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1. Introdução 

O crescente processo de resistência antimicrobiana tem ultrapassado os esforços 

internacionais para conter a emergência dos patógenos resistentes a antimicrobianos, o 

que atualmente resulta em 700 mil óbitos anuais e até 2050, poderá atingir 10 milhões, 

anualmente (WHO, 2019; Guenin et al., 2022). A aquisição de genes de resistência por 

patógenos ESKAPE – representados por Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e 

Enterobacter spp. – merece atenção pelo perfil multirresistente da maior parte dos 

isolados, sendo importantes impulsionadores das taxas de mortalidade (Santajit; 

Indrawattana, 2016; De Oliveira et al., 2020). 

Dentre as classes e subclasses de antimicrobianos, as quinolonas são consideradas 

de importância crítica para a medicina e medicina veterinária (WHO, 2019). No entanto, 

relatos de resistência contra essa classe têm atingido níveis alarmantes mundialmente 

(Karshenas et al., 2022). Nesse sentido, a perspectiva de Saúde Única destaca a 

importância do monitoramento dos padrões de resistência de bactérias patogênicas como 

mecanismo para entender e gerenciar a ameaça representada à saúde (Djordjevic et al., 

2024). Portanto, o objetivo do presente projeto é isolar bactérias do grupo ESKAPE de 

ambientes veterinários e identificar os padrões de resistência a quinolonas expressos por 

esses patógenos, apontando para a relevância do nicho ambiental como um importante 

reservatório de bactérias portadoras de genes de resistência relevantes para a saúde 



 

humana e animal. 

 

2. Metodologia 

Serão incluídas superfícies, equipamentos, instrumentos de manejo e outros 

materiais considerados limpos utilizados no manejo animal, totalizando 200 colheitas. As 

colheitas serão realizadas com auxílio de swabs estéreis, que serão friccionados em 

movimentos de vaivém com leve pressão, em superfícies em área delimitada de 5 x 5 cm2. 

Os swabs serão inoculados em Caldo Triptona de Soja (TSB) e incubados em 

aerobiose a 35°C ± 1C por 24 horas. Em seguida, serão semeados em Ágar Sangue - 5% 

de sangue ovino e ágar MacConkey e incubadas em aerobiose a 35°C ±1°C por até 72 

horas, visando a obtenção de bactérias do grupo ESKAPE. 

Os isolados serão caracterizados fenotipicamente por suas características morfo- 

tintoriais e bioquímicas (Quinn, 2005). Para confirmação da identificação, serão 

submetidos à Ionização e Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF). Os 

testes posteriores serão realizados a partir da padronização do inóculo, em que as bactérias 

serão inoculadas em 4 mL de NaCl 0,9% estéril até atingir o valor 0,5 na escala de 

McFarland, e sua turbidez será confirmada por espectrofotometria a 600 nanômetros até 

atingir o valor 0,08 a 0,13° Ângstrom, que corresponde a 1x108 UFC/mL (CLSI, 2015). 

Para a técnica de disco-difusão, os inóculos padronizados serão semeados em 

Ágar Mueller-Hinton (MH) e serão acrescidos discos de quinolonas, incluindo ácido 

nalidíxico - 30 µg, enrofloxacina 30 µg, ciprofloxacina - 30 µg, norfloxacina - 30 µg, 

levofloxacina - 30 µg e moxifloxacina - 30 µg. As placas serão incubadas em aerobiose a 

35°C ±1°C por 18 horas. Os halos formados serão medidos e comparados com os 

estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2017; CLSI, 2018). 

Para a concentração inibitória mínima (CIM), serão adicionados 180 μL de Caldo 

Muller-Hinton (MHB) estéril em cada poço da fileira “A” de uma microplaca de 96 poços, 

e os poços da fileira “B” à fileira “G” receberão 100 μL. 20 μL dos antimicrobianos serão 

distribuídos nas fileiras “A” até “G”, e a última será reservada para os controles negativo 

(apenas MHB) e positivo (MHB e cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213). Diluições 

serão realizadas transferindo 100 uL de uma fileira para a próxima, resultando em sete 

concentrações. 10 μL do inóculo padronizado serão adicionados e a placa será incubada 

em aerobiose a 35°C ±1°C por 24 horas. A CIM será determinada pela leitura da 



 

densidade óptica a 605 nanômetros (CLSI, 2017; CLSI, 2018). 

Na mesma placa, serão adicionados 15 μL de Resazurina a 0,01%, com uma hora 

de incubação em aerobiose a 35°C ±1°C. A redução de resazurina, sugestiva de 

metabolismo celular, será designada pela mudança da coloração azul para a rosa. A reação 

redutiva será confirmada por espectrofotometria a 590 nanômetros (Kumar; Nagarajan; 

Uchil, 2018). Para a concentração bactericida mínima (CBM), 10 μL das substâncias 

serão semeadas em ágar MH e serão incubadas em aerobiose a 35°C ±1°C por 24h e será 

considerada a CBM a menor diluição em que não houver crescimento (CLSI, 1999). 

Para a pesquisa de biofilme, as bactérias serão inoculadas em microplacas e 

incubadas em aerobiose a 37°C por 24 horas. Para o controle positivo, será utilizada a 

cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538, e para o negativo, Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228. Após a incubação, o conteúdo será vertido, serão adicionados 200 μl de 

solução de NaCl 0,9% e será vertido novamente. Após a secagem, serão adicionados 200 

μL de metanol por 15 minutos. O metanol será vertido e o conteúdo será corado com 200 

μL de cristal violeta por mais 15 minutos. O conteúdo será vertido e os poços serão 

lavados com água. Ao final, serão adicionados 240 μL de ácido acético glacial e as placas 

serão submetidas a leitura da densidade óptica a 600 nanômetros (Stepanovi et al., 2007). 

Para a pesquisa de bombas de efluxo, as bactérias serão cultivadas em Ágar MH 

e incubadas em aerobiose a 35°C ±1°C por 24 horas. Uma colônia será transferida para 

TSB e mantida durante mais 24 horas (Gressler et al., 2014). O inóculo será aplicado em 

placas de MH com 0,2 mg/mL de brometo de etídio e incubado em aerobiose a 35°C ±1°C 

por 48 horas. As placas serão visualizadas em luz ultravioleta, sendo considerado positivo 

para o sistema de efluxo a fluorescência das colônias. Como controle positivo, será 

utilizada a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gressler et al., 2014). 

Para a Reação em Cadeira da Polimerase (PCR), as bactérias serão inoculadas em 

MH e incubadas em aerobiose a 37°C por 24 horas. Três a cinco colônias serão 

suspendidas em 500 μL de água Milli-Q e submetidas a extração de DNA por 

aquecimento. O protocolo de PCR será realizado de acordo com o procedimento 

padronizado para cada kit comercial, considerando as seis bactérias-alvo. Ao final, 5 μL 

do produto obtido será corrido em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etídio e 

visualizado em transiluminador UV. Os produtos amplificados serão enviados para 



 

sequenciamento na plataforma Sanger para detecção de mutações nos genes GyrA e ParC. 

A análise será feita no GraphPad Prism©. Serão calculadas medidas de tendência 

central (média e mediana) e dispersão (desvio padrão). A normalidade dos dados será 

avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. CIM e CBM serão analisadas por ANOVA. A 

expressão de bombas de efluxo, formação de biofilme e presença de genes de resistência 

serão avaliadas por prevalência. O nível de significância adotado será p < 0,05. 

 

3. Resultados e discussão 

Em ensaios preliminares com 25 coletas, quatro das bactérias-alvo foram isoladas 

de um hospital veterinário, Staphylococcus aureus (5 == 20%), Enterococcus faecium (2 

== 8%), Klebsiella pneumoniae (1 == 4%) e Pseudomonas aeruginosa (1 == 4%). Fora 

desse grupo, o principal isolado foi Staphylococcus coagulase negativa. O predomínio de 

Staphylococcus spp. é sustentado pela literatura, tratando-se de um patógeno amplamente 

disseminado em superfícies, pele e mucosas (Tigabu; Getaneh, 2021). 

O baixo percentual de coliformes e agentes saprófitos, representado por Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, indica eficiência na limpeza dos ambientes 

amostrados, embora ainda seja identificada certa persistência. Até o presente momento, 

dentro do que se sabe, há apenas um estudo em nível mundial que correlacione esse grupo 

de patógenos com ambientes veterinários, o que representa um importante limitante para 

o entendimento da dinâmica populacional bacteriana em um contexto de saúde única. 

 

4. Considerações finais 

Espera-se que os resultados deste estudo permitam a identificação de isolados 

ESKAPE em ambientes veterinários, com destaque para a frequência e o perfil de 

resistência a quinolonas. Desse modo, contribuirá para o mapeamento da diversidade 

microbiana nesses ambientes, bem como para a compreensão do papel da microbiota 

ambiental como reservatório de patógenos multirresistentes na perspectiva “One Health”. 
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