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RESUMO 

 

A ampla utilização de drogas antimicrobianas tem resultado em aumento e 

disseminação da resistência aos antimicrobianos entre bactérias patogênicas para o homem.  

Além do uso indiscriminado em humanos, estas drogas também são extensivamente utilizadas 

em medicina veterinária e no manejo de animais para a produção de alimentos, o que é 

reconhecido como um fator associado ao desenvolvimento da resistência em bactérias 

patogênicas ou comensais de animais. Evidências microbiológicas e clínicas reforçam a 

associação entre o uso de antimicrobianos na produção animal e o aumento da prevalência de 

bactérias resistentes na população humana. Sendo assim, a regulamentação da utilização de 

antimicrobianos no manejo de animais de produção e na terapêutica veterinária é de grande 

interesse para o Brasil, pois envolve além de importantes aspectos de saúde pública, questões 

comerciais, pois o país é um dos maiores exportadores de carnes do mundo. Neste estudo, 

foram analisadas amostras de carnes bovina, suína e de frango, visando à detecção de 

Salmonella e Escherichia coli produtoras de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Os 

isolados bacterianos, obtidos de novembro de 2010 a agosto de 2011, foram submetidos ao 

teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, e 34 cepas foram submetidas à PCR para 

detecção dos genes blaCTX-M, blaGES, blaSHV e blaTEM. A presença de genes de ESBLs foi 

confirmada em seis isolados, sendo blaCTX-M-2 detectado em uma cepa de Proteus mirabilis, 

uma Klebsiella pneumoniae, uma Citrobacter diversus e duas E. coli. O gene blaSHV-2 foi 

detectado em uma cepa de K. pneumoniae. A caracterização do ambiente genético de blaCTX-

M-2 indicou a presença de integrons de classe 1 em todas as cepas, exceto C. diversus. Todos 

os blaCTX-M-2 foram detectados em cepas isoladas de amostras de carne suína. A presença de 

outras Enterobacteriaceae multirresistentes e carreadoras de genes de ESBLs em carnes pode 

constituir um risco para a saúde humana. 

 
Palavras-chave: β-lactamases de espectro estendido; Enterobacteriaceae; Carne. 



 
 

ABSTRACT 

 

The wide use of antimicrobial drug has resulted in increase and spread of 

antimicrobial resistance among pathogenic bacteria for humans.  In addition, these drugs are 

extensively used in veterinary and agriculture for food production, which is recognized as a 

factor associated with the development of resistance in pathogenic or commensal bacteria of 

animals. Microbiological and clinical evidence strengthen the association between use of 

antimicrobials in animal production and the increasing prevalence of resistant bacteria in the 

human population. Thus, regulation of the use of antimicrobials in the management of 

livestock and veterinary therapy has great interest for Brazil, because it involves, in addition 

to important public health issues, trade issues, as the country is one of the largest exporters of 

beef in the world. In this study, we analyzed samples of beef, pork and chicken meat, focusing 

on the detection of extended-spectrum β-lactamase (ESBLs)-producing Salmonella and 

Escherichia coli. The bacterial isolates, obtained from November, 2010, to August, 2011, 

were tested for antimicrobial susceptibility, and 34 strains were tested by PCR for detection of 

blaCTX-M, blaGES, blaSHV and blaTEM genes. The presence of ESBLs genes was confirmed in 

six isolates, being blaCTX-M-2 detected in a strain of Proteus mirabilis, one Klebsiella 

pneumoniae, one Citrobacter diversus and two E. coli. The blaSHV-2 gene was detected in a K. 

pneumoniae strain. The characterization of the genetic environment of blaCTX-M-2 indicated the 

presence of a class 1 integron in all strains, except C. diversus. All blaCTX-M-2 were detected in 

strains isolated from pork samples. The presence of other multidrug-resistant 

Enterobacteriaceae carrying ESBLs genes in meat samples may represent a risk to human 

health. 

 
Keywords: extended-spectrum β-lactamase; Enterobacteriaceae; Meat samples. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Nos últimos sessenta anos, descritos como a era dos antimicrobianos, surgiu uma 

grande diversidade de drogas antimicrobianas que alteraram a história da medicina, 

permitindo o tratamento de infecções antes fatais para seres humanos. Infelizmente, os 

benefícios trazidos por estas drogas foram acompanhados pelo surgimento da resistência aos 

antimicrobianos em várias espécies de bactérias patogênicas (MOELLERING, 1998). 

Atualmente, o tratamento das infecções bacterianas é frequentemente uma tarefa complicada 

devido ao aparecimento e à constante evolução das bactérias resistentes aos antimicrobianos 

disponíveis comercialmente (ALEKSHUM & LEVY, 2004; SLAMA, 2008), o que resulta em 

maiores períodos de internação e aumento das taxas de mortalidade e dos custos da assistência 

à saúde (PITOUT, 2008; TALBOT et al., 2006). Apesar desta realidade, a indústria 

farmacêutica tem reduzido drasticamente os investimentos no desenvolvimento de novas 

drogas (TALBOT et al., 2006), e a resistência aos antimicrobianos é hoje um dos maiores 

problemas de saúde pública no mundo. 

Historicamente, bactérias multirresistentes foram descritas como um problema 

exclusivo em hospitais. Entretanto, nos últimos vinte anos, aumentaram os relatos de 

infecções causadas por essas bactérias em pacientes atendidos em outros serviços de saúde, 

como centros de hemodiálise e casas de repouso. Mais recentemente, bactérias 

multirresistentes tornaram-se um importante problema na comunidade, afetando pessoas com 

limitado ou nenhum contato com instituições de assistência à saúde (CHEN et al., 2009). 

O aumento e a disseminação da resistência entre bactérias patogênicas para o homem 

são vistos, atualmente, como consequências da ampla utilização de drogas antimicrobianas, 

que exercem pressão seletiva sobre bactérias com mecanismos de resistência naturais ou 

adquiridos (STRUELENS, 1998). De fato, o uso indiscriminado de antimicrobianos em saúde 

humana, incluindo o excesso de prescrições, a administração de drogas ou de doses 

inadequadas e a duração insuficiente do tratamento, é reconhecido como fator que contribui 

para a disseminação e o constante aumento das taxas de resistência (WHO, 2001). 

Além do uso indiscriminado em humanos, drogas antimicrobianas também são 

extensivamente utilizadas em medicina veterinária e no manejo de animais para produção de 

alimentos, o que é reconhecido como um fator associado ao desenvolvimento da resistência 

em bactérias patogênicas ou comensais de animais (CORNELI, 2004; PRICE, 2007). Nestas 

atividades, os antimicrobianos são utilizados para o tratamento de doenças infecciosas de 

várias etiologias e profilaxia contra agentes causadores de diarréia, e também como 
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promotores de crescimento, visando maior rendimento da cadeia produtiva de carnes por 

aumentarem a eficiência da conversão alimentar, o ganho de peso e a uniformidade dos lotes 

(AARESTRUP, 2006). 

Cepas de várias espécies bacterianas apresentando resistência a diversos 

antimicrobianos têm sido isoladas de carnes de animais de produção, como aves, suínos e 

bovinos (CARATTOLI, 2008), demonstrando a importância destes animais como 

reservatórios de genes de resistência. Evidências microbiológicas acumuladas até o momento 

mostram a relação do uso de antimicrobianos na produção animal e o aumento da prevalência 

de bactérias resistentes na população humana. A colonização do trato gastrintestinal de 

humanos por bactérias resistentes a antimicrobianos comensais desses animais e a ocorrência 

de infecções por estas bactérias adquiridas via cadeia alimentar são descritas na literatura 

(BOERLIN & REID-SMITH, 2008). 

Sendo assim, diversos países têm procurado regulamentar a utilização de 

antimicrobianos no manejo de animais de produção e na terapêutica veterinária. Em 2002, a 

APUA (“Alliance for the Prudent Use of Antibiotics”) recomendou que todos os países 

tornassem disponíveis ao domínio público os dados quantitativos do uso de antimicrobianos 

na medicina humana, veterinária e na agricultura. Além disso, é recomendado que i) 

antimicrobianos sejam usados apenas para o tratamento de doenças, ii) que sejam 

administrados para animais somente com prescrição veterinária, iii) que agências reguladoras 

de todos os países considerem dados sobre a ecologia da resistência aos antimicrobianos ao 

avaliar o risco para a saúde humana provocado pela utilização de antimicrobianos na 

agricultura e medicina veterinária, e iv) que programas de pesquisa da resistência 

antimicrobiana sejam expandidos (FAAIR SCIENTIFIC ADVISORY PANEL, 2002). A 

adesão a estas práticas é de grande interesse para o Brasil, pois, além dos importantes aspectos 

de saúde pública, envolve questões comerciais, já que o país é um dos maiores exportadores 

de carnes do mundo (SPINOSA, 2002). Ainda, a União Européia já impõe restrições à 

importação de produtos de origem animal originados de países que utilizam antimicrobianos 

como promotores de crescimento (FARIA  et al., 2009). 

No Brasil, existem poucos estudos sobre a ocorrência e prevalência dos principais 

mecanismos de resistência a drogas antimicrobianas em bactérias causadoras de zoonoses. 

Dados da literatura, embora escassos, mostram a ocorrência de cepas resistentes em carnes de 

aves e suínos analisados no país e relatam a extensa utilização de antimicrobianos para a 

promoção do crescimento (FRACALANZZA et al., 2007; MEDEIROS et al., 2011; 

PESSANHA & GONTIJO FILHO, 2001), apesar da regulamentação desta prática pelo 
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Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento do Brasil, através de diversas portarias 

que regulamentam a utilização de determinados antimicrobianos. Dentre essas portarias, 

citam-se a Portaria nº 159/92, que proíbe o uso de Clortetraciclina e Oxitetraciclina como 

promotores de crescimento, e as Portarias nº 259/92 e nº 448/98, que proíbem o uso do 

Cloranfenicol e do nitrofurano Furazolidona na alimentação animal, respectivamente 

(BRUMANO & GATTÁS, 2009). Muitas agroindústrias acatam adicionalmente proibições 

que vigoram em outros países para atender os mercados internacionais. Um exemplo é a 

suspensão voluntária da bacitracina de Zn, tilosina, virginiamicina e espiramicina que 

algumas empresas brasileiras realizaram devido à proibição na Comunidade Européia em 

1998 (SONCINI, 1999). 

As carnes são os principais alimentos responsáveis pela veiculação de patógenos ao 

homem, devido às suas características ideais para a multiplicação bacteriana (ICMSF, 2005). 

Salmonella spp. e Escherichia coli foram selecionadas para este estudo porque são patógenos 

com extensa casuística de associação em surtos ou casos isolados de infecções adquiridas 

através do consumo de alimentos de origem animal (MEAD et al.,1999; VOETSCH et al., 

2004, WHICHARD et al., 2010), e estão entre os principais patógenos veiculados por 

produtos cárneos (ICMSF, 2005; RHOADES et al., 2009). Na última década, a aquisição de 

genes de resistência a drogas β-lactâmicas tanto por Salmonella quanto por E. coli tem sido 

relatada na literatura (CARATTOLI, 2008). Este fato é preocupante porque tais drogas são a 

principal opção terapêutica para o tratamento de infecções por estes patógenos. 

Considerando-se que Salmonella e Escherichia coli são patógenos adquiridos também 

em virtude do consumo e do contato com carnes, e que E. coli  é reconhecida como um 

importante veículo para a disseminação de genes de resistência entre populações bacterianas 

de animais e humanos (O´BRIEN, 2002; SCHJ RRING et al., 2008), a investigação da 

presença destes poderá auxiliar na execução de programas de segurança alimentar que 

avaliem o risco de aquisição de cepas bacterianas resistentes por meio da alimentação, 

auxiliando na contenção da emergência e evolução da resistência. 

 

1.1 Utilização de Antimicrobianos na Produção Animal e Medicina Veterinária 

 

Os antimicrobianos são utilizados na produção animal para profilaxia e tratamento de 

diversas doenças infecciosas, além do uso para a promoção do crescimento (PRESCOTT, 

2008). No último caso, podem ser adicionados na alimentação, em doses subterapêuticas, com 

a finalidade de prevenir, reduzir ou controlar microrganismos prejudiciais ao processo 
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digestivo, melhorando a eficiência da conversão alimentar e o crescimento (BUTOLO, 1999; 

BUTOLO, 2002).  

Atualmente, a utilização de antimicrobianos como promotores de crescimento é uma 

prática condenada em vários países, pois vários estudos relatam a relação entre a utilização de 

doses subterapêuticas de antimicrobianos e o desenvolvimento da resistência. A União 

Européia restringe esta prática desde 2006; nos EUA, existe uma grande pressão para a 

eliminação desta prática (ROE & PILLAI, 2003); e no Brasil, várias portarias regulamentam a 

prática visando manter a exportação de carne para países da União Européia e outros 

(BRUMANO & GATTÁS, 2009).  

Apesar das políticas de redução da utilização de antimicrobianos como promotores de 

crescimento, a sua utilização em medicina veterinária tem aumentado drasticamente, assim 

como os relatos de resistência em espécies bacterianas patogênicas ou comensais de animais 

de produção e domésticos (SOULSBY, 2007). Na terapêutica veterinária, diversos grupos de 

antimicrobianos são utilizados; dentre eles, destacam-se os β-lactâmicos (penicilinas e 

cefalosporinas), aminoglicosídeos, macrolídeos, sulfonamidas, tetraciclinas e quinolonas 

(GOMES, 2004; PRESCOTT, 2008, SMET et al., 2009). 

O β-lactâmico Ceftiofur, amplamente utilizado no tratamento de doenças infecciosas 

em aves, é análogo ao β-lactâmico Cefotaxima, utilizado no tratamento clínico humano. Outro 

exemplo é a fluoroquinolona Enrofloxacina, utilizada de maneira profilática em animais, cujo 

antimicrobiano análogo Ciprofloxacina tem grande importância no tratamento de infecções 

em humanos. Assim, a presença, em animais, de bactérias que possuem genes de resistência a 

antimicrobianos caracteriza risco à saúde humana, já que esses genes podem ser transferidos a 

patógenos humanos, dificultando o tratamento da infecção.  

 

1.2 Salmonella spp. e Escherichia coli: Importância em Saúde Humana e Animal  

 

Salmonella spp. e Escherichia coli são membros da família Enterobacteriaceae, que 

constitui a maior e mais heterogênea família de bactérias Gram-negativas de importância 

clínica (DENTON, 2007; FORBES, 1998). São bacilos não formadores de esporos, com 

motilidade variável, oxidase negativos, anaeróbios facultativos, fermentadores de glicose com 

ou sem produção de gás, catalase positivos, que reduzem nitrato a nitrito e crescem em meios 

básicos, ricos e seletivos (FARMER, 1999).  

A maioria das Enterobacteriaceae é encontrada no trato gastrintestinal de humanos e 

animais, na água, solo e vegetais (FARMER, 1991). Algumas são consideradas 
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enteropatógenos por causarem, preferencialmente, infecções gastrintestinais, como os 

diversos sorotipos de Salmonella enterica e de Escherichia coli. Podem, também, causar 

infecções em outros sítios corpóreos, sendo responsáveis por cerca de 70% das infecções 

urinárias e 50% das septicemias (BRASIL, 2004).  

Salmonella é uma Enterobacteriaceae amplamente disseminada na natureza e que 

possui, como principais reservatórios, os animais e o homem. O gênero consiste de duas 

espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori. Salmonella enterica inclui seis 

subespécies (S. enterica enterica, S. enterica salamae, S. enterica arizonae, S. enterica 

diarizonae, S. enterica houtenae e S. enterica indica). Salmonella enterica subsp. enterica 

possui 1531 sorotipos, dentre eles os mais comuns causadores de doença em humanos 

(GRIMONT & WEILL, 2007).  

Até meados dos anos 1980, Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Typhi era 

considerado o principal causador de infecção em humanos (D’AOUST, 1989), sendo a 

maioria dos casos causados pelo consumo de água contaminada, com raras descrições de 

ocorrências causadas por alimentos. Salmonella Typhi é o agente etiológico da febre tifóide, 

uma infecção sistêmica. Esse sorotipo tem como único hospedeiro o homem, e assim, a 

transmissão depende do contato entre humanos ou de veículos alimentares contaminados com 

fezes humanas (FOLEY & LYNNE, 2008).  

Posteriormente, Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Enteritidis emergiu 

como o mais importante agente causador de salmonelose em todo o mundo (ANDREATTI 

FILHO, 2006). Além de Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium também é um 

importante patógeno humano, sendo um sorotipo extremamente invasivo (BARROW, 1995). 

A pandemia de Salmonella Enteritidis é atribuída, principalmente, à transmissão 

transovariana da bactéria entre aves de granja (EUA, 1998). Também está associada à 

globalização da economia, com a grande movimentação de alimentos e animais de produção 

através do mundo e o desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos. A grande 

frequência de detecção de Salmonella enterica em carnes deve-se, principalmente, à 

contaminação da carcaça do animal com o conteúdo intestinal durante o processamento 

(MATSUBARA, 2005; SNOEYENBOS & WILLIAMS, 1991), e a maioria dos casos de 

infecção causados por esta bactéria se deve ao manuseio e/ou ao cozimento inadequado dos 

alimentos (TODD, 1997), sendo que os de origem animal são os principais, mas não os 

únicos, envolvidos em surtos de infecção.  

Somente nos EUA, onde existe um eficiente sistema de notificação de infecções 

alimentares, ocorrem anualmente cerca de 1,4 milhões de casos de salmonelose, resultando 
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em 17.000 hospitalizações e mais de 500 mortes (MEAD et al.,1999; VOETSCH et al., 2004). 

Acompanhando a pandemia de Salmonella Enteritidis, foi verificado um aumento 

significativo no isolamento desse sorotipo no Estado de São Paulo a partir de 1993 

(TAVECHIO et al., 1996). 

As infecções por Salmonella Enteritidis em humanos podem variar desde o estado de 

portador assintomático até manifestações clínicas, que variam entre infecções locais, tal como 

a gastrenterite, até septicemia. A gastrenterite, caracterizada por diarréia, cólicas abdominais e 

febre, é a forma mais comum, benigna, e autolimitada de salmonelose. Em uma pequena 

porcentagem dos casos, a septicemia e a infecção invasiva de órgãos e tecidos podem ocorrer, 

causando osteomielite, pneumonia e meningite (COHEN et al., 1987). 

 Em aves, infecções por Salmonella Enteritidis com sinais clínicos e mortalidade 

afetam, principalmente, animais jovens ou submetidos a condições de estresse (BERCHIERI 

JÚNIOR, 2000; FERREIRA et al., 1990). Em aves adultas, as infecções são geralmente 

assintomáticas, mas pode ocorrer queda na produção de ovos em função de alterações do 

ovário, mortalidade embrionária e mortalidade em aves recém-nascidas (GAST, 1997). 

Escherichia coli é a espécie predominante entre todas as Enterobacteriaceae 

encontradas no trato gastrintestinal humano e de animais, sendo que vários sorotipos são 

comensais. Como parte da microbiota normal, traz benefícios ao hospedeiro por impedir a 

colonização por bactérias patogênicas, sintetizar ácidos graxos, vitaminas K e do complexo B 

(DRASAR & HILL, 1974). Entretanto, sorotipos diarreiogênicos podem provocar infecções 

em humanos. As E. coli  diarreiogênicas estão distribuídas em seis grupos, com base em seus 

fatores de virulência e características fenotípicas, sendo denominadas: enteropatogênicas 

(EPEC), enterotoxigênicas (ETEC), enteroinvasoras (EIEC), enteroagregativas (EAggEC), E. 

coli com padrão de aderência difuso (DAEC), e E. coli produtoras de toxina de Shiga (STEC). 

As infecções em humanos adquiridas através do consumo de alimentos contaminados 

geralmente envolvem STEC e, com menos frequência, EPEC, ETEC e EaggEC (NEWELL et 

al., 2010).  

Considerando-se que E. coli faz parte da microbiota intestinal normal, e entre as 

bactérias de habitat reconhecidamente fecal, é a mais comum (EVANGELISTA, 2001), sua 

presença em alimentos indica falhas na higiene e contaminação de origem fecal, sendo que 

elevadas contagens podem estar relacionadas à presença significativa de outras espécies de 

enteropatógenos, como Salmonella spp. (EISEL et al., 1997; GILL et al.,1996; JAY, 2000). 

Em bovinos, E. coli de sorotipos patogênicos para o ser humano são encontrados como 

comensais, como a E. coli O157:H7, uma cepa produtora de toxina de Shiga (STEC) 
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(PRUIMBOOM-BRESS et al., 2000). Silveira e colaboradores (1999) analisaram a ocorrência 

de E. coli O157:H7 em hambúrgueres produzidos no Brasil, revelando que em 1,9% dos 

produtos analisados foi detectado o sorotipo O157 (SILVEIRA et al., 1999). Um estudo 

realizado por Franco e Mantilla (2004) mostrou altos índices de contaminação em cortes de 

carne bovina com EPEC e EIEC. Esses sorotipos também foram encontrados em coxas de 

frango (LEITE & FRANCO, 2006). No estudo de Cook e colaboradores (2012), foram 

encontradas STEC em 1% dos peitos de frango analisados no Canadá (COOK et al., 2012).  

 

1.3 Resistência de Escherichia coli e Salmonella spp. aos β-Lactâmicos 

 

As drogas β-lactamâmicas, como penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e 

carbapenêmicos, estão entre as mais prescritas em todo o mundo, apesar da crescente 

resistência observada entre as diversas espécies de patógenos bacterianos (SMET et al., 2009). 

Pertencem a uma família de antimicrobianos com atividade antibacteriana que se caracteriza 

por possuir um anel β-lactâmico ligado a um anel de tiazolidina e, ainda, uma cadeia lateral 

variável (FONZÉ, 1995). A integridade do anel β-lactâmico é imprescindível à sua atividade, 

que consiste em inativar um conjunto de transpeptidases que catalisam ligações cruzadas na 

fase final de síntese do peptideoglicano. A hidrólise do anel β-lactâmico implica na inativação 

do antimicrobiano (SOUSA, 2000). 

Entre as bactérias Gram-negativas, a produção de β-lactamases é o principal 

mecanismo de resistência às drogas β-lactâmicas (MEDEIROS & CRELLIN, 1997). As β-

lactamases são enzimas que hidrolisam os antimicrobianos β-lactamâmicos pela hidroxilação 

irreversível da ligação amida do anel β-lactâmico, gerando compostos sem atividade 

antimicrobiana (BUSH, 2001). β-lactamases de espectro estendido (ESBLs) apresentam a 

capacidade de hidrolisar as penicilinas, todas as cefalosporinas, e o aztreonam (BERTRAND 

et al., 2006; PATERSON & BONOMO, 2005), e representam um importante problema de 

saúde pública, pois bactérias produtoras de ESBL são a maior causa de falha terapêutica com 

cefalosporinas (BRADFORD, 2001; BUSH, 2001).  

Dois esquemas são comumente utilizados na classificação das β-lactamases: a 

classificação molecular de Ambler (AMBLER, 1980; AMBLER et al., 1991) e a classificação 

funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (BUSH et al., 1995). A classificação molecular de 

Ambler baseia-se na homologia de aminoácidos entre as enzimas, e reconhece quatro classes, 

designadas de A a D. As classes A, C e D são enzimas que contém o aminoácido serina em 

seu sítio ativo; a classe B é representada pelas metaloenzimas, contendo zinco no sítio ativo. 
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A classificação funcional de Bush-Jacoby-Medeiros baseia-se na similaridade entre os perfis 

de substratos e inibidores das β-lactamases, sendo considerada de maior utilidade em estudos 

microbiológicos. Entretanto, atualmente, utiliza-se a combinação das características 

estruturais e funcionais das β-lactamases (GISKE et al., 2009). 

A maioria das ESBLs pertencem ao grupo A de Ambler e ao grupo 2 de Bush-Jacoby-

Medeiros. A primeira ESBL foi descrita em 1983 (KNOTHE et al., 1983), após a introdução 

das cefalosporinas de terceira geração para o tratamento de infecções graves causadas por 

bactérias Gram-negativas produtoras de β-lactamases de espectro restrito (PATERSON & 

BONOMO, 2005). De acordo com a última atualização do site da Lahey Clinic, que é a 

referência para a consulta sobre a diversidade de β-lactamases descritas, existem até o 

presente mais de 781 tipos de β-lactamases, distribuídas entre os tipos TEM, SHV, CTX-M, 

OXA, GES, PER, VEB e KPC (JACOBY & BUSH, 2012). As ESBLs tipo SHV, TEM e 

CTX-M são mais comumente encontradas em membros da família Enterobacteriaceae, sendo 

que, atualmente, as CTX-M são as mais frequentemente encontradas entre isolados clínicos 

humanos de origem hospitalar e comunitária (BAUERNFEID et al., 1990; BONNET, 2004; 

ROMERO et al., 2005).  Além destas, a frequência de isolamento de GES, PER e VEB tem 

aumentado, e a produção destas enzimas por bactérias Gram-negativas tem se tornado um 

problema emergente (NAAS et al., 2008). 

O aumento da produção de ESBLs por Enterobacteriaceae isoladas de animais 

começou a ser detectado a partir do ano 2000, cerca de dez anos após o crescimento da 

detecção de ESBLs em cepas isoladas de humanos, observado no início dos anos 1990 

(ARLET et al., 2006; BERTRAND et al., 2006; CARATTOLI, 2008; CLOECKAERT et al., 

2007; JACOBY, 2009; SMET et al., 2009; LI et al., 2007; PATERSON & BONOMO, 2005; 

PITOUT & LAUPLAND, 2008; WALSH et al., 2008). Atualmente, bactérias produtoras de 

ESBLs têm sido frequentemente isoladas de animais de produção, o que pode caracterizar um 

risco para a saúde humana, já que estas podem colonizar ou provocar doenças em humanos, 

além de servir como reservatórios de genes de ESBLs que transitam entre humanos e animais 

(SMET et al., 2009). Além disso, em patógenos multirresistentes, a produção de ESBLs está 

frequentemente associada à resistência a outros antimicrobianos, como aminoglicosídeos, 

quinolonas, tetraciclinas e sulfas (CORNAGLIA et al., 2008). 

Dados do “Retail Meat Surveillance at the U.S.”, coordenado pelo “National 

Antimicrobial Resistance Monitoring System” (NARMS), mostraram cepas de E. coli com 

altas taxas de resistência aos antimicrobianos comumente utilizados na prática veterinária em 

amostras de carnes adquiridas comercialmente (EUA, 2006). A presença de Salmonella 
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Typhimurium multirresistente em gado, suínos e aves foi demonstrada por Wedel e 

colaboradores (2005).  

Um estudo publicado nos EUA, em 2006, mostrou um aumento na resistência aos 

antimicrobianos de diversas classes em Salmonella isoladas de animais, e o aumento drástico 

da resistência às cefalosporinas no período entre 2005 e 2006 (EUA, 2006). Este resultado é 

preocupante, pois a cefotaxima, uma cefalosporina de terceira geração, é uma importante 

droga para o tratamento de salmonelose em crianças (RABSCH et al., 2001). Além disso, o 

isolamento de cepas de Salmonella multirresistentes a partir de animais de produção é o 

indicador de maior magnitude de disseminação dos mecanismos de resistência entre outras 

enterobactérias comensais ou patogênicas, como por exemplo, as E. coli, que estão 

submetidas aos mesmos mecanismos de seleção e existem em uma população muito maior no 

trato gastrintestinal tanto de humanos quanto de animais (O´BRIEN, 2002).  

 

1.4 Disseminação de Escherichia coli e Salmonella spp. Produtoras de ESBLs 

 

A maioria dos sorotipos de Salmonella é comensal em aves, importante fonte desses 

patógenos para humanos. Nestes animais, cepas multirresistentes de Salmonella de vários 

sorotipos têm sido detectadas (GYLES, 2008; ZHAO et al., 2005), e a transmissão de 

Salmonella resistentes aos β-lactâmicos diretamente de animais para humanos, devido ao 

contato próximo ou ao consumo de carne contaminada, tem sido demonstrada em vários 

relatos (BERTRAND et al., 2006; CLOECKAERT et al., 2007; FEY et al., 2000). De fato, a 

transmissão de agentes zoonóticos é a primeira via de disseminação da resistência aos 

antimicrobianos entre animais de produção e humanos (BERTRAND et al., 2006; 

CLOECKAERT et al., 2007). Neste contexto, Price e colaboradores (2007) demonstraram 

uma alta prevalência de colonização de trabalhadores em granjas de aves com E. coli 

resistentes à gentamicina, quando comparados com indivíduos na comunidade e 

hospitalizados.  

Além da transferência direta, a transmissão horizontal de genes de resistência da 

microbiota comensal de animais para bactérias da microbiota intestinal humana tem sido 

descrita como um importante fator relacionado à disseminação da resistência. Bactérias 

resistentes presentes em humanos devido ao consumo de alimentos contaminados transmitem 

genes de resistência via elementos genéticos móveis, tais como transposons e plasmídeos 

(KRUSE & SORUM, 1994). As principais β-lactamases produzidas por Enterobacteriaceae 

isoladas de animais são as mesmas produzidas por patógenos ou comensais humanos, e a 



24 
 

 

origem dos genes de ESBLs em bactérias isoladas de animais é um tema controverso devido 

aos diversos relatos do movimento dos genes de resistência de humanos para animais ou vice-

versa (CLOECKAERT et al., 2007; ENSOR et al., 2007). Alguns autores acreditam que genes 

de ESBLs em bactérias isoladas de animais tenham origem humana (HERNÁNDEZ et al., 

2005), mas as β-lactamases encontradas em bactérias isoladas de humanos podem também ser 

de origem animal, como foi descrito para Salmonella Infantis e Virchow resistentes às 

cefalosporinas (BERTRAND et al., 2006; CLOECKAERT et al., 2007).  

A transferência horizontal de genes é um fenômeno comum na maioria dos 

microambientes (CASSONE & GIORDANO, 2009). A transmissão de genes de resistência de 

E. coli para Salmonella foi demonstrada experimentalmente no trato gastrintestinal de 

galinhas (GAST & STEPHENS, 1986;  POPPE et al., 2005), e existem relatos indicando a 

aquisição de plasmídeos de resistência por E. coli e Salmonella no intestino humano 

(KARAMI et al., 2007; SU et al., 2003; YAN et al., 2005).  

Com a globalização do comércio de alimentos, acredita-se que a dispersão de genes de 

resistência tenha se acentuado, contribuindo para a mudança da prevalência de infecções 

resistentes em humanos em diferentes regiões do mundo. A aquisição de genes de β-

lactamases tanto por Salmonella quanto por E. coli parece ter aumentado nos últimos anos, 

com um aumento no número de relatos descrevendo bactérias carreando genes que conferem 

resistência às novas cefalosporinas (CARATTOLI, 2008; LIEBANA et al., 2006). 

 

1.5 Principais β-Lactamases Detectadas em Escherichia coli e Salmonella spp. 

 

 Em E. coli e Salmonella spp., as principais β-lactamases são as enzimas do tipo CTX-

M, SHV, TEM, GES, PER, VEB, OXA e KPC. As três primeiras são prevalentes em cepas 

isoladas de carnes e animais de produção, e também em isolados clínicos humanos. Já as 

enzimas tipo GES, PER, VEB, OXA e KPC são consideradas emergentes em E. coli e 

Salmonella spp., assim como em outras espécies de Enterobacteriaceae, isoladas de amostras 

clínicas. Entretanto, até o presente, as enzimas GES, PER e KPC não foram descritas em 

cepas isoladas de alimentos. A enzima VEB-1 foi descrita em Salmonella Galiema isolada a 

partir de carne de frango na China (YANG et al., 2010), e a detecção de β-lactamases tipo 

OXA em carnes e animais de produção têm sido descrita. Na Tunísia, Escherichia coli 

produtora de OXA-1 foi isolada de carne de aves (SOUFI et al., 2009); no Brasil, Salmonella 

Bredeney produtora de OXA-129 foi detectada em porcos (MICHAEL et al., 2008); e em 

Portugal, Salmonella Typhimurium produtora de OXA-30 foi detectada em isolados de 
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produtos cárneos suínos (ANTUNES et al., 2004). Neste último estudo, foi, ainda, 

demonstrada, dentro da mesma região geográfica do país, a relação clonal entre cepas isoladas 

dos produtos alimentícios e cepas isoladas de humanos com manifestações clínicas da 

infecção (ANTUNES et al., 2004). Por esta razão é importante incluir estas β-lactamases em 

programas de vigilância e, sendo assim, a produção de tais enzimas será investigada neste 

estudo. 

 

1.5.1 CTX-M 

 

As ESBLs tipo CTX-M receberam esta denominação por hidrolisarem, 

preferencialmente, a cefotaxima, apesar de, atualmente, serem conhecidas algumas variantes 

de CTX-M com alta capacidade hidrolítica sobre a ceftazidima (BONNET et al., 2001; 

PITOUT et al., 2004; POIREL et al., 2001b). A primeira enzima CTX-M foi caracterizada na 

Alemanha, em 1989, em um isolado clínico de E. coli (PITOUT et al., 2004). Em 1990, foi 

descrita a CTX-M-2, isolada de cepas de E. coli resistentes à cefotaxima durante uma 

epidemia na Argentina (BAUERNFEIND et al., 1990). Atualmente, são descritas mais de 120 

CTX-M (JACOBY & BUSH, 2012), e estas enzimas são as ESBL mais frequentemente 

encontradas em espécies da família Enterobacteriaceae (BAUERNFEIND et al., 1992; 

BONNET, 2004; PITOUT et al., 2008). 

As ESBL tipo CTX-M são agrupadas de acordo com a similaridade da sequência de 

aminoácidos em cinco grupos distintos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-

M-25. O grupo CTX-M-1 inclui as enzimas CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -22, -23, -28, -

29,    -30, -32, -33, -36, -54, -55, -57 e UOE-1. O grupo CTX-M-2 inclui as enzimas CTX-M-

2, -4, -7, -20, -31 e -44. O grupo CTX-M-8 inclui as enzimas CTX-M-8, -40 e -63. O Grupo 

CTX-M-9 inclui as enzimas CTX-M-9, -13, -14, -16 a -19, -21, -27, -45 a -50. O grupo CTX-

M-25 inclui CTX-M-25, -26, -39 e -41 (BONNET, 2004; CANTÓN & COQUE, 2006). A 

similaridade da sequência de aminoácidos das enzimas em um mesmo grupo de CTX-M é 

superior a 94%, e entre enzimas de grupos diferentes é inferior a 90% (BONNET, 2004). Uma 

exceção é a enzima CTX-M-45, pertencente ao grupo CTX-M-9. Esta enzima apresenta 

86,3% a 88% de similaridade com as demais enzimas pertencentes ao grupo, porém é 

considerada pertencente ao grupo CTX-M-9 porque o gene blaCTX-M-45 é variante do gene 

blaCTX-M-9, apresentando uma identidade de 98,1% a 98,5% com os genes que codificam as 

enzimas do grupo CTX-M-9 (BONNET, 2004; WALTHER-RASMUSSEN & HØIBY, 

2004). 
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O isolamento de Enterobacteriaceae produtoras de CTX-M a partir de animais de 

produção e carnes tem sido amplamente descrito, como E. coli produtoras de CTX-M-2 

isoladas de carcaças de gado no Japão (SHIRAKI et al., 2004) e de CTX-M-9 isoladas de 

carcaças de frango na Espanha (RIAÑO et al., 2006). Curiosamente, CTX-M-9 é também 

prevalente em isolados humanos na Espanha. Na França, Salmonella Virchow produtora de 

CTX-M-9 foi isolada em animais criados para consumo humano e, posteriormente, em uma 

amostra isolada de fezes de uma criança com gastrenterite (WEILL et al., 2004). É 

interessante destacar que, um ano após a publicação do estudo de Weill e colaboradores 

(2004), foi descrita, na Dinamarca, a identificação do gene blaCTX-M-9 em Salmonella Virchow 

isoladas de codornas importadas da França (YONG et al., 2005), o que demonstra o papel da 

globalização da economia na disseminação de bactérias e de genes de resistência. Um estudo 

realizado por Ensor e colaboradores (2007) demonstrou que peitos de frango pré-preparados 

importados do Brasil para o Reino Unido continham Escherichia coli produtoras de CTX-M-2 

genotipicamente idênticas às encontradas em humanos na América do Sul. A enzima CTX-M-

15, a mais amplamente difundida entre as Enterobacteriaceae isoladas de humanos, foi 

recentemente detectada em E. coli isoladas de aves domésticas e porcos (SMET et al., 2008; 

TIAN et al., 2008). ESBLs como CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-14 têm sido encontradas em 

E. coli isoladas de aves domésticas na Europa (BRIÑAS et al., 2003; GIRLICH et al., 2007; 

JOUINI et al., 2007; KOJIMA et al., 2005; MACHADO et al., 2008; SMET et al., 2008). No 

Brasil, um estudo realizado por Peirano e colaboradores (2006) para a identificação de genes 

de resistência em Salmonella enterica isoladas de amostras clínicas humanas, animais, ração 

animal e alimentos, identificou os genes blaCTX-M-9 e blaCTX-M-8.  

Assim como em cepas isoladas de humanos, CTX-M parece predominar em isolados 

de animais. Em E. coli comensais de humanos e animais isoladas na Espanha, as ESBLs mais 

detectadas são CTX-M-9 e CTX-M-1; em Portugal, SHV-12; na França, CTX-M-14 e CTX-

M-32;  CTX-M-1 na Itália; e CTX-M-2 no Japão (SMET et al, 2009). A predominância de 

ESBLs tipo CTX-M em E. coli e Salmonella isoladas de animais em vários países da Europa 

também foi descrita por Coque e colaboradores (2008). 

 A alta prevalência das enzimas CTX-M deve-se à sua grande capacidade de 

disseminação além do ambiente hospitalar. Isto tem sido demonstrado através da identificação 

de múltiplos clones bacterianos e elementos genéticos móveis que carreiam genes blaCTX-M 

(CANTÓN & COQUE, 2003; PATERSON & BONOMO, 2005; PITOUT et al., 2008; 

TALBOT et al., 2006).  
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As ESBLs tipo CTX-M são codificadas por genes localizados em plasmídeos 

(BARLOW et al., 2008) e associados aos diferentes elementos genéticos móveis, incluindo as 

sequências de inserção e elementos relacionados a bacteriófagos (CANTÓN & COQUE, 

2006). Estudos moleculares demonstram que a mobilização de blaCTX-M é mediada por, pelo 

menos, duas sequências de inserção bem caracterizadas, ISEcp1 ou ISCR1 (POIREL et al., 

2000). As ISEcp1 estão associadas com a maioria dos genes blaCTX-M dos grupos CTX-M-1, 

CTX-M-2 e CTX-M-9. ISCR1 estão normalmente ligadas aos genes blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 e  

blaCTX-M-14 (CANTÓN & COQUE, 2006), e inseridas em integrons de classe 1 (TOLEMAN 

et al., 2006). ISCR1 é reconhecida como um importante elemento genético na captura dos 

mais diferentes genes de resistência aos antimicrobianos por plasmídeos conjugativos, o que 

favorece sua manutenção em função da pressão seletiva exercida pela terapia antimicrobiana 

(ALEKSHUM & LEVY, 2004; CANTÓN & COQUE, 2006; CARATTOLI, 2008; FLUIT & 

SCHMITZ, 2004; PITOUT, 2008). Elementos relacionados aos bacteriófagos foram 

identificados no ambiente genético de blaCTX-M-10 na Espanha (OLIVER et al., 2005). 

 

1.5.2 TEM e SHV 

 

As β-lactamases do tipo TEM constituem uma importante família de β-lactamases, 

com grande impacto clínico. A primeira variante descrita, TEM-1, foi assim nomeada em 

homenagem a uma menina grega de nome Temoneira, de quem foi isolada (NAAS et al., 

2008). 

As β-lactamases do tipo SHV são assim denominadas em função da sua estrutura 

química (“sulphydryl variable”) (NAAS et al., 2008). Também são enzimas extremamente 

disseminadas entre as Enterobacteriaceae, além de serem encontradas em outros bacilos 

Gram-negativos (LIVERMORE & WOODFORD, 2006). 

Todas as ESBLs do tipo TEM são derivadas de enzimas de espectro restrito TEM-1 e 

TEM-2, e as do tipo SHV são derivadas de enzimas de espectro restrito SHV-1. TEM-1, 

TEM-2 e SHV-1 são codificadas por genes tipo blaTEM e blaSHV localizados no cromossomo 

bacteriano (GUPTA et al., 2007; LIVERMORE, 1995; PATERSON & BONOMO, 2005). 

Mutações pontuais em blaTEM-1, blaTEM-2 e blaSHV-1 resultaram em remodelagem do sítio ativo 

da enzima e expansão de sua atividade hidrolítica (JACOBY & BUSH, 2005). Ao contrário 

das ESBLs do tipo CTX-M, as SHV e TEM apresentam maior eficiência hidrolítica sobre a 

ceftazidima do que sobre a cefotaxima (BONNET, 2004). 
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SHV-2 foi a primeira ESBL do tipo SHV descrita, identificada em isolados clínicos de 

Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens (KNOTHE et al., 1983). Em 1987, foi descrita 

TEM-3, a primeira ESBL do tipo TEM, identificada em isolados clínicos de K. pneumoniae 

(SIROT et al., 1987). Atualmente, ESBLs dos tipos TEM e SHV são de ocorrência mundial, 

inclusive no Brasil (BONNET, 2004; CORKILL et al; 2001; GARCIA et al., 2008; MENDES 

et al; 2004; MINARINI et al., 2007; TOLLENTINO et al., 2011). Essas enzimas, codificadas 

por genes localizados em transposons, se disseminam facilmente através de plasmídeos 

conjugativos entre diferentes espécies de bactérias (HÆGGMAN et al., 2004; JACOBY & 

MUÑOZ-PRICE, 2005; PITOUT et al., 2008) e são identificadas em importantes patógenos 

da família Enterobacteriaceae (HERITAGE et al., 1999). 

A detecção das ESBLs TEM-52 e SHV-12 em Enterobacteriaceae isoladas de aves 

produtoras tem sido descrita no continente Europeu (BRIÑAS et al., 2003; CLOECKAERT et 

al., 2007; HASMAN et al., 2005; MACHADO et al., 2008; RIAÑO et al., 2006; SMET et al., 

2008). Em um estudo realizado na Espanha (BRIÑAS et al., 2003), cepas de E. coli isoladas 

de amostras fecais de frangos saudáveis apresentaram os genes blaTEM-1b e blaSHV-12. 

Cloeckaert e colaboradores (2007) detectaram o gene blaTEM-52 em cepas de Salmonella 

enterica isoladas de aves produtoras entre 2001 e 2005. Smet e colaboradores (2008) 

encontraram alta prevalência de blaTEM em E. coli isoladas de frangos de diferentes granjas na 

Bélgica. Na França, Madec e colaboradores (2008) identificaram cepas de E. coli isoladas de 

gado carreadoras de blaTEM-126 e blaSHV-12. 

 

1.5.3 PER , VEB e GES 

 

As ESBLs dos tipos PER, VEB e GES, apesar de não serem tão prevalentes como 

CTX-M, TEM e SHV, têm ganhado importância nos últimos anos devido ao crescimento na 

frequência de seu isolamento em Enterobacteriaceae e bacilos Gram-negativos não-

fermentadores, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (NAAS et al., 

2008). Essa disseminação justifica a inclusão destas enzimas neste estudo, tendo em vista que 

estudos anteriores já confirmaram a semelhança entre a epidemiologia das ESBLs em 

bactérias isoladas de humanos e animais de produção.    

As enzimas do tipo PER (“Pseudomonas extended resistance”) são pouco relacionadas 

às outras ESBLs, e receberam esse nome devido ao seu primeiro isolamento em uma cepa de 

Pseudomonas. Apesar de serem classificadas como enzimas da classe A de Ambler, devido à 

sua maquinaria catalítica, sua estrutura tridimensional revela que formam um subgrupo na 
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superfamília Classe A (NORDMANN & NAAS, 1994; TRANIER et al., 2000). Esse tipo de 

enzima confere resistência às penicilinas, à cefotaxima, à ceftazidima e ao aztreonam, e sua 

atividade é bem inibida pelo clavulanato, sulbactam e tazobactam (NORDMANN et al., 1993; 

NORDMANN & NAAS, 1994). PER-1 foi detectada em 1993 na França, em um paciente 

vindo da Turquia (NORDMANN et al., 1993). O gene blaPER-1 é amplamente distribuído em 

Acinetobacter spp. e P. aeruginosa, mas também já foi detectado em Salmonella 

Typhimurium, Providencia rettgeri e Proteus mirabilis (AKTAS et al., 2005; KOLAYLI et 

al., 2005; MIRÓ et al., 2005). A enzima PER-2, que apresenta 86% de homologia na 

sequência de aminoácidos com PER-1, tem sido relatada apenas na América do Sul 

(CELENZA et al., 2006; PASTERÁN et al., 2006; PETRONI et al., 2002; QUINTEROS et 

al., 2003; VIGNOLI et al., 2005). PER-2 foi encontrada em Salmonella Typhimurium na 

Argentina em 1996 (BAUERNFEIND et al., 1996) e, subsequentemente, em Salmonella 

Senftenberg, K. pneumoniae, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Vibrio cholerae e, 

recentemente, em A. baumannii (CELENZA et al., 2006; NOGUEIRA, 2011; PASTERÁN et 

al., 2006; PETRONI et al., 2002; QUINTEROS et al., 2003; VIGNOLI et al., 2005). 

O gene blaVEB-1 foi detectado pela primeira vez em 1996, em uma cepa de E. coli 

isolada no Vietnã, a razão de seu nome – “Vietnam extended-spectrum β-lactamase” (NAAS 

et al., 2001; POIREL et al., 1999). A enzima VEB-1 tem sua maior identidade de aminoácidos 

com as enzimas PER-1 e PER-2 (38%) (NORDMANN & NAAS, 1994). A atividade contra 

cefalosporinas de amplo espectro é, em geral, muito alta, exceto para a ceftazidima, enquanto 

as atividades hidrolíticas contra penicilinas e o aztreonam são muito menores (POIREL et al., 

1999). VEB-1 encontra-se amplamente disseminada na Tailândia e no Vietnã, onde mais de 

40% das Enterobacteriaceae resistentes à ceftazidima são produtoras dessa enzima, e 80% das 

P. aeruginosa também o são (CAO et al., 2002; CHANAWONG et al. 2001; GIRLICH et al., 

2002). Além disso, surtos envolvendo isolados produtores de VEB-1 têm sido descritos, 

incluindo A. baumannii na França e na Bélgica (NAAS et al., 2006a; NAAS et al., 2006b), P. 

mirabilis na Coréia (KIM et al., 2004) e E. cloacae produtor de VEB-3 na China (JIANG et 

al., 2005). 

ESBLs do tipo GES (“Guyana ESBL”) são relatadas cada vez mais em bacilos Gram-

negativos, incluindo P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae (DE VRIES et al., 2006; 

DUARTE et al., 2003; GIAKKOUPI et al., 2000; JEONG et al., 2005; KARTALI et al., 

2002; NAAS et al., 2008; POIREL et al., 2002; POIREL et al., 2005;). GES-1 foi inicialmente 

identificada em um isolado de Klebsiella pneumoniae, em 1998, na França, a partir de uma 

paciente previamente hospitalizada na Guiana Francesa (POIREL et al., 2000), e possui um 
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perfil de hidrólise similar ao das ESBLs da classe A de Ambler inibidas por clavulanato, 

incluindo a atividade contra as penicilinas e cefalosporinas de espectro estendido, mas não 

cefamicinas e carbapenêmicos. Diferentemente da maioria das ESBLs, GES-1 não hidrolisa o 

aztreonam (NAAS et al., 2008). A disseminação de ESBLs tipo GES é preocupante, pois 

algumas destas enzimas (GES-2, GES-4, GES-5, GES-6 e GES-8) evoluíram com a atividade 

de carbapenemase e são capazes de hidrolisar o imipenem, droga β-lactâmica utilizada como 

uma das últimas opções terapêuticas para infecções causadas por bactérias Gram-negativas 

multirresistentes (POIREL et al., 2001a; YIGIT et al., 2001). 

 

1.5.4 OXA 

 

Embora a definição de ESBLs seja frequentemente restrita às enzimas da classe A, 

algumas β-lactamases tipo OXA são consideradas ESBLs devido à extensão do espectro de 

ação sobre as cefalosporinas de espectro estendido, mesmo sendo fracamente inibidas pelo 

clavulanato (BRADFORD, 2001; NAAS et al., 2008; PATERSON & BONOMO, 2005). As 

OXA são assim denominadas devido à sua habilidade de hidrolisar a oxacilina (NAAS et al., 

2008). Quanto à classificação, as enzimas OXA pertencem ao grupo D de Ambler e ao grupo 

2d de Bush-Jacoby-Medeiros (NAAS et al., 2008). 

A maioria das β-lactamases do tipo OXA não hidrolisa, de forma significativa, as 

cefalosporinas de amplo espectro, e a sua evolução a partir de enzimas com espectros de ação 

limitados possui muitos paralelos com a evolução das ESBLs do tipo TEM e SHV. As ESBLs 

tipo OXA derivam de OXA-10 (OXA-11, OXA-14, OXA-16 e OXA-17) ou OXA-13 (OXA-

19 e OXA-28), que é derivada de OXA-10. Poucas derivam de OXA-2 (OXA-15 e OXA-32), 

e OXA-18 e OXA-45 não são derivadas de nenhuma OXA atualmente conhecida 

(BRADFORD, 2001; NAAS et al., 2008). Em 2010, entre as 147 β-lactamases do tipo OXA 

descritas, apenas 19 eram caracterizadas como ESBLs e 64 eram da classe D de Ambler, com 

capacidade de hidrolisar o imipenem (POIREL et al., 2010). 

 As ESBLs do tipo OXA exibem considerável diversidade de atividade enzimática. As 

enzimas OXA-10 e OXA-13 hidrolisam fracamente a cefotaxima, a ceftriaxona e o 

aztreonam, enquanto que OXA-17 confere resistência à cefotaxima e à ceftriaxona, mas uma 

fraca proteção contra a ceftazidima (BRADFORD, 2001). A maioria das ESBLs derivadas de 

OXA-10 confere uma maior resistência à cefotaxima e significante resistência à ceftazidima e 

ao aztreonam (BRADFORD, 2001; PATERSON & BONOMO, 2005). Apesar de a maioria 

das enzimas do tipo OXA ser resistente aos inibidores de β-lactamases, OXA-18 e OXA-45 
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foram relatadas como sendo bastante inibidas pelo clavulanato (PHILIPPON et al., 1997; 

TOLEMAN et al., 2003). 

Apesar da maior ocorrência de ESBLs tipo OXA ser descrita em P. aeruginosa, estas 

enzimas têm sido detectadas em outras bactérias Gram-negativas, incluindo as 

Enterobacteriaceae (CARRËR et al., 2010; CASTANHEIRA et al., 2011; POIREL et al., 

2011). 

 

1.5.5 KPC 

 

As enzimas do tipo KPC (“Klebsiella pneumoniae carbapenemase”) compreendem um 

pequeno grupo de β-lactamases da classe A de Ambler com atividade sobre os 

carbapenêmicos. Estas enzimas hidrolisam penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, 

monobactâmicos e carbapenêmicos com eficiência variável, sendo que as cefamicinas e a 

ceftazidima são fracamente hidrolisadas, e a cefotaxima, o aztreonam e os carbapenêmicos 

imipenem, meropenem e ertapenem, são hidrolisados com menos eficiência quando 

comparados às penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geração. As KPC são 

comumente confundidas com outras ESBLs; entretanto, estas enzimas são fracamente inibidas 

pelos inibidores das β-lactamases. É importante ressaltar que as enzimas KPC, isoladamente, 

apenas reduzem a susceptibilidade aos carbapenêmicos, e que a resistência é dependente da 

coexistência de outros mecanismos, como a redução da permeabilidade da membrana 

(NORDMANN et al., 2009).  

 A enzima KPC-1 foi identificada em Klebsiella pneumoniae nos EUA (YIGIT et al., 

2001). Após a primeira descrição, enzimas KPC foram detectadas em outros hospitais nos 

EUA e, posteriormente, em Israel, na Europa e na América do Sul (LEAVITT et al., 2007; 

PEIRANO et al., 2009; VILLEGAS et al., 2007; WOLTER et al., 2008). A localização 

plasmidial dos genes de KPC e sua associação com transposons facilitam sua disseminação, e 

atualmente estas enzimas são detectadas em outras espécies da família Enterobacteriaceae 

(HOSSAIN et al., 2004; MIRIAGOU et al., 2003; MOLAND et al., 2002; RASHEED et al., 

2008), o que sugere a possibilidade da sua ocorrência em isolados de animais de produção ou 

alimentos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em Escherichia coli e 

Salmonella spp. isoladas de amostras de carnes de frango, suína e bovina comercializadas em 

São José do Rio Preto-SP, e identificar nestes isolados os genes responsáveis pela produção 

de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Investigar a presença de E. coli e Salmonella spp. em amostras de carne de frango, 

suína e bovina comercializadas para o consumo humano em São José do Rio Preto-SP. 

 - Identificar, nas cepas isoladas, o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos β-

lactâmicos comumente utilizados na clínica médica e veterinária, e identificar as cepas 

produtoras de ESBLs. 

- Pesquisar, pelo método da PCR, nas cepas resistentes às cefalosporinas de terceira 

geração, a presença dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaGES, blaPER e blaVEB, responsáveis 

pela produção de ESBLs. 

- Caracterizar o ambiente genético dos genes blaCTX-M encontrados. 
- Sequenciar os genes de ESBLs detectados. 

- Realizar a tipagem molecular, pelo método de ERIC-PCR, dos isolados do estudo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Isolamento, Identificação e Perfil de Suscetibilidade aos Antimicrobianos das Cepas 

do Estudo 

 

As análises foram realizadas, com algumas modificações, de acordo com o método 

padronizado pela Food and Drug Administration (FDA) (EUA, 2007). 

Foram adquiridas três amostras de cada tipo de carne (bovina, de frango e suína) em 

dias distintos, em quatro diferentes estabelecimentos comerciais (denominados como A, B, C 

e D) na cidade de São José do Rio Preto – SP. Dos estabelecimentos A e B foram adquiridas 

amostras dos três tipos de carne, enquanto que no estabelecimento C foram adquiridas carnes 

resfriadas bovina e suína, e no estabelecimento D, apenas carne resfriada de frango. As 

amostras de carne foram obtidas de novembro de 2010 a agosto de 2011. 

Inicialmente, foi realizado um estudo piloto, para o qual foram adquiridas uma 

amostra de carne resfriada bovina (CRB) – coxão mole –, uma carne resfriada de frango 

(CRF) – coxa com sobre-coxa – e uma carne resfriada suína (CRS) – pernil –, em datas 

distintas no estabelecimento A. Cada amostra de carne foi submetida à lavagem de superfície 

com três diferentes diluentes (caldo tetrationato contendo 5% de caldo verde brilhante, caldo 

lactosado e água peptonada 0,1%, todos Oxoid, Hampshire, Inglaterra), visando determinar 

qual favoreceria a melhor recuperação de Salmonella spp. e de Escherichia coli. 

Dentre as amostras adquiridas para o estudo piloto, o pernil suíno resfriado foi a única 

amostra disposta em bandeja de isopor pelo próprio estabelecimento comercial; as demais 

foram adquiridas diretamente no açougue do estabelecimento. No laboratório de pesquisa, as 

amostras foram fracionadas em condições assépticas, no interior de capela de fluxo laminar 

com o auxílio de facas estéreis, de forma a obter aproximadamente três porções de 200 g de 

CRB, três porções de CRF e três de CRS. As porções foram acondicionadas individualmente 

em embalagens Whirl-Pak® estéreis de 532 mL (Nasco, WI, USA). Em cada uma de três 

embalagens para cada tipo de carne foi adicionado 200 mL de um dos diluentes (uma 

embalagem com água peptonada 0,1% mais 200 g de CRB ou CRF ou CRS, outra embalagem 

com caldo lactosado mais outra porção de 200 g de CRB ou CRF ou CRS e uma terceira 

embalagem com caldo tetrationato acrescido de 5% de caldo verde brilhante mais outra 

porção de CRB ou CRF ou CRS), obtendo-se, ao final, nove embalagens com conteúdos 

diferentes. A utilização de caldo tetrationato contendo 5% de caldo verde brilhante é um 

protocolo adotado pelo Laboratório de Microbiologia da empresa Cobb-Vantress Brasil Ltda., 
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unidade de Guapiaçu-SP, que foi validado pela referida empresa e descrito como promotor de 

excelente resultado na recuperação de Salmonella spp. 

Após incubação a 37 °C por 24 horas sob agitação de 130 rpm, alíquotas de 1 mL de 

cada um dos três diluentes foram dispensadas em tubos contendo 9 mL de caldo lactosado, 

obtendo-se, assim, uma diluição de 10-1 para cada diluente. As diluições seguiram, da mesma 

maneira, até atingirem a concentração de 10-5. Ao final das diluições, foram semeados 10 μL 

(com alça estéril calibrada) de cada diluição e direto do diluente, em uma placa de Petri com 

ágar Eosina Azul de Metileno – EMB (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) e outra contendo ágar 

MacConkey (Oxoid, Hampshire, Inglaterra), a fim de se capturar colônias características de E. 

coli. Para a recuperação de Salmonella, alíquotas de 1 mL e 0,1 mL foram dispensadas, 

respectivamente, em tubos contendo 10 mL de caldo tetrationato (caldo TT) ou de caldo 

Rappaport-Vassiliadis (caldo RV), ambos Oxoid (Hampshire, Inglaterra). As placas de ágar 

com as diluições e os tubos de caldo TT foram incubados a 37 °C por 24 horas, e os tubos 

inoculados de caldo RV foram incubados a 42 °C por 24 horas. Após a incubação, os caldos 

TT e RV foram semeados, com alça estéril calibrada de 10 μL, nos ágares Xilose Lisina 

Desoxicolato – XLD, Entérico de Hektoen – HE e Bismuto Sulfito – BS, todos os três da 

Oxoid (Hampshire, Inglaterra), e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. 

As colônias de coloração verde-metálica observadas no ágar EMB foram consideradas 

como E. coli e re-isoladas em EMB, sendo nomeadas como “Ec” seguido de um número na 

coleção de cultura. As demais colônias lactose positivas, bem como as colônias lactose 

positivas na ágar MacConkey, foram também coletadas, visando estudos futuros, e foram 

nomeadas “Lac” seguido de um número na coleção de cultura. As colônias que apresentaram 

características típicas de Salmonella spp. nos ágares XLD, HE e BS, foram coletadas, re-

isoladas no mesmo ágar de origem e nomeadas com “S” seguido de um número na coleção de 

cultura. Posteriormente, estas colônias foram inoculadas nos ágares Tríplice Açúcar Ferro 

(TSI) e Lisina Ferro (LIA), ambos da Oxoid (Hampshire, Inglaterra), visando à confirmação 

da identificação como Salmonella spp. 

As amostras de carnes obtidas após o estudo piloto (duas amostras de CRF – ambas 

coxa com sobre-coxa –, duas mostras de CRS – ambas bisteca – e duas amostras de CRB – 

ambas coxão mole) foram processadas utilizando-se o caldo tetrationato acrescido de 5% de 

caldo verde brilhante para a lavagem superficial das amostras, e o caldo TT como meio de 

enriquecimento seletivo. Essas amostras foram adquiridas nos estabelecimentos B, C e D. 

Os isolados bacterianos do estudo foram cultivados em três diferentes placas de ágar 

MacConkey contendo Cefoxitina (2 μg/mL) ou Cefotaxima (1 μg/mL) ou Ceftazidima (1 
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μg/mL), visando selecionar cepas resistentes aos β-lactâmicos (RAYAMAJHI et al., 2010). 

Posteriormente, os isolados foram também submetidos ao teste de suscetibilidade aos 

antimicrobianos de acordo com as recomendações do CLSI (2011). Foram utilizados discos 

comercialmente disponíveis (Oxoid – Hampshire, Inglaterra) dos antimicrobianos Ácido 

Nalidíxico, Amicacina, Aztreonam, Cefalotina, Cefepime, Cefotaxima, Cefoxitina, 

Ceftazidima, Ceftiofur, Ceftriaxona, Enrofloxacina, Ertapenem, Gentamicina, Imipenem, 

Levofloxacina, Moxifloxacina, Ofloxacina e Tobramicina, e às combinações de β-

lactâmico/inibidor de β-lactamase Amoxicilina/Ácido Clavulânico, Ampicilina/Sulbactam e 

Piperacilina/Tazobactam. As cepas Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae 

ATCC 700603 foram utilizadas como controles. Os resultados foram interpretados de acordo 

com o CLSI (2011), exceto para a Moxifloxacina, que segue as normas do EUCAST (2011), e 

para o Ceftiofur e a Enrofloxacina, que seguem o CLSI de recomendações para bactérias 

isoladas de animais (2008). 

Cepas de Enterobacteriaceae apresentando resistência a drogas β-lactâmicas com 

perfil sugestivo de produção de ESBLs foram selecionadas e submetidas à identificação 

automatizada, utilizando-se o sistema Vitek 2 Compact e o cartão GN (bioMérieux, França), 

seguindo as orientações do fabricante. 

 

3.2 Estudos Moleculares 

 

3.2.1 Extração do DNA genômico 

 

Para a extração de DNA das amostras, foi desenvolvido o seguinte procedimento: uma 

colônia isolada, em ágar MacConkey, foi incubada por 24 horas a 37 °C em caldo Triptona de 

Soja – TSB (Oxoid, Hampshire, Inglaterra). Em seguida, 1,5 mL desse caldo foram 

centrifugados a 15000 G por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi 

homogeneizado em 200 μL de água Milli-Q (Millipore) e submetido à nova centrifugação a 

15000 G por 10 minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi 

homogeneizado em 40 μL de água Milli-Q e incubado a 100 °C por 10 minutos. Após essa 

fase de liberação do DNA, a mistura foi submetida a choque térmico, em gelo, por 2 minutos 

e centrifugada a 15000 G por 10 segundos a 4 °C. O sobrenadante, contendo o DNA, foi 

acondicionado em outro tubo de polipropileno de 1,5 mL, previamente identificado, onde 

foram adicionados 500 mL de etanol absoluto (Merck Chemicals) (-20 °C) e deixado em gelo 

por 20 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 16000 G por 10 minutos e o 
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sobrenadante foi descartado. Foram, então, adicionados, 300 mL de etanol 70% (-20 °C) e, 

novamente, a mistura foi submetida à centrifugação a 16000 G por 5 minutos. O sobrenadante 

foi descartado e, após todo o etanol ter evaporado, o DNA foi homogeneizado com 100 μL de 

tampão TE e 2 μL de RNAse (2 μg/mL) e incubados por 30 minutos a 37 °C em termobloco 

Thermomixer comfort (Eppendorf). O DNA foi estocado a -20 °C até o seu uso. 

 

3.2.2 Testes com a reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional 

 

Para todas as reações de PCR realizadas no estudo foi utilizado o “kit” Taq DNA 

Polymerase (Fermentas, Life Sciences, MD, EUA) e o termociclador Veriti Thermal Cycler, 

(Applied Biosystems, EUA), à exceção do método de Real-Time PCR (ver seção 3.2.6). 

Nas cepas onde se constatou perfis de resistência aos antimicrobianos característicos 

da produção de alguma ESBL, foram realizadas PCR para detectar os genes blaSHV, blaTEM, 

blaCTX-M e blaGES, utilizando-se os primers descritos na Tabela 1. 

Para a detecção de todos os genes de β-lactamases (bla), seguiu-se o mesmo protocolo 

(TOLLENTINO et al., 2011). Em tubo de polipropileno de 200 μL, foram adicionados 2 μL 

de DNA extraído e os seguintes reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 (25 

mM), 1,0 μL de dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq DNA 

Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μl de água UltraPure (Invitrogen, CA, EUA). Os tubos foram 

colocados em termociclador, programado com passo de desnaturação inicial a 95 °C por 5 

minutos, seguido por 35 ciclos sequenciais de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, 

hibridização a 53 °C – para os genes blaSHV, blaTEM e blaGES – ou a 55 °C – para blaCTX-M – 

por 30 segundos, e extensão a 72 °C por 30 segundos, com uma fase de extensão final a 72 °C 

por 7 minutos. Uma reação sem amostra de DNA foi utilizada como controle negativo; como 

controle positivo para cada reação, foram utilizados DNA de cepas bacterianas pré-

caracterizadas por sequenciamento no Laboratório de Microbiologia da FAMERP, para a 

presença de blaSHV, blaTEM, blaCTX-M e blaGES. Os produtos amplificados nas reações 

(“amplicons”) foram analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente adicionado de 

brometo de etídio (0,8 μL/100 mL). A eletroforese foi realizada a 100 V/cm por 60 minutos, 

utilizando o marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, CA, EUA). O resultado foi 

observado sob luz ultravioleta e fotografado utilizando o aparelho Kodak Gel Logic 2200 

Imaging System (Molecular Imaging Software). 

Nas cepas onde foi detectado o gene blaCTX-M foram realizadas três diferentes PCR – 

primers listados na Tabela 1 – para a detecção dos genes das integrases dos integrons de 
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classe 1, classe 2 e classe 3 (XU et al., 2007). Em tubo de polipropileno de 200 μL, foram 

adicionados 2 μL de DNA extraído e os reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 

(25 mM), 1,0 μL de dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq 

DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μL de água UltraPure. As reações ocorreram sob as 

condições de desnaturação inicial do DNA a 95 °C por 2 minutos, 35 ciclos das etapas 

subsequentes de desnaturação a 95 °C por 20 segundos, anelamento a 54 °C por 30 segundos 

e extensão a 70 °C por 30 segundos, e uma etapa de extensão final a 70 °C por 7 minutos. Os 

produtos da reação foram analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente adicionado de 

brometo de etídio (0,8 μL/100 mL) e a eletroforese foi realizada a 100 V/cm por 60 minutos, 

com o marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas, Life Sciences, MD, EUA) para 

determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os géis foram visualizados e fotografados 

conforme descrito anteriormente. 

 

Tabela 1 – Primers utilizados nas PCR de detecção e ERIC-PCR. 
Alvo Primers "Amplicon" Referência

Primer forward: 5’-ATAAAATTCTTGAAGACGAAA-3’
Primer reverse: 5’-GACAGTTACCAATGCTTAATCA-3’

Primer forward: 5’-GGGTTATTCTTATTTGTCGC-3’
Primer reverse: 5’-TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3’

Primer forward: 5’-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3’
Primer reverse: 5’-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3’

Primer forward: 5’-ATGCGCTTCATTCACGCAC-3’
Primer reverse: 5’-CTATTTGTCCGTGCTCAGG-3’
Primer forward: 5’-GTTCGGTCAAGGTTCTGG-3’
Primer reverse: 5’-CGTAGAGACGTCGGAATG-3’
Primer forward: 5’-CAAGCATCTCTAGGCGTA-3’
Primer reverse: 5’-AGAAGCATCAGTCCATCC-3’
Primer forward: 5’-CATCAAGCTGCTCGATCA-3’
Primer reverse: 5’-ACAACTCTTGCACCGTTC-3’
Primer forward: 5’-GGCATCCAAGCAGCAAG-3’
Primer reverse: 5’-AAGCAGACTTGACCTGA-3’

Primer forward: 5’-AAACGTTGAAAAACTGAGGA-3’
Primer reverse: 5’-TCGTCATTCCATTACCTACC-3’

ERIC-PCR Primer forward: 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ variáveis Peng et al., 2007

1056 pb

1088 pb

861 pb

544 pb

864 pb

890 pb

invA  (qPCR) não se aplica Hoorfar et al., 2000

Xu et al., 2007878 pbintI3

integron de classe 1 variável Arduino et al., 2002

intI2

bla TEM

bla SHV

bla CTX-M

bla GES

intI1

Tollentino et al., 2011

Xu et al., 2007

Xu et al., 2007

Tollentino et al., 2011

Tollentino et al., 2011

Tollentino et al., 2011

 
 

Para amplificar a região onde estão localizados os cassetes gênicos dos integrons de 

classe 1, configurando a detecção da presença deste, foi utilizado o par de primers (Tabela 1) 

descrito por Arduino e colaboradores (2002). Em tubo de polipropileno de 200 μL, foram 

adicionados 2 μL de DNA extraído e os reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 

(25 mM), 1,0 μL de dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq 

DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μL de água UltraPure. As reações ocorreram sob as 
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condições de desnaturação inicial do DNA a 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos das etapas 

subsequentes de desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto e 

extensão a 72 °C por 2 minutos, e uma etapa de extensão final a 72 °C por 7 minutos. Os 

produtos da reação foram analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente adicionado de 

brometo de etídio (0,8 μL/100 mL) e a eletroforese foi realizada a 100 V/cm por 60 minutos, 

com o marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas, Life Sciences, MD, EUA) para 

determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os géis foram visualizados e fotografados 

conforme descrito anteriormente. Como controle positivo para a reação foi utilizado o DNA 

de uma cepa previamente testada e sequenciada no Laboratório de Microbiologia da 

FAMERP, que apresenta um integron de classe 1. 

 

3.2.3 Multiplex-PCR 

 

A fim de se testar um novo protocolo que reduza tempo e material gasto com PCR 

para a detecção dos três principais genes responsáveis pela resistência aos β-lactâmicos 

detectados em Enterobacteriaceae, ou seja, blaTEM, blaSHV e blaCTX-M, foi desenvolvido um 

método de multiplex-PCR. Para tanto, foram utilizados os mesmo pares de primers das PCR 

convencionais (Tabela 1). Em tubo de polipropileno de 200 μL, foram adicionados 2 μL de 

DNA extraído e os seguintes reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 (25 mM), 

2,0 μL de dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada um dos seis primers (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq 

DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μl de água UltraPure. Os tubos foram colocados em 

termociclador, programado com passo de desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido 

por 35 ciclos sequenciais de desnaturação a 95° C por 30 segundos, hibridização a 53 °C por 

30 segundos e extensão a 72 °C por 30 segundos, com uma fase de extensão final a 72 °C por 

7 minutos. Uma reação sem amostra de DNA foi utilizada como controle negativo e, como 

controle positivo, foi utilizado o DNA de uma cepas bacteriana contendo blaSHV, blaTEM e 

blaCTX-M, pré-caracterizada por sequenciamento no Laboratório de Microbiologia da 

FAMERP. Os “amplicons” foram analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente 

adicionado de brometo de etídio (0,8 μL/100 mL) e possuem os mesmos tamanhos de banda 

encontrados na amplificação de PCR convencional para esses genes. A eletroforese foi 

realizada a 100 V/cm por 60 minutos, utilizando o marcador de peso molecular de 100 pb 

(Fermentas, Life Sciences, MD, EUA). O resultado foi observado sob luz ultravioleta e 

fotografado conforme descrito anteriormente. 
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Quando mais de um gene foi detectado em uma mesma bactéria, foi realizada uma 

PCR convencional, como descrito na seção 3.2.2, para amplificar os genes separadamente e 

purificá-los, proporcionando melhor resultado na RFLP, no caso dos genes blaCTX-M, e nos 

sequenciamentos desses três genes (ver seções 3.2.5 e 3.2.7, respectivamente). 

 

3.2.4 Purificação dos “amplicons” 

 

Todos os produtos obtidos nas reações de PCR foram purificados com etanol. O 

“amplicon” de cada reação foi transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 mL 

previamente identificado, onde foram adicionados acetato de sódio 3 M e etanol absoluto, nas 

proporções de 10% e 3 vezes, respectivamente, do volume de “amplicons” que foi purificado. 

Os tubos foram colocados em freezer -80 °C por 1 hora para a precipitação do DNA. Em 

seguida, foram centrifugados a 16000 G por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado 

e o precipitado foi lavado com 100 μL de etanol 70%. Por fim, os tubos foram centrifugados a 

16000 G por 10 minutos a 4 °C. O precipitado foi homogeneizado em 20 μL de tampão TE e 

estocado a -20 °C até o seu uso. 

 

3.2.5 Agrupamento dos genes blaCTX-M por RFLP 

 

A análise de RFLP – “Restriction Fragment Lenght Polimorfism” – foi realizada para 

agrupar os genes blaCTX-M identificados entre os grupos previamente descritos (BONNET, 

2004). As endonucleases de restrição utilizadas foram selecionadas de acordo com 

metodologia anteriormente descrita (EDELSTEIN et al., 2003). Os padrões de restrição dos 

produtos de PCR, gerados pelas endonucleases PstI e PvuII para a diferenciação entre os 

grupos de CTX-M, estão descritos na Tabela 2 e abaixo. 

 

Tabela 2 – Padrões de restrição gerados pelas endonucleases nos genes codificadores de CTX-
M-1, CTX-M-2 e CTX-M-8. 

Grupos de Tamanhos das bandas
bla CTX-M PstI PvuII após a digestão (pb)

bla CTX-M-1 0 2 267, 156, 121
bla CTX-M-2 1 0 355, 188
bla CTX-M-8 0 0 544

Sítios de Restrição

 
 

Diferentes enzimas do grupo CTX-M-9 apresentam diferentes perfis de restrição 

quando digeridas com as enzimas PstI e PvuII . Os genes blaCTX-M-9, blaCTX-M-13 e blaCTX-M-16 
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são digeridos pelas duas enzimas em diferentes sítios de restrição, gerando um padrão de 

digestão com 3 bandas de 426, 72 e 46 pb. Os genes blaCTX-M-14, blaCTX-M-15, blaCTX-M-17, 

blaCTX-M-19, e blaCTX-M-21 são digeridos apenas pela enzima PvuII em 1 sítio de restrição,  

gerando duas bandas de 472 e 72 pb. 

Para a reação de RFLP, 10 μL de DNA purificado das cepas foram adicionados em 

tubo de polipropileno de 1,5 mL, previamente identificado, juntamente com os seguintes 

reagentes (Invitrogen, CA, EUA), de acordo com a metodologia descrita por Edelstein e 

colaboradores (2003): 2,0 μL de tampão React II (10X), 2,0 μL de BSA (100X), 1,0 μL de 

enzima PstI (10 U/μL), 0,5 μL de enzima PvuII (10 U/μL) e q.s.p. 20 μL de água UltraPure. 

Os tubos foram incubados a 37 °C por 3 horas em termobloco Thermomixer comfort 

(Eppendorf). Os produtos foram analisados em gel de agarose a 2,0%, previamente 

adicionado de brometo de etídio (0,8 μL/100 mL). A eletroforese foi realizada a 50 V/cm por 

120 minutos, utilizando o marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, CA, EUA). O 

resultado foi observado sob luz ultravioleta e fotografado conforme descrito anteriormente. 

 

3.2.6 Confirmação da identificação de Salmonella através da técnica de PCR em 

Tempo Real (qPCR) 

 

As colônias que apresentaram morfologia típica de Salmonella spp. nos ágares TSI e 

LIA foram submetidas ao teste molecular de identificação pelo método de Real-Time PCR 

(qPCR), cujos primers utilizados têm como alvo o gene invA. Este procedimento foi, em 

grande parte, realizado no Laboratório de Microbiologia da empresa Cobb-Vantress Brasil 

Ldta., unidade de Guapiaçu-SP, que emprega modificações do protocolo padronizado por 

Charlton e colaboradores (2005). Em microplacas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 

Plate (Applied Biosystems, CA, EUA) foram adicionados em cada poço: 5 μL do “kit” Fast 

SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, CA, EUA), 1 μL de cada primer na 

concentração de 10 ρmol/μL (Tabela 1) e 3 μL do DNA extraído da amostra testada. A reação 

ocorreu em termociclador StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, EUA) 

sob as condições de ativação da enzima a 95 °C por 20 segundos, e 40 ciclos de desnaturação 

a 95 °C por 3 segundos e anelamento e extensão a 60 °C por 30 segundos; por fim, para a 

confecção da curva de temperatura, as amostras foram submetidas a 95 °C por 15 segundos, 

60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos. Usando como controle uma cepa padrão de 

Salmonella, as cepas com a temperatura de “melting” por volta de 74 °C foram consideradas 
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como pertencentes ao gênero, pois essa temperatura varia entre os taxa bacterianos e é 

específico de cada um, sofrendo alterações de acordo com o protocolo utilizado. 

 

3.2.7 Sequenciamento dos genes blaSHV, blaTEM e blaCTX-M 

 

Os “amplicons” purificados logo após as reações de PCR para a detecção de genes de 

ESBLs foram submetidos ao sequenciamento com o Big Dye Terminator Kit v3.1 (Applied 

Biosystems, CA, EUA), segundo as recomendações do fabricante, com a finalidade de 

identificar o tipo de ESBL produzida, as possíveis mutações e sua associação com o fenótipo 

de resistência apresentado. 

Somente para o gene blaCTX-M ocorreu uma reação de PCR anterior ao 

sequenciamento. Após a RFLP, onde se determinou a qual grupo de blaCTX-M pertencia o gene 

detectado, este foi amplificado com primers específicos para o grupo encontrado (Tabela 3), 

de acordo com Saladin e colaboradores (2002): em tubos de polipropileno de 200 μL foram 

adicionados 2 μL do DNA extraído e os seguintes reagentes: 5,0 μL de tampão (10X), 4,0 μL 

de MgCl2 (25 mM), 4,0 μL de dNTP (2,5 mM), 2,5 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL 

de Taq DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 50 μL de água UltraPure. Inicialmente, o DNA foi 

desnaturado a 95 °C por 5 minutos, sendo submetido a 25 ciclos com as etapas de 

desnaturação a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 56 °C por 1 minuto, extensão a 72 °C por 1 

minuto e extensão final de 10 minutos a 72 °C. Os produtos de todas as reações foram 

analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente adicionado de brometo de etídio (0,8 

μL/100 mL) e a eletroforese foi realizada a 100 V/cm por 60 minutos, com o marcador de 

peso molecular de 100 pb (Invitrogen, CA, EUA) para determinar o tamanho dos fragmentos 

obtidos. Os géis foram visualizados e fotografados conforme descrito anteriormente. 

Na PCR para o sequenciamento gênico, foram utilizados 4,0 μl de solução tamponante 

(10X), 2,0 μl de Big Dye Terminator, 1,0 μl de primer específico (3,2 ρmol/μl), 1,0 μl de 

DNA purificado e q.s.p. 20,0 μl de água UltraPure. A amplificação foi realizada com 25 

ciclos de desnaturação a 96 °C por 30 segundos, hibridização a 50 °C por 15 segundos, 

extensão a 60 °C por 4 minutos. Os primers utilizados em todos os sequenciamentos 

encontram-se descritos na tabela 3. 

Os produtos amplificados foram submetidos à precipitação. Os “amplicons” foram 

dispensados em tubo de polipropileno de 1,5 mL e adicionados 80 μL de isopropanol 75%. 

Após incubação por 20 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 

20 minutos, a 16000 G, 4ºC. Após, o sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas com 
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1,0 mL de etanol 70%, centrifugadas por 15 minutos a 16000 G, 4ºC. O sobrenadante foi 

totalmente descartado e, após a evaporação completa do etanol, o DNA precipitado foi 

reconstituído em 10 μL de formamida high dye (pH 7,0). 

Após precipitado, o DNA foi desnaturado a 95 °C por 2 minutos e levado ao aparelho 

de sequenciamento 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems-HITACHI) e submetido à 

eletroforese em capilar. As sequências foram analisadas com auxílio dos programas DS Gene 

2.0 (Accelrys, EUA) e BLAST, este último disponível no site do NCBI (2012). 

 

Tabela 3 – Primers utilizados para as reações de sequenciamento de genes bla. 
Fragmento amplificado Primers Referência

Primer forward: 5'-ATGATGACTCAGAGCATTCG-3'
Primer reverse: 5'-TGGGTTACGATTTTCGCCGC-3'

Primer forward: 5'-AGCTGGAAGCCCTGGAGAAAAG-3'
Primer reverse: 5'-TTTTCTCCAGGGCTTCCAGC-3'
Primer forward: 5'-ATCAAGAAGAGCGACCTGG-3'

Primer reverse: 5'-TGATTTCAACGCGCTGATTTAG-3'
Primer forward: 5'-CACGCTCAATACCGCCATTC-3'
Primer reverse: 5'-AATGGCGGTATTGAGCGTGG-3'

Primer forward: 5'-TAGTGGGCGATAAAACCGGCAG-3'
Primer reverse: 5'-CTACCCATGATTTCGGCAGAC-3'
Primer forward: 5’-GGGTTATTCTTATTTGTCGC-3’

Primer forward: 5'-GAACAGCTGGAGCGAAAGAT-3'
Primer forward: 5'-CAGATCGGCGACAACGTCAC-3'
Primer forward: 5'-CTGCAGTGGATGGTGGACGA-3'
Primer forward: 5'-CCTGCTTGGCCCGAATAACA-3'
Primer reverse: 5'-GTGACGTTGTCGCCGATCTG-3'
Primer reverse: 5'-ATCTTTCGCTCCAGCTGTTC-3'
Primer reverse: 5'-TAATTTGCTCAAGCGGCTGC-3'

Primer forward: 5'-TCAACATTTTCGTGTCGC-3'
Primer reverse: 5'-AAAGGGAATAAGGGCGACAC-3'
Primer forward: 5'-CGTTTTCCAATGATGAGCAC-3'
Primer reverse: 5'-TCGGGGCGAAAACTCTCAAG-3'

Primer forward: 5'-CATGAGTGATAACACTGCTGC-3'
Primer reverse: 5'-TTGGCAGCAGTGTTATCACTC-3'
Primer forward: 5'-ACTACTTACTCTAGCTTCCCG-3'

Primer reverse: 5'-TTAATTGTTGCCGGGAAGC-3'

sequenciar bla TEM Tollentino et al., 2011

amplificar bla CTX-M-grupo 2 Saladin et al., 2002

sequenciar bla CTX-M-grupo 2 Tollentino et al., 2011

sequenciar bla SHV Rasheed et al., 1997
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3.2.8 Caracterização do ambiente genético de blaCTX-M 

 

O DNA total extraído das cepas foi submetido a várias PCR com diferentes pares de 

primers (Tabela 4), a fim de se amplificar as diferentes regiões do integron de classe 1 das 

cepas onde o mesmo foi detectado. O mesmo protocolo foi desenvolvido para todas as 

reações. Em tubo de polipropileno de 200 μL, foram adicionados 2 μL de DNA extraído e os 

reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 (25 mM), 1,0 μL de dNTP (2,5 mM), 

1,0 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μL 

de água UltraPure. Os DNA foram submetidos à desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, 

seguida por 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 

segundos e extensão a 72 °C por 1 minuto; após, foram submetidos a uma extensão final a 72 

°C por 7 minutos. 

Os produtos de todas as reações foram analisados em gel de agarose a 1,0%, 

previamente adicionado de brometo de etídio (0,8 μL/100 mL), e a eletroforese foi realizada a 

100 V/cm por 60 minutos, com o marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas, Life 

Sciences, MD, EUA) para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os géis foram 

visualizados e fotografados conforme descrito anteriormente. 

 

Tabela 4 – Pares de primers utilizados nas PCR e sequenciamento de nucleotídeos para a 
caracterização do ambiente genético de blaCTX-M. 

Combinação Primers Gene alvo Referência
Primer forward: 5'-ATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTG-3' qacEΔ

Primer reverse: 5'-CTAGGCATGATCTAACCC-3' sulI
Primer forward: 5’-CGTAGAGACGTCGGAATG-3’ intI1 Xu et al., 2007
Primer reverse: 5'-CTAGGCATGATCTAACCC-3' sulI Pellegrini et al., 2009

Primer forward: 5'-CACGCTCAATACCGCCATTC-3' final bla CTX-M-2 Tollentino et al., 2011
Primer reverse: 5'-CTAGGCATGATCTAACCC-3' sulI Pellegrini et al., 2009
Primer forward: 5'-GGCATCCAAGCAGCAAG-3' 5' CS Arduino et al., 2002
Primer reverse: 5'-CTAGGCATGATCTAACCC-3' sulI Pellegrini et al., 2009
Primer forward: 5’-CGTAGAGACGTCGGAATG-3’ intI1 Xu et al., 2007

Primer reverse: 5'-ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3' início bla CTX-M-2 Saladin et al., 2002

Pellegrini et al., 2009Par 1

Par 2

Par 3

Par 4

Par 5
 

Abreviações: Y = C ou T; Tnp = transposase. 
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3.2.9 Tipagem molecular 

 

A tipagem molecular pela técnica de ERIC-PCR foi realizada utilizando-se o primer 

descrito na Tabela 1, de acordo com Peng e colaboradores (2007). Em tubo de polipropileno 

de 200 μL foram adicionados 2,0 μL de DNA extraído e os reagentes: 2,0 μL de tampão 

(10X), 2,5 μL de MgCl2 (25 mM), 2,0 μL de dNTP (10 mM), 1,0 μL do primer (10 ρmol/μL), 

0,2 μL de Taq DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μL de água UltraPure. O DNA foi 

inicialmente desnaturado a 94 °C por 5 minutos e submetido a 30 ciclos com as etapas de 

desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 52 °C por 1 minuto e extensão a 72 °C por 8 

minutos, e extensão final a 72 °C por 16 minutos. Os produtos da reação foram analisados em 

gel de agarose a 1,5%, previamente adicionado de brometo de etídio (0,8 μL/100 mL). A 

eletroforese foi realizada a 50 V/cm por 180 minutos, com o marcador de peso molecular de 1 

kb (Invitrogen, CA, EUA) para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os géis foram 

fotografados conforme descrito anteriormente. 

Somente foi possível realizar a ERIC-PCR em 79 isolados, todos cepas “S”, e os 

padrões de identidade genética gerados pela reação foram analisados com o auxilio do 

programa BioNumerics (Applied-Maths, Saint-Martens-Latem, Bélgica), baseado no 

coeficiente de similaridade de Dice e utilizando o método de agrupamento da distância média 

(“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” – UPGMA). Os parâmetros 

“otimização” e “tolerância de posição das bandas” foram de 0,5% e 1%, respectivamente. De 

acordo com a literatura (TOLLENTINO et al., 2011), foram consideradas como pertencentes 

ao mesmo cluster as cepas que apresentaram similaridade igual ou superior a 90%. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Resultados Microbiológicos 

 

4.1.1 Estudo Piloto 

 

A avaliação dos resultados obtidos após a análise das amostras de carne resfriada 

bovina (CRB), carne resfriada de frango (CRF) e carne resfriada suína (CRS) no estudo piloto 

indicou que o caldo tetrationato (TT) acrescido de 5% de caldo verde brilhante foi o diluente 

que permitiu recuperar, após a lavagem de superfície, a maior diversidade de morfotipos 

bacterianos e/ou mais colônias bacterianas com características típicas de Salmonella spp.  

Também foi observado que a utilização do caldo TT, como meio de enriquecimento 

seletivo para Salmonella spp. após a realização da lavagem superficial, permitiu recuperar 

maior quantidade de morfotipos típicos do gênero, quando comparado ao caldo RV. Dessa 

forma, optou-se por utilizar apenas o caldo tetrationato acrescido de 5% de caldo verde 

brilhante, como diluente para a lavagem superficial da carne, e o caldo TT como diluente de 

enriquecimento seletivo para Salmonella ao longo de todo o estudo. 

 

4.1.2 Detecção de Escherichia coli e Salmonella nas amostras de carnes de frango, 

suína e bovina 

 

Este estudo foi planejado visando à avaliação do perfil de susceptibilidade aos 

antimicrobianos em Escherichia coli e Salmonella isoladas de amostras de carnes de frango, 

suína e bovina comercializadas em São José do Rio Preto-SP, e a identificação nestes isolados 

dos genes responsáveis pela produção de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Ao 

todo, foram isoladas 316 colônias bacterianas. Entretanto, apenas sete isolados (2,2%), 

obtidos da primeira amostra de CRS (analisada no estudo piloto), tiveram a identificação 

como Salmonella confirmada através da qPCR. Nas demais amostras de carnes avaliadas 

neste estudo não foram detectados representantes desse taxon.  

A amostra de carne onde foi detectada a presença de Salmonella foi a única, entre 

todas as amostras analisadas neste estudo, que foi fracionada e acondicionada em bandeja de 

isopor pelo estabelecimento comercial. Assim, a manipulação pelos funcionários do 

estabelecimento pode ter sido a causa da contaminação. De fato, a presença de 
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microrganismos patogênicos nas mãos de manipuladores de alimentos é conhecida, assim 

como a possibilidade de transferência dos mesmos aos alimentos (ALMEIDA et al., 1995). 

Por outro lado, suínos podem carrear cepas de Salmonella que podem ser transmitidas para 

humanos através da cadeia alimentar (KICH et al., 2011). 

Apenas oito isolados (2,5%), nenhum deles presuntivamente identificado como “Ec” 

em ágar EMB, foram confirmados como Escherichia coli pelo sistema Vitek 2 Compact. 

Além disso, alguns isolados presuntivamente identificados como Escherichia coli (Ec) foram 

posteriormente identificados como outras espécies da família Enterobacteriaceae (ver Tabela 

6). Todas as oito E. coli foram isoladas de CRF. Na Figura 1, são observadas as colônias com 

morfologia típica de E. coli e de Salmonella spp. nos diferentes meios de cultura semi-sólidos 

utilizados para o isolamento e identificação presuntiva.  

 

 
Figura 1 – Características bioquímicas das cepas isoladas em ágar no estudo. [A) Coloração 
verde-metálica de cepas de Escherichia coli em ágar EMB. B) Coloração azul-esverdeada – 
podendo haver precipitação de H2S ou não, deixando a colônia com centro negro – de cepas 
de Salmonella em ágar HE. C) Coloração vermelha transparente – podendo haver precipitação 
de H2S ou não, deixando a colônia com centro negro – de cepas de Salmonella em ágar XLD. 
D) Coloração marrom a negra de cepas de Salmonella em ágar BS. E) Característica dos 
ágares TSI – à esquerda – e LIA – à direita – quando inoculados com uma cepa de 
Salmonella.] 
 

As carnes são os principais alimentos responsáveis pela veiculação de patógenos ao 

homem (ICMSF, 2005), e Salmonella spp. e Escherichia coli estão entre os principais 

patógenos veiculados por produtos cárneos (RHOADES et al., 2009). Durante um estudo que 

avaliou 68 surtos de doenças transmitidas por alimentos no Noroeste do Estado de São Paulo, 

32 (47,06%) foram causados por diferentes sorotipos de Salmonella spp. (PERESI, 2004). Em 

estudo conduzido pelo Instituto Adolfo Lutz de São José do Rio Preto-SP (ALMEIDA et al., 

2000), a carne e seus derivados foram as principais fontes de Salmonella spp. No Rio Grande 
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do Sul, um estudo avaliou diferentes tipos de alimentos envolvidos em surtos de doenças 

transmitidas por alimentos causados por Salmonella Enteritidis e revelou que 13,6% dos 

alimentos continham carne de frango em sua formulação (SANTOS et al., 2002). Um estudo, 

nos Estados Unidos, determinou Salmonella spp. como o agente etiológico mais comumente 

envolvido (36,0%) em um surto de doenças transmitidas por alimentos registrado em escolas, 

estando, as carnes, envolvidas entre os alimentos referidos (DANIELS et al., 2002).  

No presente estudo, a proporção de cepas de Salmonella isoladas não reflete os 

resultados encontrados em diversos estudos similares, onde é mais frequente. Este resultado 

pode ser decorrente da metodologia utilizada. No presente trabalho, foram submetidas à 

identificação específica somente as cepas que apresentaram resistência aos antimicrobianos. 

Assim, a proporção de 2,2% pode subestimar a quantidade de Salmonella realmente presente.  

Com relação as E. coli, a proporção de 2,5% pode, também, estar subestimada devido 

à utilização do caldo tetrationato acrescido de 5% de caldo verde-brilhante para a lavagem de 

superfície e recuperação dos patógenos. Este meio visa uma maior recuperação de 

Salmonella, já que este gênero utiliza o radical tetrationato na cadeia respiratória, favorecendo 

seu crescimento em detrimento de outras espécies (KAISER & HARDT, 2011).  

 

4.1.3 Suscetibilidade aos antimicrobianos 

 

A Tabela 6 mostra o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos apresentado pelos 

316 isolados do estudo. Foram detectados 6 (1,9%) isolados resistentes ao cefepime, 38 

(12,0%) isolados resistentes à cefotaxima, 26 (8,2%) resistentes à ceftriaxona e 31 (9,8%) 

resistentes à ceftazidima (Tabela 6). De fato, o cefepime é uma cefalosporina de quarta 

geração que apresenta boa atividade “in vitro” contra Enterobacteriaceae produtoras de 

ESBLs (NOGUEIRA et al., 2011), sendo que, no presente estudo, uma menor quantidade de 

isolados apresentou resistência a este antimicrobiano, dentre as cefalosporinas de amplo 

espectro de atividade testadas. 

Quatro cepas (S69, S105, Lac4 e Lac82) apresentaram perfil de multirresistência, ou 

seja, apresentam resistência às três classes de antimicrobianos testadas (beta-lactâmicos, 

aminoglicosídeos e quinolonas), sendo que resistência intermediária a um antimicrobiano, 

quando na pesquisa de genes de resistência e na prática clínica, é considerada como um 

fenótipo de resistência (Tabela 6). 
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Do total de isolados do estudo, 91 (28,8%) foram recuperados a partir de CRB, 168 

(53,2%) à partir de CRF, e 57 (18,0%) de CRS. Dos 316 isolados, 53 (16,8%) foram 

selecionados, devido ao perfil de resistência às drogas β-lactâmicas indicativo da produção de 

ESBLs, para serem submetidos à identificação automatizada com o sistema Vitek 2 Compact. 

As espécies identificadas estão descritas na Tabela 6. Dentre as 53 identificadas, 16 (30,2%) 

foram isoladas a partir de CRB, 27 (50,9%) foram isoladas de CRF, e 10 (18,9%) isoladas de 

CRS. A Tabela 5 mostra a comparação de cepas isoladas e identificadas a partir dos três tipos 

de carnes estudas. Apresenta, também, a relação de quantos isolados bacterianos apresentaram 

perfil de suscetibilidade indicativo da produção de ESBL dentre as cepas isoladas de cada tipo 

de carne. 

 

Tabela 5 – Comparação da quantidade de cepas isoladas por tipo de carne. 
Identificadas /

Isoladas
CRB 91 (28,8) 16 (30,19) 17,58%
CRF 168 (53,2) 27 (50,94) 16,07%
CRS 57 (18) 10 (18,87) 17,54%
Total 316 (100) 53 (100)

Isoladas (%) Identificadas (%)

 
(%): porcentagem de i isoladas ou identificadas em relação ao total de isoladas ou identificadas. 
 

Entre as cepas identificadas pelo sistema Vitek 2 Compact, 34 (64,1%) foram 

submetidas aos testes moleculares para a investigação da presença de genes responsáveis pela 

produção de β-lactamases de espectro estendido (ver seção 4.2.1), com base no fenótipo de 

resistência às cefalosporinas de terceira geração. 

Em algumas cepas observou-se, também, a resistência às quinolonas e/ou aos 

aminoglicosídeos, associada ou não, à resistência aos β-lactâmicos. A caracterização dos 

mecanismos de resistência a outras classes de drogas não foi o objetivo deste estudo, mas, 

devido à sua importância, serão futuramente investigados. 

Ainda, vários isolados (S7, S8, S9, S10, S12, S13, S22, S65, S138, S147, S150, Ec4, 

Ec10, Ec26, Lac1, Lac4, Lac8, Lac10, Lac13, Lac15, Lac20, Lac22 e Lac56) apresentaram 

resistência aos carbapenêmicos, porém não às cefalosporinas de terceira e quarta geração 

(Tabela 6), sugerindo alteração na produção de porinas ou de bombas de efluxo como 

mecanismo de resistência a esses antimicrobianos nestas bactérias. A presença de outros 

mecanismos de resistência aos beta-lactâmicos também será futuramente pesquisada. 
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Tabela 6 – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ? 13 R ? 11 R ? 17 R ? 14 R ? 14 R ? 22 R ? 19 R ? 19 R ? 14 R ? 17 R ? 17 R ? 19 R ? 19 R ? 12 R ? 12 R ? 14 R ? 13 R ? 15 R ? 12 R ? 16 R ? 13 de genes de

S ? 18 S ? 15 S ? 21 S ? 18 S ? 18 S ? 26 S ? 23 S ? 23 S ? 18 S ? 21 S ? 21 S ? 23 S ? 23 S ? 15 S ? 15 S ? 17 S ? 17 S ? 21 S ? 16 S ? 20 S ? 19 Isolamento

S1 16/11/2010 A Salmonella  spp. 24 24 24 22 26 30 NT 28 24 26 30 26 26 18 20 17 24 NT 25 23 24 NR CRS
S2 16/11/2010 A Salmonella  spp. 8 8 26 6 28 30 NT 26 24 24 34 24 28 22 24 22 30 NT 28 25 24 NR CRS
S3 16/11/2010 A Salmonella  spp. 20 19 24 12 26 28 NT 29 18 24 30 24 26 18 20 16 24 NT 22 23 20 NR CRS
S4 16/11/2010 A Salmonella  spp. 24 24 22 18 24 28 NT 28 19 24 30 26 26 18 20 17 24 NT 24 22 26 NR CRS
S5 16/11/2010 A Salmonella  Rinsen 26 25 22 24 26 30 NT 28 22 26 30 25 24 18 20 18 26 NT 24 24 24 NR CRS
S6 16/11/2010 A Salmonella  spp. 24 24 24 22 26 30 NT 30 24 24 30 26 30 18 20 18 28 NT 26 24 23 NR CRS
S7 16/11/2010 A Salmonella  spp. 6 10 23 6 25 30 NT 30 14 26 30 20 18 20 22 18 30 NT 24 24 28 NR CRS
S8 14/03/2011 A Proteus mirabilis 22 17 32 18 26 27 30 28 21 27 37 18 16 19 22 19 19 11 14 9 6 NR CRF
S9 14/03/2011 A Morganella morganii 6 12 23 6 24 27 30 24 14 27 34 16 16 22 24 19 27 26 26 25 22 NR CRF
S10 14/03/2011 A Proteus mirabilis 25 18 24 16 24 30 30 29 24 27 34 18 20 20 24 17 16 7 16 10 6 NR CRF
S11 14/03/2011 A Proteus mirabilis 13 13 25 6 11 11 18 12 21 24 26 16 20 15 18 18 19 12 14 10 6 bla CTX-M-2 CRF
S12 14/03/2011 A Proteus mirabilis 22 22 24 24 24 31 28 36 22 20 34 22 18 18 22 6 24 12 19 16 6 NR CRF
S13 14/03/2011 A Providencia stuartii 10 12 20 8 24 30 25 22 22 25 36 20 18 16 19 20 26 26 25 25 24 NR CRF
S14 14/03/2011 A NR 6 14 22 6 30 24 24 26 24 18 26 30 26 18 8 18 30 NT 28 26 26 NR CRF
S15 14/03/2011 A NR 26 23 26 24 30 30 30 34 24 26 32 28 24 18 19 18 34 NT 32 30 23 NR CRF
S16 04/04/2011 A Enterobacter cloacae 6 18 22 6 28 24 23 25 6 20 26 30 24 16 18 14 30 NT 29 24 20 NR CRB
S17 04/04/2011 A NR 6 12 22 6 28 23 24 28 6 20 28 24 26 18 20 18 30 NT 30 28 24 NR CRB
S18 04/04/2011 A NR 29 23 24 20 28 28 24 29 12 23 26 24 28 20 23 18 30 NT 29 26 26 NR CRB
S19 04/04/2011 A NR NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NR CRB
S20 04/04/2011 A NR 8 18 24 12 28 28 26 30 6 24 28 28 28 18 22 18 30 NT 28 24 24 NR CRB
S21 04/04/2011 A NR 16 23 20 15 29 27 24 28 6 22 28 27 24 18 18 18 30 NT 26 26 22 NR CRB
S22 04/04/2011 A NR 8 9 24 6 28 24 23 28 6 22 24 14 26 18 18 18 28 NT 26 28 24 NR CRB
S23 04/04/2011 A Citrobacter freundii 8 6 17 6 26 9 10 13 6 8 12 12 26 18 20 20 30 NT 28 28 26 bla GES-like CRB
S24 04/04/2011 A NR 6 8 18 6 26 14 12 14 6 6 18 18 24 18 18 18 34 NT 30 30 24 NR CRB
S25 04/04/2011 A Enterobacter cloacae  complex 10 7 17 6 26 12 12 13 6 8 13 12 24 18 22 18 30 NT 27 28 24 NR CRB
S26 04/04/2011 A NR 6 17 26 6 32 24 26 28 20 18 30 24 24 22 24 22 34 NT 32 32 26 NR CRB
S27 25/04/2011 B NR 28 24 30 18 34 34 30 25 22 30 35 26 28 22 22 23 NT NT 30 23 18 NR CRB
S28 25/04/2011 B NR 30 28 34 24 38 40 36 42 24 24 44 30 24 20 26 24 40 NT 40 38 24 NR CRB
S29 25/04/2011 B NR 28 25 30 24 34 36 36 44 18 30 38 26 22 24 28 18 40 NT 38 36 6 NR CRB
S30 25/04/2011 B NR 18 24 28 24 30 32 36 42 24 28 34 24 22 24 26 20 44 NT NT 36 23 NR CRF

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ? 13 R ? 11 R ? 17 R ? 14 R ? 14 R ? 22 R ? 19 R ? 19 R ? 14 R ? 17 R ? 17 R ? 19 R ? 19 R ? 12 R ? 12 R ? 14 R ? 13 R ? 15 R ? 12 R ? 16 R ? 13 de genes de

S ? 18 S ? 15 S ? 21 S ? 18 S ? 18 S ? 26 S ? 23 S ? 23 S ? 18 S ? 21 S ? 21 S ? 23 S ? 23 S ? 15 S ? 15 S ? 17 S ? 17 S ? 21 S ? 16 S ? 20 S ? 19 Isolamento

S31 25/04/2011 B NR 36 24 34 30 38 38 36 44 24 30 36 28 28 24 28 23 46 NT 42 38 22 NR CRF
S32 25/04/2011 B NR 30 26 36 24 40 48 36 42 24 36 36 32 24 20 22 22 34 NT 32 30 18 NR CRF
S33 25/04/2011 B NR 24 18 30 18 34 36 30 36 24 30 36 30 24 24 26 24 36 NT 30 30 24 NR CRB
S34 25/04/2011 B NR 28 26 30 20 30 34 30 36 24 32 32 24 NT 22 26 24 30 NT 28 24 24 NR CRB
S35 25/04/2011 B Citrobacter freundii 9 12 23 6 34 23 22 21 11 19 25 30 28 24 26 24 32 NT 30 29 25 NR CRS
S36 25/04/2011 B Citrobacter youngae 6 8 20 6 30 11 11 12 8 11 18 28 24 23 24 24 32 NT 30 28 24 bla SHV-like CRS
S37 25/04/2011 B Morganella morganii 6 13 24 6 34 18 19 24 18 18 28 32 28 24 28 24 34 NT 32 30 29 NR CRS
S38 25/04/2011 B Morganella morganii 6 11 28 6 35 24 20 NT 14 22 28 30 23 24 24 20 26 NT 28 26 24 NR CRS
S39 25/04/2011 B Morganella morganii 6 7 30 6 38 26 26 30 17 24 32 30 23 28 30 28 36 NT 34 30 30 NR CRF
S40 25/04/2011 B Morganella morganii 8 12 24 6 34 23 22 NT 18 22 28 29 20 22 24 26 30 NT 28 24 26 NR CRS
S41 25/04/2011 B NR 14 18 28 13 34 30 23 NT 20 28 30 30 26 24 24 24 30 NT 26 28 22 NR CRB
S42 25/04/2011 B NR 26 20 29 28 36 36 28 NT 28 32 36 33 30 26 28 28 32 NT 28 28 24 NR CRB
S43 25/04/2011 B NR 28 26 32 24 33 36 30 NT 34 24 36 30 26 23 25 23 32 NT 28 28 22 NR CRB
S44 25/04/2011 B NR 12 22 29 14 35 33 28 29 17 29 32 34 30 26 24 25 30 NT 26 28 24 NR CRF
S45 25/04/2011 B NR 10 22 28 12 35 34 24 30 6 29 36 34 25 23 26 25 35 NT 32 30 28 NR CRF
S46 25/04/2011 B NR 20 19 26 12 34 34 26 30 12 29 35 32 28 24 26 24 30 NT 28 29 24 NR CRF
S47 25/04/2011 B NR 26 22 28 24 34 34 28 34 26 30 36 34 30 24 25 23 32 NT 28 30 25 NR CRS
S48 25/04/2011 B NR 12 20 26 8 32 32 26 28 12 24 33 32 26 22 23 20 26 NT 25 23 20 NR CRS
S49 25/04/2011 B NR 6 6 26 11 28 29 24 29 6 6 30 15 26 22 24 18 23 NT 17 12 20 NR CRF
S50 25/04/2011 B NR 13 18 24 12 30 28 24 28 11 24 22 30 26 22 23 20 23 NT 24 20 19 NR CRF
S51 25/04/2011 B Citrobacter youngae 11 20 25 14 34 6 6 10 6 29 34 34 26 23 24 23 23 NT 23 20 19 bla SHV-like CRF
S52 25/04/2011 B NR 24 22 30 21 32 34 30 36 22 33 38 30 25 24 26 20 36 NT 34 30 24 NR CRF
S53 25/04/2011 B NR 24 22 28 10 30 34 28 36 23 32 36 29 23 22 25 23 34 NT 32 26 22 NR CRF
S54 25/04/2011 B NR 12 18 23 18 30 26 22 25 6 23 24 30 22 17 12 19 25 NT 15 18 16 NR CRB
S55 25/04/2011 B NR 26 24 29 20 31 18 14 36 22 32 38 31 24 24 22 20 34 NT 32 28 23 NR CRB
S56 25/04/2011 B NR 22 9 34 24 34 38 32 40 18 35 40 34 25 22 26 24 34 NT 32 26 21 NR CRB
S57 25/04/2011 B NR 23 22 30 18 29 34 23 35 22 30 30 30 23 22 26 23 32 NT 34 28 22 NR CRB
S58 25/04/2011 B NR 6 12 26 6 30 28 23 21 6 26 28 28 22 20 16 18 25 NT 29 24 11 NR CRS
S59 11/07/2011 C NR 18 12 26 16 32 32 26 30 12 28 32 28 30 18 23 23 26 18 NT 19 17 NR CRS
S60 11/07/2011 C NR 30 16 35 24 34 NT 36 40 24 32 NT 34 30 20 24 26 38 NT NT 32 24 NR CRB

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ? 13 R ? 11 R ? 17 R ? 14 R ? 14 R ? 22 R ? 19 R ? 19 R ? 14 R ? 17 R ? 17 R ? 19 R ? 19 R ? 12 R ? 12 R ? 14 R ? 13 R ? 15 R ? 12 R ? 16 R ? 13 de genes de

S ? 18 S ? 15 S ? 21 S ? 18 S ? 18 S ? 26 S ? 23 S ? 23 S ? 18 S ? 21 S ? 21 S ? 23 S ? 23 S ? 15 S ? 15 S ? 17 S ? 17 S ? 21 S ? 16 S ? 20 S ? 19 Isolamento

S61 11/07/2011 C NR 16 23 28 13 30 NT 26 30 13 28 NT 30 29 20 24 23 30 NT NT 24 23 NR CRB
S62 11/07/2011 C NR 26 26 36 6 14 36 32 36 24 30 42 30 30 23 24 22 32 29 NT 30 24 NR CRB
S63 11/07/2011 C NR 9 17 25 12 28 30 25 28 6 27 31 28 26 20 NT 21 30 31 NT NT 23 NR CRB
S64 11/07/2011 C NR 8 16 25 10 30 30 24 28 6 25 30 26 24 18 NT 19 28 28 NT NT 21 NR CRB
S65 11/07/2011 C NR 6 24 28 16 34 32 26 30 6 24 32 14 29 23 24 24 28 24 NT 26 18 NR CRB
S66 11/07/2011 C NR 26 24 30 20 36 34 30 34 28 30 34 30 32 20 23 22 30 24 NT 24 20 NR CRB
S67 11/07/2011 C NR 16 19 26 12 30 30 24 30 6 26 28 30 25 23 20 20 32 28 30 30 24 NR CRB
S68 11/07/2011 C Citrobacter freundii 6 6 18 6 26 14 9 10 6 6 17 18 24 23 18 23 29 28 30 28 23 bla SHV-like CRB
S69 11/07/2011 C Serratia marcescens 6 6 24 6 28 24 14 24 6 24 28 20 24 16 11 6 25 18 20 17 23 NR CRB
S70 11/07/2011 C NR 6 10 28 6 24 6 27 30 16 30 36 30 28 26 24 25 30 25 29 26 26 NR CRB
S71 11/07/2011 C NR 6 6 28 6 35 30 26 30 18 32 34 24 24 23 20 24 28 24 26 23 24 NR CRB
S72 11/07/2011 C NR 29 22 30 26 36 36 30 34 30 30 36 30 34 22 24 24 32 31 NT 30 28 NR CRB
S73 11/07/2011 C NR 24 20 26 26 34 36 26 32 26 32 36 30 32 20 24 24 28 NT NT 28 20 NR CRB
S74 11/07/2011 C NR 30 18 32 26 36 38 30 36 30 34 40 32 36 20 24 22 20 NT NT 23 25 NR CRB
S75 11/07/2011 C NR 26 18 30 25 36 NT 6 34 30 32 NT 32 32 20 24 24 32 NT NT 30 26 NR CRB
S76 11/07/2011 C NR 24 16 32 28 40 42 32 36 30 36 42 34 36 20 24 20 32 NT NT 30 30 NR CRB
S77 11/07/2011 C NR 28 20 30 17 35 36 30 30 26 32 36 30 30 20 24 23 40 NT NT 34 30 NR CRB
S78 11/07/2011 C NR 16 19 24 12 34 30 25 30 6 24 30 25 24 24 23 23 29 25 28 25 24 NR CRB
S79 11/07/2011 C NR 16 9 25 12 28 30 22 26 20 24 26 26 26 23 23 22 30 24 25 26 24 NR CRB
S80 11/07/2011 C NR 30 28 36 26 36 NT 36 34 26 12 NT 32 32 23 28 24 38 NT NT 34 24 NR CRB
S81 11/07/2011 C NR 28 22 36 24 38 40 36 42 28 34 46 32 34 22 24 23 36 30 30 30 23 NR CRB
S82 11/07/2011 C NR 6 24 26 26 30 NT 32 36 24 30 NT 30 32 20 24 24 36 NT NT 30 24 NR CRB
S83 11/07/2011 C NR 30 28 35 24 36 36 32 38 25 35 44 30 30 24 25 22 34 29 30 30 24 NR CRB
S84 11/07/2011 C NR 30 26 35 28 34 NT 35 26 28 17 NT 34 30 22 25 24 38 NT NT 32 26 NR CRB
S85 11/07/2011 C NR 28 26 34 26 30 NT 30 36 24 32 NT 30 28 22 24 23 40 NT NT 34 26 NR CRB
S86 11/07/2011 C Citrobacter freundii 20 23 30 20 23 36 29 32 26 32 32 32 36 20 24 23 32 32 30 30 24 NR CRB
S87 11/07/2011 C NR 23 24 30 22 33 36 29 37 23 30 36 27 24 24 25 22 34 28 32 30 26 NR CRB
S88 11/07/2011 C Citrobacter youngae 6 6 18 6 26 6 9 8 6 8 14 24 24 22 23 23 26 23 24 23 22 bla TEM-1 CRS
S89 11/07/2011 C NR 16 16 26 12 34 29 24 29 6 28 31 30 25 23 24 23 24 24 24 24 20 NR CRS
S90 11/07/2011 C NR 7 12 26 6 30 24 18 30 6 26 18 24 26 24 24 24 30 30 30 30 24 NR CRS

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

S91 11/07/2011 C NR 24 17 26 22 30 NT 26 30 23 26 NT 30 30 18 24 16 30 29 NT 26 25 NR CRS
S92 11/07/2011 C NR 6 20 26 24 34 34 28 32 26 30 35 29 30 22 24 23 32 29 29 30 23 NR CRS
S93 11/07/2011 C NR 26 19 26 24 32 32 28 34 28 30 34 29 35 18 24 22 28 28 NT 28 22 NR CRS
S94 23/08/2011 D Escherichia coli 8 6 20 6 27 22 20 24 12 17 19 24 28 21 NT 19 22 19 NT NT 6 NR CRF
S95 23/08/2011 D NR 24 14 26 21 30 32 25 30 24 24 32 28 30 24 NT 24 27 27 NT NT 21 NR CRF
S96 23/08/2011 D NR 24 12 28 16 30 35 30 30 24 30 30 28 30 20 NT 22 34 34 NT 30 30 NR CRF
S97 23/08/2011 D NR 7 10 28 6 30 30 25 30 6 28 32 20 22 20 NT 20 30 30 NT 27 24 NR CRF
S98 23/08/2011 D NR NR CRF
S99 23/08/2011 D NR 6 6 30 16 32 36 29 38 10 31 38 24 24 20 NT 22 35 34 NT NT 35 NR CRF
S100 23/08/2011 D NR 18 20 24 8 30 29 23 28 23 26 30 29 29 22 NT 22 28 26 NT NT 22 NR CRF
S101 23/08/2011 D NR 12 6 24 6 30 32 20 28 21 28 36 23 27 18 NT 22 30 30 NT 26 32 NR CRF
S102 23/08/2011 D Aeromonas sobria 14 6 30 6 32 34 28 36 24 30 36 18 22 18 NT 20 36 36 NT 30 35 NR CRF
S103 23/08/2011 D NR 32 28 36 28 34 39 33 39 26 34 38 32 30 22 NT 21 36 NT NT NT 22 NR CRF
S104 23/08/2011 D Klebsiella pneumoniae 20 12 22 18 28 30 24 28 22 24 28 26 29 18 NT 18 18 15 NT 16 12 NR CRF
S105 23/08/2011 D Klebsiella pneumoniae 14 6 20 6 13 10 9 9 25 20 17 22 26 10 NT 20 20 16 NT 16 16 bla CTX-M-2/SHV-11/TEM-1 CRF
S106 23/08/2011 D NR NR CRF
S107 23/08/2011 D NR 8 19 24 6 29 29 24 28 6 26 30 26 21 18 NT 18 30 26 NT NT 21 NR CRF
S108 23/08/2011 D NR NR CRF
S109 23/08/2011 D Citrobacter freundii 20 23 6 14 30 30 24 29 14 26 30 34 26 26 NT 22 24 21 NT NT 6 NR CRF
S110 23/08/2011 D NR NR CRF
S111 23/08/2011 D NR 32 26 30 30 32 36 30 36 25 30 36 30 24 22 NT 21 36 NT NT NT 21 NR CRF
S112 23/08/2011 D NR NR CRF
S113 23/08/2011 D NR NR CRF
S114 23/08/2011 D NR 28 27 34 22 34 36 32 38 26 34 40 32 28 22 NT 22 36 28 NT NT 22 NR CRF
S115 23/08/2011 D NR 28 23 12 6 32 34 30 35 30 32 36 35 32 20 NT 23 30 30 NT NT 28 NR CRF
S116 23/08/2011 D Klebsiella pneumoniae 15 13 18 6 16 14 12 13 24 17 22 22 29 18 NT 20 24 24 NT NT 22 bla SHV-2 CRF
S117 23/08/2011 D NR 24 23 30 22 30 36 30 36 24 30 36 30 23 22 NT 21 19 NT NT NT 6 NR CRF
S118 23/08/2011 D NR 20 22 28 8 31 32 26 30 29 30 32 29 30 20 NT 22 26 26 NT NT 24 NR CRF
S119 23/08/2011 D NR NR CRF
S120 23/08/2011 D NR 23 18 29 6 30 32 29 32 30 30 36 29 29 18 NT 20 30 29 NT NT 28 NR CRF

Mesma cepa que S118

Mesma cepa que S96

Mesma cepa que S105

Mesma cepa que S107

Mesma cepa que S109

Mesma cepa que S111
Mesma cepa que S105

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

S121 23/08/2011 D NR 24 22 28 25 30 36 30 36 30 34 34 36 32 22 NT 22 30 32 NT NT 28 NR CRF
S122 23/08/2011 D NR NR CRF
S123 23/08/2011 D NR NR CRF
S124 23/08/2011 D NR 27 27 32 30 36 36 30 36 32 36 38 36 32 22 NT 21 30 NT NT NT 27 NR CRF
S125 23/08/2011 D NR 28 20 30 18 28 34 26 32 30 30 32 34 30 20 NT 19 30 NT NT NT 24 NR CRF
S126 23/08/2011 D NR 15 6 30 30 36 38 34 38 36 32 38 22 23 21 NT 22 30 25 NT NT 6 NR CRF
S127 23/08/2011 D NR NR CRF
S128 23/08/2011 D NR NR CRF
S129 23/08/2011 D NR 14 7 30 14 34 34 NT 34 26 30 38 30 32 21 NT 22 32 28 30 26 8 NR CRF
S130 23/08/2011 D NR 11 18 30 12 36 36 30 34 8 26 36 34 28 22 NT 22 32 32 NT NT 26 NR CRF
S131 23/08/2011 D NR 24 19 25 21 34 36 NT 30 24 26 28 30 30 20 NT 20 26 NT NT NT 22 NR CRF
S132 23/08/2011 D NR NR CRF
S133 23/08/2011 D NR 24 23 36 30 34 36 30 36 32 32 36 36 36 22 NT 20 24 17 NT NT 6 NR CRF
S134 23/08/2011 D NR 12 6 25 24 30 32 24 35 30 26 36 21 20 18 NT 18 24 NT NT NT 6 NR CRF
S135 23/08/2011 D NR 16 10 28 16 34 36 NT 38 22 31 36 28 26 20 NT 21 34 32 32 30 34 NR CRF
S136 23/08/2011 D NR 11 12 30 6 36 32 27 30 26 26 36 33 32 24 NT 25 36 NT NT NT 30 NR CRF
S137 23/08/2011 D Escherichia coli 16 10 26 6 18 15 14 14 29 26 21 32 32 22 NT 22 30 30 NT NT 22 bla CTX-M-2-like/TEM-1 CRF
S138 23/08/2011 D NR 9 6 26 6 32 32 23 30 25 28 32 18 21 20 NT 20 24 NT NT NT 6 NR CRF
S139 23/08/2011 D NR NR CRF
S140 23/08/2011 D NR 12 24 30 18 36 36 28 32 14 30 34 36 27 24 NT 24 32 30 NT NT 28 NR CRF
S141 23/08/2011 D NR 26 24 30 18 30 34 NT 36 24 32 36 30 26 21 NT 21 34 30 33 30 22 NR CRF
S142 23/08/2011 D NR 28 24 32 18 33 36 NT 36 24 32 39 34 26 21 NT 22 38 32 36 34 24 NR CRF
S143 23/08/2011 D Escherichia coli 23 23 30 20 34 33 NT 30 27 30 34 34 30 22 NT 22 24 22 20 22 8 NR CRF
S144 23/08/2011 D NR 10 12 30 6 32 26 NT 25 18 24 32 30 28 23 NT 24 36 30 32 32 24 NR CRF
S145 23/08/2011 D NR 15 19 27 8 35 30 NT 27 21 26 32 33 30 21 NT 22 30 30 30 28 25 NR CRF
S146 23/08/2011 D NR 28 26 32 24 34 37 NT 36 24 33 38 32 28 21 NT 21 36 28 32 28 21 NR CRF
S147 23/08/2011 D Aeromonas sobria 14 6 24 25 32 36 NT 36 30 30 36 18 19 20 NT 21 23 18 22 17 6 NR CRF
S148 23/08/2011 D NR 28 26 35 29 36 40 NT 38 25 35 42 32 29 20 NT 20 36 30 36 30 22 NR CRF
S149 23/08/2011 D Proteus mirabilis 26 24 30 20 32 36 NT 36 24 32 36 30 24 22 NT 22 24 12 18 14 6 NR CRF
S150 23/08/2011 D NR 18 8 25 26 32 36 NT 41 34 30 36 21 19 20 NT 22 29 26 26 24 7 NR CRF

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento

Mesma cepa que S124

Mesma cepa que S121
Mesma cepa que S121

Cepa

Mesma cepa que S126

Mesma cepa que S131

Mesma cepa que S137
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

S151 23/08/2011 D NR 24 22 24 20 32 32 NT 30 25 28 30 30 28 13 NT 18 25 26 24 23 22 NR CRF
S152 23/08/2011 D NR 29 29 32 22 32 36 NT 38 24 32 36 30 24 14 NT 19 23 12 18 13 6 NR CRF
S153 23/08/2011 D NR 16 7 19 6 34 36 NT 36 24 30 36 24 24 23 NT 24 24 24 23 22 10 NR CRF
S154 23/08/2011 D NR 28 26 34 22 34 36 NT 36 24 36 40 32 26 21 NT 21 34 30 32 30 23 NR CRF
S155 23/08/2011 D NR 26 26 35 22 34 36 NT 36 22 32 38 32 26 20 NT 20 34 30 32 30 20 NR CRF
S156 23/08/2011 D NR 24 24 30 24 32 36 NT 36 24 32 36 30 24 20 NT 20 34 28 32 30 21 NR CRF
S157 23/08/2011 D NR 26 25 32 26 34 36 NT 36 24 32 38 32 26 21 NT 22 35 29 31 29 21 NR CRF
S158 23/08/2011 D NR 23 23 31 14 34 35 NT 34 26 32 34 36 32 20 NT 21 12 8 12 14 6 NR CRF
S159 23/08/2011 D NR 16 8 27 10 32 36 NT 38 30 32 36 26 27 21 NT 22 30 28 28 24 6 NR CRF
S160 23/08/2011 D NR 28 27 36 28 35 38 NT 38 24 34 40 34 28 20 NT 20 36 29 32 30 21 NR CRF
S161 23/08/2011 D NR 24 18 24 22 34 32 NT 32 26 28 32 30 26 20 NT 20 26 26 26 24 21 NR CRF
S162 23/08/2011 D NR NR CRF
S163 23/08/2011 D NR 25 12 24 18 34 32 NT 30 26 26 30 35 30 20 NT 22 24 26 24 22 22 NR CRF
S164 23/08/2011 D NR NR CRF
S165 23/08/2011 D NR 25 24 30 23 30 35 NT 35 23 30 35 30 25 19 NT 20 32 28 30 28 18 NR CRF
S166 23/08/2011 D NR 22 22 30 20 34 32 NT 32 24 30 33 34 30 21 NT 22 32 30 30 30 20 NR CRF
S167 23/08/2011 D NR 27 26 34 26 34 38 NT 38 26 34 39 32 26 20 NT 20 34 30 34 32 22 NR CRF
S168 23/08/2011 D NR 28 28 34 24 36 38 NT 38 24 34 40 32 26 22 NT 21 34 28 30 30 19 NR CRF
S169 23/08/2011 D NR 22 22 28 19 34 34 NT 30 26 30 34 32 26 18 NT 22 22 20 20 22 7 NR CRF
S170 23/08/2011 D NR 22 22 28 17 32 32 NT 30 27 28 30 34 30 23 NT 21 22 18 19 20 6 NR CRF
S171 23/08/2011 D NR 29 28 34 26 33 36 NT 36 25 33 38 32 26 21 NT 20 34 29 32 29 22 NR CRF
S172 23/08/2011 D NR 27 26 34 25 35 38 NT 36 24 33 38 32 29 21 NT 20 35 30 32 30 22 NR CRF
S173 23/08/2011 D NR 27 26 32 26 34 37 NT 37 24 32 38 30 24 19 NT 19 35 30 31 29 20 NR CRF
S174 23/08/2011 D NR 24 23 30 22 32 35 NT 35 19 30 36 30 21 18 NT 17 35 28 34 30 22 NR CRF
S175 23/08/2011 D NR 27 27 34 27 35 38 NT 37 24 33 40 32 28 21 NT 22 34 30 32 30 22 NR CRF
S176 23/08/2011 D NR 28 26 34 28 34 38 NT 38 26 33 38 32 26 21 NT 21 34 28 34 32 20 NR CRF
S177 23/08/2011 D NR 28 26 34 30 36 40 NT 40 26 34 40 30 24 20 NT 20 32 28 32 30 20 NR CRF
S178 23/08/2011 D Escherichia coli 24 24 28 20 32 32 NT 30 28 30 34 32 28 22 NT 22 25 20 20 20 7 NR CRF
S179 23/08/2011 D NR 30 26 32 20 32 34 NT 32 24 32 34 36 34 24 NT 25 34 36 32 34 28 NR CRF
S180 23/08/2011 D NR NR CRF

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa

Mesma cepa que S161

Mesma cepa que S163

Mesma cepa que S179  
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

S181 23/08/2011 D NR 26 26 36 24 36 40 NT 40 24 34 38 32 26 20 NT 18 36 26 34 30 20 NR CRF
S182 23/08/2011 D NR 30 30 36 24 36 40 NT 40 26 38 44 32 30 18 NT 18 34 28 34 32 21 NR CRF
S183 23/08/2011 D Escherichia coli 22 22 30 18 36 34 NT 32 26 30 32 36 30 22 NT 22 24 19 19 21 6 NR CRF
S184 23/08/2011 D NR 28 26 30 22 34 36 NT 38 24 33 38 32 24 19 NT 19 38 32 36 32 24 NR CRF
S185 23/08/2011 D NR 28 27 34 24 34 38 NT 38 24 34 40 32 28 21 NT 22 36 30 32 30 18 NR CRF
S186 23/08/2011 D NR 19 16 27 12 30 32 NT 32 25 30 32 32 30 19 NT 19 23 20 22 24 14 NR CRF
Ec1 16/11/2010 A NR 22 22 30 18 30 30 NT 30 14 26 32 26 28 20 22 22 30 NT 30 24 22 NR CRS
Ec2 16/11/2010 A NR 22 24 30 18 32 34 NT 30 12 26 32 28 28 18 20 22 30 NT 34 30 26 NR CRS
Ec3 16/11/2010 A NR 24 24 28 28 32 30 NT 34 16 28 32 30 30 20 22 24 30 NT 30 26 26 NR CRS
Ec4 14/03/2011 A NR 9 13 23 NT 25 28 23 25 7 25 NT 19 21 18 23 20 27 20 25 25 19 NR CRF
Ec5 14/03/2011 A NR 12 16 26 15 26 28 25 28 9 28 32 20 21 22 24 19 25 26 25 25 19 NR CRF
Ec6 14/03/2011 A NR 19 18 26 17 24 25 25 28 22 25 30 24 25 20 19 20 29 27 30 28 24 NR CRF
Ec7 14/03/2011 A NR 12 22 25 12 25 28 29 27 12 28 34 24 20 19 20 21 35 28 34 32 26 NR CRF
Ec8 14/03/2011 A NR 18 17 23 16 25 26 26 27 21 26 30 21 20 18 20 18 28 27 26 26 25 NR CRF
Ec9 14/03/2011 A NR 8 16 25 18 24 26 25 24 10 24 32 24 20 20 20 20 28 26 26 26 24 NR CRF
Ec10 14/03/2011 A NR 16 18 24 13 28 26 26 25 20 23 31 19 20 19 20 18 27 28 26 26 19 NR CRF
Ec11 04/04/2011 A NR 21 11 20 18 30 28 23 28 22 26 30 26 29 17 18 20 24 NT 26 21 18 NR CRB
Ec12 04/04/2011 A NR 14 20 25 11 31 29 25 30 9 26 31 26 26 19 18 20 28 NT 26 24 23 NR CRB
Ec13 04/04/2011 A NR 14 18 24 6 32 32 26 30 10 27 32 26 26 19 20 24 32 NT 30 26 22 NR CRB
Ec14 04/04/2011 A NR 13 18 26 6 34 32 28 33 11 30 34 28 24 19 20 23 30 NT 29 27 22 NR CRB
Ec15 04/04/2011 A NR 13 23 25 12 32 28 24 30 6 26 30 28 26 18 18 19 28 NT 18 24 16 NR CRB
Ec16 04/04/2011 A NR 14 20 23 11 32 28 24 28 10 24 28 26 24 16 19 20 26 NT 26 24 18 NR CRB
Ec17 04/04/2011 A NR 20 22 24 10 31 28 24 28 8 24 30 27 26 NT 18 18 28 NT 24 24 21 NR CRB
Ec18 04/04/2011 A NR 18 18 24 6 30 26 24 26 10 24 30 24 30 NT 18 19 24 NT 22 18 20 NR CRB
Ec19 04/04/2011 A NR 14 20 26 12 34 30 25 30 8 28 30 32 24 22 23 23 27 NT 29 26 24 NR CRB
Ec20 04/04/2011 A NR 18 20 26 12 32 30 26 30 9 28 31 26 27 NT 22 22 30 NT 30 24 24 NR CRB
Ec21 04/04/2011 A NR 12 20 26 12 30 26 24 30 8 24 30 24 24 NT 14 6 24 12 30 19 7 NR CRB
Ec22 04/04/2011 A NR 20 22 27 16 30 30 28 30 24 27 34 27 26 15 18 12 22 NT 24 24 22 NR CRB
Ec23 04/04/2011 A NR 16 22 24 14 32 30 24 28 6 28 25 32 24 23 24 24 29 NT 28 24 22 NR CRB
Ec24 04/04/2011 A NR 7 17 24 6 30 25 22 25 6 24 30 21 24 17 18 17 18 NT 22 20 10 NR CRB

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

Ec25 04/04/2011 A NR 9 18 24 10 30 28 24 30 8 23 28 25 26 20 19 19 27 NT 28 28 19 NR CRB
Ec26 04/04/2011 A NR 7 10 24 6 28 26 23 25 6 24 29 16 22 20 18 17 20 NT 14 16 10 NR CRB
Ec27 25/04/2011 B Citrobacter braakii 6 10 19 6 30 16 12 12 6 15 12 16 21 17 18 19 26 6 24 20 23 NR CRB
Ec28 25/04/2011 B Citrobacter braakii 6 6 19 6 31 24 17 16 6 19 24 14 26 16 21 20 24 6 24 21 22 NR CRB
Ec29 25/04/2011 B Citrobacter freundii 8 8 24 12 26 31 23 25 6 18 25 22 24 16 20 20 24 14 22 22 23 NR CRB
Ec30 25/04/2011 B NR 12 18 27 12 28 30 24 30 6 28 30 25 30 18 23 18 30 12 25 22 23 NR CRB
Ec31 25/04/2011 B NR 16 20 25 14 31 30 26 30 8 24 28 24 29 16 18 18 27 22 27 23 24 NR CRF
Ec32 25/04/2011 B Citrobacter diversus 13 19 25 12 26 24 22 14 7 26 24 12 24 18 19 20 30 28 26 24 24 bla CTX-M-2 CRF
Ec33 25/04/2011 B Citrobacter freundii 6 6 26 6 NT 25 20 23 6 23 17 18 24 17 18 19 28 NT 26 20 10 NR CRF
Ec34 25/04/2011 B NR 10 20 24 11 30 28 27 30 6 26 18 22 27 17 17 18 32 NT 29 25 25 NR CRF
Ec35 25/04/2011 B Citrobacter braakii 6 6 22 6 34 22 10 9 6 16 22 14 30 20 22 26 35 34 34 32 28 NR CRF
Ec36 25/04/2011 B NR 26 26 30 32 38 38 34 36 24 30 32 26 36 22 25 28 32 30 30 28 29 NR CRS
Ec37 25/04/2011 B NR 12 16 26 6 26 28 24 28 6 24 28 21 24 18 18 20 24 NT 22 22 16 NR CRS
Ec38 25/04/2011 B NR 18 22 26 20 30 30 28 30 24 28 30 24 30 18 22 22 30 30 30 30 24 NR CRS
Ec39 25/04/2011 B NR 6 18 24 6 32 28 24 26 6 24 28 22 25 18 22 22 30 28 26 30 22 NR CRS
Ec40 25/04/2011 B NR 24 20 30 24 30 32 28 32 24 24 30 28 32 24 24 26 28 30 24 24 26 NR CRS
Ec41 25/04/2011 B NR 12 22 30 6 30 32 28 30 6 24 28 24 30 18 18 22 30 26 30 28 26 NR CRS
Ec42 25/04/2011 B NR 14 13 22 16 28 28 22 28 14 24 24 20 30 18 18 24 24 22 22 20 18 NR CRB
Ec43 11/07/2011 C NR 11 26 32 14 40 36 30 32 8 30 36 26 32 25 29 28 38 38 NT 34 30 NR CRS
Ec44 11/07/2011 C NR 16 24 30 15 36 35 30 30 14 32 36 30 33 24 26 26 36 36 NT 30 22 NR CRS
Ec45 11/07/2011 C Enterobacter cloacae 6 8 18 6 22 7 7 10 10 10 14 16 26 23 23 20 29 26 27 28 24 bla SHV-like CRB
Lac1 16/11/2010 A NR 10 10 26 6 28 26 NT 24 20 18 26 19 26 20 22 18 30 NT 28 24 24 NR CRS
Lac2 16/11/2010 A NR 18 18 24 12 28 30 NT 28 18 22 26 22 28 14 18 16 26 NT 26 26 22 NR CRS
Lac3 16/11/2010 A Klebsiella pneumoniae 24 22 25 18 28 30 NT 30 22 30 32 28 29 18 20 18 11 NT 8 10 6 NR CRS
Lac4 16/11/2010 A Raoultella planticola 20 20 26 15 28 30 NT 30 22 24 24 18 26 6 16 16 14 NT 10 10 6 NR CRS
Lac5 16/11/2010 A NR 20 20 28 22 30 30 NT 28 24 26 30 24 30 18 20 18 28 NT 26 26 24 NR CRS
Lac6 16/11/2010 A NR 22 20 26 22 28 30 NT 28 22 26 30 22 26 18 20 18 26 NT 26 24 22 NR CRS
Lac7 14/03/2011 A NR 8 10 23 6 28 24 22 27 6 27 30 23 25 19 18 20 26 NT 26 24 20 NR CRF
Lac8 04/04/2011 A NR 7 15 24 10 30 28 24 27 6 26 30 24 18 19 19 20 30 NT 28 24 22 NR CRB
Lac9 04/04/2011 A Citrobacter braakii 8 6 13 6 20 6 6 6 6 6 11 16 22 19 21 21 27 NT 26 24 21 NR CRB

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

Lac10 25/04/2011 B Aeromonas hydrophila/caviae 6 6 26 6 34 30 24 24 6 28 36 13 20 22 24 22 30 28 30 24 30 NR CRB
Lac11 25/04/2011 B Citrobacter freundii 6 18 26 12 32 30 NT 30 6 24 28 20 NT 20 20 22 26 6 NT 24 18 bla SHV-like/blaGES-like CRB
Lac12 25/04/2011 B Providencia rettgeri 6 10 22 6 30 28 22 28 18 22 28 18 24 18 18 22 26 24 22 24 16 NR CRF
Lac13 25/04/2011 B NR 6 6 26 6 26 28 24 28 16 26 28 18 24 18 18 20 26 22 26 24 24 NR CRF
Lac14 25/04/2011 B NR 12 12 30 6 36 36 32 36 14 34 36 20 30 22 22 26 32 28 30 28 24 NR CRF
Lac15 25/04/2011 B NR 24 18 28 6 36 34 26 32 18 28 32 18 30 18 18 20 30 25 26 24 20 NR CRS
Lac16 11/07/2011 C NR 12 18 28 14 34 34 28 34 6 30 35 29 26 22 23 23 34 30 30 32 24 NR CRS
Lac17 11/07/2011 C Citrobacter braakii 6 6 12 6 28 10 12 14 6 11 18 24 24 22 24 23 35 30 32 30 24 NR CRS
Lac18 11/07/2011 C NR 18 20 29 14 30 30 28 30 7 30 34 29 24 24 24 22 35 32 34 36 28 NR CRS
Lac19 11/07/2011 C NR 16 18 29 12 30 30 28 30 6 30 35 26 24 23 22 23 34 32 35 32 28 NR CRS
Lac20 11/07/2011 C NR 19 12 26 20 30 30 24 32 24 28 25 18 24 20 22 20 26 22 23 26 20 NR CRS
Lac21 11/07/2011 C NR 11 28 32 16 40 38 30 35 10 32 40 32 32 26 30 30 40 38 36 36 27 NR CRS
Lac22 11/07/2011 C Citrobacter freundii 10 14 23 6 36 30 25 30 6 28 34 26 17 18 24 22 22 18 19 19 6 NR CRS
Lac23 11/07/2011 C NR 12 22 28 12 32 32 26 30 6 28 34 26 26 22 24 24 26 26 NT 24 23 NR CRS
Lac24 11/07/2011 C NR 22 6 28 24 36 36 28 34 22 32 36 30 30 20 24 24 30 30 28 28 22 NR CRS
Lac25 11/07/2011 C NR 28 22 30 6 34 36 30 36 26 36 40 32 36 22 NT 24 30 NT NT 28 22 NR CRS
Lac26 11/07/2011 C NR 30 18 32 27 36 36 30 36 30 36 40 32 36 18 24 22 34 NT NT 30 30 NR CRS
Lac27 11/07/2011 C NR 23 19 30 27 36 36 28 35 26 32 40 30 30 20 24 23 30 28 NT 28 22 NR CRS
Lac28 11/07/2011 C NR 22 18 24 22 29 NT 24 29 20 26 NT 30 30 22 24 24 30 NT NT 30 24 NR CRS
Lac29 11/07/2011 C NR 28 24 30 26 34 36 29 35 12 32 36 30 35 22 25 24 34 NT NT 30 26 NR CRS
Lac30 11/07/2011 C NR 26 18 28 24 34 34 26 32 26 30 34 28 30 20 24 22 30 23 NT 28 20 NR CRS
Lac31 11/07/2011 C NR 18 13 26 16 30 NT 26 30 8 28 NT 30 30 18 11 20 30 30 NT 30 24 NR CRS
Lac32 11/07/2011 C NR 16 20 28 12 34 32 28 30 12 30 32 29 32 20 20 22 30 32 NT 32 24 NR CRS
Lac33 11/07/2011 C NR 28 24 30 28 36 36 30 36 30 34 36 32 36 22 24 22 30 NT NT 30 28 NR CRB
Lac34 11/07/2011 C Citrobacter freundii 10 19 30 11 36 34 28 30 6 6 36 30 16 22 24 23 36 NT NT 30 24 NR CRB
Lac35 11/07/2011 C NR 12 24 30 12 34 34 30 30 8 28 34 28 28 20 24 23 30 30 NT 28 24 NR CRB
Lac36 11/07/2011 C NR 14 18 26 13 30 NT 25 28 6 25 NT 30 26 18 NT 24 22 NT NT 18 22 NR CRB
Lac37 11/07/2011 C Enterobacter cloacae  complex 6 6 22 6 30 13 11 14 6 15 14 20 24 18 23 24 35 30 30 30 24 NR CRB
Lac38 11/07/2011 C NR 23 6 24 20 29 NT 26 30 22 28 NT 30 30 18 20 23 26 NT NT 28 20 NR CRB
Lac39 11/07/2011 C NR 28 18 30 26 36 35 28 34 28 34 36 28 32 23 24 24 32 32 NT 30 28 NR CRB

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

Lac40 11/07/2011 C NR 24 20 28 24 36 36 30 36 28 30 36 30 34 20 24 22 30 30 26 28 22 NR CRB
Lac41 11/07/2011 C NR 24 18 26 18 32 NT 30 32 29 20 NT 30 28 22 24 24 32 NT NT 30 24 NR CRB
Lac42 11/07/2011 C NR 11 24 30 10 36 34 30 31 6 30 35 29 29 22 22 24 32 35 NT 34 27 NR CRB
Lac43 11/07/2011 C Enterobacter cloacae 8 18 24 9 32 30 24 25 8 12 32 26 28 20 25 21 32 31 NT 31 24 NR CRB
Lac44 11/07/2011 C NR 11 24 28 11 30 NT 26 32 6 30 35 27 28 18 24 22 30 NT NT 30 22 NR CRB
Lac45 11/07/2011 C NR 6 NT 28 13 33 30 26 28 14 26 31 27 28 18 20 21 28 24 NT 24 24 NR CRB
Lac46 11/07/2011 C NR 17 19 30 12 34 NT 30 30 18 32 NT 30 28 22 24 24 36 NT NT 34 28 NR CRB
Lac47 23/08/2011 D NR 14 6 26 27 33 34 NT NT 30 30 36 20 21 20 NT 20 26 26 26 23 6 NR CRF
Lac48 23/08/2011 D NR 8 12 27 6 30 30 NT 30 6 29 32 28 22 20 NT 20 32 30 30 30 22 NR CRF
Lac49 23/08/2011 D NR 22 20 26 17 32 31 NT 30 24 28 30 32 28 20 NT 20 22 20 19 22 7 NR CRF
Lac50 23/08/2011 D NR 27 24 33 26 33 36 NT 36 24 32 38 30 26 20 NT 20 36 29 32 29 20 NR CRF
Lac51 23/08/2011 D NR 26 25 32 24 32 36 NT 36 24 31 37 30 24 20 NT NT 34 29 30 26 20 NR CRF
Lac52 23/08/2011 D NR 20 18 29 17 32 33 NT 32 23 30 34 30 28 22 NT 20 35 32 30 34 24 NR CRF
Lac53 23/08/2011 D NR 24 23 29 26 34 34 NT 31 29 30 34 32 31 22 NT 23 32 30 30 26 24 NR CRF
Lac54 23/08/2011 D NR 20 17 25 16 32 32 NT 30 28 28 30 34 30 22 NT 23 22 20 18 20 6 NR CRF
Lac55 23/08/2011 D Escherichia coli 14 12 23 6 18 16 NT 14 25 24 22 29 26 20 NT 20 22 16 18 16 10 bla TEM-1 CRF
Lac56 23/08/2011 D NR 14 7 26 18 30 32 NT 36 24 28 34 19 18 18 NT 20 24 22 23 20 6 NR CRF
Lac57 23/08/2011 D NR 17 11 29 12 36 38 NT 38 30 34 37 26 22 21 NT 21 36 34 34 30 34 NR CRF
Lac58 23/08/2011 D NR 18 9 30 28 34 36 NT 40 34 31 38 28 32 19 NT 21 26 25 24 22 6 NR CRF
Lac59 23/08/2011 D NR 18 25 30 16 36 34 NT 33 10 31 34 34 28 22 NT 22 32 30 30 30 24 NR CRF
Lac60 23/08/2011 D Escherichia coli 18 10 28 6 15 10 NT 10 28 24 16 30 30 22 NT 22 20 14 17 17 6 bla CTX-M-2 CRF
Lac61 23/08/2011 D Escherichia coli 17 10 26 6 15 10 NT 9 28 24 17 28 30 23 NT 22 18 14 16 16 6 NR CRF
Lac62 23/08/2011 D NR 28 28 33 26 36 40 NT 40 27 36 40 32 26 21 NT 21 36 32 36 30 21 NR CRF
Lac63 23/08/2011 D NR 28 28 34 24 34 38 NT 38 26 34 38 34 26 20 NT 22 36 30 34 30 22 NR CRF
Lac64 23/08/2011 D NR 23 20 29 20 35 35 NT 34 30 31 34 35 30 21 NT 22 34 30 31 30 22 NR CRF
Lac65 23/08/2011 D NR 22 20 28 20 34 35 NT 34 29 30 34 35 30 22 NT 22 32 30 30 29 20 NR CRF
Lac66 23/08/2011 D NR 32 31 40 24 38 38 NT 41 24 38 43 32 29 21 NT 22 34 30 30 30 22 NR CRF
Lac67 23/08/2011 D NR 26 24 34 20 32 36 NT 40 24 34 40 34 24 20 NT 20 35 32 36 36 23 NR CRF
Lac68 23/08/2011 D NR 18 16 26 17 34 34 NT 32 26 30 32 34 30 22 NT 20 30 29 30 29 22 NR CRF
Lac69 23/08/2011 D NR 19 15 29 14 36 36 NT 34 24 30 35 32 30 22 NT 23 33 32 31 30 24 NR CRF

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa
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Tabela 6 (Continuação) – Suscetibilidade aos antimicrobianos, diversidade genotípica e origem das cepas isoladas no estudo. 
Carne

AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXFa NA Diversidade fonte
R ≤ 13 R ≤ 11 R ≤ 17 R ≤ 14 R ≤ 14 R ≤ 22 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 14 R ≤ 17 R ≤ 17 R ≤ 19 R ≤ 19 R ≤ 12 R ≤ 12 R ≤ 14 R ≤ 13 R ≤ 15 R ≤ 12 R ≤ 16 R ≤ 13 de genes de

S ≥ 18 S ≥ 15 S ≥ 21 S ≥ 18 S ≥ 18 S ≥ 26 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 18 S ≥ 21 S ≥ 21 S ≥ 23 S ≥ 23 S ≥ 15 S ≥ 15 S ≥ 17 S ≥ 17 S ≥ 21 S ≥ 16 S ≥ 20 S ≥ 19 Isolamento

Lac70 23/08/2011 D NR 29 28 35 24 35 38 NT 38 26 36 42 32 26 20 NT 20 36 30 35 30 24 NR CRF
Lac71 23/08/2011 D NR 28 26 35 22 36 38 NT 38 25 36 40 34 28 21 NT 21 36 30 34 30 22 NR CRF
Lac72 23/08/2011 D NR 20 19 30 16 33 33 NT 32 23 31 34 30 30 22 NT 22 36 34 30 34 28 NR CRF
Lac73 23/08/2011 D NR 20 22 28 14 30 32 NT 30 22 25 30 30 30 21 NT 20 32 32 32 34 23 NR CRF
Lac74 23/08/2011 D NR 22 22 28 21 34 33 NT 33 27 28 33 34 30 20 NT 21 32 30 31 30 21 NR CRF
Lac75 23/08/2011 D NR 21 20 26 18 32 32 NT 32 28 30 32 32 29 22 NT 21 30 28 30 27 19 NR CRF
Lac76 23/08/2011 D NR 28 26 34 22 36 38 NT 39 25 34 40 31 24 20 NT 20 26 30 36 33 20 NR CRF
Lac77 23/08/2011 D NR 24 24 30 23 31 32 NT 32 18 30 36 30 18 17 NT 17 32 30 30 27 24 NR CRF
Lac78 23/08/2011 D NR 19 16 28 17 32 33 NT 30 24 28 30 34 30 23 NT 23 30 29 29 30 20 NR CRF
Lac79 23/08/2011 D NR 22 19 29 20 34 35 NT 32 29 30 32 32 30 22 NT 22 34 29 30 29 20 NR CRF
Lac80 23/08/2011 D NR 23 22 22 20 32 33 NT 30 29 29 30 31 29 20 NT 20 30 30 30 29 22 NR CRF
Lac81 23/08/2011 D NR 23 22 28 21 35 35 NT 34 29 30 34 36 30 22 NT 23 35 32 32 31 24 NR CRF
Lac82 23/08/2011 D NR 18 13 26 14 32 32 NT 32 22 30 34 35 31 11 NT 22 8 6 6 6 6 NR CRF
Lac83 23/08/2011 D NR 18 16 30 18 36 36 NT 35 29 32 36 36 34 22 NT 22 34 34 34 30 24 NR CRF
Lac84 23/08/2011 D NR 18 14 29 17 36 34 NT 34 26 30 35 36 30 21 NT 22 31 30 30 29 24 NR CRF
Lac85 23/08/2011 D NR 18 14 26 16 34 32 NT 32 28 30 34 34 30 21 NT 20 32 30 30 30 24 NR CRF

Data do
Local Identidade

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm) *

Isolamento
Cepa

 
* De acordo com CLSI (2008; 2011). 
a Determinação do halo de suscetibilidade de acordo com EUCAST (2011). 
Local: estabelecimento comercial onde foi obtida a amostra de carne  
AK: amicacina; AMC: amoxicilina/ácido clavulânico; ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CN: gentamicina; CRO: ceftriaxona; CTX: 

cefotaxima; EFT: ceftiofur; ENO: enrofloxacina; ETP: ertapenem; FEP: cefepima; FOX: cefoxitina; IPM: imipenem; KF: cefalotina; LEV: 
levofloxacina; MXF: moxifloxacina; NA: ácido nalidíxico; OFX: ofloxacina; SAM: ampicilina/sulbactam; TOB: tobramicina; TZP: 
piperacilina/tazobactam. 

NR: teste não realizado ou inconclusivo. NT: antibiótico não testado. “Mesma cepa”: cepas com o mesmo perfil de ERIC-PCR. 
R: tamanho do halo que indica resistência ao antimicrobiano (números marcados em vermelho); S: tamanho do halo que indica 

sensibilidade ao antimicrobiano (números marcados em preto); valores intermediários a R e S indicam resistência intermediária ao 
antimicrobiano (números marcados em verde).  
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4.2 Resultados Moleculares 

 

4.2.1 Genes de resistência aos β-lactâmicos 

 

Após a análise dos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentados pelos 

316 isolados do estudo, 34 (10,76%) foram selecionados e submetidos aos ensaios para a 

detecção de genes de resistência às drogas β-lactâmicas (genes bla). Em 14/34 cepas 

(41,18%) foram detectados um ou mais genes tipo bla (Tabela 6), sendo que, destas, sete 

cepas (50%) apresentaram blaSHV (S36, S51, S68, S105, S116, Ec45 e Lac11), duas cepas 

(14,28%) apresentaram blaGES (S23 e Lac11), quatro cepas (28,57%) apresentaram blaTEM 

(S88, S105, S137 e Lac55) e cinco cepas (35,71%) apresentaram blaCTX-M (S11, S105, S137, 

Ec32 e Lac60). 

 

4.2.1.1 Detecção e caracterização de blaSHV 

 

As Figuras 2 e 3 demonstram a detecção do gene blaSHV nas cepas S36, S51, S68, 

S105, S116, Ec45 e Lac11, através da visualização do fragmento de 861pb, correspondente à 

região codificadora do gene, e a Tabela 7 mostra o perfil de suscetibilidade aos 

antimicrobianos dessas cepas. Apesar de as cepas S36 (Citrobacter youngae), S51 (C. 

youngae) e Lac11 (Citrobacter freundii) apresentarem duas bandas inespecíficas além da 

banda de 861 pb (Figura 2), as mesmas foram consideradas carreadoras de blaSHV pelo fato de 

a banda esperada se apresentar fortemente no gel de agarose, indicando grande quantidade 

deste “amplicon” na amostra. Já a cepa S68 (C. freundii) apresenta, nitidamente, uma única 

banda com o tamanho esperado, e a cepa Ec45 (Enterobacter cloacae) apresenta uma banda 

de 861 pb fraca no gel, porém única, sendo considerada também como positiva na detecção 

deste gene. Já as cepas S105 e S116, ambas Klebsiella pneumoniae, apresentaram a banda 

correspondente ao gene blaSHV na multiplex-PCR, embora a banda de S116 esteja muito mais 

nítida que a de S105, talvez, mesmo, pelo fato de a primeira ter amplificado um único gene, 

enquanto a segunda tenha amplificado três diferentes genes (Figura 3). 

O sequenciamento do blaSHV detectado na cepa S105 revelou tratar-se de blaSHV-11, que 

codifica uma β-lactamase diferente de SHV-1 por apenas uma substituição de leucina por 

glutamina na posição 35 (NÜESCH-INDERBINEN et al., 1997), e apresenta um espectro 

restrito (MORRIS et al., 2003). Na cepa S116 identificou-se o gene blaSHV-2, que codifica 

SHV-2, a primeira ESBL descrita (KNOTHE et al., 1983). SHV-2 diferencia-se de SHV-1 por 
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apenas uma substituição de glicina por serina na posição 238, e promove resistência a todas as 

cefalosporinas de amplo espectro e ao aztreonam (JACOBY & CARRERAS, 1990), embora 

S116 apresente suscetibilidade a este último (Tabela 7). 

 

 
Figura 2 – Gel de eletroforese da PCR para detecção do gene blaSHV. [M: marcador de peso 
molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reação. Br: controle negativo da reação.] 

 

A detecção de genes da família blaSHV em diversas Enterobacteriaceae isoladas de 

animais de produção tem sido descrita, tal como em E. coli isoladas de animais doentes na 

Espanha (BRIÑAS  et al., 2005); em amostras fecais de porcos na China e na Espanha 

(BRIÑAS et al., 2005; TIAN et al., 2009); em cepas de E. coli em amostras de carne na 

Tunísia (JOUINI et al., 2007) e em carne de frango na Holanda (LAVERSTEIN-VAN HALL 

et al., 2011); e cepas de Salmonella em amostras de aves e de suas carnes na Holanda 

(HASMAN et al., 2005). 

 

 
Figura 3 – Gel de eletroforese da multiplex-PCR para detecção dos genes blaSHV, blaTEM e 
blaCTX-M. [M: marcador de peso molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reação. Br: 
controle negativo da reação.] 
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Após a primeira detecção, os genes blaSHV não amplificaram, novamente, nas cepas 

S23, S36, S51, S68, Ec45 e Lac11, o que inviabilizou seu sequenciamento. 

As duas cepas que tiveram o seu blaSHV sequenciado (S105 e S116) foram 

identificadas como K. pneumoniae, reconhecida como um importante agente de infecções 

relacionadas à assistência à saúde e comunitárias, além de ser  considerada o principal 

reservatório de genes de resistência dentre as Enterobacteriaceae. Esta bactéria coloniza os 

tratos respiratório e intestinal de humanos e causa pneumonia, bacteremia e meningite 

(LEVINSON & JAWETZ, 2005). Recentemente, esta bactéria tem emergido como um 

importante patógeno causador de abscessos hepáticos piogênicos primários (PAN et al., 

2008), e algumas cepas têm sido relacionadas a infecções intestinais e diarréia em pacientes 

imunocompetentes e imunocomprometidos (THI et al., 2003). 

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados S36, S51, S68 e Ec45, 

sugere a produção de ao menos uma ESBL (Tabela 7). Pelo fato de não terem sido detectados 

outros genes nestes isolados, provavelmente os blaSHV detectados são codificadores de ESBL, 

e o sequenciamento dos mesmos elucidará a questão. 

 

Tabela 7 – Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o 
gene blaSHV. 

S36 S51 S68 S105 S116 Ec45 Lac11
C. youngae C. youngae C. freundii K. pneumoniae K. pneumoniae E. cloacae C. freundii

AMC (13/18) 6 11 6 14 15 6 6
SAM (11/15) 8 20 6 6 13 8 18
TZP (17/21) 20 25 18 20 18 18 26
KF (14/18) 6 14 6 6 6 6 12

FEP (14/18) 30 34 26 13 16 22 32
CTX (22/26) 11 6 14 10 14 7 30
EFT (19/23) 11 6 9 9 12 7 NT
CRO (19/23) 12 10 10 9 13 10 30
FOX (14/18) 8 6 6 25 24 10 6
CAZ (17/21) 11 29 6 20 17 10 24
ATM (17/21) 18 34 17 17 22 14 28
ETP (19/23) 28 34 18 22 22 16 20
IPM (19/23) 24 26 24 26 29 26 NT
CN (12/15) 23 23 23 10 18 23 20

TOB (12/15) 24 24 18 NT NT 23 20
AK (14/17) 24 23 23 20 20 20 22

LEV (13/17) 32 23 29 20 24 29 26
ENO (15/21) NT NT 28 16 24 26 6
OFX (12/16) 30 23 30 18 NT 27 NT
MXF (16/20) 28 20 28 16 NT 28 24
NA (13/19) 24 19 23 16 22 24 18

Isolado
Espécie

A
nt

im
ic

ro
bi

an
os

 
NT: antimicrobiano não testado. Números marcados em vermelho: tamanho do halo que 
indica resistência ao antimicrobiano testado. Números marcados em preto: tamanho do halo 
que indica sensibilidade ao antimicrobiano testado. Números marcados em verde: tamanho do 
halo que indica resistência intermediária ao antimicrobiano testado. 
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4.2.1.2 Detecção e caracterização de blaGES 

 

Duas cepas apresentaram genes da família blaGES. As cepas S23 (C. freundii) e Lac11 

(C. freundii) apresentaram, claramente, a banda de 864 pb, correspondente à região 

codificadora do gene, apesar de ter havido a amplificação de outras bandas inespecíficas 

(Figura 4). A cepa Ec32 apresentou uma banda muito fraca no gel de agarose além de outras 

bandas inespecíficas; portanto, decidiu-se não considerá-la portadora de blaGES (Figura 4). 

 

 
Figura 4 – Gel de eletroforese da PCR para detecção do gene blaGES. [M: marcador de peso 
molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reação. Br: controle negativo da reação.] 

 

Até o momento, não existe na literatura nenhum relato da detecção de genes blaGES-like 

em cepas bacterianas isoladas de qualquer tipo de carne destinada ao consumo humano. A 

cepa S23 apresenta um perfil de resistência aos β-lactâmicos sugestivo da produção de uma 

ESBL, sendo sensível apenas ao cefepime e ao imipenem (Tabela 8), o que condiz com a 

possível produção de uma enzima do tipo GES. Este achado é preocupante sob o ponto de 

vista de saúde pública, já que o gene pode ser transmitido facilmente a outras bactérias 

patogênicas. Além disso, duas cepas de C. freundii carreadoras de blaGES foram isoladas de 

CRB adquiridas em dias e estabelecimentos distintos, o que indica a disseminação deste gene 

em carnes destinadas ao consumo humano. 

A cepa Lac11, carreadora de blaGES, também apresentou um gene blaSHV (Figura 4). A 

co-existência de blaGES e blaSHV foi previamente descrita em uma Klebsiella pneumoniae 

isolada durante um estudo clínico realizado na República da Coréia, cuja cepa era produtora 

das enzimas GES-5 e SHV-12 (JEONG et al., 2005). O teste de suscetibilidade aos 

antimicrobianos em Lac11 mostrou resistência somente à cefalotina, à cefoxitina e à 

combinação amoxicilina/ácido clavulânico (Tabela 8). Este perfil de resistência era esperado, 

já que o isolado corresponde a uma cepa de C. freundii e, nesta espécie, a hiperprodução de 

AmpC é responsável pela resistência a cefalosporinas e inibidores das β-lactamases (ROSSI 

& ANDREAZZI, 2005). 
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Tabela 8 – Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o 
gene blaGES. 

S23 Lac11
C. freundii C. freundii

AMC (13/18) 8 6
SAM (11/15) 6 18
TZP (17/21) 17 26
KF (14/18) 6 12

FEP (14/18) 26 32
CTX (22/26) 9 30
EFT (19/23) 10 NT
CRO (19/23) 13 30
FOX (14/18) 6 6
CAZ (17/21) 8 24
ATM (17/21) 12 28
ETP (19/23) 12 20
IPM (19/23) 26 NT
CN (12/15) 18 20

TOB (12/15) 20 20
AK (14/17) 20 22

LEV (13/17) 30 26
ENO (15/21) NT 6
OFX (12/16) 28 NT
MXF (16/20) 28 24
NA (13/19) 26 18

Isolado
Espécie

A
nt

im
ic

ro
bi

an
os

 
NT: antimicrobiano não testado. Números marcados em vermelho: tamanho do halo que 
indica resistência ao antimicrobiano testado. Números marcados em preto: tamanho do halo 
que indica sensibilidade ao antimicrobiano testado. Números marcados em verde: tamanho do 
halo que indica resistência intermediária ao antimicrobiano testado. 
 

O alto nível de sensibilidade aos antimicrobianos apresentado pela cepa Lac11, mesmo 

na presença de genes que conferem resistência aos β-lactâmicos pode ser explicado i) pelo 

fato de as proteínas não estarem sendo codificadas e, ainda, o gene blaSHV detectado não ser 

codificador de β-lactamases de espectro estendido, como o blaSHV-1, por exemplo; ou ii) estes 

genes podem estar localizados em uma região distante do promotor do integron, o que resulta 

em baixo nível de expressão (COLLIS & HALL, 1995). 

Os dois genes blaGES detectados também não puderam ser sequenciados devido à sua 

não amplificação posteriormente à primeira vez. 

 

4.2.1.3 Detecção e caracterização de blaTEM 

 

O gene blaTEM-1 foi detectado nas cepas S88 (C. youngae), S105 (K. pneumoniae), 

S137 (Escherichia coli) e Lac 55 (E. coli) (Figuras 3 e 5). TEM-1 é uma β-lactamase de 

espectro restrito, frequentemente detectada em bactérias isoladas de amostras clínicas 

humanas. Nos últimos anos, a produção de β-lactamases tipo TEM por bactérias isoladas de 

animais tem sido relatada, como em P. mirabilis isolados de produtos cárneos, em E. coli 
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isoladas de bezerros com doença diarreica (BRADFORD et al., 1999; KIM et al., 2005), em 

vários sorotipos de S. enterica isoladas de aves e humanos na Bélgica e França 

(CLOECKAERT et al., 2007), e em E. coli isoladas de carnes de frango na Holanda 

(LAVERSTEIN-VAN HALL et al., 2011). 

Os dois isolados de E. coli que apresentaram o gene blaTEM-1, bem como o isolado de 

K. pneumoniae, foram recuperados de uma mesma amostra de CRF (Tabela 6) e, embora esse 

gene não seja causador de um perfil de resistência às cefalosporinas de terceira geração, sua 

presença em cepas possivelmente patogênicas isoladas de alimentos é preocupante pelo fato 

de este gene poder sofrer mutações que resultem na expressão de β-lactamases de espectro 

estendido  (ESBLs). 

 

 
Figura 5 – Gel de eletroforese da PCR para detecção do gene blaTEM. [M: marcador de peso 
molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reação. Br: controle negativo da reação.] 
 

Os perfis de suscetibilidade dos quatro isolados nos quais blaTEM foi detectado 

sugerem a expressão de ESBL (Tabela 9), pois apresentam resistência a cefalosporinas de 

terceira geração, como a cefotaxima e a ceftriaxona. De acordo com o CLSI (2011), cepas que 

apresentam resistência às cefalosporinas de terceira geração são consideradas como 

produtoras de ESBL. Porém, a enzima TEM-1, codificada pelo gene blaTEM-1 identificado em 

S88, S105, S137 e Lac55, não é uma ESBL. Assim, outra enzima deve ser a responsável por 

estes perfis de resistência. Em S105 e S137 foi detectado um gene blaCTX-M (ver seção 

4.2.1.4), o que explica o perfil de resistência destes isolados, porém em S88 e Lac55 não foi 

detectado nenhum outro gene, sugerindo a existência de outros genes codificadores de ESBL 

que ainda não foram testados. 
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Tabela 9 – Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o 
gene blaTEM. 

S88 S105 S137 Lac55
C. youngae K. pneumoniae E. coli E. coli

AMC (13/18) 6 14 16 14
SAM (11/15) 6 6 10 12
TZP (17/21) 18 20 26 23
KF (14/18) 6 6 6 6

FEP (14/18) 26 13 18 18
CTX (22/26) 6 10 15 16
EFT (19/23) 9 9 14 NT
CRO (19/23) 8 9 14 14
FOX (14/18) 6 25 29 25
CAZ (17/21) 8 20 26 24
ATM (17/21) 14 17 21 22
ETP (19/23) 24 22 32 29
IPM (19/23) 24 26 32 26
CN (12/15) 22 10 22 20

TOB (12/15) 23 NT NT NT
AK (14/17) 23 20 22 20

LEV (13/17) 26 20 30 22
ENO (15/21) 23 16 30 16
OFX (12/16) 24 18 NT 18
MXF (16/20) 23 16 NT 16
NA (13/19) 22 16 22 10

Isolado
Espécie

A
nt

im
ic

ro
bi

an
os

 
NT: antimicrobiano não testado. Números marcados em vermelho: tamanho do halo que 
indica resistência ao antimicrobiano testado. Números marcados em preto: tamanho do halo 
que indica sensibilidade ao antimicrobiano testado. Números marcados em verde: tamanho do 
halo que indica resistência intermediária ao antimicrobiano testado. 
 

4.2.1.4 Detecção e caracterização de blaCTX-M 

 

As figuras 3 e 6 mostram a amplificação do fragmento de 544 pb, comum em todos os 

blaCTX-M descritos até o momento, nas cepas S11 (Proteus mirabilis), S105 (K. pneumoniae), 

S137 (E. coli), Ec32 (C. diversus) e Lac 60 (E. coli), todas provenientes de CRF. A Tabela 10 

apresenta o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos destas cinco cepas. A cepa Lac3 (K. 

pneumoniae) apresentou uma banda de mesmo peso molecular, porém muito fraca no gel de 

agarose (Figura 6). Assim, foi também submetida ao teste de RFLP, juntamente com as outras 

cinco cepas, para confirmar a presença de blaCTX-M em Lac3, apesar de esta não apresentar 

perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos sugestivo da presença deste gene (Tabela 6). 

O perfil de suscetibilidade apresentado pelas cinco cepas onde blaCTX-M foi detectado 

também sugere a produção de ESBL, pois todos possuem resistência, ou mesmo resistência 

intermediária, a cefalosporinas de terceira geração (Tabela 10). Os isolados S11, S105 e 

Lac60 apresentam, inclusive, resistência ao cefepime, uma cefalosporina de quarta geração; e 

Ec32 apresenta resistência intermediária à cefotaxima e ao ceftiofur, porém a resistência 
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intermediária é considerada como resistência, quando na prática clínica e na pesquisa de 

genes de resistência a antimicrobianos (CLSI, 2011). 

 

 
Figura 6 – Gel de eletroforese da PCR para detecção do gene blaCTX-M. [M: marcador de peso 
molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reação. Br: controle negativo da reação.] 

 

A presença do gene blaCTX-M-2-like foi confirmada em cinco isolados (S11, S105, S137, 

Ec32 e Lac 60), como mostra a  Figura 7. As demais cepas submetidas à RFLP, inclusive a 

cepa Lac3, não apresentaram nenhum perfil de restrição conhecido para os grupos de blaCTX-

M. O sequenciamento identificou os cinco genes detectados como blaCTX-M-2. 

 

 
Figura 7 – Gel de eletroforese da RFLP para detecção do grupo do gene blaCTX-M nas cepas 
indicadas. [M: marcador de peso molecular de 100 pb.] 

 

Assim como para os demais genes discutidos até o momento, existem poucos relatos 

na literatura sobre a detecção de blaCTX-M em bactérias isoladas de carnes, havendo casos no 

Japão (SHIRAKI et al., 2004), em E. coli isoladas de carcaças de gado; na França e Bélgica, 

em Salmonella isoladas de aves (BERTRAND et al., 2006; CLOECKAERT et al., 2010), e 

em E. coli e Salmonella isoladas de aves na Bélgica, França, Espanha e Guiana Francesa 

(FERNÁNDEZ et al., 2007). 
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Tabela 10 – Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o 
gene blaCTX-M. 

S11 S105 S137 Ec32 Lac60
P. mirabilis K. pneumoniae E. coli C. diversus E. coli

AMC (13/18) 13 14 16 13 18
SAM (11/15) 13 6 10 19 10
TZP (17/21) 25 20 26 25 28
KF (14/18) 6 6 6 12 6

FEP (14/18) 11 13 18 26 15
CTX (22/26) 11 10 15 24 10
EFT (19/23) 18 9 14 22 NT
CRO (19/23) 12 9 14 14 10
FOX (14/18) 21 25 29 7 28
CAZ (17/21) 24 20 26 26 24
ATM (17/21) 26 17 21 24 16
ETP (19/23) 16 22 32 12 30
IPM (19/23) 20 26 32 24 30
CN (12/15) 15 10 22 18 22

TOB (12/15) 18 NT NT 19 NT
AK (14/17) 18 20 22 20 22

LEV (13/17) 19 20 30 30 20
ENO (15/21) 12 16 30 28 14
OFX (12/16) 14 18 NT 26 17
MXF (16/20) 10 16 NT 24 17
NA (13/19) 6 16 22 24 6

Isolado
Espécie

A
nt

im
ic

ro
bi

an
os

 
NT: antimicrobiano não testado. Números marcados em vermelho: tamanho do halo que 
indica resistência ao antimicrobiano testado. Números marcados em preto: tamanho do halo 
que indica sensibilidade ao antimicrobiano testado. Números marcados em verde: tamanho do 
halo que indica resistência intermediária ao antimicrobiano testado. 

 

O gene blaCTX-M-2 dissemina-se facilmente (BAUERNFEIND et al., 1992; RADICE et 

al., 2002) e, de fato, tem sido encontrado em diferentes hospitais no Brasil (DO CARMO 

FILHO et al., 2008; MINARINI et al., 2008; TOLLENTINO et al., 2011). Além disso, um 

estudo importante, realizado no Reino Unido, revelou que 40% das cepas de E. coli 

produtoras de ESBL, isoladas a partir de peitos de frango importados do Brasil, eram 

produtoras de CTX-M-2 (WARREN et al., 2008). No presente estudo, 100% dos genes 

codificadores de CTX-M identificados são blaCTX-M-2, fato importante de se destacar já que as 

cepas foram isoladas a partir de carnes destinadas ao consumo humano. Este resultado 

demonstra, novamente, a ampla disseminação de blaCTX-M-2 entre as Enterobacteriaceae e 

reforça a importância de programas de vigilância na cadeia produtiva de carnes no país,  já 

que o Brasil é referência mundial no comércio de carnes, inclusive grande exportador de 

carnes de frango para a União Européia (BRASIL, 2012). A contaminação de carne produzida 

no Brasil com essas cepas é preocupante, pois, além de constituir um importante problema de 

saúde pública, pode, futuramente, afetar as relações comerciais do país. 



72 
 

 

4.2.2 Testes para detecção e caracterização dos integrons 

 

A Figura 8 mostra a imagem do gel de eletroforese realizada com os “amplicons” 

obtidos após a reação de PCR para detecção de integrons de classe 1, que visou identificar a 

presença de cassetes gênicos inseridos entre o gene da integrase do integron de classe 1 (intI1) 

e o gene qacEΔ. O primer “forward” usado nesta reação anela-se a uma distância aproximada 

de 70 pb após intI1, e o primer “reverse”, no início de qacEΔ. Para a maioria dos isolados 

testados observou-se várias bandas, sendo que em alguns foram observadas até cinco ou seis 

bandas nítidas. Este resultado sugeriu duas hipóteses: i) as várias bandas correspondem à 

ligação inespecífica entre os primers e o DNA teste; ou ii) as várias bandas representam, de 

fato, diferentes integrons de classe 1 nas cepas. Esta segunda hipótese será investigada através 

do sequenciamento gênico, que confirmará se as várias bandas observadas para cada cepa no 

gel da eletroforese representam, de fato, diferentes combinações de cassetes gênicos. 

Sevillano e colaboradores (2006), utilizando o mesmo par de primers para detectar integrons 

de classe 1, obtiveram “amplicons” de tamanhos variados, compreendendo de 600 a 1700 pb, 

inclusive com mais de um “amplicon” em algumas cepas. Além disso, a co-existência de 

diferentes integrons de classe 1, com tamanhos moleculares diferentes devido ao carreamento 

de diferentes genes,  em uma mesma cepa bacteriana, também foi previamente descrita por 

Kadlec e Schwarz (2008).  

 

 
Figura 8 – Gel de eletroforese da PCR para detecção do integron de classe 1. [M: marcador de 
peso molecular de 1 kb. C+: controle positivo da reação. Br: controle negativo da reação.] 
 

Considerando a proposta inicial do projeto, as cepas que apresentaram o gene blaCTX-M 

foram submetidas à pesquisa para a caracterização do ambiente genético destes genes. 

Inicialmente, realizou-se a PCR com primers específicos para a detecção dos genes das 

integrases dos integrons de classe 1, classe 2 e classe 3 (intI1, intI2 e intI3, respectivamente).  

O gene intI1 foi detectado em quatro das cinco cepas carreadoras de blaCTX-M-2 (S11, S105, 
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S137 e Lac60) e intI2 foi detectado apenas na cepa S11, mostrando que esta carreia, ao 

menos, um integron de classe 1 e um de classe 2 (Figura 9). 

Em nenhuma das cinco cepas foi detectado intI3, embora bandas inespecíficas possam 

ser observadas no gel da eletroforese (Figura 9). 

 

 
Figura 9 – Gel de eletroforese da PCR para detecção do gene das integrases dos integrons de 
classe 1, 2 e 3. [M: marcador de peso molecular de 1 kb. C+: controle positivo da reação para 
integron de classe 1. Br: controle negativo de cada reação. Na parte superior da figura, abaixo 
no nome de cada gene, está o tamanho da banda, em pb, correspondente a cada gene.] 
 

As cepas que apresentaram intI1 foram submetidas à PCR com par de primers 

específico para a detecção de integrons de classe 1, pois amplifica a região onde estão 

localizados os cassetes gênicos nesse tipo de integron, sendo este o elemento genético móvel 

onde os genes blaCTX-M são mais comumente descritos. A Figura 10 mostra os “amplicons” 

obtidos após a PCR. 

No caso da cepa S11, além de blaCTX-M-2, é possível que haja, ao menos, mais um gene 

inserido no integron, já que o primeiro possui por volta de 800 pb, restando uma região de 

800 pb para outros genes. Esta segunda região poderia compreender um gene que confere 

resistência às quinolonas, por exemplo um qnr (com pouco mais de 600 pb; ver GenBank: 

JQ924197.1), já que nessa cepa de P. mirabilis observou-se resistência ao ácido nalidíxico, 

enrofloxacina e moxifloxacina, além de resistência intermediária à ofloxacina (Tabela 10).  
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Ainda, é possível observar uma banda, bastante fraca no gel de eletroforese, de tamanho 

aproximado de 3500 pb, que pode representar uma segunda estrutura de integron de classe 1 

inserido nessa cepa (Figura 10). A banda se apresentar fraca no gel pode ser devido ao fato de 

que, por ser o “amplicon” muito maior que o representado pela banda forte, de 1600 pb, este 

último tenha sido amplificado mais vezes, em detrimento do de 1600 pb, gerando a diferença 

de visualização. 

A cepa S105 apresentou, claramente, duas bandas distintas no gel de eletroforese, uma 

com aproximadamente 1000 pb e a outra, 1250 pb (Figura 10), sugerindo a presença de duas 

estruturas diferentes de integron de classe 1 na cepa. Esta possibilidade é reforçada pela 

observação da banda fortemente marcada na Figura 9, que representa o gene da integrase. É 

possível que a banda represente a presença de dois genes intI1. Da mesma forma como 

ocorreu para a cepa S11, em S105 foram também observadas bandas fracas de maior tamanho 

molecular (2000, 2500 e 3000 pb, aproximadamente). Elas também podem representar 

diferentes composições de integrons dentro da cepa. Este fato é sugerido pelo perfil de 

suscetibilidade aos antimicrobianos, em que se observa resistência aos aminoglicosídeos e às 

quinolonas (Tabela 10), e pela presença de outros genes nessa cepa de K. pneumoniae. Mais 

uma vez, o sequenciamento gênico mostra-se indispensável para a confirmação desta 

hipótese. 

É plausível que, no caso da cepa S137, blaCTX-M-2 seja o único cassete gênico inserido 

no integron, já que esta apresentou, nitidamente, uma banda de peso molecular por volta de 

800 pb no gel de eletroforese (Figura 10). Essa cepa de Escherichia coli apresenta resistência 

a cefalosporinas de terceira geração, provavelmente gerada pela expressão de CTX-M-2, e a 

nenhuma outra classe de antimicrobianos testada (Tabela 10). O gene blaTEM-1 identificado 

nesta cepa pode estar presente em outro local do genoma da bactéria, por exemplo, em um 

plasmídeo conjugativo R, como já demonstrado na literatura (SEOL et al., 2006). 

 Assim como S105, a cepa Lac60 apresentou um “amplicon” nítido de 1000 pb 

(Figura 10), o que pode representar o gene blaCTX-M-2 inserido no integron, além de regiões 

adjacentes a este, como alguma orf ou mesmo outro gene de pequeno tamanho, embora não 

tenha sido detectado nenhum outro além de blaCTX-M-2. Apesar disso, o perfil de 

suscetibilidade apresentado por esta cepa de E. coli mostra a resistência a algumas das 

quinolonas testadas (Tabela 10). É possível que genes de resistência às quinolonas de 

localização plasmidial possam estar inseridos em outra estrutura de integron de classe 1 na 

mesma cepa. Isso se deve ao fato de Lac60 ter apresentado uma banda fraca, de 

aproximadamente 2000 pb, no gel de eletroforese (Figura 10). 
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Figura 10 – Gel de eletroforese da PCR para amplificação da região codificadora de cassetes 
gênicos do integron de classe 1 nas cepas que possuem o gene blaCTX-M-2. [M: marcador de 
peso molecular de 1 kb. C+: controle positivo da reação para integron de classe 1. Br: controle 
negativo da reação. As setas azul-claro indicam a posição das bandas fracamente coradas] 

 

Cada uma das quatro cepas onde foi detectado o gene int1 foram submetidas a PCR 

utilizando-se as cinco combinações de primers descritas na Tabela 3 para a investigação da 

presença de diferentes regiões da estrutura de um integron de classe 1. 

A cepa Ec32, que parece não apresentar um integron de classe 1 (pois intI1 não foi 

amplificado nela) também foi submetida à PCR com as cinco diferentes combinações de 

primers para confirmar a inexistência do mesmo nesta cepa de C. diversus. Esse resultado 

sugere que o gene blaCTX-M-2 de Ec32 pode estar localizado em outra região do genoma, como, 

por exemplo, inserido no cromossomo bacteriano. Este fato é relatado na literatura (FABRE et 

al., 2009; HARADA et al., 2012), e a caracterização do ambiente genético do blaCTX-M-2 

identificado neste C. diversus irá elucidar a questão. 

A Figura 11 ilustra a estrutura concebida para o integron de classe 1 nas amostras 

estudadas. Com base nesta estrutura foram montadas as combinações de pares de primers 

indicadas na Tabela 4, na tentativa de elucidar o ambiente genético dos genes blaCTX-M-2 

detectados. 
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Figura 11 – Esquema da estrutura concebida para o integron de classe 1 na definição dos 
pares de primers utilizados para caracterizar o ambiente genético dos genes blaCTX-M-2 
possivelmente inseridos nesse tipo de estrutura. [As setas grandes em cinza representam os 
genes obrigatoriamente presentes para que a estrutura seja um integron de classe 1; a seta 
grande azul clara representa o gene supostamente inserido no integron. p1 a p7 indicam os 
primers utilizados; p1 e p2, descritos na Tabela 1, e p3 a p7, descritos na Tabela 4: p1 = 
primer “forward” (F) da região dos cassetes gênicos do integron de classe 1; p2 = primer 
“reverse” (R) da região dos cassetes gênicos do integron de classe 1; p3 = primer F do gene 
qacEΔ; p4 = primer R do gene sulI; p5 = primer R do gene intI; p6 = primer F do final de 
blaCTX-M-2; p7 = primer R do início de blaCTX-M-2. A seta  indica o local de anelamento do 
primer. As setas  e  indicam a direção da amplificação.] 
 

Com o primeiro par de primers (“Par 1”) amplificou-se uma região com 

aproximadamente 1200 pb (Figura 12), o que condiz com o esperado, já que o gene qacEΔ 

possui mais de 300 pb e o gene sulI, mais de 800 pb (acesso no GenBank: JN596279.1). Esses 

“amplicons” devem ser sequenciados para a confirmação da identidade. A cepa Ec32, onde 

não havia sido detectado o gene intI1, não apresentou a banda correspondente aos genes 

investigados, corroborando a inexistência da estrutura no seu genoma, já que tal elemento 

genético tem como constituição básica, os genes qacEΔ e sulI. 

 

 
Figura 12 – Gel de eletroforese da PCR para caracterização do integron de classe 1 nas cepas 
que apresentaram blaCTX-M-2 com o “Par 1” de primers da Tabela 3. [M: marcador de peso 
molecular de 1 kb. Br: controle negativo da reação. O esquema, à esquerda, representa a 
porção do integron concebido amplificada na reação.] 
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Na PCR com o segundo par de primers (“Par 2”) era esperado que as bandas 

representassem uma amplificação total do integron de classe 1 para cada cepa, pois o primer 

“forward” utilizado tem como alvo o final do gene da integrase int1 (amplificando quase 900 

pb desse gene – Figuras 9 e 11) e o primer “reverse”, o final do gene sulI, comumente 

localizado no final do integron. Essa PCR difere da primeira reação, a de detecção do integron 

de classe 1 (Figura 10), por amplificar, também, o gene da integrase dos integrons e os genes 

qacEΔ e sulI. Assim, espera-se um acréscimo aproximado de 2100 pb nos “amplicons” dessa 

reação comparados com o tamanho dos “amplicons” da PCR com os primers para a detecção 

dos cassetes gênicos.  

Com relação à cepa S11, foi observada uma banda de aproximadamente 3700 pb no 

gel de eletroforese (Figura 13), 2100 pb a mais do que o “amplicon” apresentado por essa 

cepa no gel da PCR para detecção dos cassetes gênicos (Figura 10). Assim, pode-se dizer que 

o acréscimo esperado no tamanho da banda foi observado. 

A cepa S105 apresentou uma banda pouco maior que 3000 pb no gel de eletroforese 

da PCR com o Par 2 (Figura 13). Não é possível visualizar corretamente o tamanho molecular 

desse “amplicon” porque a banda correspondente está corada muito fortemente no gel, talvez 

indicando, novamente, muita amplificação da região pelo fato de haver duas estruturas de 

integron de classe 1 no genoma dessa cepa. Na PCR de detecção dos cassetes gênicos (Figura 

10) foram observadas duas bandas (1000 e 1250 pb) que, acrescidas dos 2100 pb da PCR com 

os primers do Par 2, resultam no tamanho da banda encontrada nessa reação para essa cepa. 

Já a cepa S137 apresentou uma banda com pouco menos de 3000 pb no gel de 

eletroforese da PCR com o “Par 2” de primers (Figura 13). Essa banda também pode 

representar a amplificação correta da região, já que na PCR de detecção dos cassetes gênicos 

(Figura 10) foi gerado um “amplicon” de 800 pb; acrescentando a este os 2100 pb esperados, 

o resultado seria uma banda de 2900 pb. 

A cepa Lac60 apresentou uma banda pouco maior que 3000 pb no gel da eletroforese 

da PCR com o Par 2 (Figura 13). Comparando este resultado com o da Figura 10, onde é 

observada uma banda nítida, de 1000 pb, supõe-se que a banda gerada na PCR com o Par 2 

represente a amplificação adicional dos gene intI1, qacEΔ e sulI nessa cepa de E. coli, o 

mesmo sugerido para a K. pneumoniae S105. 
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Figura 13 – Gel de eletroforese da PCR para caracterização do integron de classe 1 nas cepas 
que apresentaram blaCTX-M-2 com o “Par 2” de primers da Tabela 3. [M: marcador de peso 
molecular de 1 kb. Br: controle negativo da reação. O esquema, à direita, representa a porção 
do integron concebido amplificada na reação.] 
 

O terceiro par de primers (“Par 3”) visou a amplificação de uma região menor que a 

amplificada com o Par 2, constituída pelos genes qacEΔ e sulI e o final de blaCTX-M. Foi 

possível amplificar uma região de aproximadamente 2700 pb nas cepas S11, S105, S137 e 

Lac60 (Figura 14), possivelmente com a mesma constituição nucleotídica nas quatro cepas. 

Como esperado, nenhum fragmento foi amplificado na cepa Ec32. Como o primer “forward” 

do “Par 3” se anela a partir do nucleotídeo localizado na posição 510 do gene blaCTX-M-2, e  

amplifica aproximadamente, mais 300 pb do gene, e o primer “reverse” se anela no final do 

gene sulI, e amplifica juntamente com o gene qacEΔ (ambos “downstream” ao blaCTX-M-2 no 

integron), mais 1200 pb (Figura 12), a banda de 2700 pb pode representar uma região de 

aproximadamente 1200 pb existente entre o gene blaCTX-M-2 e o gene qacEΔ. Entretanto, esta 

hipótese não condiz com o indício da inexistência de outro cassete gênico inserido entre 

blaCTX-M-2 e qacEΔ indicado na PCR com o “Par 2” de primers (Figura 13), sendo 

imprescindível o sequenciamento dos diferentes “amplicons” para caracterizar de forma 

correta o ambiente genético dos blaCTX-M detectados. 
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Figura 14 – Gel de eletroforese da PCR para caracterização do integron de classe 1 nas cepas 
que apresentaram blaCTX-M-2 com o “Par 3” de primers da Tabela 3. [M: marcador de peso 
molecular de 1 kb. Br: controle negativo da reação. O esquema, à direita, representa a porção 
do integron concebido amplificada na reação.] 

 

Na Figura 15, que mostra o gel de eletroforese da PCR realizada com o “Par 4” de 

primers, foram observadas bandas de diferentes tamanhos, assim como o padrão das bandas 

da eletroforese apresentada na Figura 10, porém com bandas de tamanhos maiores. Isso se 

deve ao fato de que, na reação de detecção dos cassetes gênicos, os produtos amplificados 

terminam no início do gene qacEΔ, enquanto que nesta reação os produtos são amplificados 

até o final do gene sulI (“downtream” a qacEΔ). Essa nova amplificação gera um produto com 

mais 1200 pb, exatamente o tamanho acrescido observado no gel de eletroforese da Figura 15.  

A Tabela 11 mostra a diferença do tamanho das bandas das eletroforeses apresentadas 

nas Figuras 10 e 15. Comparando-as, pode-se observar que para cada cepa há um acréscimo 

aproximado de 1200 pb nos tamanhos das bandas quando a PCR foi realizada com os primers 

do “Par 4”, em relação a PCR de detecção de integron, que amplificou somente a região dos 

cassetes gênicos do integron de classe 1. 
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Figura 15 – Gel de eletroforese da PCR para caracterização do integron de classe 1 nas cepas 
que apresentaram blaCTX-M-2 com o “Par 4” de primers da Tabela 3. [M: marcador de peso 
molecular de 1 kb. Br: controle negativo da reação. O esquema, à direita, representa a porção 
do integron concebido amplificada na reação.] 

 

Tabela 11 – Comparação entre os tamanhos das bandas das eletroforeses com os dois pares de 
primers, mostradas nas Figuras 10 e 15, nas cepas que apresentam integron. 

S11 S105 S137 Lac60
1250
1000
2500
2200

Tamanho aproximado das bandas (em pb)

Figura 10

Figura 15 2800 2000 2200

10008001600

 
 

A PCR com os primers do “Par 5” amplificou regiões de tamanhos diferentes entre as 

cepas carreadoras de blaCTX-M-2 (Figura 16). O primer “forward” se anela no final do gene 

intI1, enquanto que o primer “reverse” se anela no início de blaCTX-M-2 (nos nucleotídeos 210 

a 227), visando a amplificação da região entre esses genes, além de intI1 total. 

Em S11 observa-se uma banda de, aproximadamente, 1600 pb no gel da eletroforese 

(Figura 16). Como são amplificados em torno de 900 pb do gene intI1 e os 200 pb iniciais do 
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gene blaCTX-M-2, a banda pode representar uma região de 500 pb entre os dois genes, onde 

pode haver uma orf, ou mesmo, outro gene inserido. 

Na cepa S105 são observadas duas bandas: uma com aproximadamente 1100 pb, e 

outra com 1350 pb (Figura 16). As duas podem ser uma representação da presença de duas 

estruturas diferentes de integron de classe 1 no genoma dessa bactéria, sendo que em um deles 

o gene blaCTX-M-2 estaria localizado logo após o gene da integrase, enquanto que no outro 

integron poderia haver uma pequena região de 200 pb entre eles. Porém, a amplificação de 

duas bandas na PCR para essa cepa sugere que a mesma apresenta blaCTX-M-2 duplicado, 

estando uma cópia em cada integron. 

Em Lac60, que apresentou uma banda de aproximadamente 1100 pb (Figura 16), a 

explicação pode ser a mesma dada para a banda de mesmo peso molecular da cepa S105, ou 

seja, blaCTX-M-2 corresponde ao cassete gênico inserido logo após intI1. 

Já para a cepa S137 foi detectada uma banda com tamanho molecular aproximado de 

800 pb (Figura 16). Considerando o explicado anteriormente para essa PCR, cujos 

“amplicons” devem conter, no mínimo, 1100 pb, acreditamos que esta reação se mostrou 

ineficaz. Assim, os resultados obtidos para as outras três cepas também devem ser 

reavaliados.  

 

 
Figura 16 – Gel de eletroforese da PCR para caracterização do integron de classe 1 nas cepas 
que apresentaram blaCTX-M-2 com o “Par 5” de primers da Tabela 3. [M: marcador de peso 
molecular de 1 kb. Br: controle negativo da reação. O esquema, à esquerda, representa a 
porção do integron concebido amplificada na reação.] 
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4.2.3 Tipagem molecular 

 

A técnica de ERIC-PCR foi utilizada para a tipagem molecular. Entretanto, apesar de 

ser descrita como um método rápido e com boa capacidade discriminatória para a tipagem 

molecular (LI et al., 2009), neste estudo muitos isolados não puderam ser tipados por esta 

técnica, provavelmente devido à degradação de DNA. 

A Figura 17 mostra o dendrograma das cepas de Salmonella spp. isoladas. Os 

resultados indicam que as cepas S4 e S6 apresentam o mesmo perfil genético e, juntamente 

com S1, formam um cluster. A cepa S5 é a que apresenta maior similaridade com este cluster 

(82,2%), fato corroborado pela semelhança no perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos 

(Figura 17 e Tabela 6). As cepas S2, S3 e S7 são bastante diferentes entre si e entre as demais. 

Como S1 a S7 foram as únicas cepas identificadas como Salmonella spp., e S1, S4 e S6 

formam um cluster a parte, pode-se dizer que foram isoladas cinco diferentes cepas do taxon 

em uma mesma amostra de carne. 
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Figura 17 – Dendrograma das sete cepas de Salmonella isoladas a partir de CRS. [A linha azul traça o limite de similaridade (90%) considerada 
para a formação de clusters no dendrograma.] 

* De acordo com CLSI (2008; 2011). 
a Determinação do halo de suscetibilidade de acordo com EUCAST (2011). 
R: tamanho do halo que indica resistência ao antibiótico (números marcados em vermelho); S: tamanho do halo que indica sensibilidade 

ao antibiótico (números marcados em preto); valores intermediários a R e S indicam resistência intermediária ao antibiótico (números marcados 
em verde). 
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Dentre os demais isolados tipados por ERIC-PCR, observa-se que existem isolados 

diferentes com mesmo perfil, ou perfis similares de ERIC-PCR, mostrando a existência de 

clones na coleção de bactérias do estudo (Figuras 18-20). A Figura 18 mostra o perfil de 

ERIC-PCR dos isolados recuperados a partir de carne bovina (CRB), sendo observados dois 

clones e diversas cepas com perfil genético distinto, indicando a contaminação destas 

amostras por diversas cepas bacterianas.  

 

 
Figura 18 – Dendrograma dos isolados recuperados a partir de CRB, com os quais foi possível 
realizar a tipagem molecular. [A linha azul traça o limite de similaridade (90%) considerada 
para a formação de clusters no dendrograma.] 

 

 

 
Figura 19 – Dendrograma dos isolados recuperados a partir de CRS, com os quais foi possível 
realizar a tipagem molecular, não estando apresentadas as cepas identificadas como 
Salmonella. [A linha azul traça o limite de similaridade (90%) considerada para a formação de 
clusters no dendrograma.] 
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Figura 20 – Dendrograma dos isolados recuperados a partir de CRF, com os quais foi possível 
realizar a tipagem molecular. [A linha azul traça o limite de similaridade (90%) considerada 
para a formação de clusters no dendrograma.] 
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A Figura 19 mostra o perfil de ERIC-PCR dos isolados recuperados a partir de carne 

suína (CRS), sendo observado um clone e diversas cepas com perfil genético distinto, 

indicando também a contaminação destas amostras por diferentes cepas bacterianas.  

A Figura 20 mostra o perfil de ERIC-PCR dos isolados recuperados a partir de carne 

de frango (CRF), sendo observados sete clones e diversas cepas com perfil genético distinto. 

Este resultado indica a contaminação das amostras de CRF por uma grande diversidade de 

cepas bacterianas.  

Como o principal objetivo deste estudo foi a identificação de cepas produtoras de 

ESBLs e a detecção dos genes responsáveis por este mecanismo de resistência, foram 

identificadas apenas as cepas que apresentaram resistência às drogas β-lactâmicas. Por esta 

razão, não foi determinada a diversidade de espécies bacterianas isoladas das amostras do 

estudo. Assim, nas Figuras 18, 19 e 20, muitos isolados não aparecem com sua identificação 

específica. 
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5 CONCLUSÕES 

 

O principal objetivo deste estudo foi identificar a presença de cepas de Salmonella 

spp. e E. coli resistentes às cefalosporinas de terceira geração e identificar, nestas bactérias, os 

genes responsáveis por este mecanismo de resistência. Ao final do estudo, concluiu-se que: 

 

- Salmonella foi isolada apenas a partir de carne suína, sendo observada a presença de 

cinco cepas distintas em uma mesma amostra de carne, e Escherichia coli foi isolada apenas a 

partir de carne de frango. 

- Todos os blaCTX-M-2 foram detectados em cepas isoladas de amostras de carne de 

frango. 

- Entre as cinco cepas que apresentaram o gene blaCTX-M-2, em quatro delas o mesmo 

encontra-se, possivelmente, localizado no interior de um integron de classe 1. 

- Genes blaSHV-like foram os mais comumente detectados, porém entre as amostras 

sequenciadas, apenas uma codifica uma β-lactamase de espectro estendido (blaSHV-2). 

- A presença de bactérias patogênicas carreadoras de genes codificadores de β-

lactamases de espectro restrito em carnes destinadas ao consumo humano, como os blaTEM-1 e 

o blaSHV-11 detectados, é preocupante devido ao fato de poderem sofrer mutações que os 

transformem em genes codificadores de ESBLs. 

- Outras espécies de Enterobacteriaceae multirresistentes e carreadoras de genes de 

ESBLs estão presentes nas carnes, podendo constituir um risco à saúde humana. 
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