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RESUMO 
 

BARBATO, L. Detecção e caracterização de bactérias Gram-negativas 
produtoras de β-lactamases de espectro estendido (ESBL) e AmpC plasmidial 
isoladas de animais de companhia e búfalos no estado de São Paulo. 2012 56 f. 
Dissertação (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 

 
A emergência de bactérias multirresistentes (MR) é um problema de saúde pública, 
consequência direta do uso exacerbado de antibacterianos tanto na medicina 
humana e veterinária como no agronegócio. O presente trabalho teve como objetivo 
realizar um estudo de vigilância epidemiológica de bactérias MR, elucidando 
mecanismos moleculares de resistência e relação clonal em isolados obtidos de 
amostras de búfalo de bubalinocultura — cujo mercado está em expansão no Brasil 
—, e em animais de estimação apresentando sinais e sintomas clínicos de infecção 
urinária, atendidos no Hospital Veterinário da Universidade de São Paulo. O estudo 
relata resultados inéditos referentes à disseminação de bactérias MR, com alto 
índice de resistência a β-lactâmicos e quinolonas de uso humano e veterinário em 
criações de búfalos e animais de estimação, constituindo o primeiro reporte mundial 
da emergência de cepas de Escherichia coli produtoras de β-lactamases de amplo 
espectro (ESBL) do tipo CTX-M-8 e AmpC plasmidial (pAmpC) CMY-2 na 
bubalinocultura. Por outro lado, a presença de cepas de E. coli produtoras de ESBL 
do tipo CTX-M-15, CTX-M-8 e CTX-M-2, e pAmpC CMY-1, CMY-2 e DHA-1 em 
animais de companhia, é relatada pela primeira vez no Brasil. Nos isolados de E. coli 
ESBL positivos, não foi constatada relação clonal, sendo que 55% dos isolados 
produtores de β-lactamases pertenceram ao grupo filogenético de baixa virulência A 
e B1, principalmente em búfalos, o que reforça a hipótese de uma seleção endógena 
da microbiota comensal em animais de produção, favorecida pela transferência 
horizontal de genes. Já em animais de companhia, a análise da filogenética de 
virulência em E. coli denotou o predomínio dos grupos filogenéticos de alta virulência 
B2 e D o que estaria diretamente relacionado com os casos de ITU e sepse. As 
análises de MLST mostraram grande diversidade entre as cepas estudadas 
revelando ancestrais na Ásia, África, América do Sul, América do Norte e Europa. 
 
Palavras chave: ESBL. Escherichia coli. búfalos. CTX-M. CTX-M-15. CTX-M-2. CTX-
M-8. pAmpC. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

 

 

ABSTRACT 
 

BARBATO, L. Detection and characterization of Gram-negative bacteria 
producers extended spectrum β- lactamases (ESBL) and pAmpC isolated for 
pets and buffalo in São Paulo. 2012. 56 p. Masters thesis (Microbiology) - Instituto 
de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 
 
The emergence of multidrug-resistant bacteria (MDR) is a public health issue, which 
is related to the overuse and misuse of antibiotics both in human and veterinary 
medicine, as well as, agribusiness. This study aimed to conduct an epidemiological 
surveillance on MDR bacteria, elucidating molecular mechanisms of resistance and 
clonal relatedness among Gram-negative bacilli recovered from samples from buffalo 
— growth market into Brazil — and in pets exhibiting signs and symptoms related to 
urinary tract infection, admitted at the Veterinary Hospital of the University of São 
Paulo. The study reports the spread of MDR bacteria exhibiting a high resistance 
profile to veterinary- and human-use β-lactams and quinolones, in livestock of 
buffalos and in pets, constituting the first worldwide report of CTX-M-8-type 
extended-spectrum β-lactamase (ESBL)- and CMY-2-type plasmid AmpC (pAmpC)-
producing E. coli strains in buffalo. Moreover, to the best of knowledge, this is the first 
report of CTX-M-15-, CTXM-8-, CTX-M-2, CMY-1, CMY-2- and DHA-1-producing E. 
coli strains in pets in Brazil. With respect to the origin of resistance, we found no 
clonal relatedness among MDR E. coli isolates. Moreover, 55% β-lactamase-
producing E. coli strains belonged to the low-virulence phylogenetic groups A and 
B1, mainly in buffalos, which reinforces the hypothesis about endogenous selection 
of commensal microbiota in food-animals, due to the selective pressure caused by 
broad-spectrum antibiotic use and/or acquired by the horizontal gene transfer. 
Already in companion animals, the phylogenetic analysis of virulence in E. coli 
denoted the predominance of the highly virulent phylogenetic groups B2 and D which 
would be directly related to the cases of UTI and sepsis. The MLST analysis showed 
diversity among the strains, revealing commom ancestors in Asia, Africa, South 
America, North America and Europe. 
 
Keyword: ESBL. Escherichia coli. buffalo. CTX-M. CTX-M-15. CTX-M-2. CTX-M-8. 
pAmpC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1- Reação de inativação do anel β- lactâmico por enzimas ESBL.................16 

Figura 2- Distribuição geográfica das cepas produtoras de ESBL de origem humana 

no Brasil......................................................................................................................18 

Quadro 1- Dados clínicos e epidemiológicos dos isolados bacterianos         

estudados...................................................................................................................22 

Quadro 2- Iniciadores usados para amplificação dos genes pesquisados................25 

Figura 3- Esquema de classificação de filogenia de virulência para Escherichia 

coli..............................................................................................................................27 

Quadro 3- Cepas bacterianas resistentes a pelo menos um antibiótico, espécie 

bacteriana isolada, ano da coleta, animal de origem, tipo de amostra, e perfil re 

resistência aos antimicrobianos testados...................................................................34 

Quadro 4- Características clínicas e epidemiológicas e caracterização fenotípica e 

genotípica de cepas resistentes a quinolonas; genótipo de virulência e grupo 

filogenético dos isolados de E. coli.............................................................................37 

Quadro 5- Características clínicas e epidemiológicas e caracterização fenotípica e 

genotípica de beta-lactamases adquirida nos isolados estudados; similaridade 

genética (perfil ERIC-2), genótipo de virulência e grupo filogenético dos isolados de 

E. coli..........................................................................................................................38 

Figura 4- Dendrograma e perfil genotípico de cepas de E. coli, isoladas de búfalos e 

animais de companhia, produtoras de enzimas β-lactamases..................................39 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

  

  



 

 

 

LISTA DE TABELA 

 

Tabela 1 - Percentual de resistência aos antimicrobianos do total de 141 cepas 

testados pela técnica de Disco difusão......................................................................30 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ESBL - “Extended expectrum β-lactamases” 

ABNT - Associação Brasileira de Normas Técnicas 

CTX - Cefotaxima 

CAZ - Ceftazidima 

CFO - Cefoxitina 

CEF - Ceftiofur 

NAL - Ácido Nalidixico 

CIP - Ciprofloxacina 

ENO - Enrofloxacina 

TET - Tetraciclina 

SUT - Sulfametoxazol 

GEN - Gentamicina 

AMC - Amixicilina + Ácido Clavulânico 

ITU - Infecção do Trato Urinário 

bla - β-lactamase 

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

ABCB - Associação Brasileira de Criadores de Búfalos 

PCR - Polimerase Chain Reaction 

FMVZ - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

UFC - Unidade Formadora de Colônia 

CT - Cefotaxima 

CTL - Cefotaxima + Ácido Clavulânico 

CIM - Concentração Inibitória Mínima 

APB - Ácido Fenil Burónico 

UV - Ultra Violeta 

ETEC - Escherichia coli Enterotoxigênica 

EPEC - Escherichia coli Enteropatogênica 

STEC - Escherichia coli produtora de Toxina Shiga 

EIEC - Escherichia coli Enteroinvasiva 

ExPEC - Extraintestinal Patogênica Escherichia coli  

pb - Pares de bases 

MLST - Multiloccus sequence typing 

  



 

 

 

EN - Enrofloxacina 

CI - Ciprofloxacina 

MR - Multirresistente 

nd - Não determinado 

MRSA - Staphylococcus aureus meticilina-resistente 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO.......................................................................................... 15 

1.1 Resistência bacteriana por produção de enzimas ESBL (Extended-

spectrum β Lactamases)............................................................................. 

 

15 

1.2 Resistência mediada por AmpC β-lactamase........................................ 18 

1.3 Resistência as quinolonas..................................................................... 19 

1.4 Impacto das ESBL no agronegócio e na medicina veterinária.............. 19 

2 OBJETIVOS............................................................................................. 21 

2.1 Objetivos específicos............................................................................. 21 

3 MATERIAL E MÉTODOS......................................................................... 22 

3.1 Amostras Bacterianas.............................,,,,,,,,,,,,,,,................................ 22 

3.2 Ensaios para verificação de sensibilidade a antimicrobianos..............., 22 

3.3 Determinações da concentração inibitória mínima das cepas 

produtoras de ESBL e resistentes a quinolonas.......................................... 

 

23 

3.4 Teste fenotípico para detecção de ESBL.............................................. 23 

3.5 Teste fenotípico para detecção de pAmpC........................................... 24 

3.6 Testes genotípicos confirmatórios para ESBL e pAmpC....................... 24 

3.7 Testes genotípicos para genes de virulência de Escherichia coli......... 24 

3.8 Determinação dos grupos filogenéticos de virulência........................... 26 

3.9 Avaliação da relação clonal por ERIC PCR........................................... 27 

3.10 Multilocus sequence typing (MLST)..................................................... 28 

3.11 PCR para genes de resistência a quinolonas...................................... 28 

3.12 PCR para determinação do sorogrupo O25........................................ 29 

4 RESULTADOS......................................................................................... 30 

5 DISCUSSÃO............................................................................................. 40 

6 CONCLUSÃO........................................................................................... 47 

REFERÊNCIAS........................................................................................... 48 

  

 

 

 

 

 

  



15 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos é um importante problema de 

saúde pública mundial, inerente ao uso exacerbado de antibacterianos tanto na 

medicina humana e veterinária como no agronegócio (SILVA; LINCOPAN, 2012). A 

ampla disseminação de bactérias capazes de expressar enzimas que conferem 

resistência a múltiplos antimicrobianos sugere o meio ambiente como um potencial 

reservatório de contaminação da água e alimentos consumidos por animais e 

humanos (LEVERSTEIN et al., 2011), no entanto, a origem dessas cepas resistentes 

ainda gera grandes dúvidas devido a diversas vias de transmissão que esses 

agentes bacterianos podem usar para se disseminar. Diversos trabalhos têm 

apontado para o crescimento mundial da resistência a diversos antimicrobianos a 

partir de membros da família Enterobacteriaceae, como o surgimento de β-

lactamases de espectro estendido (ESBL, do inglês extended-spectrum β- 

lactamase), resistência a carbapenêmicos, quinolonas, fluoroquinolonas e demais 

antimicrobianos utilizados como alternativa terapêutica nos casos de infecção 

bacterianas causadas por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp. 

entre outras (JONG et al., 2011; LIMA, 2011; SOUZA, 2008). 

 

1.1 Resistência bacteriana por produção de enzimas ESBL (Extended- 

        spectrum β-Lactamases) 

 

Dentre os agentes bacterianos de maior importância na medicina 

humana/veterinária e no agronegócio destacam-se os patótipos de Escherichia coli 

capazes de causar infecções intestinais e extra-intestinais como diarreia, infecção do 

trato urinário (ITU) e sepse.  Estas infecções são usualmente tratadas por meio de 

administração de quimioterápicos e antibióticos, dentre eles, os mais empregados 

são os β-lactâmicos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Nesta categoria estão 

incluídas as penicilinas, cefalosporinas de 1º, 2º, 3º, e 4º geração, monobactâmicos 

(aztreonam), e os carbapenêmicos (imipenen, meropenem, ertapenem e doripenem). 

Todos estes compostos possuem o anel β-lactâmico em sua estrutura molecular 

(ROSÁRIO; GRUMACH, 2006). Assim, a resistência a esses antimicrobianos ocorre, 

principalmente, pela inativação mediada pela hidrólise do anel β-lactâmico do núcleo 
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estrutural das penicilinas – o ácido 6-aminopenicilânico – provocando a formação do 

ácido penicilinóico desprovido de atividade antimicrobiana (Figura 1) (TAVARES, 

2001). 

 

Figura 1- Reação de inativação do anel β- lactâmico por enzimas ESBL 

 

Fonte: Silva e Lincopan, 2012. 

 

As ESBL ganharam notoriedade na década de 80, com introdução dos 

antimicrobianos da classe das cefalosporinas de 3ª geração. A implantação desse 

medicamento pelo mercado farmacêutico foi um grande marco para o tratamento da 

medicina humana e veterinária. Infelizmente, poucos anos depois surgiram as 

primeiras cepas que apresentaram resistência e esse medicamento (BONNET, 

2003; DIERIKX et al., 2012). 

Dentre os mecanismos de resistência descritos, atualmente, a produção de 

ESBL tem sido considerada uma urgência clínica e epidemiológica mundial, uma vez 

que a sua presença confere resistência aos β-lactâmicos de amplo espectro, 

incluindo às cefalosporinas de 3ª geração, sendo estas, inibidas, in vitro, pelo ácido 

clavulânico, tazobactam e sulbactam. Dentre as variantes enzimáticas descritas, as 

ESBL do tipo TEM e SHV, foram inicialmente reconhecidas em diferentes espécies 

de bactérias Gram-negativas. Atualmente, estas variantes têm sido gradativamente 

substituídas por enzimas do tipo CTX-M (EWERS et al., 2010; MINARINI et al., 

2007; PATERSON; BONOMO, 2005). Essas enzimas podem ser classificadas 

quanto a sua estrutura molecular, denominada classificação de Ambler, esse 

esquema classifica as β-lactamases quanto a similaridade de aminoácidos e é 

dividida em quatro grupos: A, B, C e D. As ESBLs estão majoritariamente na classe 

A de Ambler, com exceção das enzimas OXA que são pertencentes a classe D 

(RADICE, 2002). Na classificação de Bush-Jacob-Medeiros, as ESBLs são 

classificadas quanto a afinidade pelo substrato, nessa classificação, as enzimas 

CTX-M, TEM e SHV são classificadas como pertencentes ao grupo 2be, e as OXA 
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são incluídas no grupo 2d (BUSH, 2010). A maioria das ESBLs são codificadas por 

genes plasmidiais (STURENBURG et al., 2005), sendo que aproximadamente 123 

variantes pertencem ao grupo CTX-M até dezembro de 2011 (CANTÓN; 

GONZALÉZ-ALBA; GALÁN, 2012). Acredita-se que genes do tipo blaCTX-M tenham 

uma origem cromossomal relacionada a espécies de Kluyvera, a hipótese é que 

esse gene tenha sido mobilizado do cromossomo bacteriano, sendo transferido por 

elementos genéticos como transposons e integrons para plasmídeos (CANTÓN; 

GONZALÉZ-ALBA; GALÁN, 2012). Cepas contendo esses genes, geralmente 

apresentam concentração inibitória mínima (CIM) elevada para cefotaxima (>64 

μg/ml) e diminuída para ceftazidima (2 a 8 μg/ml), fato que justifica o nome CTX-M, 

que é dado em referência a sua potente ação hidrolítica contra a cefotaxima.  

Desde sua detecção na década de 80, esta enzima tem mostrado grande 

capacidade de disseminação, sendo atualmente a enzima ESBL mais frequente em 

todo mundo tanto em bactérias de origem nosocomial quanto de origem comunitária 

(BONNET, 2004), além de ser considerado atualmente, o principal mecanismo de 

resistência em bactérias Gram-negativas (BUSH; FISHER, 2011).  

No Brasil, a produção de ESBL em membros da família Enterobacteriaceae 

também é alarmante, uma vez que variantes do tipo TEM, SHV, CTX-M, OXA, BES, 

GES e VEB têm sido amplamente descritas em animais humanos relacionados ou 

não ao ambiente hospitalar.  

Infelizmente, não existem programas de vigilância de abrangência nacional 

referente à resistência bacteriana e a seus mecanismos, tornando-se difícil estimar a 

proporção de cepas produtoras de ESBL na federação. Ainda de acordo com a 

família CTX-M, as β-lactamases mais frequentemente identificadas em isolados 

clínicos em território brasileiro incluem os grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 

(Figura 2) (SILVA; LINCOPAN, 2012). 
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Figura 2 - Distribuição geográfica das cepas produtoras de ESBL de origem 
humana no Brasil. 

 

Fonte: Silva e Lincopan, 2012. 

  

1.2 Resistência mediada por AmpC β-lactamases 

 

São clinicamente importantes também as AmpC β-lactamases. São 

cefalosporinases codificadas por cromossomos de bactérias da família 

Enterobacteriaceae e mais recentemente por plasmídeos, estas são capazes de 

gerar resistência a maioria das penicilinas podendo conferir resistência a 

cefalosporinas de 3ª geração quando expressas em altos níveis (JACOBY, 2009). 

Essas enzimas têm sido encontradas tanto em infecções nosocomiais, quanto em 

infecções na comunidade. Uma pequena variação na sequencia de aminoácidos 

pode gerar uma nova variante assim como na maioria das enzimas que conferem 

resistência a antimicrobianos (JACOBY, 2009). No Brasil estudos tem identificado a 

presença de AmpC plasmidial (pAmpC), já foram descritos os genes blaCMY-2 em 

Escherichia coli, blaDHA-1 em Klebsiella pneumoniae em infecções hospitalares 

(PAVEZ AGUILAR, 2009), além de sua detecção em diversas outras espécies como 

por exemplo em Salmonella enterica (PEIRANO, 2006). 
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1.3 Resistência as quinolonas 

 

Outro grande problema para a terapêutica humana e veterinária é a 

resistências aos antimicrobianos da classe das quinolonas. Esses antimicrobianos 

tem sido usados por muitos anos na medicina humana/veterinária no tratamento de 

infecções no trato urinário (ITU) causada por bacilos Gram-negativos em animais de 

companhia (RODRIGUÉZ-MARTINÉZ et al., 2006) e seu uso indiscriminado tem 

gerado uma pressão seletiva que favorece a instalação definitiva da microbiota 

resistente a essas drogas. Muitas pesquisas realizadas no Brasil tem sido feitas 

desde a primeira descrição da resistência a fluoroquinolonas mediada por 

plasmídeos, em 2007 (CASTANHEIRA, et al., 2007). Estes estudos tem 

demonstrado um grande crescimento da resistência a essas drogas (quinolonas e 

fluoroquinolonas) em membros da família Enterobacteriaceae, em sua maioria 

coletadas de pacientes hospitalizados em diferentes regiões do país, além de sua 

detecção em pacientes relacionados a comunidade e também já existem descrições 

dessas cepas no ambiente, como por exemplo, em rios da cidade de São Paulo 

(FERRARI et al., 2011; FONTES et al., 2011; MINARINI, et al., 2008; PEIRANO et 

al., 2009; VASCONCELOS et al., 2010). Essa resistência mediada por plasmídeos 

tem sido frequentemente relacionada à presença dos genes qnrA, qnrB e qnrS. 

 

1.4 Impacto das ESBL no agronegócio e na medicina veterinária 

 

 A disseminação de cepas portadoras de genes de resistência na medicina 

veterinária também é considerada um problema de saúde publica globalizado, pois 

sua expressão dificulta ou impossibilita o tratamento da infecção em animais quando 

necessário, além do fato de que muitos animais de companhia portadores de cepas 

ESBL podem representar uma fonte constante de disseminação para humanos 

devido à relação próxima desenvolvida entre essas espécies, sendo também uma 

possível fonte para o ambiente.  

De forma crescente, animais de companhia vêm sendo reportados como 

portadores de cepas produtoras de ESBL, por vezes causando patologias (DIERIKX 

et al., 2012; EWERS et al., 2010; MEYER et al., 2012; SUN et al., 2010). 

No agronegócio, os principais problemas causados por essas cepas 

resistentes, são as perdas econômicas, pois este setor contribui atualmente com um 
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terço do PIB nacional segundo a Confederação da Agricultura e Agropecuária do 

Brasil, o que representa uma grande responsabilidade para o país. Segundo o 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2004) no Brasil, eram 

1.400.000 animais na década de 90, sendo que esta população sofreu um aumento 

constante a partir de 1997. A Associação Brasileira de Criadores de Búfalos (ABCB) 

estima que a população de búfalos no Brasil em 2004 era de 3.000.000 (ABCB, 

2004). 

Muitos estudos têm apontado para o aumento de resistência bacteriana a 

antimicrobianos em isolados de animais do agronegócio (KUNZ et al., 2011; 

MEDINA et al., 2011; SILVA et al., 2010). Escherichia coli é uma das bactérias 

responsáveis pelo maior número de infecções causadas em animais, sendo uma das 

maiores causas de diarreia entre bezerros (BERGEY´S, 1994; TARR, 1994) e vem 

sendo relatada em artigos a presença dessas cepas produtoras de ESBL (CORTES; 

BLANCO, 2010), o que significa uma grande perda econômica para a pecuária que 

esta em grande ascendência no país. Além da Escherichia coli, outras espécies 

bacterianas vêm sendo identificadas como comensais ou patógenos de outros 

animais de interesse para o agronegócio. Um estudo recente revelou que 13 cepas 

de Salmonella enterica pertencentes ao sorotipo Schwarzengrund e Agona foram 

isoladas de granjas avícolas e de alimentos derivados, sendo essas, produtoras de 

enzimas CTX-M-2, cujos genes foram mobilizados por plasmídeos do tipo IncP 

(SILVA et al., 2012). 

Assim, tanto a identificação precoce quanto o controle de possíveis infecções 

associadas, são medidas necessárias para garantir a qualidade e inocuidade dos 

produtos alimentares de origem animal, contribuindo para a consolidação do Brasil 

como uma das maiores potencias do agronegócio no mundo. 

Uma vez que não existem dados sobre a prevalência de fenótipos MR com 

ênfase na produção de ESBL por bactérias Gram-negativas isoladas de animais de 

companhia e do agronegócio, no Brasil, o presente estudo visou contribuir com 

dados de utilidade para programas de vigilância epidemiológica, mostrando um 

panorama atual desta problemática na medicina veterinária e no agronegócio.  
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2 OBJETIVOS 

 

 Detectar e caracterizar fenotípica e genotipicamente a resistência aos β-

lactâmicos em bactérias Gram-negativas provenientes de animais de 

companhia e de produção (bubalinocultura), assim como investigar sua 

origem ancestral, e relação clonal. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

 Traçar o perfil fenotípico de susceptibilidade antimicrobiana das cepas 

estudadas; 

 caracterizar os mecanismos de resistência aos β-lactâmicos e a quinolonas 

através de testes genotípicos; 

 definir o grupo filogenético de virulência nos isolados de Escherichia coli 

portadores de genes de resistência; 

 caracterizar as cepas de Escherichia coli quanto ao seu patótipo; 

 traçar o perfil de similaridade entre as cepas de Escherichia coli produtoras de 

β-lactamases mediadas por plasmídeos (ESBL e pAmpC) por ERIC-PCR; 

 identificar o “Sequence Typing” para determinar a origem ancestral e 

similaridade das cepas de Escherichia coli produtoras de ESBL e pAmpC por 

Multi Locus Sequence Typing (MLST). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Amostras bacterianas 

 

Foram estudados 141 isolados bacterianos coletados de animais de 

companhia com infecção urinária atendidos no Hospital Veterinário da USP 

(amostras cedidas gentilmente pelo Prof° Dr° Nilson R. Benites e pela Drª Priscila 

Anne Melville, FMVZ-USP); e de amostras de fezes de búfalos provenientes de 

distintas fazendas de produção do estado de São Paulo (cepas cedidas gentilmente 

pela Profª Drª Lílian Gregory, FMVZ-USP) (Quadro 1). Todos os ensaios fenotípicos 

e genotípicos foram realizados utilizando cepas controles, previamente 

caracterizadas. 

 

Quadro 1- Dados clínicos e epidemiológicos dos isolados bacterianos estudados. 
  

Espécie identificada (n) 
Animal de 

origem 

Amostra 

clínica 

Patologia 

causada* 

Klebsiella pneumoniae (9)  

 

Cão 

Urina ITU 

Klebsiela ozanae (1) 

Enterobacter spp. (1) 

Proteus mirabilis (5) 

Pseudomonas aeruginosa (1) 

Escherichia coli (65) 

Escherichia coli (39) Búfalo Fezes Diarreia 

Escherichia coli (19) Gato Urina ITU 

Escherichia coli (1) Periquito Sangue Sepse 

n- número de cepas analisadas     
* ITU- Infecção do trato urinário.                  

                                   

3.2 Ensaios para verificação de sensibilidade a antimicrobianos 

 

Foi usada a metodologia descrita por Kirby-Bauer, seguindo as normas 

padronizadas pelo CLSI (2009). Foram selecionadas 1 ou mais colônias bacterianas 

e suspendidas em 3 ml de solução fisiológica estéril, a fim de se obter um inóculo 

ajustado com a escala 0,5 de McFarland (1-2 X 108 UFC / ml). Após o ajuste da 
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turvação, foi introduzido no tubo um suabe, que foi pressionado nas paredes a fim 

de remover o excesso de cultura e, em seguida, foi estriado sobre a superfície do 

meio Muller-Hinton (meio de cultura utilizado em todos testes fenotípicos em placa 

descritos a seguir). Após 3 a 5 minutos em temperatura ambiente, para absorção do 

excesso crescimento bacteriano e umidade na placa, os discos foram depositados 

sobre a superfície do meio de cultura, com auxílio de uma pinça estéril. As placas 

foram incubadas a 35-37°C, por 18 horas. Após o período de incubação foi feita a 

medição do diâmetro da zona de inibição de crescimento, incluindo o diâmetro do 

disco, foram utilizados os antimicrobianos: amoxicilina com ácido clavulânico (AMC), 

cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), ácido nalidíxico (NAL), gentamicina (GEN), 

cefoxitina (CFO), ciprofloxacina (CIP), enrofloxacina (ENO), sulfametoxazol (SUT), 

tetraciclina (TET) e ceftiofur (CEF). 

 

3.3 Determinações da concentração inibitória mínima das cepas produtoras de ESBL 

e resistentes a quinolonas 

 

Foram empregadas fitas E-test® ESBL (CT/ CTL) cefotaxima/cefotaxima + 

ácido clavulânico, E-test® Enrofloxacina (EN) e E-test® Ciprofloxacina (CI) 

(BIOMERIEUX, Jacarépagua, Rio de Janeiro, Brasil) projetadas para determinar a 

concentração inibitória mínima de cepas resistentes. Foram empregadas as 

metodologias e interpretação descritas na bula do fabricante. 

 

3.4  Teste fenotípico para detecção de ESBL 

 

Foi feito o teste sinérgico do duplo disco, no qual os discos de antibacterianos 

cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) e aztreonam (ATM) foram distribuídos a uma 

distância de 20 mm de um disco contendo amoxicilina/ácido clavulânico (AMC) 

(20/10 μg). Qualquer aumento/distorção da zona de inibição de um dos antibióticos 

em direção ao disco de amoxicilina + ácido clavulânico foi sugestivo da produção de 

ESBL (BRUN-BUISSON et al., 1987). 

Em seguida, foram empregadas fitas E-test® ESBL cefotaxima/cefotaxima + 

ácido clavulânico (CT/ CTL) projetadas para confirmar a presença dessas enzimas. 

Brevemente, após uma noite de crescimento em ágar BHI (brain and heart infusion 

ágar), os organismos foram suspensos em salina com turbidez equivalente a 0,5 da 
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escala de McFarland, e então foram estriadas em placa utilizando um suabe. Após 

secagem por 15 minutos, as fitas de E-test® foram colocadas nas placas, e estas 

foram incubadas por 18 horas a 35 ºC. A concentração inibitória mínima (CIM) foi 

interpretada como o ponto de intersecção entre a elipse de inibição com a borda da 

fita E-test® segundo a recomendação do fabricante. 

 

3.5 Teste fenotípico para detecção de pAmpC 

 

O teste consiste na inibição enzimática pela presença do ácido fenilborónico 

(APB). Foram usados os discos de antibacterianos cefoxitina (CFO 30 µg), 

ceftazidima (CAZ 30 µg) e cefotaxima (CTX 30 µg) com e sem associação de APB 

10 µg. Foram consideradas positivas para produção de AmpC, as amostras que 

apresentaram um aumento de 5 mm nos halos de inibição quando combinados com 

APB (SONG et al., 2007). 

 

3.6 Testes genotípicos confirmatórios para ESBL e pAmpC 

 

A identificação de genes codificadores de ESBLs blaTEM, blaSHV e blaCTX-M 

(incluindo blaCTX-M-2, blaCTX-M-8 e blaCTX-M-15), e dos genes blaCMY-1, blaCMY-2, blaDHA-1, 

blaDHA-2, blaFOX, blaMIR e blaACT foi realizada pela reação de polimerase em cadeia 

(PCR). O DNA bacteriano foi obtido pelo método de fervura para todas as reações 

de PCR descritas a seguir. Nas reações de PCR foram ou serão utilizados os 

iniciadores e condições descritas no Quadro 2. 

O produto amplificado de cada reação foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1%, usando o marcador molecular de 100 pares de bases (pb), corados 

com Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium) e visualizado em UV (312nm) com auxílio 

de um transiluminador ultravioleta (Spectro line), sendo foto documentado pelo 

sistema EDAS 290 (Kodak).  

 

3.7 Testes genotípicos para genes de virulência de Escherichia coli 

 

Foi feita a identificação molecular de genes que codificam fatores de 

virulência para as amostras de Escherichia coli produtoras de ESBL através de PCR. 

Foram testados os genes para os patótipos: Escherichia coli enteropatogênica 
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(EPEC), Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC), Escherichia coli produtora de 

toxina Shiga (STEC), Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) e Escherichia coli 

causadora de infecção extra instestinal (ExPEC). A reação de PCR utilizou 

iniciadores e condições descritas no Quadro 2. 

 

Quadro 2 - Iniciadores usados para amplificação dos genes pesquisados 

 

 

Característica 

 

Gene 

 

Sequencia 5’-3’ 

 

Pb* 

 

T (°C)** 

 

Referência 

      

ESBL blaTEM F:5’GAGTATTCAACATTTCCGTGTC 3’ 

R:5’TAATCAGTGAGGCACCTATCT 3’ 

861 51 Baraniak, et al., 2005 

ESBL blaSHV F:5’ ATGCGTTATATTCGCCTGTG 3’ 

R:5’ GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG 3’ 

573 53 Tollentino, et al., 2010 

ESBL blaCTX-M F:5’ CGCTTTGCGATGTGCAG 3’ 

R:5’ACCCGCATATGCTTGTG 3’ 

544 56 Edelstein et al., 2003 

ESBL blaCTX-M-2 F:5’ GCGACCTGGTTAACTACAATC 3’ 

R:5’CGGTAGTATTGCCCTTAAGCC 3’ 

351 55 Tollentino, et al., 2010 

ESBL blaCTX-M-8 F: 5’ CTGGAGAAAAGCAGCGGGGG3’ 

R:5’ ACCCAGGATGTGGGTAGCCC3’ 

320 55 Tollentino, et al., 2010 

ESBL blaCTX-M-

15 

F: 5’ CACACGTGGAATTTAGGGACT3’ 

R: 5’ GCCGTCTAAGGCGATAAACA3’  

550 56 Muzaheed, et al., 2008 

AmpC blaCMY-1 F:5’TGAGCAAGACCCTGACTGC3’ 

R:5’GGAATGTCTGCTCGGTGAC3’ 

654 52 Aguilar et al., 2009 

AmpC blaCMY-2 F:5’ATAACCACCCAGTCACGC3’ 

R:5’CAGTAGCGAGACTGCGCA3’ 

631 58 Poppe et al-, 2005 

AmpC blaDHA-1 F:5’TCTGCCGCTGATAATGTCC3’ 

R:5’GCCGCCGGATCATTCAGCGC3’ 

262 52 Yum, et al., 2005 

AmpC blaDHA-2 F:5’TCTGCCGCTGATAATGTCG3’ 

R:5’TCTGCCGGGTCATTCAACAT3’ 

298 52 Yum, et al., 2005 

AmpC blaFOX F:5’AACATGGGGTATCAGGGAGATG3’ 

R:5’CAAAGCGCGTAACCGGATTGG3’ 

190 52 Pérez-Pérez & 

Hanson, 2002 

AmpC blaMIR/ACT F:5’TCGGTAAAGCCGATGTTGCCG3’ 

R:5’CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT3’ 

302 56 Pérez-Pérez & 

Hanson, 2002 

Quinolonas qnrA (A1 

a A6) 

F: 5’ATTTCTCACGCCAGGATTTG 3’ 

R: 5’TGCCAGGCACAGATCTTGAC 3’ 

53 468 Jacoby,G.A.,Gacharna, 

N. et al.,2009  

 

Quinolonas 

 

qnrB (B1 

a B8) 

 

F: 5’CGACCTKAGCGGCACTGAAT 3’ 

R:5’GAGCAACGAYGCCTGGTAGYTG3’ 

 

513 

 

53 

 

Jacoby,G.A.,Gacharna, 

N. et al.,2009 

Quinolonas qnrS (S1 

e S2) 

F: 5’ACTGCAAGTTCATTGAACAG 3’ 

R: 5’GATCTAAACCGTCGAGTTCG 3’ 

431 53 Jacoby,G.A.,Gacharna, 

N. et al.,2009  

Quinolonas QepA F:5’AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 3’ 

R: 5’GTCTACGCCATGGACCTCAC 3’ 

595 70 Park, Kim  et al., 2009  

Quinolonas Aac(6’)-

1b  

F:5’TTGCGATGCTCTATGAGTCGCTA3’ 

R: 5’CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 3’ 

459 55 Park, Robicsek et al., 

2006  
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Filogenia de 

Virulência 

chuA F: 5´- ACGAACCAACGGTCAGGAT-3´ 

R: 5´-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ 

57 279 Clermont, Bonacorsi e 

Bingen. (2000) 

Filogenia de 

Virulência 

yjaA F: 5´-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’ 

R: 5´-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3´ 

55 211 Clermont, Bonacorsi e 

Bingen. (2000) 

Filogenia de 

Virulência 

TspE4C2 F: 5´-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3´ 

R: 5´-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3´ 

55 152 Clermont, Bonacorsi e 

Bingen. (2000) 

Virulência E. 

coli 

eae F: 5’ ACGTTGCAGCATGGGTAACTC 3’ 

R: 5’ GATCGGCAACAGTTTCACCTG 3’ 

56 815 Gannon et al., 1993 

Virulência E. 

coli 

stx1 F:5’ CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 3’ 

R5’ CGTGGTATAGCTACTGTCACC 3’ 

55 302 Blanco et al., 1996c 

Virulência E. 

coli 

stx2 F:5’ CTTCGGTATCCTATTCCCGG 3’ 

R:5’ CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC 3’ 

55 516 Blanco et al., 1996c 

Virulência E. 

coli 

ipaH F:5’CCTTTTCCGCGTTCCTTGA3’  

R:5’CGGAATCCGGAGGTATTGC3’ 

56 424 Hartman, 1990  

Virulência E. 

coli 

cnf F:5’ GAACTTATTAAGGATAGT 3’ 

R: 5’ CATTATTTATAACGCTG 3’ 

46 543 Blanco et al., 1996b 

Virulência E. 

coli 

pap F:5’GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 3’ 

R:5’AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA3’ 

63 336 Marklund, 1992 

Virulência E. 

coli 

sfa F:5’CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC3’ 

R:5’CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA3’ 

63 411 Le Bouguenec, Archambaud, 

Labgne. (1992) 

Virulência E. 

coli 

aer           F:5’TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 3’ 

R:5’AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 3’   

63 602 Falbo, Famiglittali  e 

Caprioli. (1992) 

Virulência E. 

coli 

lt F:5’ GGGGATCCAGAGAAGAACCCTGGA3’                                                     

R:5GGGAATTCGCTTAGTTTTTTCTGTGT 3’ 

50 450 Piazza et al, 2012*** 

Virulência E. 

coli 

st F:5’ CATATGTGGATGCCATGTTCCGG 3’ 

R:5’ CTCGAGATAGCACCCGGTACAAG 3’ 

56 170 Piazza et al, 2012*** 

Virulência E. 

coli 

hly F:5’AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGC3’. 

R:5’ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA3’. 
63 1177 Yamamoto, et al., 1995 

Sorogrupo 

O25 

gndbis 

rfbO25a 

F:5′-ATACCGACGACGCCGATCTG-3′ 

R:5′-GAGATCCAAAAACAGTTTGTG-3′ 
59 313 Clermont,  et al., 2006 

ERIC-PCR Eric-2 5’ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’ 52 - Sneath, 1973 

*Pb- Pares de bases 
**T(ºC)- Temperatura de anelamento em graus Celsius 
*** Os “primers” de lt e st foram gentilmente cedidos pela Drª Roxane Piazza, não publicados. 

 

 

3.8 Determinação dos grupos filogenéticos de virulência 

 

A determinação dos grupos filogenéticos das amostras de E. coli 

selecionadas foi feita através da amplificação dos genes chuA e yjaA e do fragmento 

TspE4 por PCR, conforme metodologia descrita por Clermont, Bonacorsi e Bingen 

(2000). A reação de PCR utilizou iniciadores e condições descritas no Quadro 2. 

Para amplificação do gene chuA foi aumentada a temperatura de anelamento 

descrita no artigo de citado com a finalidade de aumentar a especificidade da 

reação. 
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O produto amplificado de cada reação foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1,5 %, usando o marcador molecular de 100 pares de bases (pb) e corado 

com Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium) e visualizado em UV (312 nm) com auxílio 

de um transiluminador ultravioleta (Spectro line), sendo foto documentado pelo 

sistema EDAS 290 (Kodak). 

 

Figura 3 - Esquema de classificação de filogenia de virulência para Escherichia coli 

 

 

Fonte: Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000). 

 

3.9 Avaliação da relação clonal por ERIC PCR 

 

 Foram determinadas as relações clonais entre cepas de Escherichia coli 

produtoras de ESBL e AmpC através da técnica de ERIC PCR. Essa tipagem é 

baseada na amplificação de fragmentos de DNA conservados em Enterobactérias. 

Foi usado um primer único denominado ERIC-2 (Quadro 2) (SNEATH, 1973). O 

produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 1,5%, corado com Gel Red 

Nucleic Acid Stain (Biotium) e visualizado em UV (312nm) com auxílio de um 

transiluminador ultravioleta (Spectroline), e analisado pelo software Bionumerics 
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(Applied Maths, Kortrijk, Belgium), cepas com pelo menos 90% de similaridade foram 

considerados clones. 

 

3.10 Multilocus sequence typing (MLST) 

 

 Foram amplificados por reações de PCR os genes conservados 

(housekeeping) adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA e recA com os respectivos 

iniciadores (Quadro 2) das cepas de Escherichia coli produtoras de enzimas CTX-M 

e CMY-2, e posteriormente purificados e sequenciados. As sequencias de DNA 

foram analisadas com o programa SEQMAN, e convertidas em arquivos FASTA. As 

sequencias geradas foram carregadas através site do Instituto Pasteur (MLST 

Databases at the ERI, University College Cork) para obtenção das sequence types 

(ST). (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). 

As informações obtidas sobre a origem dos ST foram extraídas da planilha 

disponível para download do site da “MLST Databases at the ERI, University College 

Cork” no seguinte endereço eletrônico: 

http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli/GetTableInfo_html. 

 

3.11 PCR para genes de resistência a quinolonas 

 

Foram testados genotipicamente as amostras resistentes a ciprofloxacina 

e/ou enrofloxacina. A reação de PCR utilizou iniciadores e condições descritas no 

Quadro 2. 

O produto amplificado de cada reação foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1%, usando o marcador molecular de 100 pares de bases (pb) e corado 

com Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium) e visualizado em UV (312 nm) com auxílio 

de um transiluminador ultravioleta (Spectro line), sendo foto documentado pelo 

sistema EDAS 290 (Kodak). 

 

 

 

 

 

 

http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli
http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli/GetTableInfo_html
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3.12 PCR para determinação do sorogrupo O25 

 

Foi determinado através de reação de PCR padronizada por a presença do 

amplicon de rfbO25a que apresenta positividade em 89% das cepas de Escherichia 

coli do sorogrupo O25 (CLERMONT et al., 2007).Esta técnica foi realizada apenas 

para a amostra de Escherichia coli produtora de CTX-M-15. Esta reação de PCR 

utilizou iniciadores e condições descritas no Quadro 2. 

O produto amplificado de cada reação foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1%, usando o marcador molecular de 100 pares de bases (pb) e corado 

com Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium) e visualizado em UV (312nm) com auxílio 

de um transiluminador ultravioleta (Spectro line), sendo foto documentado pelo 

sistema EDAS 290 (Kodak). 
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4 RESULTADOS 

 

O presente trabalho de monitoramento abordou dois diferentes grupos de 

estudos ainda não avaliados no Brasil, no que se refere aos aspectos fenotípicos e 

genotípicos da resistência aos antibacterianos de uso humano e veterinário, com 

ênfase na resistência adquirida aos β-lactâmicos mediada pela produção de enzimas 

do tipo β-lactamases de amplo espectro (ESBL). Adicionalmente, foi investigada a 

presença de AmpC plasmidial e genes que conferem resistência a quinolonas. Nos 

testes de sensibilidade antimicrobiana de Kirby-Bauer, foram testadas as 141 cepas 

como uma pré-triagem bacteriana. Este teste, utilizando 11 antimicrobianos, 

apresentou o seguinte percentual de resistência (Tabela 1). 

 
Tabela 1 - Percentual de resistência aos antimicrobianos do total de 141 cepas 

testados pela técnica de disco-difusão (Kirby-Bauer). 
 

Antimicrobiano Sigla Percentual de cepas resistentes (%) 

Cefotaxima (Uso Humano) CTX 12/141 (8,5) 

Ceftiofur (Uso Veterinário) CEF 10/141 (7,09) 

Ciprofloxacina (Uso Humano) CIP 43/141 (30,49) 

Enrofloxacina (Uso Veterinário) ENO 44/141 (31,20) 

Ceftazidima CAZ 5/141 (3,54) 

Cefoxitina CFO 8/141 (5,67)   

Ácido Nalidíxico NAL 62/141 (43,97) 

Tetraciclina TET 58/141 (41,13) 

Sulfametoxazol SUL 41/141 (29,07) 

Gentamicina GEN 11/141 (7,80) 

Amoxicilina com ácido clavulânico AMC 8/141 (5,67) 

 
No primeiro grupo foram caracterizados isolados de E. coli (n= 39) 

recuperados de amostras de fezes de búfalos com diarreia, sendo escolhidas para 

posterior análises, todos os isolados que apresentaram resistência a qualquer tipo 

de fluoroquinolona e/ou cefalosporina de terceira geração de uso humano 
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(ciprofloxacina) e animal (enrofloxacina) e/ou cefamicina, correspondendo a 18/39 

(46.15%) dos isolados de E. coli analisados. No Quadro 3 são apresentados os 

perfis de resistência dos isolados selecionados para posterior análise molecular, os 

quais apresentaram predominantemente um perfil de MR como previamente definido 

pela resistência exibida a ≥ 3 agentes antibacterianos pertencentes a diferentes 

classes de antibióticos (MAGIORAKOS et al., 2012). Apresentaram o perfil de MR 10 

das 18 cepas selecionadas, (55.55%) e 2 com perfil de MR das 39 amostras não 

foram selecionadas para estudo genotípico devido ao seu perfil de resistência. O 

principal problema foi a alta resistência às fluoroquinolonas de uso humano 

(ciprofloxacina= 17/18, 94,44% de resistência) e veterinário (enrofloxacina= 18/18, 

100% de resistência), sendo que a resistência cruzada para ambos quimioterápicos 

foi confirmada em 17/18 (94,44%) isolados de E. coli estudados. Foram identificados 

por PCR os genes que conferem resistência a quinolonas em 3 isolados,  qnrA (1/18, 

5.55%) e qnrB (2/18, 11.11%) (Quadro 4). 

O segundo problema foi a resistência a cefalosporinas de amplo espectro, 

evento não esperado. A resistência a cefotaxima (humana) foi observada em 4/18 

(22.22%) isolados de E. coli, enquanto que a resistência a seu análogo veterinário 

ceftiofur foi confirmada em 2/18 (11.11%) isolados analisados. Adicionalmente foi 

identificado um isolado (5.55%) de E. coli resistente a cefoxitina, uma cefamicina 

com amplo espectro de atividade. De fato, a caracterização molecular por PCR e 

sequenciamento confirmou a presença de genes codificando ESBLs do tipo CTX-M-

8 em 3 isolados, e o gene CMY-2 do tipo pAmpC em uma cepa de E. coli, fenômeno 

ainda não relatado por estudos epidemiológicos mundiais no que se refere à 

bubalonicultura (Quadro 5). Um fato curioso foi que mesmo se tratando de isolados 

recuperados de fezes de búfalos com diarréia, não foi confirmada a presença de 

genes característicos de patotipos diarreiogênicas, e de fato, estes isolados 

pertenceram ao grupo filogenético B1 de baixa virulência que caracteriza genótipos 

de E. coli comensal que forma parte do trato gastrointestinal (Quadros 4 e 5). Além 

disso, os isolados não apresentaram uma relação clonal (Figura 4), o que é uma 

característica da microbiota de E. coli de humanos e animais. 

O segundo grupo investigado correspondeu a animais de companhia 

apresentando sinais e sintomas de infecção urinária (ITU). Foram coletas 101 

amostras, 82 provenientes de cães e 19 de gatos, todos atendidos no Hospital 

veterinário da USP. Em cães, a ordem de freqüência de bactérias Gram-negativas 
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produtoras de ITU foi: E. coli (65/82, 79%) > K. pneumoniae (9/82, 11%) > Proteus 

mirabilis (5/82, 6%) > P. aeruginosa (1/82, 1,2%), Enterobacter spp. (1/82, 1,2%) 

e Klebsiella ozanae (1/82, 1,2%). Já em gatos todos os casos de ITU por bactérias 

Gram-negativas foram produzidos exclusivamente por E. coli (Quadro 1). 

Para os animais de companhia o critério de seleção dos isolados para 

caracterização molecular foi o mesmo utilizado para búfalos (i.e., resistência para 

qualquer fluoroquinolona e/ou cefalosporina de amplo espectro e/ou cefamicina). 

Nas amostras de cães foram identificadas 27/82 (32.92%) isolados com estas 

características, correspondendo a 21 cepas de E. coli, 2 cepas de K. pneumoniae, 1 

cepa de K. ozaenae, 1 cepa de P. aeruginosa, 1 de Proteus mirabilis e 1 

de Enterobacter spp respectivamente No Quadro 3 são apresentados os perfis de 

resistência dos isolados selecionados, para posterior análise molecular, os quais 

apresentaram predominantemente um perfil de MR (15/27, 55.55%) 

(MAGIORAKOS et al., 2012). Assim como em búfalos, o principal problema em cães 

foi a alta resistência às fluoroquinolonas de uso humano (ciprofloxacina= 20/27 

isolados, 74.07% de resistência) e veterinário (enrofloxacina= 20/27 isolados, 

74.07% de resistência), sendo que a resistência cruzada para ambos 

quimioterápicos foi confirmada em 19/27 (70.37%) dos isolados. Já ao nível de 

espécie, tanto o único isolado de Proteus mirabilis como um isolado de K. 

pneumoniae e um de K. ozaenae mostraram resistência cruzada para enrofloxacina 

e ciprofloxacina; em quanto que a única cepa de P. aeruginosa apresentou 

resistência exclusiva a enrofloxacina. Especificamente, no caso de E. coli, 16/20 

isolados apresentaram resistência a fluoroquinolonas de uso humano e animal 

(Quadro 3). 

Nas amostras de gatos foram identificadas 5/19 (26%) isolados com perfil de 

resistência às cefalosporinas de amplo espectro e/ou fluoroquinolonas de uso 

humano/veterinário (Quadro 3). Como citado anteriormente, casos de ITU em gatos 

foram associados exclusivamente com E. coli, as quais exibiram fenótipo MR, sendo 

que em 4/5 isolados a resistentes foi expressa tanto para fluoroquinolonas humanas 

como veterinárias.    

Com relação às cefalosporinas de amplo espectro e cefamicinas, dentre os 32 

isolados resistentes recuperados de UTI do grupo de animais de companhia, foram 

identificadas 8 cepas (33%) com fenótipo ESBL e/ou pAmpC, 7 das quais foram 

isoladas de cães (5 E. coli, 1 K. pneumoniae, 1 P. aeruginosa) e uma cepa (E. coli) 
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foi isolada a partir da amostra de urina de um gato (Quadro 5). Neste grupo, a 

análise molecular por PCR e sequenciamento confirmou a produção das β-

lactamases adquiridas CTX-M-15 (E. coli de cão n=1), CTX-M-2 (E. coli de cão n=2 

e P. aeruginosa de cão n=1); (E. coli de gato n=1), CTX-M-8 (K. pneumoniae de cão 

n=1), CMY-1 (E. coli de cão n=1) CMY-2 (E. coli de cão n=2) e DHA-1 (E. coli de cão 

n=1). Foram detectadas também por PCR 3 cepas portadoras de genes de 

resistência as quinolonas, uma cepa produtora de aac(6’)-1b,uma produtora 

de qnrS e uma produtora de qnrS e qnrA (Quadro 4 ). 

Finalmente, durante a realização do estudo foi encaminhado pelo Laboratório 

de Ornitopatologia (Prof° Dr° Antonio Piantino Ferreira), um isolado de E. coli MR 

recuperado da hemocultura de um periquito que foi a óbito por sepse com falência 

múltipla de órgãos. O isolado foi resistente à gentamicina, ciprofloxacina, 

enrofloxacina, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina, tetraciclina, ácido nalidixico, 

amoxicilina/clavulânico e sulfametoxazol-trimetoprim, e a caracterização molecular 

revelou a produção da ESBL CTX-M-2 (Quadros 4 e 6). 

A análise da filogenética de virulência em E. coli no grupo animais de 

companhia denotou o predomínio dos grupos filogenéticos de alta virulência B2 e D 

(Tabela 5 e 6), o que estaria diretamente relacionado com os casos de ITU e sepse. 

De fato, a presença de genes pap, cnf1 e aer, que caracterizam patotipos de ExPEC 

e UPEC foram identificados em 3 cepas de E. coli. 

A tipagem dos isolados de E. coli por ERIC-PCR revelou um dendrograma 

com grande diversidade clonal (Figura 4), o que foi confirmado pela técnica de MLST 

(Multiloccus Sequence Typing), que caracterizou todas as cepas de E. coli testadas 

com ST (Sequence Type) diferentes (Quadro 5). A cepa número 53 de E.coli 

produtora de CTX-M-15 foi negativa no teste de PCR para detecção de cepas do 

grupo O25, e foi classificada com um novo variante de ST pela técnica de MLST, 

denominado ST 3263, a cepa 107 também gerou o novo ST 3395. As demais 

amostras apresentaram STs conhecidos e já identificados anteriormente, em alguns 

casos, causadores de infecções como por exemplo infecção do trato urinário e 

meningite em humanos e animais (Quadro 5). 
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Quadro 3 - Cepas bacterianas resistentes a pelo menos um antibiótico, espécie 
bacteriana isolada, ano da coleta, animal de origem, tipo de amostra, e 
perfil resistência aos antimicrobianos testados. 

Cepa 
Animal de origem/ 

Amostra 
Espécie bacteriana 

Ano da 

coleta 

Perfil de resistência
1 

 

Fenótipo 

(MR+/MR)
2
 

1 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 CTX, NAL, CIP, 
ENO, TET  

MR+ 

2 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET 

MR- 

3 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO MR- 

4 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT 

MR+ 

5 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, SUT MR- 

6 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET 

MR- 

7 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 CTX, CEF, NAL, 
CIP, ENO 

MR- 

8 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

9 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 CTX, CEF, NAL, 
CIP, ENO 

MR- 

10 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

11 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 CTX, CFO, NAL, 
CIP, ENO, TET, 
SUT, AMC 

MR+ 

12 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT 

MR+ 

13 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, ENO, TET, 
SUT 

MR+ 

14 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL,CIP, ENO, 
TET, SUT 

MR+ 

16 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET 

MR- 

17 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT 

MR+ 

18 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, TET, SUT  MR+ 

19 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
SUT 

MR- 

20 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET 

MR- 

22 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT 

MR+ 

23 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, TET, SUT MR+ 

26 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, TET MR- 

27 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 NAL, TET MR- 

29 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 TET MR- 

32 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 TET, SUT MR- 

34 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 TET MR- 

38 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 TET MR- 

39 Búfalo/ Fezes Escherichia coli 2010 TET MR- 

40 Periquito/ Sangue Escherichia coli 2010 CTX, CAZ , CFO, 
NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT, GEN, 
AMC 

MR+ 
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41 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET 

MR- 

42 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, TET, SUT  MR+ 

44 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, TET MR- 

45 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CTX, NAL MR- 

46 Cão/ Urina  Escherichia coli 2011 NAL, AMC MR- 

48 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CIP, SUT MR- 

53 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CTX, CAZ, CFO, 
CEF, NAL, CIP, 
ENO, TET, SUT, 
AMC  

MR+ 

60 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL MR- 

61 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 AMC, TET, ENO, 
CIP, NAL  

MR+ 

64 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL MR- 

65 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

67 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CTX, CAZ, CFO, 
CEF, AMC  

MR+ 

69 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT, GEN  

MR+ 

70 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET MR- 

71 Cão/ Urina Enterobacter spp 2011 CFO MR- 

73 Gato/ Urina Klebsiella pneumoniae 2011 CIP, ENO, TET, 
SUT  

MR+ 

74 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO MR- 

77 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
SUT, GEN  

MR+ 

79 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT, GEN  

MR+ 

81 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL MR- 

83 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT, GEN  

MR+ 

84 Cão/ Urina Klebsiella pneumoniae 2011 NAL MR- 

85 Cão/ Urina Proteus mirabilis 2011 TET MR- 

88 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, TET, SUT  MR+ 

90 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CTX, CAZ, CFO, 
CEF, NAL, CIP, 
ENO, TET, SUT, 
GEN, AMC  

MR+ 

91 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, TET, SUT  MR+ 

93 Cão/ Urina Proteus mirabilis 2011 TET, SUT MR- 

94 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL MR- 

96 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
SUT, GEN  

MR+ 

97 Cão/ Urina Klebsiella pneumoniae 2011 TET, SUT MR- 

98 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO MR- 

99 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
GEN 

MR- 

101 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET, SUT MR- 

103 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL MR- 
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105 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, TET MR- 

107 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CEF, NAL, CIP, 
ENO 

MR- 

108 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET MR- 

109 Cão/ Urina Klebsiella pneumoniae 2011 NAL, CIP, ENO, 
CFO, AMC  

MR+ 

110 Cão/ Urina Proteus mirabilis 2011 TET, SUT MR- 

112 Cão/ Urina Proteus mirabilis 2011 TET MR- 

114 Cão/ Urina Klebsiella pneumoniae 2011 CTX, CEF MR- 

115 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET MR- 

117 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

118 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 CTX, CEF, NAL, 
TET, SUT  

MR+ 

119 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

120 Cão/ Urina Proteus mirabilis 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

121 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET MR- 

123 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 NAL MR- 

125 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET MR- 

127 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET, SUT MR- 

128 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 TET, SUT MR- 

130 Cão/ Urina Klebsiella ozaenae 2011 NAL, CIP, ENO MR- 

132 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET 

MR- 

135 Cão/ Urina Pseudomonas 

aeruginosa 

2011 CFO, CEF, ENO, 
TET  

MR+ 

136 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
TET, SUT  

MR+ 

137 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 NAL, CIP, ENO, 
GEN  

MR- 

138 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 CTX, CAZ, CEF, 
NAL, CIP, ENO, 
SUT, GEN  

MR+ 

140 Gato/ Urina Escherichia coli 2011 GEN MR- 

141 Cão/ Urina Escherichia coli 2011 SUT MR- 

 1
 CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima; CFO, cefoxitina; CEF, ceftiofur;  NAL, ácido nalidixico; CIP, 

ciprofloxacina; ENO, enrofloxacina; TET, tetraciclina; SUT, sulfametoxazol-trimetoprim; GEN, 
gentamicina; AMC, amoxacilina/clavulânico. 
 2 

MR+, Multiresistente; MR-, Não Multirresistente (Magiorakos et al., 2012).
 

Linha amarela- Cepas provenientes de amostras de Búfalos selecionadas para estudos 
genotípicos 
Linha azul- Cepa proveniente de amostras de periquito selecionada para estudos genotípicos 
Linha verde- Cepas provenientes de amostras de Cães selecionadas para estudos genotípicos 
Linha rosa- Cepas provenientes de amostras de Gatos selecionadas para estudos genotípicos 
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Quadro 4 - Características clínicas e epidemiológicas e caracterização fenotípica e 
genotípica de cepas resistentes a quinolonas; genótipo de virulência e 
grupo filogenético dos isolados de E. coli. 

1
 CIP, ciprofloxacina 

2
 ENO, enrofloxacina 

3
-, genes não identificados 

nd,  não determinado 

Cepa Espécie 

Ano 

da 

coleta 

Animal de 

origem/ 

amostra 

CIM  

CIP
1
 

CIM  

ENO
2
 

Genótipo 

 

Genótipo 

de 

Virulência
3
 

Grupo 

filogenético 

         

7 E. coli 2010 Búfalo/ Fezes 4 8 qnrA - B1 

10 E. coli 2010 Búfalo/ Fezes 8 ≥32 qnrB - B1 

11 E. coli 2010 Búfalo/ Fezes ≥32 ≥32 qnrB - B1 

53 E. coli 2011 Cão/ Urina ≥32 ≥32 aac(6’)-1b - B1 

73 K. pneumoniae 2011 Cão/ Urina ≤0,25 2 qnrA e qnrS nd nd 

130 K. ozaenae 2011 Cão/ Urina 16 16 qnrS nd nd 
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Quadro 5- Características clínicas e epidemiológicas e caracterização fenotípica e genotípica de beta-lactamases 
adquirida nos isolados estudados; similaridade genética (perfil ERIC-2), genótipo de virulência e grupo 
filogenético dos isolados de E. coli 

 

  1
CT/CTL, cefotaxima/cefotaxima + ácido clavulânico. 

2 
-, genes não identificados. 

3 
novo ST encontrado, ainda não nomeado pelo grupo responsável 

nd, não determinado 

Cepa 
Espécie e Sequence 

Typing (ST) 

Ano da 

coleta 

Animal de origem/ 

amostra 

Fenótipo 

β-lactamase 

CIM 

(μg/mL) 

CT/CTL1 

Genótipo 

β-lactamase 

Genótipo de 

Virulência2 

ERIC-

2 

profile 

Grupo filogenético de 

Virulência 

          

1 E. coli ST 224 2010 Búfalo/ Fezes ESBL 4,0/0,64 CTX-M-8 - F B1 

7 E. coli ST 2179 2010 Búfalo/ Fezes ESBL 6,0/ 0,64 CTX-M-8 - H B1 

9 E. coli ST 2308 2010 Búfalo/ Fezes ESBL 6,0/ 0,32 CTX-M-8 - I B1 

11 E. coli ST 205 2010 Búfalo/ Fezes AmpC nd CMY-2 - K B1 

40 E. coli ST 2113 2010 Periquito/Sangue ESBL ≥16,0/ 0,47 CTX-M-2 cnf1, pap J D 

53 E. coli ST 3263 2011 Cão/ Urina ESBL/AmpC ≥16,0/ 0,47 CTX-M-15/CMY-1 pap, aer G B2 

67 E. coli ST 372 2011 Cão/ Urina AmpC nd CMY-2 pap, aer C B2 

90 E. coli ST 744 2011 Cão/ Urina ESBL/AmpC ≥16,0/ ≥1,0 CMY-2/DHA-1 - D A 

107 E. coli ST 3395 2011 Cão/ Urina ESBL ≥16,0/ 0,47 CTX-M-2 - A B2 

118 E. coli ST 457 2011 Cão/ Urina ESBL ≥16,0/ 0,32 CTX-M-2 - E D 

138 E. coli ST 155 2012 Gato/ Urina ESBL ≥16,0/ 0,64 CTX-M-2 - B B1 

114 K. pneumoniae 2011 Cão/ Urina ESBL ≥16,0/ 0,23 CTX-M-8 nd nd nd 

135 P. aeruginosa 2011 Cão / Urina ESBL/AmpC ≥16,0/ ≥1,0 CTX-M-2 nd nd nd 

                                        

                                      

3
8
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Figura 4- Dendrograma e perfil genotípico de cepas de E. coli, isoladas de 
búfalos e animais de companhia, produtoras de enzimas β-
lactamases (ESBL e pAmpC). O dendrograma foi realizado 
utilizando o software BioNumerics (Applied Maths). Tolerância 1%, 
otimização 0,5%. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A atual crise da antibioticoterapia tem levantado a necessidade de gerar 

políticas públicas sobre uso racional de antibacterianos. Infelizmente, no Brasil, 

este tipo de ação tem sido direcionada ao uso de antibióticos na medicina 

humana, sendo que na área veterinária e no agronegócio existe uma 

defasagem, muito provavelmente decorrente da falta de informação sobre o 

impacto do uso de antibacterianos nestas áreas, junto com a falta de estudos 

epidemiológicos que permitam conhecer o atual panorama da resistência 

antibacteriana em bactérias isoladas de animais de companhia e de produção, 

principalmente no que se refere à caracterização molecular de novos eventos 

genéticos amplamente conhecidos na medicina humana. Para isto, ferramentas 

de biologia molecular permitem avaliar o impacto do uso irracional dos 

antibióticos a partir da caracterização de genes de resistência adquiridos e 

mobilizados por elementos altamente promíscuos como plasmídeos. 

Adicionalmente, ferramentas moleculares permitem visualizar e monitorar a 

disseminação destes determinantes de resistência identificando fontes e 

veículos que hospedam bactérias MR que podem ser transferidos para o ser 

humano, para o ambiente ou para outros animais, assim como, permitem 

esclarecer se existe uma origem clonal de cepas MR que podem ter adquirido 

um caráter endêmico ou hipotetizar se existe uma seleção de bactérias na 

própria microbiota de animais, incluindo o próprio ser humano, decorrente do 

uso continuo e/ou contato direto com antibacterianos seja por alimentos que 

contem resíduos antibióticos (principalmente no caso de rações em animais de 

produção) ou tratamentos e profilaxia de doenças infecciosas, muitas das quais 

seguem uma conduta empírica onde o uso de antibacterianos de amplo 

espectro é privilegiado. 

Tendo em consideração este importante problema de saúde pública, o 

presente estudo apresenta dados inéditos no Brasil em duas diferentes áreas: 

i) a bubalonicultura, um mercado em expansão no Brasil e; 2) em animais de 

estimação, no que se refere a casos de infecção urinária.  

Consideramos importante estender nossa pesquisa para estes grupos 

uma vez que no caso da bubalonicultura, é um novo foco do agronegócio que 

permitiria avaliar desde suas origens o impacto do uso de antimicrobianos. Por 
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outro lado, uma vez que este mercado visa a produção de insumos de 

consumo humano nacional e de exportação, a qualidade e segurança 

associada com a possibilidade de veiculação de bactérias resistentes e/ou seus 

genes é importante de considerar, quanto a epidemiologia e potencial de 

disseminação. 

Já para o grupo de animais de estimação, assim como, para o ser 

humano, a ITU é um das principais causas de consulta e atendimento nos 

serviços de saúde humana e veterinária. Epidemiologicamente, a ITU 

independente do grupo animal afetado, é causada principalmente por bactérias 

Gram-negativas, com claro predomínio de E. coli. Assim, tratamentos 

antibacterianos humanos e veterinários deveriam ser idênticos quanto a 

seleção de antibióticos e quimioterápicos. Da mesma forma, considerando a 

ITU um problema principalmente comunitário, a etiologia da infecção reconhece 

uma origem endógena, onde bactérias da própria microbiota intestinal podem 

chegar a colonizar a uretra levando a instauração da ITU. 

Epidemiologicamente, devido ao grau de relação emocional entre animais de 

estimação e seres humanos, existe uma espécie de relação simbiótica que 

poderia se transformar em uma cadeia de transmissão dos principais agentes 

de ITU e/ou outro tipo de bactéria como o MRSA. 

Diversos estudos têm detectado a presença de bacilos Gram-negativos 

carregando genes codificadores de ESBL em animais de companhia e animais 

de corte, porém no Brasil, estes estudos ainda têm pequenas proporções, além 

de fato de ainda não ter sido descrita a presença de cepas de Escherichia coli 

portadoras de genes blaCTX-M-2 e blaCTX-M-8 e blaCMY-2 em búfalos.  

Um estudo feito por Borriello et al. (2011) teve como principal objetivo, 

identificar cepas Escherichia coli patogênicas isoladas de búfalos na Itália, esse 

estudo mostrou uma prevalência de 1,8% Escherichia coli enterotoxigênica 

(ETEC) e 6,8% de Escherichia coli produtora de Toxina de Shiga (STEC), 

enquanto essa pesquisa aponta que 100% (N= 4) das cepas de Escherichia 

coli produtoras de β- lactamases isoladas de búfalos são comensais segundo a 

pesquisa de fatores de virulência, e na classificação de Clermont, todas são 

pertencentes ao grupo B1. 

Já para as amostras de animais de companhia, um estudo publicado por 

Osugui et al. (2008) com 45 amostras de Escherichia coli causadoras de ITU 
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sendo 33 de cães e 7 de gatos, mostrou 47%, 33% e 31% de positividade para 

pap, sfa e cnf1 respectivamente. 

Um outro estudo publicado em março deste ano por Harada, Nakai e 

Kataoka (2012) utilizando 104 cepas de Escherichia coli causadoras de ITU 

provenientes de cães e gatos, relatou a presença de 34,6% de pap, 54,8% de 

sfa, 51,9% de aer e 51,0% de cnf, dessas cepas, 4.8 foram classificadas como 

pertencentes ao grupo A, 12,5 como grupo B1, 61.5 como grupo B2 e 21,2 

como grupo D na classificação de virulência de Clermont, Bonacorsi e Bingen 

(2000). Este estudo detectou em menor porcentagem a presença de cepas 

ExPEC ou UPEC, no entanto, foram testadas para os fatores de virulência 

apenas as cepas portadoras de genes de resistência, o que pode nos levar a 

falsa conclusão de as amostras virulentas estão em pequena porcentagem do 

total de cepas, já que se tem levantado a hipótese que cepas que carregam 

genes de resistência, carregam em menor freqüência genes de virulência e 

vice-versa (LAVIGNE et al., 2006). 

 Quanto à resistência mediada por genes ESBL, nosso estudo revelou a 

presença de genótipo ESBL em 5,94% (n= 6) de cepas de E. coli resistentes do 

total de amostras de cães e gatos sendo que destes 66,66% (n=4) foi mediado 

por blaCTX-M-2, 16,66% (n=1) por blaCTX-M-8 e 16.66% (n=1) por blaCTX-M-15. Um 

artigo recente publicado por Tamang et al. (2012) identificou entre 628 cepas 

de E. coli isolada de cães de rua na Coréa do Sul, 18 cepas resistentes a 

cefotaxima, e confirmou o genótipo blaCTX-M em 12 destas cepas sendo estas 1 

blaCTX-M-3, 1 blaCTX-M-55, 3 blaCTX-M-24, 5 blaCTX-M-14, 1 blaCTX-M27 e 1 blaCTX-M-65. 

Com relação a estes dados, nenhuma destas variantes de CTX-M foi 

encontrada no presente estudo.  

Outro estudo desenvolvido na Ásia por Sun et al. (2010), com 240 cepas 

de Escherichia coli isoladas de fezes de cães e gatos na China, identificou 

41.3% de cepas produtoras de ESBL pelo teste sinérgico do duplo disco, foi 

detectada também a incidência de CTX-M-15 em 6 isolados (6,18% das cepas 

produtoras de ESBL), sendo que o grupo de CTX-M mais prevalente foi CTX-

M-14, com 45 isolados, enquanto este trabalho detectou apenas uma cepa 

produtora de CTX-M-15 (16,6% das cepas de Escherichia coli produtoras de 

ESBL de cães e gatos) e nenhuma CTX-M-14.   
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Um artigo Norte Americano publicado por O’Keefe et al. (2010) relata 

pela primeira vez nos Estados Unidos a presença de cepas E. coli produtora de 

ESBL isoladas do trato urinário de cães e gatos. Das 150 cepas isoladas, 60 

foram sugestivas para ESBL na detecção por MicroScan, desses 60 isolados, 

destes, foram identificados 9 cepas blaCTX-M-15, 1 cepa blaCTX-M-14, além de 53 

cepas portadoras de blaCMY-like.  

Outro trabalho descrito por Moreno et al. (2008), no Chile, identificou 

dentre 70 cepas de Escherichia coli isoladas de fezes de cães e gatos, 20% (14 

cepas) produtoras de ESBL o que representa quase quatro vezes mais que a 

porcentagem obtida neste trabalho.  

Muitos trabalhos tem identificado a presença de genes que conferem 

resistência a fluoroquinolonas, um estudo feito por Gales et al. (2000), revelou 

mutações nos genes gyrA e parC em cepas de E. coli, K. pneumoniae e P. 

mirabilis no estados de São Paulo, Rio de Janeiro e Santa Catarina. 

Atualmente tem sido publicados estudos revelando a resistência as 

fluoroquinolonas mediadas por genes plasmidiais, um estudo feito com 

bactérias da família Enterobacteriacea por Fontes et al. (2012) revelou a 

presença de genes qnr-like em 7% das cepas estudadas em rios urbanos de 

São Paulo. Outro estudo realizado no Brasil, no Rio de Janeiro por Peirano et 

al. (2010) revelou a presença de 44% de aac(6’)-Ib-cr; e 16% qnrB, o que 

mostra que os dados encontrados neste trabalho não são inesperados, uma 

vez que cepas contendo genes de resistência a quinolonas tem sido 

amplamente disseminados no Brasil e no mundo (FERRARI et al., 2011; 

MINARINI et al., 2008; PEIRANO et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2010). 

Diversos estudos tem descrito o clone ST131 O25:H4 relacionado ao 

gene blaCTX-M-15 e ao grupo B2 de virulencia (BLANCO et al., 2009; CLERMONT 

et al., 2008; PEIRANO et al., 2009).  Este estudo identificou o gene blaCTX-M-15 

em uma cepa de E. coli também classificada como pertencente ao grupo B2 de 

virulencia, mas negativa para rfbO25a, o que indica que esta não pertence ao 

sorogrupo de E. coli O:25, amplamente disseminado na Europa. 

Neste estudo identificamos dois novos “sequence typing”, sendo este o 

primeiro reporte mundial do ST 3263 e do ST 3395. Ainda é cedo para afirmar, 

mas ao que parece, o gene blaCTX-M-15  não esta apenas associado ao ST 131 

como se tem pesquisado exaustivamente. Assim, este resultado sugere novas 
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linhagens bacterianas como possíveis carregadoras de genes que tem causado 

grandes problemas para a saúde pública atual, e quem sabe, podem estar em 

ascendência, o que não é possível afirmar devido ao número restrito de 

pesquisas que vem sendo desenvolvidas para o diagnóstico molecular dessas 

bactérias, talvez devido ao custo que estes testes geram para a rotina 

laboratorial.  

A identificação dos demais ST foi realmente surpreendente, pois além da 

grande variedade de sequencias encontradas, podemos verificar que nem 

todos os clones pesquisados haviam sido antes relacionados a bactérias com 

importantes mecanismos de resistência.  

Dentre as cepas isoladas de fezes de búfalos, a cepa Nº1 foi identificada 

como ST 224, que já havia sido anteriormente encontrada na Ghana, na África 

no ano de 1997 como uma E. coli de origem humana, não patogênica e sem 

descrição de resistência, no entanto no ano de 2004 este clone foi identificado 

em 3 cepas de E. coli isoladas na cidade de Matosinhos em Portugal em 

amostras coletadas em uma praia, sendo as 3 cepas, produtoras de enzimas 

CTX-M, sendo classificado o ST 224 como um dos 3 clones mais encontrados 

entre as 45 cepas analisadas (SIMOES et al., 2010). Neste ano (2012), esse 

mesmo clone foi descrito em Beijing na China como uma cepa patogênica 

causadora de infecção de ferida isolada de humano, produtora de NDM-1. A 

cepa Nº7 havia sido descrita em Fuzhou na China no ano de 2009 como uma 

cepa ESBL, não patogênica isolada de humano causadora de infecção 

hospitalar, e as cepas Nº9 ST 2308 e Nº11 ST 205 não foram até então 

descritas como portadoras de genes de resistência, sendo a ST 2308 isolada 

de frango na Dinamarca, não patogênica e pertencente ao grupo B1 de 

virulência, e a ST 205 descrita em Ghana, na África, como não patogênica no 

ano de 1997, e também em Nottinghan na Europa, como causadora de 

infecção urinária em humanos. 

Nas cepas isoladas de cães foram identificadas também grandes 

variações de ST. Foi identificado na cepa Nº 67 o ST 372, um clone 

amplamente descrito nos últimos anos na América do Sul, América do Norte e 

principalmente na Europa. Inicialmente descrito em 1985 na Alemanha como 

um clone patogênico causador de septicemia em frangos, este clone voltou a 

ser identificado em San Francisco nos EUA em 2002 causando septicemia em 
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humanos, e em 2003 foi identificado no Brasil em casos de meningite 

bacteriana. Este clone em 2004 foi relatado também em Berlin como causador 

de cistite em cães e em 2005 foi novamente descrita no Brasil na cidade do Rio 

de Janeiro causando infecção do trato urinário em humanos. Este ST foi 

identificado também por diversas vezes na Alemanha causando patologias 

relacionadas ao trato urinário como pielonefrite e cistite em cães e gatos. Essas 

cepas foram sorotipadas e apresentaram em sua maioria o sorotipo O18:H5. 

Os últimos relatos encontrados referentes ao clone ST 372 que foi 

identificado na cepa N°67 foram em Madrid no ano de 2008 e em Nottinghan 

em 2009, sendo esta ultima descrição ainda relacionada a infecção do trato 

urinário. Este trabalho relata a detecção dessa cepa pela terceira vez no Brasil 

isolada também de cão, produtora de CMY-2 e com genes de virulência típicos 

de UPEC (pap e aer), pertencente ao grupo filogenético B2 de alta virulência. 

A cepa Nº90 foi classificada como ST 744, esse ST foi identificada no 

ano de 2006 no Hopital Beaujon em París na França como uma E. coli de 

origem humana também não patogênica pertencente ao grupo filogenético de 

virulência A, no entanto não foram publicados dados relativos a resistência a 

antimicrobianos, esses dados condizem com o resultado dessa pesquisa, pois 

também não foram identificados genes de virulência nessa cepa e a mesma 

também foi classificada como pertencente ao grupo filogenético de virulência A. 

A E.coli Nº118 foi classificada como ST 457, este ST também isolada na 

Europa no Stepping Hill Hospital na Inglaterra, foi isolada de um paciente com 

infecção urinária, sendo esta também uma cepa patogênica, como também 

pode ser verificado neste trabalho com a classificação D para o grupo 

filogenético de virulência.  

A E.coli Nº138 classificada como ST 155, foi encontrada inicialmente na 

Nigéria em 1995, como uma cepa causadora de diarreia em humanos, no ano 

seguinte foi descrita em Ghana como não patogênica. Em 1999 foi identificada 

na Alemanha como causadora de sepse em um pato; em 2006 foi identificada 

como ETEC causando diarreia bovina; em 2009 na França como amostra 

ambiental de soja e por último, isolada de água em 2009 novamente na França, 

como uma Escherichia coli produtora de ESBL. 
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Quanto ao ST 2113 identificado na cepa Nº40 isolada de sangue de 

periquito, existe pouca informação, apenas foi isolada na Coréia do Sul de um 

cão, sem informações sobre virulência e perfil de resistência. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo confirma a disseminação de bactérias MR em 

criações de búfalos e animais de companhia com ITU, constituindo o primeiro 

relato mundial sobre a emergência de cepas de E. coli produtoras de β-

lactamases do tipo CTX-M-8 e CMY-2 na bubalinocultura. Nos animais de 

companhia, a presença de cepas de E. coli produtoras de ESBL do tipo CTX-

M-15, CTX-M-8 e CTX-M-2, e AmpC CMY-1, CMY-2 e DHA-1 em animais de 

companhia, é relatada pela primeira vez no Brasil, chamando a atenção para a 

necessidade de implementação de programas de uso racional de 

antibacterianos com o intuito de prevenir e/ou controlar precocemente um 

potencial veículo e/ou fonte de disseminação para seres humanos, garantindo, 

adicionalmente, a qualidade e inocuidade de alimentos de origem animal 

obtidos de animais de produção.  

As análises de MLST revelam a capacidade de disseminação dessas 

cepas por todo o mundo, fato que aparenta acompanhar a globalização, ou 

seja, a transição de pessoas e objetos pelos continentes, poderíamos então 

dizer que a disseminação de cepas bacterianas pelo mundo acompanha o 

desenvolvimento econômico do planeta. 

Esses dados alertam que as fontes de contaminação estão interligadas 

em alto grau de complexidade, sendo então, talvez mais apropriado dedicar 

esforços e pesquisas, para encontrar alternativas terapêuticas para essas 

cepas do que empenhar esforços na prevenção de sua disseminação. 

Esse estudo deve alertar as autoridades de saúde pública, uma vez que 

essas cepas estão dispersas em animais de companhia e do agronegócio, 

gerando prejuízo a saúde animal e humana, podendo gerar no futuro um 

grande problema econômico para a pecuária no país que por enquanto esta em 

grande ascensão, assim, como constituir uma potencial fonte de transmissão 

para o ser humano e ecossistemas relacionados. 
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