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RESUMO 

SILVA, K. C da. Caracterização molecular de plasmídeos carreadores de genes 
codificadores de beta-lactamases de espectro estendido em Enterobactereaceas isoladas 
de suínos. [Molecular characterization of plasmids carrying extended-spectrum beta-
lactamases coding genes from Enterobactereaceas isolated from swine]. 2016. 64 f. Tese 
(Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2016.  
 

A produção de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) tornou-se um desafio em saúde 

pública por restringir as opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas por 

bactérias gram-negativas. O objetivo desse estudo foi avaliar a ocorrência de estirpes 

produtoras de ESBL nas granjas de suínos brasileiras, bem como caracterizar os plasmídeos 

carreadores dos genes blaESBL quanto ao grupo de incompatibilidade, tamanho e presença de 

genes de resistência adicionais. As estirpes foram isoladas em meio MacConkey e 

identificadas por MALDI-TOF. Posteriormente, os valores de concentração inibitória mínima 

foram determinados por microdiluição e/ou ágar diluição para aminoglicosídeos, carbapenens, 

cefalosporinas, fluoroquinolonas, tetraciclinas, sulfas e cefalosporinas associadas a inibidores 

competitivos. Os genes codificadores de beta-lactamases foram identificados por PCR assim 

como o grupo de incompatibilidade dos respectivos plasmídeos carreadores e o grupo 

filogenético das estirpes de E. coli. A análise de clonalidade foi realizada por ERIC-PCR e 

MLST. Finalmente, o ambiente genético do gene blaCTX-M-15 foi determinado por PCR e/ou 

sequenciamento, sendo que os plasmídeos carreando genes blaESBL foram transferidos às 

estirpes receptoras E. coli TOP10 e C600 por transformação e conjugação, respectivamente, e 

parcialmente sequenciados. As estirpes de Escherichia coli produtoras de CTX-M-2 foram as 

mais prevalentes, sendo endêmicas no estado de Minas Gerais. Além disso, é relatada a 

presença da enzima CTX-M-15 em estirpes de E. coli (ST224, ST410, ST1284), Klebsiella 

pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa (ST3201). O gene blaCTX-M-15 

esteve associado a plasmídeos IncF e foi transferido com sucesso para a estirpe receptora E. 

coli TOP10, plasmídeos IncF também foram associados a presença do gene blaCTX-M-2. O gene 

blaCTX-M-8 foi detectado em quatro novos STs de E. coli (ST5845, ST5847, ST5848 e ST5350) 

e não foi adquirido pelas estirpes receptoras. Estes dados indicam que a vigilância de 

fenótipos resistentes na produção suína deve de ser considerada uma prioridade, assim como a 

preferência ao uso de antimicrobianos de espectro estrito a fim de evitar a disseminação 

desses fenótipos nas granjas e sua possível transmissão para população humana.  

 

Palavras-chave: ESBL. Suínos. IncF. Plasmídeo. MLST. 



 

ABSTRACT 

SILVA, K. C da. Molecular characterization of plasmids carrying extended-spectrum 
beta-lactamases coding genes from Enterobactereaceas isolated from swine. 
[Caracterização molecular de plasmídeos carreadores de genes codificadores de beta-
lactamases de espectro estendido em Enterobactereaceas isoladas de suínos]. 2016. 64 f. Tese 
(Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2016.  
 

Extended-spectrum beta-lactamase production (ESBL) became a great challenge regarding 

public health because limit the therapeutic options to treat infections by gram-negative 

bacteria. The aim of this study were evaluate the occurrence of ESBL producers in Brazilian 

swine farms and characterize blaESBL-carrying plasmids by sizing and incompatibility group 

and presence of additional resistance genes. Strains were isolated in MacConkey agar and 

identified by Maldi-Tof. Next, the minimal inhibitory concentration values were determined 

by microdilution and/or agar dilution to aminoglycosides, carbapenems, cephalosporins, 

fluoroquinolones, tetracyclines, sulfas and cephalosporin/inhibitors association. Beta-

lactamase encoding genes, plasmid incompatibility group and Escherichia coli phylogenetic 

group were determined by PCR. Clonal relatedness was evaluated by ERIC-PCR and MLST. 

Finally, the blaCTX-M-15 genetic environment was determined by PCR and/or sequencing and 

blaESBL-carrying plasmids transferred to E. coli TOP10 and C600 receptor strains by 

transformation and conjugation, respectively, and partially sequenced. CTX-M-2-producing 

E. coli were the most prevalent phenotype, which were endemic in Minas Gerais State. 

Moreover, the CTX-M-15 enzyme emerged among E. coli (ST224, ST410, ST1284), 

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa (ST3201) strains. 

The blaCTX-M-15 was associated with IncF plasmids, which were successfully transferred to E. 

coli TOP10, similarly, IncF plasmids were found harboring the blaCTX-M-2. The blaCTX-M-8, 

detected in four novel E. coli sequence types (ST5845, ST5847, ST5848 e ST5350), was not 

acquired by receptor strains. Thus, the surveillance of resistant phenotypes in swine 

production must be established as a priority as well as narrow spectrum antimicrobials 

prescription antimicrobial instead broad spectrum to prevent the dissemination of these 

phenotypes in farms and their transmission to human population.  

 

Keywords: ESBL. Swine IncF plasmid. MLST.  
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

O Brasil é um dos líderes mundiais na produção de alimentos de origem animal, sendo 

o quarto maior exportador de carne suína (FNP, 2006), com mercados importadores em 

ascensão. Entre os anos de 1998 e 2007 a produção de carne de bovinos, suínos e frango 

aumentou 22%, 73% e 118%, enquanto as exportações dessas mesmas carnes aumentou 

537%, 519% e 362%, respectivamente (REGITANO; LEAL, 2010). A introdução de sistemas 

intensivos de produção animal tornou necessário o uso de antimicrobianos, os quais são 

administrados de forma terapêutica, metafilática, profilática e como promotores de 

crescimento. Nos Estados Unidos, são comercializados cerca de 11 milhões de kg de agentes 

antimicrobianos para a produção animal (UCS, 2001). Já no Brasil, não há registros do 

volume de antimicrobianos comercializados para essa finalidade, porém o uso de 

fluoroquinolonas, macrolídeos, tetracliclinas, sulfonamidas e beta-lactâmicos é prática 

comum na produção agropecuária (REGITANO; LEAL, 2010), de modo que as taxas de 

resistência a esses antibióticos em enterobactérias isoladas do ciclo de produção animal tem 

aumentado. Este dado é alarmante devido a possibilidade de resistência cruzada com 

antibióticos de uso humano e ou transferência de genes de resistência entre animais de 

produção e seres humanos (FERNANDES, 2009; VAZ et al., 2011). 

Neste contexto, a aquisição de plasmídeos carreadores de genes de resistência tem 

sido considerada o principal fator para o aumento da prevalência de fenótipos resistentes, 

sendo necessária a caracterização desses elementos genéticos móveis quanto aos genes de 

resistência inseridos e grupo de incompatibilidade. Dessa forma, o presente estudo teve como 

objetivo isolar e caracterizar estirpes com suscetibilidade reduzida ao ceftiofur, bem como 

avaliar a possibilidade de transferência dos plasmídeos carreadores de determinantes 

genéticos de beta-lactamases de espectro estendido e caracterizá-los.  
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1.1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 “Antibióticos são vendidos como doces” (GILBERT, 2012). Desde que Fleming 

descobriu a ação antibiótica da penicilina, revolucionando o tratamento das doenças 

infecciosas, agentes antimicrobianos tem sido largamente administrados a nível mundial, 

sendo que mais de cem países carecem de legislação quanto ao controle do uso de 

antimicrobianos (GILBERT, 2012). No Brasil, antibióticos de uso humano eram vendidos 

sem a necessidade de prescrição médica até o ano 2010, quando a ANVISA restringiu a venda 

nessas condições (BRASIL, 2010).  

 Infelizmente, o aumento na prevalência de patógenos com fenótipo resistente tem 

aumentado em proporções bem maiores que a aprovação de novos compostos. Sob esse ponto 

de vista, a emergência e disseminação dos mecanismos de resistência tem sido um dos 

principais desafios em saúde pública, especialmente em ambientes hospitalares. 

Recentemente, uma vez que os volumes de antibióticos consumidos em medicina veterinária 

ultrapassam o que é administrado a humanos, tem-se discutido o papel do uso desses 

compostos na produção animal como fator seletivo e de persistência de estirpes resistentes 

(PHILLIPS et al., 2004; AARESTRUP, 2012). Neste contexto, doenças transmitidas por 

alimentos (DTAs) e infecções do trato urinário merecem atenção especial pelo risco de 

transmissão pelo consumo e/ou manipulação de alimentos de origem animal (NORDSTROM; 

LIU; PRICE, 2013). Logo, a vigilância de estirpes resistentes na produção animal Brasileira é 

extremamente importante, uma vez que o Brasil é um dos maiores produtores e exportadores 

mundiais de alimentos de origem animal.  

 

 

1.1.2 Uso de antimicrobianos na produção animal 

 

 

 Nos sistemas de produção intensivos, a administração de antibióticos individualmente 

é pouco utilizada devido ao número de animais alojados, sendo mais comum o tratamento 

realizado em grupos, o que justifica as grandes quantidades de antibióticos usadas em 

medicina veterinária. Este uso pode ser terapêutico, profilático, metafilático e como 

promotores de crescimento (MARSHALL; LEVY, 2011). 
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 O uso de terapêutico configura-se na administração de antibióticos a um animal ou a 

um grupo de animais que apresentam sinais clínicos de doença enquanto o uso metafilático 

configura-se na administração de medicamento quando um animal do grupo apresenta 

sintomas e foi diagnosticado com doença configurando o risco de todos os animais serem 

infectados. Logo, os demais são tratados antes de manifestarem a doença para reduzir o 

número de animais afetados. Por outro lado, a prevenção/profilaxia é a administração de 

antibiótico sem que haja sinais clínicos da doença, mas quando existe o risco da infecção no 

grupo avaliado, mesmo quando o agente causador ainda não foi isolado (SILVA; KNÖBL; 

MORENO, 2013). Já o uso como promotor de crescimento configura a adição de antibióticos 

em doses inferiores as doses terapêuticas via ração objetivando o aumento de ganho de peso 

dos animais, ou seja, um melhor desempenho fisiológico. A inibição de infecções, a redução 

de metabólitos microbianos que prejudicam o crescimento, a redução do uso de nutrientes 

pelos micro-organismos da microbiota e o aumento da captação e absorção de nutrientes pelo 

intestino tem sido descritos como mecanismos de ação dos promotores de crescimento 

(PHILLIPS et al., 2004).  

 Apesar dos antibióticos licenciados para uso veterinário não serem exatamente os 

mesmos princípios indicados para uso humano, as semelhanças em suas estruturas químicas 

faz com que um mesmo mecanismo de resistência seja eficiente contra antimicrobianos de 

uso humano e veterinário, num fenômeno chamado resistência cruzada, de forma que o 

intestino de animais de produção tem sido descrito como reservatório de genes de resistência 

de importância clínica em ambos setores (MARSHALL; LEVY, 2011). O exemplo mais 

notório é a disseminação de estirpes resistentes ao ceftiofur, cefalosporina licenciada 

exclusivamente para uso veterinário, devido à presença de enzimas da família CTX-M, as 

quais também conferem resistência a cefotaxima e ceftriaxona, cefalosporinas largamente 

utilizadas em medicina humana (SILVA; KNÖBL; MORENO, 2013).  

 Essas bactérias presentes no intestino dos animais podem ser veiculadas pelos mesmos 

causando infecções de ordem ocupacional em trabalhadores de granjas e abatedouros, 

incluindo veterinários (GARCIA-ALVAREZ et al., 2012), os quais tornam-se uma via de 

entrada desses patógenos na comunidade humana, hospitais e ambiente. Além disso, a 

contaminação do produto final (carne, leite e ovos) por bactérias com fenótipos resistentes 

torna-se um risco para a aquisição de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs). Deve-se 

considerar ainda o risco de transferência dos genes de resistência a bactérias mais virulentas 
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que as colonizadoras dos intestinos animais, uma vez que as bactérias podem adquirir DNA 

exógeno de várias formas (PHILLIPS et al., 2004; MARSHALL; LEVY, 2011).  

 

 

1.1.3 Mecanismos de resistência 

 

 

 As bactérias podem evadir da ação de antimicrobianos por diversos mecanismos, os 

quais podem ser intrínsecos ou adquiridos. Resistência intrínseca é inerente à espécie, por 

exemplo, estirpes de Morganella morganii são naturalmente resistentes a polimixinas por 

possuírem a estrutura do LPS modificada pela presença de L-Ara4N (OLAITAN; MORAND; 

ROILAN, 2014). Por outro lado, a resistência adquirida envolve uma mudança na composição 

genética do organismo através de mutação no DNA cromossomal ou aquisição de DNA 

exógeno. Mutações são invariavelmente aleatórias e ocorrem em baixa frequência, porém, 

algumas vezes, podem resultar em características que conferem vantagem competitiva. Por 

exemplo, o acúmulo de mutações na região codificadora da enzima DNA girasse (sítio de 

ação das quinolonas) constituem o principal mecanismo de ação contra essa classe de 

antibióticos (JACOBY, 2005). Apesar da capacidade bacteriana em adquirir DNA exógeno 

por transformação ou infecção por vírus bacteriófagos, a mobilização de plasmídeos pelo 

contato direto célula a célula, chamada conjugação, é o mecanismo mais comum de 

transferência de genes de resistência (SILVA; KNÖBL; MORENO, 2013).  

 A esse respeito, enzimas que modificam ou degradam as moléculas de antibióticos, 

tornando-os inativos, tem sido descritas como o principal mecanismo de resistência 

disseminado em bactérias Gram-negativas. Dentro dessas enzimas, destacam-se as beta-

lactamases, uma vez que os antimicrobianos beta-lactâmicos são descritos como criticamente 

importantes para o tratamento de infecção tanto pela Organização Mundial de Saúde quanto 

pela Organização Mundial de Saúde Animal, autoridades em questão de saúde humana e 

animal, respetivamente (WHO, 2007; OIE, 2012). Os antibióticos beta-lactâmicos são 

subdividos em penicilinas, monobactâmicos, cefalosporinas, que inclui ainda o grupo das 

cefamicinas; e carbapenens. De maneira análoga, as enzimas capazes de hidrolisar essas 

classes de antimicrobianos são denominadas penicilinases, monobactamase, cefalosporinases 

e carbapenemases.  
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 Diante dessa multiplicidade e diversidade de beta-lactamases, surgiram dois esquemas 

de classificação. O esquema proposto por Ambler reúne as beta-lactamases nas classes A, B, 

C e D, de acordo com as regiões conservadas e sequência de aminoácidos (AMBLER, 1980).  

Assim, enzimas com sítio ativo de serina pertencem à classe A de Ambler, enquanto as 

carbapenemases que requerem um íon de metal bivalente para sua atividade, chamadas de 

metalo-beta-lactamases, são incluídas na classe B. Posteriormente, as enzimas do tipo AmpC, 

as quais degradam cefamicinas, e as enzimas do tipo OXA foram classificadas no grupo C e 

D, respectivamente (BUSH; JACOBY; 2010). Contrariamente, o esquema proposto por Bush-

Jacoby-Medeiros, classifica as beta-lactamases de acordo com suas características funcionais, 

ou seja, baseia-se nos seus substratos e inibidores. O Lahey Clinic mantém um website, sob 

curadoria da pesquisadora Karen Bush, com a classificação, sequência de aminoácidos e 

ponto isoelétrico das enzimas pertencentes às famílias TEM, SHV e OXA e outras enzimas de 

importância clínica (BUSH; JACOBY, 2015). O banco de dados reúne um grande número de 

enzimas, em sua maioria, codificadas por plasmídeos.  

 Na produção animal, as beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs), pertencentes 

à classe A de Ambler, são as mais prevalentes. Essas enzimas hidrolisam cefalosporinas de 

terceira e quarta gerações e são inibidas por inibidores competitivos, como ácido clavulânico, 

sulbactam e tazobactam. Menos frequentes, as enzimas do tipo AmpC hidrolisam 

cefamicinas, como a cefoxitina, permanecem ativas na presença de inibidores e são colocadas 

na classe C de acordo com Ambler (BARIE, 2012).  

 

 

1.4 PLASMÍDEOS: MOBILIDADE HORIZONTAL DOS MECANISMOS DE 

RESISTÊNCIA 

 

 

Plasmídeos são elementos genéticos extracromossomais capazes de aumentar a 

diversidade genética bacteriana, adquirindo e perdendo genes, e podem ser horizontalmente 

transferidos para populações bacterianas da mesma espécie ou espécies diferentes, por 

conjugação ou mobilização (FRANCIA et al., 2004). O esquema formal para classificação de 

plasmídeos é baseado nos grupos de incompatibilidade (Inc), segundo o qual plasmídeos com 

mesmo controle de replicação são incompatíveis, ou seja, apenas plasmídeos de diferentes 

grupos de incompatibilidade se mantém estáveis na célula bacteriana (NOVICK, 1987; 
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CARATTOLI, 2005). Em Enterobaceriaceae já foram descritos 27 grupos de 

incompatibilidade reconhecidos pelo National Collection of Type Cultures (London, United 

Kingdom). Genes de resistência localizados em plasmídeos conferem vantagem seletiva 

frente à exposição a antimicrobianos (CARATTOLI, 2009). Por sua vez, plasmídeos também 

podem carrear genes codificadores de fatores de virulência, como bacteriocinas, citotoxinas, 

sideróforos e adesinas (da SILVA; MENDONÇA, 2012). A co-existência de determinantes de 

virulência e resistência em um mesmo plasmídeo muitas vezes favorece a disseminação 

desses plasmídeos dentre bactérias de diferentes fontes e origens geográficas (CARATTOLI, 

2011).  

Indubitavelmente, a mobilização dos genes de resistência por meio de elementos 

genéticos móveis, isto é, plasmídeos, transposons e integrons, está intimamente relacionada a 

ampla disseminação das beta-lactamases (WELDHAGEN, 2004). A grande similaridade 

genética entre genes cromossomais do gênero Kluyvera com genes de enzimas plasmidiais do 

tipo CTX-M sugere que essas enzimas derivaram dos genes cromossomais deste gênero 

bacteriano e demonstra a interação entre diferentes microorganismos nos ecossistemas 

(HUMENIUK, 2002; POIREL et al., 2002). Esta interação facilita a troca de elementos 

genéticos entre as diversas espécies bacterianas, que posteriormente podem colonizar 

diferentes hospedeiros e ecossistemas e se disseminar por diferentes vias. A esse respeito, a 

mobilização de plasmídeos tem sido relacionada a ampla disseminação das beta-lactamases, 

especialmente das ESBL (BARANIAK, 2002).  

Na Polônia, um mesmo plasmídeo pertencente à família IncL/M carregando o gene 

blaCTX-M-3 foi identificado em oito espécies bacterianas em 15 diferentes hospitais 

(BARANIAK, 2002; MARCADÉ, 2009). O gene blaCTX-M-15 tem sido localizado em 

plasmídeos do grupo IncF (PARTRIDGE; ZONG; IREDELL, 2011; DAHMEN et al., 2013). 

A disseminação do gene blaCTX-M-9 em isolados clínicos de E. coli e Salmonella enterica na 

Europatem sido associada a mobilização de plasmídeos do tipo IncHI2 (NOVAIS et al., 

2007). Além de estirpes de origem clínica, plasmídeos carregando genes do tipo blaESBL 

também tem sido reportados em estirpes de origem animal, havendo relatos de plasmídeos 

pertencentes ao mesmo grupo de incompatibilidade e carregando os mesmos genes blaESBL 

em estirpes de origem humana e animal (ANDRYSIAK et al., 2008; MARCADÉ et al., 

2009).  
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6 CONCLUSÕES 
 

 

• O estado de Minas Gerais concentrou o maior número de estirpes produtoras de 

ESBL; 

• Sequence types de E. coli epidêmicos na clínica humana, ST224 e ST410/CC23 foram 

identificados na produção suína carregando o gene blaCTX-M-15; 

• Novos STs de E. coli foram identificados como reservatórios do gene blaCTX-M-8 na 

produção suína; 

• Os STs de K. pneumoniae ST340/CC11, ST15 e ST147 de grande importância clínica 

humana, também estão presentes na produção suína; 

• Novos STs de P. aeruginosa (ST3201, ST3202 e ST3203) carregam o gene blaCTX-M-

15; 

• A ocorrência de estirpes de enterobactérias pertencentes a complexos clonais 

potencialmente virulentos e produtores de ESBL revelam a necessidade de vigilância 

de fenótipos resistentes na produção de suínos. 
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