoglicosídeos são amplamente distribuídos entre as 

espécies de Enterobacterales devido a localização dos genes em plasmídeos (KARAISKOS et 

al., 2019).  

As tetraciclinas são classificadas como antimicrobianos de amplo espectro, sendo 

efetivas contra uma grande variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. As 

tetraciclinas atuam inibindo a síntese proteica, ligando-se às subunidades 30S do ribossomo. A 

utilização clínica das tetraciclinas se iniciou na década de 1950 e à medida que os agentes 

percursores foram sendo renovados, os agentes desta classe passaram a ser amplamente 

utilizados no setor veterinário e novos mecanismos de resistência também foram sendo 

descobertos. Atualmente, a resistência às tetraciclinas ocorre através dos genes tet-like, os quais 

são responsáveis principalmente por três mecanismos de resistência: proteção ribossômica, 

inativação enzimática, e superexpressão das bombas de efluxo (GROSSMAN, 2016; NGUYEN 

et al., 2014; ROBERTS; SCHWARZ, 2016).  

As fluorquinolonas são agentes bactericidas de amplo espectro e a sua utilização 

clínica iniciou-se na década de 1980 e, atualmente, é uma das principais classes utilizadas tanto 

para o tratamento de infecções humanas como de outros animais. O mecanismo de ação destes 

agentes ocorre através da inibição da replicação do DNA, atuando sobre as enzimas DNA girase 

e Topoisomerase IV. A resistência a esses agentes pode ocorrer através de diferentes 

mecanismos, destacando as modificações em GyrA, ParC e ParE, que geram alterações nas 

enzimas-alvo do agente. Entretanto, a resistência também pode acontecer através da aquisição 

dos genes mediados por plasmídeos, tais como os genes qnr que protegem o DNA, oqxAB e 

qepA que codificam bombas de efluxo e aac(6’)-Ib-cr que codificada uma enzima 

acetiltransferase responsável pela inativação do antimicrobiano (ALLOU et al., 2009; BHATT; 

CHATTERJEE, 2022).  

O cloranfenicol, da classe dos fenicóis, é um inibidor da síntese proteica e possui 

atividade bacteriostática. O mecanismo de ação ocorre através da ligação na subunidade 
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ribossômica 50S, impedindo o alongamento das cadeias peptídicas. A resistência aos fenicóis 

em bactérias Gram-negativas ocorre através de duas vias principais: inativação enzimática 

através do gene catA, o qual codifica a enzima cloranfenicol acetiltransferase, e ativação das 

bombas de efluxos mediadas pelos genes cmlA e floR (POIREL et al., 2018).  

As sulfonamidas e o trimetoprim são agentes bacteriostáticos, mas sua combinação 

gera ação bactericida. A combinação entre esses agentes tem sido utilizada há anos nos setores 

humanos e animais. O principal mecanismo de resistência a estes agentes ocorre através da 

aquisição dos genes sul1, sul2 e/ou sul3, os quais são responsáveis pela síntese de enzimas 

dihidrofolato sintetase que possuem baixa sensibilidade aos agentes de sulfonamidas. Os genes 

sul são amplamente distribuídos entre as espécies Gram-negativas e também frequentemente 

associados às fontes ambientais contaminadas. A ampla disseminação destes genes está 

significantemente associada à sua presença em plasmídeos e também em outros elementos 

genéticos móveis (POIREL et al., 2018; KARAISKOS et al., 2019; SUN et al., 2020).  

Sendo assim, as bactérias Gram-negativas possuem diversos mecanismos de 

resistência para combater a ação de antimicrobianos de diferentes classes e, em 

Enterobacterales, o mecanismo enzimático é um dos principais, uma vez que os genes 

codificadores destes mecanismos são comumente detectados em plasmídeos (SANTAJIT; 

INDRAWATTANA, 2016; BASSETTI et al., 2019). Entretanto, outros mecanismos também 

estão associados à resistência, tais como alterações de permeabilidade e do sítio alvo, e 

superexpressão de bombas de efluxo. Em alguns casos, as bactérias possuem 

concomitantemente diferentes mecanismos de resistência à mesma classe ou às diferentes 

classes de antimicrobianos (RUPPÉ; WOERTHER; BARBIER, 2015; SANTAJIT; 

INDRAWATTANA, 2016; BASSETTI et al., 2019).  

  

1.3 Tolerância aos metais   

 

A presença de metais em ambientes naturais possui interferência significativa na 

comunidade bacteriana. Além disso, alguns metais são poluentes para a comunidade ecológica 

e ainda podem exercer um grande risco à saúde humana e veterinária (XUE et al., 2023). Alguns 

estudos revelam que a alta concentração de metais em ambientes naturais diminui drasticamente 

a população microbiana destas fontes e, ao mesmo tempo, exerce uma função seletiva para o 

surgimento de bactérias tolerantes aos íons metálicos (BISWAS et al., 2021; WANG et al., 

2023). Toda essa pressão seletiva aumenta a variação genômica, uma vez que para 

sobrevivência dos micro-organismos, os mesmos necessitam adquirir e expressar os genes de 
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tolerância aos metais (MTGs) (CHEN et al., 2015; VIRIEUX-PETIT et al., 2022). Diversas 

associações entre metais e classes de antimicrobianos já foram reportadas entre as 

Enterobacterales MDR, tais como plasmídeos carreadores de genes preditos para conferirem 

tolerância ao mercúrio (merA), cobre (copA, copB, pcoA), arsênio (arsB), zinco-cobre (czcA), 

cromo (chrA) e ARGs clinicamente relevantes, incluindo blaCTX-M-like, blaKPC-like, mcr-like (XU 

et al., 2019; LINDSEY et al., 2011; HOSSAIN; HEO, 2022). 

 

1.4 Ambientes aquáticos e o seu resistoma  

 

O meio ambiente, no qual estão incluídos os ambientes aquáticos, representa um dos 

maiores reservatórios de bactérias MDR e de seus ARGs. Este fenômeno está relacionado a 

suscetibilidade do meio ambiente às contaminações provenientes de atividades antropogênicas, 

destacando o lançamento de esgotos domésticos e industriais, efluentes hospitalares, 

escoamentos agrícolas e a aquicultura. Toda essa descarga nos ambientes aquáticos favorece o 

aumento da AMR, fazendo com que esse ambiente seja ponto crítico para o desenvolvimento, 

a evolução e a disseminação da AMR e também de tolerância aos metais entre os micro-

organismos (NNADOZIE; ODUME, 2019; LARSSON; FLACH, 2021). (Figura 1). 

A mitigação da contaminação ambiental pelos ARGs e micro-organismos patogênicos 

foi potencializada com o surgimento e o estabelecimento da Saúde Única (do inglês One 

Health). A abordagem da Saúde Única na AMR propõe um esforço colaborativo regional, 

nacional e internacional entre os pilares de saúde humana, animal, ambiental (e mais 

recentemente, a saúde das plantas) para conter o avanço e a disseminação de micro-organismos 

patogênicos MDR (VIKESLAND et al., 2017; GUO et al., 2023).  Neste sentido, órgãos 

internacionais, tais como a OMS, desenvolveram o Plano de Ação Global sobre resistência aos 

antimicrobianos, cujo foco é a vigilância e a pesquisa dentro dessa problemática, buscando 

estratégias que alterem a administração de antimicrobianos, promovam a melhoria na 

capacitação de profissionais dos setores médicos, agrícola e veterinário, assim como melhorar 

a informação para a população sobre esse tema (WHO, 2015).  

 O avanço da AMR no Brasil é monitorado pelo Ministério da Saúde. Em 2018, 

alinhados aos objetivos definidos pela OMS, foi criado o Plano de Ação Nacional para 

Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos no Âmbito da Saúde Única por meio 

de diferentes comitês, os quais possuem uma abordagem multissetorial e multidisciplinar, 

incluindo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária, o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento, o Ministério do Meio Ambiente, entre outros. Para fortalecer as ações deste 
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plano, foram criados comitês específicos instituídos através de portarias governamentais a fim 

de combater o avanço da AMR no país. Dentre essas portarias, se destaca a redução  do uso 

extensivo de antimicrobianos em diferentes setores, e algumas medidas como o controle no uso 

destes fármacos sob a obrigatoriedade da prescrição médica ou a utilização de antimicrobianos 

como promotores de crescimento dentro do setor do agronegócio (MS, 2018).   

Devido aos descartes recebidos em fontes aquáticas, esse nicho possui diferentes 

contaminantes atuando como pressão seletiva, fazendo com que os mesmos atuem como 

reservatório e dispersor de ARGs, MTGs e micro-organismos patogênicos (ZHU et al., 2017). 

A presença desses determinantes favorece a transferência horizontal de genes através de 

elementos genéticos, incluindo sequências de inserção (ISs), transposons (Tn) e plasmídeos. A 

associação entre esses elementos potencializa a aquisição dos ARGs e, consequentemente, a 

ampliação de um fenótipo MDR. As ISs e os Tn são fragmentos de DNA que possuem a 

capacidade de mover-se intra- e entre-genomas, e algumas de suas famílias desempenham papel 

fundamental na disseminação de ARGs clinicamente relevantes. Entre as ISs, destacam-se IS6, 

IS1380, IS30 e IS19 (PARTRIDGE et al., 2018; NOEL; PETREY; PALMER, 2022). Em 

relação aos transposons, as famílias Tn3, Tn21 e Tn4401 são reconhecidas como importantes 

facilitadores na disseminação de ARGs (PARTRIDGE et al., 2018; ACMAN et al., 2022). 

As estruturas de ISs e Tn podem ser encontradas em plasmídeos, os quais são definidos 

como moléculas extracromossomais com potencial de autorreplicação A associação destes 

elementos móveis com os ARGs e os MTGs, os plasmídeos, que podem ser classificados de 

acordo com um grupo de incompatibilidade (Inc), são frequentemente reportados carreando 

uma variedade desses genes que conferem resistência às diferentes classes de antimicrobianos 

e de tolerância aos metais. Os plasmídeos dos grupos IncF, IncH, IncN, IncX são alguns 

exemplos de plasmídeos reportados carreando uma grande variedade de ARGs e MTGs no meio 

ambiente (GALETTI et al., 2022; SAHIN; MOGULKOC; KÜREKCI, 2022). 

À medida que esses ambientes vão sendo contaminados, a probabilidade de bactérias 

desses nichos adquirirem e compartilharem determinantes de resistência através da 

transferência horizontal de genes é aumentada, favorecendo a seleção de bactérias MDR. Uma 

das maiores problemáticas da presença desses micro-organismos está relacionada ao fluxo dos 

ambientes aquáticos, que possuem a capacidade de mover-se entre diferentes nichos e podem 

ser utilizados na irrigação de plantações agrícolas, em fazendas de criação de animais, na 

aquicultura e até em fontes utilizadas para fins de recreação. Esses micro-organismos podem 

persistir nesses ambientes e voltarem à exposição humana e animal favorecendo o 
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desenvolvimento de infecções e/ou colonização dos mesmos (SANGANYADO; GWENZI, 

2019; LARSSON; FLACH, 2021) (Figura 1). 

 

Fonte: Adaptado de European Environment Agency (2022) 

  

Figura 1 - Esquematização das contaminações oriundas das atividades antropogênicas nos 
ecossistemas aquáticos 

Indústrias 
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2. RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

 

As Enterobacterales estão dentre os patógenos mais críticos à saúde humana e são 

frequentemente associadas às infecções nosocomiais e às infecções adquiridas na comunidade. 

Um ponto crítico nas infecções causadas por esses micro-organismos é o elevado potencial de 

aquisição dos ARGs através da transferência horizontal de genes, os quais estão relacionados 

com a expressão de um perfil de resistência às diferentes classes de antimicrobianos. Estudos 

recentes demostraram que as Enterobacterales foram responsáveis pelas maiores taxas de 

mortalidade decorrente da AMR no mundo todo, destacando as espécies E. coli e K. 

pneumoniae. Além disso, de acordo com o relatório publicado pela OMS em 2017, atualmente, 

as taxas de mortalidade decorrente de infecções causadas por patógenos MDR são responsáveis 

por aproximadamente 700 mil mortes anuais. Devido ao aumento destas infecções, as taxas de 

mortalidade podem chegar a 10 milhões de mortes até o ano de 2050. 

Ao longo dos anos, o relato de Enterobacterales MDR obtidos de diferentes nichos 

ambientais, incluindo os ambientes aquáticos, vem aumentando no mundo todo. Os 

ecossistemas aquáticos atuam como grandes reservatórios e dispersores de bactérias MDR e 

seus ARGS e/ou MTGs, sendo reconhecidos como hotspots para o desenvolvimento de 

resistência aos antimicrobianos e de tolerância aos metais. Além disso, águas contaminadas 

podem se difundir para diversos outros ambientes, aumento a exposição dos seres humanos e 

outros animais, e colocando os mesmos em risco. Portanto, a caracterização de 

Enterobacterales em amostras de água contribui para o monitoramento de bactérias MDR no 

meio ambiente e para os estudos de monitoramento da AMR, os quais estão associados ao 

conceito de Saúde Única, contribuindo para detecção de clones emergentes de alto risco de 

espécies clinicamente relevantes.  
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7 CONCLUSÕES  

 

 Presença de uma variedade de Enterobacterales em ambientes aquáticos, destacando E. 

coli e K. pneumoniae. 

 Baixa associação entre o fenótipo e o genótipo de tolerância aos metais.  

 Alta incidência de coexistência de ARGs e MTGS em isolados de ambientes aquáticos.  

 Diversidade de replicons de plasmídeos, destacando o grupo IncF. 

 Prevalência de isolados Klebsiella sp. exibindo um amplo perfil de AMR e carreando 

maiores taxas de ARGs, MTGs e replicons de plasmídeos. 

 Isolados de K. pneumoniae GC258 carreando ARGs e MTGs associados a plasmídeos 

circulando em córregos.  

 Evidenciação dos ecossistemas aquáticos como reservatórios e dispersores de ARGs e 

MTGs. 
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