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RESUMO 

 

MELO, L.C. Contexto genético e prevalência da resistência do tipo ESBL/pAmpC em 

enterobactérias isoladas de cães e gatos no Brasil e na França. 2018. 105f. Tese (Doutorado 

em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2018. 

 

Animais de companhia têm sido apontados como reservatórios de bactérias gram-negativas resistentes 

a antibióticos utilizados em medicina humana e veterinária. O objetivo deste estudo foi investigar a 

prevalência da resistência mediada por plasmídeos em bactérias Gram-negativas isoladas de animais de 

companhia no Brasil e na França, elucidando o papel potencial desses animais como portadores 

assintomáticos. Amostras de DNA extraídas de quatro coleções de bactérias Gram-negativas produtoras 

de ESBL foram analisadas por tipagem e sub-tipagem baseados em PCR, análise do polimorfismo de 

comprimento de fragmentos de restrição (RFLP), dimensionamento baseado em PFGE de nuclease S1 

e hibridação Southern blot. Adicionalmente, isolados de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e 

Enterobacter cloacae foram caracterizados por PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis) e Multilocus 

Sequence Typing, agrupamento filogenético e tipagem de O25b. A presença de plasmídeos IncH12 

(~600-kb) e IncFIB (~210-290-kp) carregando genes blaCTX-M-15 e blaCTX-M-9, foi confirmada entre cepas 

de E. coli isoladas de animais brasileiros, enquanto uma predominância de plasmídeos IncI1 (~200 kb) 

pertencentes ao complexo clonal (CC) CC12 contendo o gene blaCMY-2 foi observado entre linhagens de 

E. coli, em filogrupos de baixa virulência A e B1. A presença de plasmídeos do tipo IncHI2 (~ 600kb) 

carregando o gene blaCTX-M-15 foi confirmada em cepas de E. cloacae ST927 isoladas de fezes e saliva 

de cães assintomáticos no Brasil.  Entre os animais franceses com infecções, os isolados de E. coli 

pertencentes ao filogrupo A, B1 e B2 apresentaram tamanho de plasmídeo IncF de ~210-290 kb, 

carregando principalmente genes blaCTX-M-15, além da presença de plasmídeo IncI1 carregando em sua 

maioria genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-9 e blaCMY-2. Em animais franceses saudáveis, além das associações 

blaCTX-M-15/IncI1, blaCTX-M-1/IncFIB, blaCTX-M-14/IncF e da presença de blaCMY-2 e blaTEM-52b (não tipáveis), 

foi identificada uma cepa de E. coli carregando um plasmídeo IncL (~60kb) contendo o gene blaOXA-48, 

sendo esta a primeira descrição desse gene em animais na França. Além disso, os genes blaCTX-M-15, 

blaCTX-M-2 e blaCTX-M-9 foram localizados no cromossomo em cepas brasileiras e francesas, como 

observado por Southern blot e Sequenciamento de Nova Geração (NGS). Em resumo, em ambos os 

países, a prevalência de cepas positivas para a resistência tipo ESBL é grande. Os animais de companhia 

podem ter um papel importante na disseminação dos genes AmpC e ESBL mediados por plasmídeos. 

 

Palavras-chave: bactéria comensal, E. coli, ESBL, CTX-M, multirresistentes, plasmídeos, 

cromossomo, animais de companhia. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

MELO, L.C. Genetic context and prevalence of ESBL / pAmpC resistance in 

enterobacteria isolated from dogs and cats in Brazil and France. 2018. 105f. These (PhD in 

Microbiology) – Biomedical Sciences Institute, São Paulo University, São Paulo, 2018. 

 

Companion animals can be reservoirs of Gram-negative bacteria resistant to antibiotics used in human 

and veterinary medicine. The aim of this study was to investigate the genetic context of plasmid-

mediated resistance in Gram-negative bacteria isolated from companion animals in Brazil and France, 

elucidating the potential role of these animals as asymptomatic carriers. DNA samples, extracted from 

a collection of ESBL-producing Gram-negative bacteria, were analyzed by PCR-based typing and sub-

typing schemes, restriction fragment length polymorphism analysis, S1 nuclease PFGE-based sizing and 

Southern blot hybridization. Additionally, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Enterobacter 

cloacae isolates were characterized by PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis), Multilocus Sequence 

Typing, phylogenetic grouping and O25b typing. Presence of IncH12 (~600-kb) and IncFIB (~210-290-

kp) plasmids carrying blaCTX-M-15 and blaCTX-M-9, respectively, was confirmed among E. coli strains 

isolated from Brazilian pets, whereas predominance of IncI1 plasmids (~200 kb) belonging to the clonal 

complex (CC) CC12 and carrying blaCMY-2 gene was observed among E. coli strains of low-virulence 

phylogrups A and B1. The presence of IncHI2-type (~ 600-kb) plasmids carrying blaCTX-M-15 gene was 

confirmed in E. cloacae strains ST927 isolated from feces and saliva from asymptomatic dogs in Brazil. 

Among French diseased companion animals, E. coli isolates belonging to phylogroup A, B1 and B2 

were found carrying IncF-type plasmid with size of ~210-290-kb, which harbored mainly blaCTX-M-15 

genes. In addition, presence of IncI1 plasmids carrying blaCTX-M-1, blaCTX-M-9 and blaCMY-2 genes was 

identified. In healthy French animals, besides associations blaCTX-M-15/IncI1, blaCTX-M-1/IncFIB, blaCTX-

M-14/IncF, and the presence of blaCMY-2 and blaTEM-52b (non-typable), it was observed an E. coli strain 

carrying an IncL plasmid (~ 60kbp) containing the blaOXA-48 gene, representing the first description of 

this gene in a French dog. In addition, blaCTX-M-15, blaCTX-M-2 and blaCTX-M-9 genes were located on the 

chromosome in Brazilian and French strains, as observed by Southern Blot and New Generation 

Sequencing (NGS) analysis. In summary, in both countries, the prevalence of positive strains for ESBL-

type resistance in cats and dogs is high. Companion animals may play an important role in the 

dissemination of the plasmid mediated AmpC and ESBL genes. 

 

 

Key words: Commensal bacteria, E. coli, ESBL, CTX-M, Multidrug-resistant, Plasmid 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 A crise atual da resistência aos antimicrobianos mediada por plasmídeos tornou-se uma 

grande preocupação não apenas na clínica humana, mas também para os animais e o meio 

ambiente (DOLEJSKA et al., 2012; BOONYASIRI et al., 2014). Algumas bactérias são 

naturalmente resistentes a certos tipos de antibióticos. No entanto, as bactérias geralmente 

podem adquirir genes de resistência de outras bactérias (principalmente por conjugação), ou 

tornam-se resistentes por uma mutação genética (VON WINTERSDORFF et al., 2016). 

Existem alguns fatores que contribuem para aumentar a pressão seletiva e a propagação dos 

genes de resistência antimicrobiana, como por exemplo o uso não controlado de antibióticos 

em medicina humana e veterinária, além do uso excessivo na produção animal 

(SILBERGELD; GRAHAM; PRICE, 2008; LALAK et al., 2016). 

 A epidemiologia da resistência antimicrobiana entre a interface homem-animal e o meio 

ambiente é altamente complexa e contribuiu para o surgimento de diferentes mecanismos de 

resistência antimicrobiana (SCHMIEDEL et al., 2014a), dificultando o seguimento das novas 

alternativas terapêuticas e talvez invalidando em breve as alternativas ainda em produção 

(PEREZ-JORGE et al., 2016; YILMAZ et al., 2016). Como exemplos importantes desses 

mecanismos de resistência estão as enzimas β-lactamases de espectro estendido (ESBL), 

prevalentes em membros da família Enterobacteriaceae e que, por consequência, merecem uma 

atenção especial na epidemiologia clínica. Essas enzimas são codificadas por genes 

plasmidiais, conferindo resistência aos antibióticos beta-lactâmicos como penicilinas, 

cefalosporinas e carbapenêmicos (DAVIES; DAVIES, 2010a). O mecanismo de ação é 

caracterizado por inativação molecular do anel beta-lactâmico em suas estruturas. As variantes 

da enzima tipo CTX-M pertencem ao grupo mais dominante de ESBL descrito em todo o 

mundo (WOERTHER et al., 2013). Outro grupo de β-lactamases mediadas por plasmídeos que 

codificam resistência às cefalosporinas de terceira geração em Enterobacteriaceae é o de 

pAmpC, sendo a variante CMY-2 a mais usualmente relatada em E. coli e Salmonella spp. 

(SIDJABAT et al., 2014).  

 Os animais de companhia podem representar fontes potenciais de disseminação de 

bactérias resistentes a múltiplos fármacos. Estudos relacionados foram amplamente 

divulgados na Europa (HORDIJK et al., 2013; HAENNI et al., 2014; STERNEBERG-VAN 

DER MAATEN et al., 2015; YOUSFI et al., 2016), em sua maioria defendendo a hipóstese de 
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que o contato próximo de animais de companhia com seres humanos oferece condições 

favoráveis para a transmissão de bactérias por contato direto ou através do ambiente doméstico 

(como a contaminação de alimentos). Além disso, o uso extensivo de agentes antimicrobianos 

em animais pode criar uma oportunidade para a colonização por bactérias multirresistentes, 

permitindo a transferência horizontal desses genes em cepas pertencentes à microbiotas como 

a do intestino (PAIVA et al., 2012; TROTT, 2013; FERNANDES et al., 2016).  

 O contato próximo de animais de companhia como cães e gatos com humanos pode 

favorecer a transmissão bacteriana por contato direto (lambidas, abraços, feridas abertas ou 

mordidas) ou mesmo através do compartilhamento de ambiente (contaminação da moradia e 

compartilhamento de alimentos, etc.). A maioria dos estudos sobre resistência bacteriana em 

medicina veterinária no Brasil tem sido focada em alimentos, animais de produção e cavalos 

(AIZAWA et al., 2014a; LEIGUE et al., 2014; CASELLA et al., 2015; CONTE et al., 2017). 

Dados sobre animais de estimação ainda não foram amplamente elucidados. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

2.1      Os antibióticos β-lactâmicos 

 

 Os β-lactâmicos são os antibióticos mais utilizados na luta contra as doenças 

infecciosas atuais, principalmente por sua eficácia, baixa toxicidade no organismo (BUSH; 

BRADFORD, 2016). Integram uma classe de antimicrobianos responsáveis pelo bloqueio da 

síntese bacteriana através da inibição da transpeptidação da parede celular. Estes ligam-se às 

PBPs, impossibilitando o transporte dos blocos de peptideoglicano para o preenchimento da 

parede celular e gerando orifícios na fase da replicação, ocasionando a morte do 

microrganismo (EALAND; MACHOWSKI; KANA, 2018). 

 Os mecanismos de ação e a variedade de exemplares dessa família ocorrem pelas 

pequenas diferenças nas estruturas do anel beta-lactâmico. Essas simples diferenciações nas 

estruturas dos anéis resultam na modificação das propriedades dos compostos, definindo as 

subfamílias e em consequência o perfil de resistência das enzimas β-lactamases (Figura 1) 

(SUÁREZ; GUDIOL, 2009). Dentre os membros dessa classe listam-se os antibióticos de 1ª, 

2ª, 3ª e 4ª classe. 

 

Figura 1: Estrutura molecular das subfamílias dos antimicrobianos β-lactâmicos e do ácido 

clavulânico (figura adaptada de Suarez, 2009) 

                  

         Penicilinas                               Cefalosporinas                       Carbapenêmicos 

                                          

                            Monobactâmicos                            Ácido Clavulânico 
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 Os antimicrobianos β-lactâmicos são amplamente utilizados tanto na medicina humana 

quanto veterinária para o tratamento de infecções no trato urinário, tratamento profilático pós-

cirúrgico, abcessos intradérmicos, infecções generalizadas, entre outros. Graças à baixa 

toxicidade, conferida pela afinidade molecular de sua estrutura à estrutura do peptideoglicano 

(presente apenas nas células bacterianas), identifica-se nesses membros um amplo espectro de 

atividade, tanto em microrganismos gram-negativos quanto gram-positivos (MCCONEGHY; 

et al., 2013; MORATA et al., 2015). 

 

2.1.1 Penicilinas 

 

 Essa subclasse de antibióticos é caracterizada por ser a mais antiga, descoberta por 

Fleming em 1928 pela inibição do crescimento de Staphylococcus aureus numa placa 

contaminada com Penicilium notatum. Desde então, diversas variedades naturais e sintéticas 

foram utilizadas na clínica médica geral, todas portando a clássica estrutura com o anel 

tiazolidínico acoplado ao anel betalactâmico, que a classifica como tal (MILLER, 2002). 

 A partir da variedade estrutural e da produção natural/sintética, cinco classes desse 

antimicrobiano já são bem conhecidas: as benzilpenicilinas naturais, as aminopenicilinas, as 

penicilinas resistentes às enzimas penicilinases, penicilinas de amplo espectro e as 

aminopenicilinas combinadas com inibidores de betalactamases (MILLER, 2002).  

 O mecanismo de ação das penicilinas é, como caracteriza a classe dos β-lactâmicos, a 

inibição da síntese da parede celular e o subsequente enfraquecimento da estrutura da parede 

até a sua completa lise, sendo esta subclasse a pioneira no desenvolvimento de estudos de 

mecanismo de ação e farmacocinética de antimicrobianos (SUÁREZ; GUDIOL, 2009). 

 Apesar do alto nível de resistência bacteriana a este antibiótico, seja pela aquisição de 

genes ou até mesmo pela resistência intrínseca entre alguns microrganismos (GREENWOOD, 

2000; XU et al., 2018), o uso ainda é recorrente em alguns casos clínicos. Em um trabalho 

realizado em 2018, foi promovido um tratamento de dessensibilização de grávidas alérgicas à 

penicilina para o tratamento de sífilis gestacional em um hospital público no Sul do Brasil, 

onde apresentaram dados que asseguram a administração da penicilina para esse tratamento de 

baixo custo e grande eficácia (DALLÉ et al., 2018). As penicilinas ainda são prescritas no 

tratamento de muitas infecções simples, principalmente em neonatais, para evitar o uso de 

antimicrobianos mais específicos e complexos e assim evitar a evolução da resistência.  
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2.1.2  Cefalosporinas 

 

 As cefalosporinas são uma subclasse de antimicrobianos obtidos inicialmente de uma 

espécie de fungo (Cephalosporinum acremonium, atual Acremonium chrysogenum) 

(ELDAROV et al., 2015). Caracterizam-se principalmente pela sua estrutura, onde o ácido 7-

minocefalosporânico (7-ACA) apresenta-se como núcleo central em todas as variações desse 

subgrupo. A mudança de espectro pode ser observada graças às possíveis alterações na cadeia 

lateral da estrutura química principal. 

 A partir das cadeias estruturais e seus espectros de ação, as cefalosporinas foram 

classificadas em primeira, segunda, terceira e quarta geração. A primeira geração inclui: 

cefalotina, cefazolina, cefalexina e cefadroxila, todas eficientes contra cocos gram-positivos, 

porém de baixa eficácia contra Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Proteus mirabilis 

atualmente. O uso clínico desses fármacos ainda é amplamente explorado, principalmente em 

infecções por Streptococcus spp. e no tratamento de S. aureus sensíveis à oxacilina, além de 

ser amplamente indicado no tratamento profilático de muitos abcessos cirúrgicos. Um estudo 

publicado por H. Peltola e colaboradores em 2012 (PELTOLA et al., 2012) realiza um 

prospecto comparativo no uso de clindamicina e algumas cefalosporinas de primeira geração 

(cefalexina, cefalotina e cefadroxil) para o tratamento de infecção osteoarticular em crianças, 

identificando a eficácia dos dois tipos de antimicrobianos. Dessa forma, observa-se que o uso 

dessa geração de cefalosporinas, apesar da atual taxa de resistência, ainda pode ser amplamente 

empregado em muitos diagnósticos. 

 O grupo da segunda geração inclui a cefoxitina, a cefuroxima e o cefaclor e mantêm a 

eficácia contra gram-positivos do primeiro grupo, porém, apresentam-se mais eficazes contra 

enterobactérias da comunidade, além de Neisseria gonorrheae e Neisseria meningitidis. Um 

estudo na Grécia em 2016 (ANTACHOPOULOS et al., 2016) comparou a eficácia de 

cefuroxima, cefaclor e cefprozil versus cotrimoxazole para o tratamento profilático de infecção 

no trato urinário em crianças, o que resultou na comprovação da eficácia tanto das 

cefalosporinas de segunda geração como do cotrimoxazol, também caracterizando o primeiro 

grupo como alternativa para diversos quadros clínicos infecciosos.  

 As cefalosporinas de terceira geração abrangem um grupo identificado por possuir o 

expectro de ação mais eficaz contra bactérias Gram-negativas, se comparadas às 

cefalosporinas de gerações anteriores, graças à estrutura que confere maior estabilidade contra 

as enzimas ESBL (GARAU et al., 1997). Neste grupo se incluem ceftriaxona, cefotaxima e 

ceftazidima, sendo esta útima reconhecida pela sua alta eficácia contra infecções por 
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Pseudomonas aeruginosa, principalmente em associação com o inibidor avibactam (PITART 

et al., 2015). Já as cefalosporinas de quarta geração, apesar de possuirem grande semelhança 

com as cefalosporinas de terceira geração, são eficazes também contra Gram-positivos como 

Staphylococcus aureus e P. aeruginosa, possuindo atividade equivalente ou superior à 

cefotaxima e ceftazidima. São representadas por cefpiroma e cefepima, sendo esta última 

conhecida pela sua eficácia em tratamento de infecções causadas por cepas de Enterobacter 

spp. e Pseudomonas spp resistentes às cefalosporinas de terceira geração (GIAMARELLOU, 

1999). 

 

2.1.3 Carbapenêmicos 

 

 São identificados atualmente como imipenem, meropenem, carbapenem e doripenem e 

apresentam maior espectro de ação para tratamento de infecções tanto provenientes de gram-

positivos como gram-negativos. Os membros dessa subclasse de β-lactâmicos diferenciam-se 

dos demais devido à sua estrutura composta por uma cadeia pentacíclica não-saturada e ligada 

a um átomo de carbono, formando o anel carbapenema exatamente ao lado do anel β-

lactâmico. Essa identidade molecular é expressada na diferenciação de seu espectro de ação, 

pois graças à essa estrutura conseguem se ligar à molécula de PBP em vários sítios, causando 

a clássica ruptura da camada de peptideoglicano da parede celular bacteriana e 

consequentemente sua lise (efeito bactericida que classifica os β-lactâmicos).  

  Os carbapenêmicos foram identificados em 1979 e até hoje são empregados como 

alternativa terapêutica para infecções hospitalares graves de cepas bacterianas resistentes aos 

antimicrobianos clássicos. No entanto, recentemente foi observado aparecimento de 

resistência plasmidial (FERREIRA et al., 2018) e cromossomal (KRAHN et al., 2016) a esses 

fármacos, direcionando novos estudos e tratamentos alternativos. Considerados como uma das 

últimas alternativas terapêuticas para cepas multirresistentes (PAPP-WALLACE et al., 2011) 

e devido ao eminente risco de uma gradativa ineficácia frente à crescente resistência observada 

em alguns casos clínicos, os carbapenêmicos são hoje prescritos com muita cautela e aplicados 

principalmente em casos de graves infecções hospitalares na clínica humana. Apenas alguns 

países liberaram o uso dessa subclasse para a clínica veterinária, porém, o uso de 

carbapenêmicos na clínica humana é bem estabelecido, principalmente em infecções 

hospitalares ou em tratamentos onde outros tipos de antimicrobianos já foram utilizados e / ou 

não mais eficazes. 
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2.1.4 Monobactâmicos 

 

 Essa subclasse de antimicrobianos foi descoberta em 1981 a partir de espécies 

bacterianas ambientais e possui essa nomenclatura devido à diferenciação em sua estrutura. 

Diferente das demais classes de β-lactâmicos, os monobactâmicos possuem apenas um anel β-

lactâmico ao invés de dois (BREWER; HELLINGER, 1991). 

 Apesar de sua baixa toxicidade e de ser bem aplicado para o tratamento de infecções 

pélvicas e respiratórias, não são indicados em infecções provenientes de espécies anaeróbias 

ou gram-positivas, pois não possui espectro de ação sobre esses indivíduos, considerados então 

inativos. O único monobactâmico utilizado na clínica atualmente é o aztreonam. 

 

2.1.5 Inibidores de β-lactamases 

 

  Inibidores de β-lactamases são moléculas semi-sintéticas, com efeito de inibição 

sobre as enzimas supracitadas. Foram inicialmente desenvolvidos em 1951, porém, seu uso só 

foi liberado para a clínica em 1981, após muitos ensaios. A primeira molécula dessa subclasse 

foi denominada ácido clavulânico e foi diretamente associada com a amoxicilina devido ao 

largo uso deste antimicrobiano. Posteriormente, outros inibidores foram sintetizados, como o 

sulbactam e o tazobactam (ROLINSON GN, 1991). 

  O avibactam é um inibidor de boa eficácia comprovada, produzido em 2015 e 

rapidamente liberado para uso pela Food and Drug Administration (FDA). Já existem 

evidências que comprovam o avibactam como o maior inibidor de beta-lactamases quando 

associado à ceftazidima (STEWART et al., 2018).  

 

2.2     Mecanismos de resistência aos antibióticos β-lactâmicos 

  

  Exatamente por ser considerada a classe de antimicrobianos mais amplamente utilizada 

em práticas clínicas humanas e veterinárias graças ao excelente perfil de estabilidade e amplo 

espectro antimicrobiano, o largo uso dos β-lactâmicos permitiu o surgumento de diversos 

mecanismos de resistência, principalmente entre membros da família Enterobacteriaceae, por 

seleção natural (UR RAHMAN et al., 2018). A capacidade de muitas espécies bacterianas 

desenvolverem resistência aos antibióticos não é um evento recente, porém, seu exponencial 

crescimento é considerado uma situação extremamente alarmante sobre a saúde pública entre 

diversos organismos e populações no mundo todo. Em 2015, a Organização Mundial de Saúde 
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(OMS) considerou a crise da resistência antimicrobiana como um problema atual, 

recomendando extrema atenção tanto no âmbito clínico (humanos e animais) como extra-

hospitalar, ambiental e de produção (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).  

  A origem da resistência aos antimicrobianos já foi imensamente estudada como um 

fenômeno totalmente natural, ligado à seleção natural dos organismos, sendo esta seleção 

elucidada por Charles Darwin em meados de 1844. Neste caminho inevitável para prosseguir 

na luta pela sobrevivência e evolução, onde microrganismos vão adquirindo resistência ou 

expressando a cada momento a capacidade de resistir a um ambiente inóspito, observa-se a 

resistência aos antimicrobianos existentes em muitas espécies bacterianas (ou até mesmo 

alguns ainda em fase de desenvolvimento). Este fenômeno pode ser denominado como um 

movimento crescente e que, de fato, vem sendo evidenciado na clínica humana desde a década 

de 1960 (NEU, 1992; THEURETZBACHER, 2009; SHOAI TEHRANI et al., 2014; 

BROLUND; SANDEGREN, 2016; PALLARES; CATAÑO, 2017).  

  Os aspectos de desenvolvimento da resistência, em geral, são definidos pela mutação 

de genes ou aquisição de elementos genéticos móveis por transferência horizontal 

(MARTINEZ, 2014a). A disseminação da resistência antimicrobiana tem sido diretamente 

relacionada também ao hospedeiro, ou seja, não apenas no aspecto molecular pela mobilidade 

genética e transferência horizontal, mas principalmente no aspecto epidemiológico entre 

humanos, animais e ambiente. Sabe-se que os primeiros usos efetivos de antibióticos na 

história foram atribuídos a algumas sulfonamidas (DAVIES; DAVIES, 2010a). A descoberta 

da penicilina, como já mencionado, ocorreu posteriormente por Fleming em 1928. Já  o 

primeiro caso oficial de resistência foi identificado em 1940, sendo o primeiro relato de uma 

cepa resistente à penicilina (ABRAHAM, E.P AND CHAIN, 1988; DAVIES; DAVIES, 

2010b). 

 Os mecanismos de resistência, na perspectiva genotípica / molecular, são observados 

em duas grandes formas: a partir da codificação de genes fixos no cromossomo, como uma 

resposta natural ao ambiente inóspito e a partir da aquisição de elementos genéticos móveis, 

como plasmídeos, além de mobilizações gênicas internas a partir de transposons, sequências 

de inserção e integrons. Na perspectiva fenotípica, os mecanismos mais observados são: 

impermeabilidade da membrana bacteriana, expulsão das moléculas do antibiótico por 

mecanismos de bomba de efluxo, modificação do sítio alvo e hidrólise enzimática do 

antibiótico (MARTINEZ, 2014b). 
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2.3   Enzimas β-lactamases e β-lactamases espectro-estendido (ESBL): classificação e 

desenvolvimento  

 

 Devido às diversas variações das enzimas β-lactamases identificadas, dois tipos de 

classificação foram aplicados para melhor compreensão. Essas classificações foram baseadas 

em sequências de aminoácidos e atividade enzimática (CANTÓN; GONZÁLEZ-ALBA; 

GALÁN, 2012). A primeira classificação disponível ocorreu em 1980 por Ambler (DUFFEY, 

1953), onde organizou as enzimas a partir das estruturas moleculares, num esquema sequencial 

entre A e D, sendo A as penicilinases, B as metalo-β-lactamases, C as AmpC cromossomais e 

finalmente a D, para as oxacilinases. Posteriormente, novas classificações foram executadas e 

atualizadas de acordo com as estruturas funcionais das enzimas (BUSH; JACOBY; 

MEDEIROS, 1995). Por exemplo, as enzimas β-lactamases de espectro estendido foram 

reagrupadas num grupo denominado 2be e as enzimas com pouca afinidade aos inibidores de 

β-lactamases, desginadas ao grupo 2br. As enzimas que hidrolisam os antibióticos 

carbapenêmicos são agrupadas num grupo chamado 2f (Tabela 1). 

  

 Tabela 1: Classificações de algumas enzimas β-lactamases e relação de substrato-alvo de 

inibição de acordo com Ambler (1989) e Bush e Medeiros (1995 – 2009) - continua  

Bush 

(2009) 

Ambler 

(1989) 
Substrato-alvo Inibido por Enzimas β-lactamases 

   AC / TAZ EDTA  

1 C Cefalosporinas Não Não 
E. coli AmpC, P99, ACT-1, 

CMY-2, FOX-1, MIR-1  

1e C Cefalosporinas Não Não GCI, CMY-37 

2ª A Penicilinas Sim Não PC1 

2b A Penicilinas, primeiras cefalosporinas Sim Não TEM-1, TEM-2, SHV-1 

2be A Cefalosporinas de espectro 

estendido, monobactans 

Sim Não TEM-3, SHV-2, CTX-M-15, PER-

1, VEB-1 

2br A Penicilinas Não Não TEM-30, SHV-10 

2ber A Cefalosporinas de espectro 

estendido, Monobactans 

Não Não TEM-50 

2c A Carbecilinin Sim Não PCSE-1, CARB-3 

2ce A Carbecilinin, cefepime Sim Não RTG-4 

2d D Cloxacilina Variável Não OXA-1, OXA-10 

2de D Cefalosporinas de espectro estendido Variável Não OXA-11, OXA-15 

2df D Carbapenens Variável Não OXA-23, OXA-48 

AC: Ácido Clavulânico   /   TAZ: Tazobactam. (Adaptado de BUSH; JACOBY, 2010) 
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Tabela 1 (Continuação): Classificações de algumas enzimas β-lactamases e relação de 

substrato-alvo de inibição de acordo com Ambler (1989) e Bush e Medeiros (1995 – 2009)  

Bush 

(2009) 

Ambler 

(1989) 
Substrato-alvo Inibido por Enzimas β-lactamases 

   AC / TAZ EDTA  

2e A Cefalosporinas de espectro estendido Sim Não CepA 

2f A Carbapenens Variável Não KPC-2, IMI-1, SME-1 

3ª B1 Carbapenens Não Sim IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1 

AC: Ácido Clavulânico   /   TAZ: Tazobactam. (Adaptado de BUSH; JACOBY, 2010) 

 

 Muitas variantes de β-lactamases são identificadas, como CMY, ACT, DHA, FOX, entre 

outras (Tabela 1). Sabe-se que a primeira enzima β-lactamase identificada foi a nomeada TEM-

1, recuperada de um paciente na Grécia (MEDEIROS, 2000). Desde então sua disseminação 

se tornou irrefreável e hoje, muitos outros gêneros bacterianos possuem esse mesmo gene 

blaTEM (BRADFORD, 2001). Já são identificadas mais de 221 variações deste gene 

expressando a resistência no mundo todo (KAREN BUSH, TIMOTHY PALZKILL, 1997; 

PLEISS, 2009).  

 Outra enzima identificada como precursora de resistência aos antibióticos β-lactâmicos 

foi a SHV. Essa enzima é classificada em diversos grupos de acordo com seu tipo funcional 

(como por exemplo: SHV-1 no grupo 2b, SHV-2 no grupo 2be e SHV-10 no grupo 2br) e é 

bem estabelecida em cepas de Enterobacter cloacae, aparecendo como resistência intrínseca, 

assim como em K. pneumoniae. No entanto, cepas de E. coli em sua maioria apresentam este 

gene em elementos móveis circulares (plasmídeos) (BRADFORD, 2001). Presente em mais 

de 193 variações atualmente (PLEISS, 2009), esta enzima foi identificada pela primeira vez 

em uma cepa de E. coli em 1972, codificada por um gene plasmidial, porém, sabe-se que sua 

região gênica antecessora é de origem cromossomal (LIAKOPOULOS; MEVIUS; 

CECCARELLI, 2016).  

 Um exemplo importantíssimo de mecanismo de resistência antimicrobiana é o surgimento 

das enzimas ESBL (Extended-spectrum β-lactamases). São enzimas catalizadoras das 

moléculas dos antibióticos dessa classe, que promovem, assim como as demais, a inativação 

dos mesmos até antes de adentrar no microrganismo pela inibição do anel β-lactâmico em suas 

estruturas. Diferenciam-se pelo largo espectro de atividade e são capazes de inativar a maior 

parte das cefalosporinas de terceira e quarta geração (UR RAHMAN et al., 2018). Essas 

enzimas são produzidas em sua maioria pela codificação de genes plasmidiais e são geralmente 

bloqueadas pelos inibidores de β-lactamases (HAMMERUM et al., 2014; KPODA et al., 2018; 
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LIU et al., 2018; NIERO et al., 2018; UR RAHMAN et al., 2018). São predominantemente 

produzidas em membros da família Enterobacteriaceae e por esta razão, são alvo de maior 

atenção e estudo na clínica epidemiológica mundial. 

 Centenas de enzimas ESBL já foram identificadas até hoje de acordo com o seu espectro 

de ação e antibiótico-alvo, como variações das β-lactamases TEM e SHV. Outras enzimas são 

bem conhecidas, como CTX-M, , GES e OXA (PLEISS, 2009). Diversas variações desta 

enzima já foram retratadas no mundo todo, como por exemplo as enzimas SHV-12 na China, 

SHV-12, SHV-2a e SHV-31 no Brasil e SHV-38, SHV-108, SHV-99, SHV-110 no Irã 

(TOLLENTINO et al., 2011; JEANNOT; FOURNIER; CHOLLEY, 2013; LI et al., 2015; LIU 

et al., 2016; SHAHRAKI-ZAHEDANI et al., 2016). A dispersão de genes do tipo blaSHV 

permitiu que esse grupo de enzimas fosse identificado em 2014  como o mais prevalente dentre 

as enzimas ESBL no mundo todo (LI et al., 2015).  

 Outras variações de ESBL foram observadas na clínica humana, em pássaros selvagens 

(ALCALÁ et al., 2015), animais de companhia (HUBER et al., 2013), animais de vida livre, 

de produção em fazendas (HAMMERUM et al., 2014; SENI et al., 2016) e no ambiente 

(CONTE et al., 2017). Selecionadas como o foco de estudo deste trabalho, as enzimas do grupo 

CTX-M são hoje as mais disseminadas e identificadas em mais de 170 variações (KAREN 

BUSH, TIMOTHY PALZKILL, 1997; PLEISS, 2009).  O gene blaCTX-M foi originalmente 

observado com localização cromossomal em cepas de Kluyvera spp., também pertencente à 

família das Enterobacteriaceae. No entanto, a transferência para plasmídeos e transposons 

permitiu que estes genes se dispersassem entre diversas outras espécies, inclusive as 

infecciosas e oportunistas, como E. coli (DIWAN et al., 2012; CLEMENTE et al., 2015; DEL 

CHIERICO et al., 2018), K. pneumoniae (CONCEIÇÃO et al., 2005), Acinetobacter baumanni 

(SHAKIL; KHAN, 2010), Salmonella enterica (ZHANG et al., 2016), entre outros. 

 Novas variações das enzimas CTX-M vêm sendo constantemente encontradas e 

classificadas de acordo com pequenas variações em suas estruturas moleculares. A partir desta 

classificação, atualmente são reconhecidos cinco grupos principais: grupo 1 (blaCTX-M-1 e 

variantes), grupo 2 (blaCTX-M-2 e variantes), grupo 8 (blaCTX-M-8 e variantes), grupo 9 (blaCTX-M-

9 e variantes) e grupo 25 (blaCTX-M-25 e variantes), como demonstrado na figura 2 (D’ANDREA 

et al., 2013). 

 

Figura 2: Diagrama de similaridade de variantes CTX-M de acordo com a estrutura molecular 

do gene de origem (D’ANDREA et al., 2013) 
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 As primeiras enzimas CTX-M identificadas com essa nomenclatura foram as CTX-M-1 e 

CTX-M-2, porém, hoje se sabe que cronologicamente são originadas da enzima FEC-1 

coletada de um cão de laboratório no Japão. Posteriormente, através da análise de sequências 

de DNA do gene de origem, essa enzima foi identificada como a variante CTX-M-3 

(CANTÓN; GONZÁLEZ-ALBA; GALÁN, 2012).  

 A variação CTX tipo CTX-M-15 é hoje a mais prevalente no mundo todo, possuindo 

pequenas variações de percentual de prevalência de acordo com cada país. Na França, as 

variantes referentes aos grupo 1: CTX-M-15, CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-55, são as mais 

prevalentes na clínica humana e animal (ANASTAY et al., 2013; LUPO et al., 2018), 

acompanhadas das enzimas pertencentes ao grupo 9, como CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-

27 em animais (VALAT et al., 2012). No Brasil a prevalência de enzimas tipo CTX-M-15 é 

bem observada em diversos contextos (TOLLENTINO et al., 2011; SEKI et al., 2013; 

FURLAN; STEHLING, 2018; MOURA et al., 2018a), seguida da prevalência de CTX-M-2 

(ROCHA; PINTO; BARBOSA, 2016) não só na clínica humana (DROPA et al., 2015), como 

principalmente veterinária  (FERREIRA et al., 2014a; CASELLA et al., 2017).  

 

2.3.1 Resistência Plasmidial 

 

 O genoma bacteriano é identificado principalmente pela presença de um cromossomo 

circular, responsável por portar genes essenciais para a manutenção da célula, denominados 

genes housekeeping. No entanto, o cromossomo bacteriano na maioria das vezes é 

acompanhado de elementos genéticos individuais móveis, os plasmídeos. Esses DNAs de 

morfologia circular são responsáveis por conferir à bactéria capacidade de adaptação e 

competição no meio ambiente em que vive, geralmente pela produção de toxinas ou enzimas 
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que conferem resistência a um fator fisiológico presente neste meio (CARATTOLI et al., 

2005). A mobilidade desses elementos plasmidiais os caracteriza como um dos principais 

vetores de disseminação de genes entre as bactérias. Sua principal forma de disseminação 

ocorre através da conjugação, porém, transformação e transdução também realizam um papel 

importante. Os processos citados são descritos como: 

 Conjugação: processo de transferência de plasmídeos entre bactérias (doadora e receptora) 

onde ocorre a ligação das células bacterianas pela produção de um pílus sexual / 

conjugativo, proveniente da doadora. A formação deste pilus pode ser codificada pela 

própria bactéria doadora ou pelo plasmídeo conjugativo – portador de todos os genes 

necessários para a transferência gênica, denominados genes tra (MARQUES, 2012).  

 Transformação: processo em que a bactéria possui a capacidade de captar DNA livre no 

ambiente externo a partir da codificação de receptores e enzimas de membrana, quando 

identificada a transformação natural por bactérias competentes, ou quando induzidas por 

processos químicos ou eletroporação, em procedimentos de engenharia genética 

laboratorial em biotecnologia (JOHNSTON et al., 2014).  

 Transdução: processo de transferência gênica entre bactérias ocasionada pela presença de 

vírus transmissores denominados bacteriófagos. Estes são presentes em diversos 

ecossistemas e ao infectarem a bactéria, integram-se ao seu cromossomo, utilizando da 

maquinaria celular de replicação (da bactéria hospedeira) para se replicarem. A 

transferência de material genético de uma bactéria para outra ocorre nesta replicação, 

geralmente quando o ciclo do bacteriófago é caracterizado como lítico e a degradação 

do DNA bacteriano é observada. Neste processo de replicação / degradação celular, 

pequenas regiões gênicas bacterianas são integradas nos novos bacteriófagos, e quando 

estes são liberados no ambiente, carregam os genes da antiga bactéria hospedeira para a 

próxima, num ciclo de replicação e disseminação desses genes adquiridos (MARQUES, 

2012; PENADÉS et al., 2015). 

  Adicionalmente aos processos de transferência plasmidial entre cepas, processos de 

mobilidade gênica dentro das próprias células bacterianas (e características plasmidiais) 

permitem aos plasmídeos alterarem suas características moleculares, adquirindo genes livres 

ou realizando pequenas alterações em suas sequências graças a elementos móveis como   

transposons - sequências gênicas que transitam dentro de um próprio elemento genético 

(plasmídeos ou cromossomos). Os transposons são elementos transponíveis que podem saltar 

de um gene para outro dentro de um genoma (COE; KASS, 2005). Já as sequências de 

inserção  são sequências gênicas móveis que carregam genes que codificam enzimas (JAIN; 
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RIVERA; LAKE, 1999), enquanto os integrons, por sua vez, são sistemas gênicos naturais 

capazes de capturarem e integrarem cassetes gênicos, transformando-os em genes funcionais 

(ROWE-MAGNUS; MAZEL, 2002). Nesta condição, a cepa bacteriana que consegue 

sobreviver à uma condição de pressão seletiva no meio (pela portabilidade de um ou mais 

plasmídeos com genes de resistência) pode realizar a transferência desses plasmídeos, ou no 

meio externo ou transferindo-os a outras bactérias, por conjugação. Essa capacidade de 

transferência de elementos genéticos móveis, como plasmídeos, entre microrganismos da 

mesma espécie ou até mesmo de gêneros diferentes, é o que se apresenta como papel crucial 

para a evolução e adaptação das espécies bacterianas (LI et al., 2016). 

 Uma grande variedade de plasmídeos está presente no ambiente microbiano. Dessa forma, 

podem ser classificados em diferentes grupos, chamados grupos de incompatibilidade 

plasmidial. Há algumas décadas atrás foi observado um comportamento de incompatibilidade 

entre diferentes elementos plasmidiais dentro de uma mesma célula bacteriana, ou seja, 

plasmídeos se tornam incompatíveis quando compartilham sistemas similares de replicação e 

partição dentro da mesma bactéria. Num exemplo prático, pode-se definir da seguinte forma: 

se a introdução de um segundo plasmídeo no microrganismo desestabiliza a presença do 

primeiro, os dois são considerados incompatíveis (NOVICK; HOPPENSTEADT, 1978). Junto 

a esse fenômeno, desde os anos 70 esses tipos de plasmídeos foram identificados como grupos 

de incompatibilidade plasmidial (Inc). Essa classificação é sempre baseada na sequência de 

nucleotídeos na origem do sítio de replicação; dessa forma, diversos grupos de 

incompatibilidade foram selecionados, como IncI1, IncI2, complexo IncF (InFII, IncFIA, 

IncFIB), IncQ, IncP, entre outros (SHINTANI; SANCHEZ; KIMBARA, 2015). 

 A mobilização de genes através de plasmídeos ou outros elementos genéticos móveis é 

considerada como o maior risco de disseminação da resistência antimicrobiana no mundo e 

vem sendo amplamente reportada em diversos países, inclusive no Brasil (CARVALHO et al., 

2016; PETROSILLO et al., 2016; ANDRADE et al., 2018; BRAGA et al., 2018; FURLAN; 

STEHLING, 2018; MOURA et al., 2018b). A resistência às cefalosporinas de 3ª geração, por 

exemplo, se dá principalmente pela produção de ESBL e pAmpC localizados em plasmídeos 

e integrons, facilitando assim a transmissão entre diferentes amostras (CLEMENTE et al., 

2015).  

 Num aspecto molecular, a disseminação dos genes produtores das enzimas CTX-M pode 

ser atribuída, principalmente, à mobilização através de sequências de inserção e plasmídeos. 

A sequência de inserção ISEcp1 já foi identificada como sequência iniciadora e responsável 

pela mobilização das regiões gênicas bla, tanto entre cromossomo quanto em plasmídeo. Essas 
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sequências de inserção já foram observadas flanqueando os genes codificadores de diversas 

variantes CTX-M (BONNET, 2004).  

 Quanto à mobilidade gênica por plasmídeos, a relação de determinados grupos de 

incompatibilidade plasmidial com os genes de resistência codificadores de ESBLs já é bem 

esclarecida. Observa-se, por exemplo, a prevalência de IncI1 portando o gene blaCTX-M-1 em 

humanos e animais de produção como galinhas, da mesma forma que a associação IncFIA, 

IncFII e IncFIB com o gene blaCTX-M-15, contribuindo para a disseminação desses genes 

produtores de ezimas β-lactamases nos respectivos nichos (CARATTOLI, 2009; 

FALGENHAUER et al., 2014). 

 Outras variantes CTX-M oriundas de genes presentes em grupos de incompatibilidade 

plasmidial são observadas. Plasmídeos pertencentes à família IncL/M, por exemplo, foram 

identificados como responsáveis pela disseminação do gene blaCTX-M-3 na Polônia. Essa mesma 

associação IncL/M - blaCTX-M-3 também foi encontrada em outros países da Europa Oriental, 

na França, Bélgica e Coréia (CARATTOLI, 2009). Em um trabalho publicado recentemente, 

o surgimento de cepas virulentas e produtoras de ESBL/pAmpC em alimentos, animais de 

produção alimentícia e humanos foi observado por um período de 6 anos no Brasil. Estre 

trabalho resultou na identificação e mapeamento dos plasmídeos tipo IncI1/ST113 e 

IncI1/ST12, carreadores de genes de resistência associados à virulência no Brasil (MOURA et 

al., 2018b). Na literatura observa-se uma prevalência de CTX-M-14 presente em plasmídeos 

do complexo IncF (WANG et al., 2012), da mesma forma que o gene produtor da enzima 

CTX-M-15 (GONULLU et al., 2008). Já o gene blaCMY-2 pode ser encontrado em sua maioria 

em plasmídeos tipo IncI1 (DA SILVA et al., 2017).  

 

2.4  Resistência antimicrobiana a partir de ESBL em animais de companhia 

 

A disseminação de cepas resistentes é comumente associada à quantidade de fontes às 

quais elas podem se associar, seja no ambiente ou na microbiota ou em infecções de humanos 

e animais. A caracterização dos diversos tipos de resistência em animais, principalmente em 

animais de companhia, já foi observada. Entretanto, o papel dos animais como reservatórios 

de cepas resistentes produtoras de enzimas do tipo ESBL começou a ser estudado há pouco 

tempo, e desde então, muitas espécies foram identificadas como produtoras de enzima ESBL 

tipo CTX, como por exemplo a presença simultânea de genes ESBL a partir dos genes blaCTX-

M-15, blaSHV-12, blaPER-1 e blaFOX-2 em bivalves na Croácia (MARAVIĆ et al., 2015). Um estudo 

publicado em 2010 (LITERAK et al., 2010) identificou cepas de E. coli produtoras das enzimas 
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CTX-M-1, TEM-1 e TEM-52b em amostras de fezes coletadas em swab, provenientes de 

pequenos mamíferos terrestres, ruminantes e raposas selvagens, ursos marrons e javalis, todos 

pertencentes a regiões da República Tcheca e Eslováquia. Em outro estudo realizado na 

Tanzânia, observou-se a presença de E. coli, Klebsiella spp. e Proteus spp. multirresistentes, 

produtoras da enzima CTX-M-15 e portadoras de genes de resistência às fluoroquinolonas 

[aac(6’)-Ib-cr e qnrS],  em diversas espécies de animais como cães saudáveis, ovelhas, cabras, 

galinhas, porcos e gado (SENI et al., 2016). 

O primeiro relato de uma cepa produtora de enzima ESBL em animais de companhia 

ocorreu em 1988 no Japão, onde um cão acondicionado em um laboratório se apresentou como 

portador de uma cepa produtora da enzima FEC-1 (MATSUMOTO et al., 1988). Alguns 

estudos com animais de companhia foram realizados em determinadas partes do mundo 

recentemente. Na França, por exemplo, o primeiro estudo sobre cepas de E. coli produtoras de 

enzimas ESBL foi realizado em 2013 por Safia Dahmen, que pôde observar, a partir de 

amostras de infecções clínicas em cães e gatos, um percentual de 3,7% de cepas produtoras de 

ESBL, das quais 74% pertenciam ao grupo CTX-M, com predominância do gene blaCTX-M-15 

(DAHMEN et al., 2013). O primeiro relato de cepas de E. coli produtoras de enzimas ESBL 

na Polônia ocorreu em 2015 a partir de amostras clínicas de cães admitidos em um centro 

veterinário, devido a infecções intestinais (RZEWUSKA et al., 2015b), onde se observou o 

percentual de 3,4% de cepas ESBL positivas, portadoras dos genes blaSHV-12, blaCTX-M-15 e 

blaTEM-116.  

A clínica veterinária de pequenos animais tem apresentado recentemente alta prevalência 

de cepas resistentes aos antimicrobianos. Uma pesquisa publicada em 2017 em Portugal 

realizou um estudo retrospectivo de 16 anos sobre a presença de perfil de resistência fenotípico 

e genotípico entre cepas de animais de companhia portadores de infecções no trato urinário 

(ITU). O trabalho elucidou que esse tipo de perfil representa um grande obstáculo para o 

sucesso das terapias antimicrobianas nesses animais, contribuindo para a disseminação da 

resistência (MARQUES et al., 2017).    

Seguindo uma exponencial atenção para a resistência tipo ESBL/CTX, relatos de cepas 

resistentes em animais de companhia ou selvagens, na França (HAENNI et al., 2016; 

CASELLA et al., 2017; MADEC et al., 2017a; LUPO et al., 2018)  e na Europa 

(CLOECKAERT et al., 2007; BOOTHE et al., 2012; HUBER et al., 2013; RZEWUSKA et 

al., 2015a; MARQUES et al., 2017; ZOGG et al., 2018), foram publicados recentemente. Na 

França e em outros países europeu,s um número considerável de estudos em cães, gatos e aves 

confirmaram a presença de ESBLs e pAmpC a partir dos genes e plasmídeos blaCTX-M-15 / IncR, 
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blaCTX-M-1 / IncN, blaSHV-2a / IncR e blaCMY-2 / IncI1 e (DONATI et al., 2014) identificando 

grande variedade de enzimas, porém, apresentando a prevalência das enzimas CTX-M-15 e 

CTX-M-1  (JAMBOROVA et al., 2015; MADEC et al., 2017b). Os primeiros relatos de ESBL 

em animais na França foram publicados em 2003, principalmente em cepas de E. coli, mas 

estudos de vigilância recentes apoiam a teoria do surgimento em meados da década de 1990 

(MADEC et al., 2016). Outro estudo recente, realizado em Paris (SCHLÜTER et al., 2014), 

relatou a presença de cepas que abrigam plasmídeos carregando genes blaCTX-M-15, além da 

grande variedade de genes que codificam a resistência a outros antibióticos como 

aminoglicosídeos, tetraciclina e fluoroquinolonas. Ainda na França, Pierre Bogaerts 

caracterizou o perfil de mecanismos de resistência aos β- lactâmicos em cães e gatos doentes 

entre 2008 e 2010, onde observou uma maior prevalência de genes produtores das enzimas 

CTX-M-1, CTX-M-14, CTX-M-15 e CTX-M-32 (BOGAERTS et al., 2015).  

 No Brasil, apesar de existirem poucos trabalhos publicados a respeito de animais de 

companhia portadores de resistência a antibióticos, muitos outros trabalhos contribuíram para 

compreender a evolução dessa resistência nesses animais, a partir de estudos em animais de 

produção (CASELLA et al., 2015), papagaios e búfalos (AIZAWA et al., 2014b) e cavalos 

(LEIGUE et al., 2014). Um recente trabalho realizado no Brasil, em 2016, investigou a 

presença de cepas clonalmente relacionadas em cães e seus proprietários, encontrando genes  

do tipo blaTEM, grupo blaCTX-M e blaSHV. A partir das análises de PFGE-Xba1 foram observados 

4 grupos clonais idênticos entre os cães e os proprietários, confirmando a ocorrência de 

transmissão no contexto humano-animal de companhia na América Latina (CARVALHO et 

al., 2016). 

  Os estudos apresentam importantes informações sobre a avaliação da transmissão 

cruzada humano-animal e, considerando a mobilidade genética dos plasmídeos e suas relações 

entre humanos e outras espécies, esses trabalhos puderam informar um caminho de 

compreensão sobre a disseminação de ESBLs no Brasil, não só no aspecto da circulação de 

cepas entre a clínica humana e veterinária, mas também em animais e no ambiente, como já 

foi identificado em outros países (DAMBORG et al., 2015).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

    

 Investigar a prevalência e o contexto genético da resistência às cefaloporinas de amplo 

espectro em bactérias gram-negativas isoladas de animais de companhia (cães e gatos) sadios 

ou infectados, no Brasil e na França, elucidando o papel desses animais como potenciais 

portadores sintomáticos e assintomáticos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

  

- Identificar o perfil fenotípico de resistência aos antibacterianos em bactérias gram-negativas 

isoladas de animais de companhia no Brasil e na França;  

- Identificar genótipos de β-lactamases de amplo espectro nas bactérias isoladas dos grupos de 

estudo;  

- Investigar o contexto genético de resistência às cefaloporinas de amplo espectro em bactérias 

gram-negativas isoladas de animais de companhia no Brasil e na França; 

- Identificar linhagens clonais de bactérias gram-negativas produtoras de ESBL nos animais 

de companhia sadios ou infectados, no Brasil e na França. 

- Correlacionar a presença de linhagens clonais produtoras de ESBL em bactérias gram-

negativas identificadas nos grupos de estudos de ambos os países;  

- Definir o papel dos animais de companhia na disseminação de bactérias produtoras de ESBL 

no Brasil e na França. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Grupos de estudo 

   

 Para o desenvolvimento do projeto, quatro coleções de cepas bacterianas, chamadas 

Estudos I, II, III e IV (sendo duas provenientes do Brasil e duas da França, respectivamente) 

foram reunidas. Os Estudos foram selecionados seguindo os seguintes critérios de similaridade: 

tipos de animais de companhia (cães e gatos), origem das coleções bacterianas de acordo com 

os países selecionados e família das espécies bacterianas de interesse (Enterobacteriaceae). 

 O primeiro grupo (Estudo I) é uma coleção de cepas isoladas em 2012, oriundas de 226 

amostras coletadas em swab retal e bucal de 29 gatos e 84 cães saudáveis, provenientes de dois 

centros de abrigo de animais, sendo um o Centro de Controle de Zoonoses (-23.511555S, -

46.627258º) e outro um abrigo particular (coordenadas: -23.548564S, -46.762228º) em São 

Paulo, Brasil, em 2012. Os animais eram, em sua maioria, de raça indefinida e de diversos 

tamanhos, origens e de dois gêneros (macho e fêmea). Todos foram resgatados em condições 

precárias nas ruas de São Paulo ou entregues anonimamente nos centros de acolhimento para 

cuidado e doação. Apesar das condições iniciais, os animais submetidos à coleta não tinham 

sinais de infecções ou quaisquer enfermidades, conforme analisado nos prontuários do centro e 

por entrevista ao dono do abrigo particular, e por este motivo foram considerados animais 

brasileiros saudáveis. Os isolados haviam sido previamente identificados e caracterizados como 

cepas portadoras de genes de resistência tipo ESBL e PMQR em um trabalho anterior (MELO, 

2014). 

  O segundo grupo (Estudo II) é uma coleção de 74 isolados (pertencentes à família 

Enterobacteriaceae) recuperados de 62 cães e 12 gatos admitidos no Hospital Veterinário da 

Universidade de São Paulo (coordenadas: -23.568849, -46.740094) por swab retal ou do 

aparelho reprodutor, entre 2010-2011. Apesar de também possuírem em sua maioria raça 

indefinida e indistinção de gênero e idade, todos os animais submetidos à coleta moravam em 

lares e possuíam proprietários, presentes na hora da coleta. Todo o grupo de animais do estudo 

II foi diagnosticado com infecção no trato urinário, considerado então como o grupo brasileiro 

de animais doentes. Os isolados também haviam sido previamente caracterizados como 

portadores de genes de resistência tipo ESBL (BARBATO, 2012).  

  O terceiro grupo (Estudo III) foi caracterizado a partir de 109 isolados clínicos de E. 

coli, coletados de cães e gatos admitidos em diversos centros veterinários da França, 
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selecionados e reunidos nesta coleção através da rede RESAPATH, uma rede de vigilância 

epidemiológica de resistência antimicrobiana em patógenos de animais. Foram coletadas 

amostras a partir de swab e / ou coleta de secreção das regiões infectadas em 33 gatos e 76 

cães em tratamento por diversas infecções como infecção do trato urinário (ITU), abcessos 

intradérmicos, infecções intestinais, otite e algumas doenças não identificadas. Dessa forma, 

o grupo III foi identificado como o grupo de animais franceses doentes. Os isolados haviam 

sido identificados por MALDI-TOF, caracterizados com algum fenótipo de resistência 

antimicrobiana e armazenados a -20 °C no banco de cepas do laboratório ANSES. 

 No quarto grupo (Estudo IV) apresentam-se 7 isolados de E. coli, provenientes de 227 

swabs retais de gatos e 166 de cães submetidos a consultas de rotina habituais para aplicação 

de vacina. As amostras foram coletadas entre janeiro e julho de 2015 na Escola Veterinária de 

Maison-Alfort, França (coordenadas: 48.814243, 2.421179). Os respectivos donos foram 

submetidos a uma entrevista sobre sua própria saúde e a saúde de seu animal de estimação, 

além da ocorrência de viagem nos últimos 12 meses antecessores à coleta. Os isolados haviam 

sido previamente caracterizados como portadores de genes ESBL, identificados por MALDI-

TOF e armazenados a -20 °C no banco de cepas do laboratório ANSES. 

 

4.2 Isolados bacterianos 

 

4.2.1 Brasil (Estudos I e II) 

 

 O armazenamento das amostras em ágar AMIES® (Citotest Labware, Jiangsu - 2012) 

auxiliou na conservação para posterior processamento. A partir destas amostras, uma triagem 

isolou 53 membros da família Enterobacteriaceae em ágar seletivo MacConkey com 

ceftriaxona (2 μg/mL). Em seguida, todos foram identificados através de kits de indentificação 

API® (Biomérieux, EUA – 2012) e Bactray® (LaborClin, 2012). A identificação das espécies 

foi confirmada por MALDI-TOF® (Bruker Daltonik, Bremen, 2002) e o perfil geral de 

resistência às cefalosporinas e fluoroquinolonas desse grupo já foi relatado (MELO, 2014).  

 

4.2.2 França (Estudos III e IV) 

 

 Todos os isolados foram anteriormente identificados pelas galerias API20E® e 

MALDI-TOF, além de serem armazenados a - 80 ° C. Para o presente trabalho, as cepas foram 

descongeladas e reativadas para as demais análises. 
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4.3 Teste de susceptibilidade antimicrobiana 

 

 Todos os isolados foram submetidos aos testes de sensibilidade antimicrobiana e 

triagem de produção de ESBL de acordo com as recomendações da Sociedade Francesa de 

Microbiologia (www.sfm-microbiologie.org) e EUCAST (Comitê Europeu de Testes de 

Susceptibilidade aos Antimicrobianos) (http://www.eucast.org/).  

  O método descrito por Bauer e colaboradores (1966) tem como objetivo identificar a 

atividade de inibição de antibióticos de diversas classes a partir da submissão de uma cepa ao 

contato de discos de antibióticos com concentração equivalente, que ao serem dispostos em 

placa de petri com meio Muller Hinton distribuem o antibiótico de maneira gradual, de forma 

que o halo de inibição da cepa represente o nível de sensibilidade/resistência de acordo com 

os padrões EUCAST.  

  Foram testados os seguintes discos de antibióticos de interesse humano e/ou 

veterinário: Amoxicilina, Amoxicilina + Ácido Clavulânico, Cefalotina, Cefuroxima, 

Cefotaxima, Ceftiofur, Piperacilina, Ticarcilina, Piperacilina + Tazobactam, Ticarcilina + 

Ácido Clavulânico, Ertapenem, Ceftazidima, Cefoxitina, Cefepima, Aztreonam, Cefquinoma, 

Estreptomicina, Canamicina, Amicacina, Apramicina, Gentamicina, Tobramicina, 

Netilmicina, Cloranfenicol, Florfenicol, Tetraciclina, Sulfonamida, Trimetoprim, Ácido 

Nalidíxico, Enrofloxacina e Ofloxacina. Os exemplares bacterianos foram retirados do estoque 

a -80 C, estriados em placa de ágar Colúmbia + 5% sangue (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, 

France) e incubados em estufa a 37°C por 24 horas. Em seguida, foi preparada uma suspensão 

bacteriana com solução salina (0,9% NaCl), de acordo com a escala padrão 0,5 de McFarland 

(por densitômetro). Após a diluição a 0,5, uma nova diluição 1/10 foi realizada.  

  Com o auxílio de swab estéril essa suspensão foi distribuída de maneira uniforme em 

placas com ágar Muller Hinton (BioRad, Marne-la-Coquette, France), para distribuição dos 

discos de antimicrobianos e armazenamento em estufa a 37°C por 16 horas. Os discos de 

antimicrobianos da família das cefalosporinas foram dispostos agrupados (respeitando o limite 

de 3 cm de distância entre cada um) e a cepa ATCC 25922 foi usada como controle de 

qualidade do teste. A leitura foi realizada por avaliação em equipamento SirSCAN Micro® 

(i2a Diagnostics) a partir dos padrões recomendados pelo EUCAST e CLSI, associados. 

 Os antibiogramas em que as cefalosporinas apresentavam halo de inibição curto, mas sem 

a zona fantasma característica do perfil ESBL, foram refeitos com adição de 200 mg/L de 

Cloxacilina (inibidor de AmpC cromossomal) na placa com meio Muller Hinton para 

identificar uma possível inibição do espectro de ação dos antibióticos pela presença de uma 

https://www.google.com.br/search?q=Marcy-l%27%C3%89toile+Fran%C3%A7a&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SLMoK6pQ4gIxjQtzzM2NtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAIlpjw9FAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiVxPz8ifraAhXFIJAKHbSqCHIQmxMoATAQegUIABCsAQ
https://www.google.com.br/search?q=Marcy-l%27%C3%89toile+Fran%C3%A7a&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SLMoK6pQ4gIxjQtzzM2NtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAIlpjw9FAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiVxPz8ifraAhXFIJAKHbSqCHIQmxMoATAQegUIABCsAQ
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enzima AmpC cromossomal, em coexistência com a produção de enzima ESBL de origem 

plasmidial. 

 

4.4 Identificação de genes β-lactamase e grupos filogenéticos 

 

  Os testes para caracterização genotípica, como identificação e classificação de genes 

que conferiram a resistência às cefalosporinas e outros tipos de classificação foram realizados 

através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) descrita inicialmente por Kinzler e 

Vogelstein em 1999   (VOGELSTEIN; KINZLER, 1999). Esta técnica tem como objetivo a 

amplificação de genes a partir da desnaturação da amostra de DNA original por aumento de 

temperatura e posterior síntese exponencial mediada pela DNA polimerase em termociclador. 

As etapas da amplificação consistem em: desnaturação, anelamento, extensão, 

emparalhemento e conservação. 

  Para testes genotípicos, o DNA de cada isolado foi extraído utilizando o kit de PCR 

NucleoSpin® e analisado por PCR através de kit Quiagen® com primers específicos 

(YAMANE et al., 2007) para a identificação de genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M -9, 

blaCTX-M-8, blaKPC, blaSHV, blaCMY-2, blaVIM e blaIMP (Tabela 2), nas seguintes condições: 12,5 

µL de mix tampão Quiagen®; 10,1 µL de água miliQ estéril; 0,4 µL de primers foward e 

reverse específicos para cada gene de interesse e 2 µL de DNA. O protocolo para a reação foi: 

15 minutos a 95° C, 30 segundos a 94° C, temperatura de anelamento conforme gene e 

protocolo do centro de pesquisa e repetição do ciclo por 30 vezes, para posterior 1 minuto de 

extensão a 72° C, 7 minutos de extensão final a 72° C e conservação da reação a 4° C no 

termociclador. Para todos os genes blaCTX-M-group, foi realizada uma PCR adicional usando os 

iniciadores da sequência de inserção ISEcp1 (5'- CAGCTTTTATGACTCG-3 ') e P2D (5'-

CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG-3’), e em seguida foram sequenciados (Genewiz, Enland) 

para determinar o contexto genético dos genes blaCTX-M.  

  Todas as análises foram realizadas em termociclador e sua leitura se deu por 

eletroforese em capilares automatizada Quiaxcel (Quiagen, USA). O aparelho citado realiza 

uma análise de concentração por quantificação básica de material genético amplificado a partir 

da sensibilidade de capilares. O software QIAxcel ScreenGel realizou a análise dos dados por 

picos de concentração, transformando os resultados em gráficos, onde os picos maiores eram 

considerados PCR positiva.  

 O último grupo de estudo deste trabalho (Estudo IV) tinha como objetivo caracterizar 

isolados previamente identificados como portadores de algum tipo de gene de resistência 
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ESBL e realizar um estudo de casos.  Testes anteriores na Escola de Veterinária de Maison-

Alfort já haviam caracterizado um perfil fenotípico de resistência a partir de antibiograma e 

MIC, pré-selecionando o grupo de cepas para o estudo molecular. Após a extração de DNA 

por kit, testes genotípicos por PCR foram realizados com amplificadores dos genes de interesse 

do trabalho (blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-9 e blaOXA-48), além da análise de sequenciamento 

para MLST de E. coli. 

 Para isolados de E. coli, foi analisado o grupo filogenético por PCR utilizando iniciadores 

específicos (Tabela 2) e análise por chaves de identificação. Após a confirmação do grupo de 

virulência B2, todas as cepas positivas foram submetidas à análise de PCR para identificação 

do sorotipo O25:ST131. 

 

Tabela 2: Primers, sequências e referências utilizadas para os testes moleculares de 

identificação de genes filogenéticos e codificadores de ESBL 

¹ = primers desenhados no laboratório ANSES, Lyon (2011) 

GENE 

CORRESPONDENTE 
PRIMER SEQUÊNCIA DOS INICIADORES REFERÊNCIAS 

blaCTX-1 grupo Gp1_for TTA GGA ART GTG CCG CTG YA (DALLENNE et al., 2010) 

blaCTX-1/2 grupo Gp1-2_rev CGA TAT CGT TGG TGG TRC CAT  

blaCTX-2 grupo Gp2_for CGT TAA CGG CAC GAT GAC  

blaCTX-9 grupo Gp9_for TCA AGC CTG CCG ATC TGG T (DALLENNE et al., 2010) 

 Gp9_rev TGA TTC TCG CCG CTG AAG  

blaSHV SHV_1 AGC CGC TTG AGC AAA TTA AA (DALLENNE et al., 2010) 

 SHV_2 GGG GTA TCC CGC AGA TAA AT (DALLENNE et al., 2010) 

Sequência de inserção ISEcp1 AAA ATG ATT GAA AGG TGG T (ANSES, 20111) 

 P2D CAG CGC TTT TGC CGT CAA G  

blaCMY-2 CF1 ATG ATG AAA AAA TCG ATA TG (LITERAK et al., 2010) 

  CF2 TTA TTG CAG TTT TTC AAG AAT G   

Grupos filogenéticos gadA-for GAT GAA ATG GCG TTG GCG CAA G (CLERMONT et al., 2013) 

  gadA-rev GGC GGA AGT CCC AGA CGA TAT CC   

  chuA-for ATG ATC ATC GCG GCG TGC TG   

  chuA-rev AAA CGC GCT CGC GCC TAA T   

  yjaA-for TGT TCG CGA TCT TGA AAG CAA ACG T   

  yjaA-for ACC TGT GAC AAA CCG CCC TCA   

  TSPE4.C2-for GCG GGT GAG ACA GAA ACG CG   

  TSPE4.C2-rev TTG TCG TGA GTT GCG AAC CCG   

Sonda CTX-M MA_1 SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA (CONCEIÇÃO et al., 2005) 

  MA_2 CCG CRA TAT GRT TGG TGG TG   
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4.5  PFGE (Pulsed-field Gel Eletrophoresis) 

  

 Para análise do perfil clonal bacteriano e do tamanho plasmidial, as cepas foram 

repicadas em ágar Columbia + 5% sangue e cultivadas em estufa a 37 ºC por 24 horas, para a 

preparação de plugs. Colônias puras da cepa foram diluídas em salina (0,9%) para o acerto da 

turbidez da solução equivalente à escala 4,5 de McFarland e centrifugadas para concentração 

de pellet e descarte do sobrenadante. Solução de TEE (100µL) e agarose Clean Cut 2% a 56ºC 

foi acrescentada e os plugs foram preparados em formato de gota (num volume de 23 µL) e 

resfriados a 4ºC por 15 minutos. Posteriormente foram ressuspensos para lise em uma solução 

de proteinase K (Roche, Alemanha), TEE 1X e 1% N-Lauryl Sarcosine (Sigma, EUA), a 55 

ºC overnight, sem agitação. Em seguida, os plugs foram tratados com Triton X-114 a 0,1% por 

2 horas e lavados 4 vezes por 1 hora cada com tampão TE, para finalmente serem armazenados 

no mesmo tampão 1x sob refrigeração a 4ºC. 

 Na etapa subsequente, os plugs preparados foram submetidos à digestão, em 37 ºC, 

overnight, pela enzima Xba1 (Promega, EUA), em 40 U, que realiza a clivagem em sítios de 

restrição ao longo de todo o DNA cromossomal, gerando um padrão específico de bandas para 

cada clone. As corridas de PFGE foram realizadas em máquina de migração por carga elétrica, 

com voltagem de 6 V/cm, com intervalos de pulso de 10 segundos a 60 segundos, em um 

ângulo de 120°, em um ciclo, durante 24 horas. Os géis resultantes das corridas foram corados 

e fotografados como previamente descrito no tópico anterior. A construção do dendrograma 

foi realizada utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Mean) e coeficiente Dice, com tolerância e otimização estabelecidas em 0% e 1%, 

respectivamente (BioNumerics, Ghent Belgium). Linhagens com similaridade do perfil em ≥ 

90% foram consideradas clonais e separadas em grupos. 

 

4.6 Genotipagem de sequências de multilocus (MLST) 

 

  A tipagem de MLST foi realizada com todos os isolados pertencentes às espécies de E. 

cloacae, K. pneumoniae e E. coli que não possuiam relação clonal de acordo com a PFGE. As 

PCRs foram realizadas de acordo com os esquemas de MLST já estabelecidos (Quadro 1) 

(WIRTH et al., 2006; MIYOSHI-AKIYAMA et al., 2013). Após amplificação dos genes 

housekeeping (genes essenciais, responsáveis pelo metabolismo da célula bacteriana), os 

produtos da PCR foram enviados para sequenciamento de primeira geração (Sanger), 
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analisados e identificados conforme protocolo padronizado em site específico 

(http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search). 

 

Quadro 1: Primers, sequências, tamanho, temperatura de anelamento e referências das 

análises de Multilocus Sequence Typing - MLST (WIRTH et al., 2006) 

 

4.7  Caracterização plasmidial 

 

4.7.1 Caracterização dos grupos de incompatibilidade plasmidial por PBRT 

 

 Os plasmídeos foram caracterizados utilizando técnica baseada em replicons PBRT do 

kit DIATHEVA®, seguindo as recomendações publicadas (CARATTOLI et al., 2006). O teste 

é resumido em uma análise de amplificação das sequências e identificação de grupos de 

incompatibilidade de plasmídeos, descritos assim por sua estabilidade durante a conjugação 

bacteriana (CARATTOLI, 2009). São oito testes de PCR multiplex, totalizando 25 replicons 

a serem identificados: HI1, HI2, I1, I2, X1, L/M, N, FIA, FIB, FIC, FII, FIIS, FIIK, W, Y, P, 

A/C, T, K, U, R, B/O, HIB-M e FIB-M (Figura 3). As temperaturas para o ciclo de 

amplificação seguiram as recomendações do fabricante: desnaturação a 95 °C por 15 minutos 

com de 30 ciclos de desnaturação a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 60 °C por 30 segundos 

e extensão a 72 °C por 1 minuto, 5 minutos de extensão a 72 °C e por fim, conservação em 4 

ºC.  

Gene 

MLST 
Primer Sequência dos iniciadores 

Tamanho da 

amplificação 

Tºc 

Anelamento 

E. coli adk-f ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 583 bp 54° C 

 adk-r CCGTCAACTTTCGCGTATTT   

 fumC-f TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 806 bp 54° C 

 fumC-r GTACGCAGCGAAAAAGATTC   

 gyrB-f TCGGCGACACGGATGACGGC 911 bp 60° C 

 gyrB-r ATCAGGCCTTCACGCGCATC   

 icd-f ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 878 bp 54° C 

 icd-r GGACGCAGCAGGATCTGTT   

 mdh-f ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 932 bp 60° C 

 mdh-r TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT   

 purA-f CGCGCTGATGAAAGAGATGA 816 bp 54° C 

 purA-r CATACGGTAAGCCACGCAGA   

 recA-f CGCATTCGCTTTACCCTGACC 780 bp 58° C 

 recA-r TCGTCGAAATCTACGGACCGGA   

http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search
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 As análises ocorreram a partir do resultado da PCR em leitura por capilaridade. Os 

genes positivos foram classificados conforme grupo de incompatibilidade plasmidial de acordo 

com a tabela classificatória do fornecedor:  

 

Figura 3: Esquema de replicons e amplificações do kit PBRT (DIATHEVA, Itália) com os 

iniciadores de 30 replicons para caracterização dos grupos de incompatibilidade plasmidiais 

das cepas 

3                     

 

 

4.7.2 Análise de tamanho plasmidial S1-PFGE 

  

 A preparação dos plugs seguiu os mesmos passos descritos no tópico anterior (PFGE). Em 

seguida os plugs foram submetidos à digestão pela enzima S1, em estufa a 37 ºC (tempo: 45 

minutos), de forma que apenas os plasmídeos foram conservados nos plugs bacterianos. Já em 

relação à análise da presença do gene ESBL no cromossomo, a digestão dos plugs foi realizada 

pela enzima I-Ceu1 (overnight) para conservação de DNA cromossomal. As corridas de PFGE 

foram realizadas em máquina de migração por carga elétrica. Para a enzima S1 nuclease, a 

corrida foi realizada com voltagem de 6 V/cm, com intervalos de pulso de 1 segundo a 30 

segundos, em um ângulo de 120°, em um ciclo, durante 20 horas. Para a enzima I-Ceu1, a 

corrida foi realizada com voltagem de 6 V/cm, com intervalos de pulso de 20 segundos a 2 

minutos, em um ângulo de 60°, em dois ciclos, durante 12 horas. O gel foi corado com Brometo 

de Etídio a 1% e posteriormente submetido à agitação e lavagem em água por 30 minutos. 

Posteriormente, foi registrado em foto pelo equipamento Gel DocTM XR+ e software Image 

LabTM (ambos da BioRad) e a altura das bandas positivas resultantes foi analisada a partir do 

marcador de 50 kb utilizado (Lambda Ladder Chef DNA Size Standard – BioRad).  
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4.8 Caracterização do plasmídeo carreador de gene ESBL 

 

4.8.1 Southern Blot 

 

4.8.1.1 Transferência elétrica para membrana de Nylon® 

 

 Os géis dos testes de PFGE pelas enzimas S1 e Xba1 foram fotografados e utilizados para 

transferência do DNA à membrana de Nylon®. A metodologia foi realizada incialmente por 

vácuo, em máquina de sucção através do tratamento manual com tampões de depurinação, 

desnaturação e neutralização, por um período médio de 3 horas. Devido à instabilidade e 

ineficácia do método, a etapa de transferência foi alterada para o método elétrico a partir de 

equipamento Power Blotter System - Invitrogen (Thermo Fischer Scientific, Villebon-sur-

Yvette, France) e realizada por 1 hora, de acordo com o protocolo do fabricante. Ao fim da 

transferência, as membranas foram identificadas e submetidas à secagem em temperatura 

ambiente. 

 

4.8.1.2 Preparação de Sonda para marcação molecular 

 

 Plasmídeos portadores dos genes ESBL foram detectados a partir de PFGE com digestão 

da enzima S1, transferência do perfil em membrana de nylon, seguido de Southern Blot 

utilizando sondas específicas. As sondas consistem em marcadores moleculares de sequência 

genética específica e complementar ao gene de interesse a ser identificado no genoma 

bacteriano. Foram preparadas a partir do kit PCR DIG Probe Synthesis (Roche, Alemanha), 

segundo recomendações do fabricante, onde um mix contendo tampão 10X (5 µL), sonda de 

marcação (5 µL), concentrado de primers de interesse em 10 µM (5,0 µL), enzima de restrição 

(0,75 µL), água ultra-pura (30,25 µL) e DNA positivo para o gene purificado (4 µL), foi 

preparado e amplificado em técnica de PCR a partir do protocolo de amplificação original de 

cada gene. Após a confirmação da amplificação da sonda por leitura em eletroforese por 

capilares (Quiagen, USA), alíquotas de 10 µL foram preparadas e congeladas a -20ºC. 

Amplificações dos genes de interesse foram utilizadas para preparação das sondas e 

identificação da localização plasmidial dos genes pertencentes ao grupo blaCTX-M. 

Adicionalmente, outras sondas foram preparadas a partir dos produtos de amplificação dos 

genes e da região 16S para a verificação da localização cromossomal do gene de resistência. 
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4.8.1.3 Pré-hibridização 

 

 A preparação da membrana preenchida de DNA transferido ocorreu pela pré-hibridização, 

realizada com o kit DIG DNA Labeling and Detection (Roche, Alemanha). Para a etapa de pré-

hibridização, as membranas foram inseridas em tubo de vidro e imergidas em uma solução 

contendo 5x SSC, N-Laurilsarcosina a 0,1 %, SDS a 10%, solução de bloqueio (tampão incluso 

no kit com ácido maleico e solução de lavagem) a 1% e água destilada. Este material foi 

submetido a rotação por 4 horas a 42ºC. Após esta preparação, a sonda (8 µL) foi desnaturada 

a 100ºC, por 4 minutos, e diretamente inserida nos tubos com membrana + solução de pré-

hibridização. A hibridização do produto foi então realizada por 16 horas em rotação a 42ºC, 

ou por temperatura ideal, conforme cada gene de interesse.  

 

4.8.1.4 Revelação do Southern Blot  

 

 Após a hibridização overnight em 42 °C, todas as membranas foram lavadas com solução 

de 20x SSC e 0,1% SDS por duas vezes em temperatura ambiente a 5 minutos cada, e 

posteriormente a 68 ºC por 15 minutos numa solução em menor concentração (0,5x SSC + 

0,1% SDS). Em seguida foram tratadas com ácido maleico e solução de bloqueio durante 45 

minutos, submetidas a imersão em solução contendo imunoglobulina purificada Anti-

Dioxigenina-AP Fab Fragments® por 30 minutos, lavadas com tampão três vezes por 1h30min 

sob agitação, e finalmente coradas com NBT/BCIP. A revelação dos resultados ocorreu após 

armazenamento das membranas em local escuro e sem agitação por duas horas, ou em alguns 

casos, durante uma noite. Todas as bandas tingidas nessas membranas comprovaram a fixação 

da sonda no gene/plasmídeo de interesse, presente na amostra bacteriana. De acordo com o 

peso molecular utilizado como marcador, a localização do plasmídeo foi confirmada pela 

comparação entre as alturas das bandas (gene-plasmídeo) em ambos os experimentos. 

4.9 Mobilização dos genes de resistência 

 

4.9.1 Conjugação 

 

  Alguns ensaios de conjugação foram realizados com a cepa receptora E. coli J53 

resistente à rifampicina. Os dois grupos (doadoras e receptoras) foram incubados num volume 

de 5 ml cada, em caldo BHI por 12 horas a 37°C, sendo aliquotados em tubos com novos 
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volumes de 10 ml de BHI por dois dias. Em seguida, 10 µL de cada tubo (doadora e receptora) 

foram inoculados em um mesmo tubo de BHI, permanecendo em temperatura de 37°C sem 

agitação por 16 horas. Placas de ágar BHI com rifampicina e os antibióticos de interesse para 

as cepas resistentes doadoras foram utilizadas para realizar a inoculação dessa suspensão de 

forma estriada, e posteriormente foram mantidas em estufa, também a 37°C. As colônias 

crescidas nas placas foram selecionadas e submetidas à antibiograma e PCR para confirmação 

da transferência dos genes de resistência.  

 

4.9.2 Transformação por eletroporação  

 

 O DNA plasmidial das cepas foi extraído e purificado por kit Nucleo Bond PC20 

conforme especificações do fabricante (Machereney-Nagel, Alemanha). Após confirmação da 

presença do gene de interesse por amplificação em PCR, um volume de 10 µL do produto 

purificado foi adicionado em eppendorf com 100 µL de células competentes E. coli TOP10. 

As soluções foram então transferidas para cubetas de eletroporação de 2 mm e submetidas a 

um choque elétrico de 2,5 kV (Eppendorf® Electroporator 2510). Ao fim do procedimento, as 

soluções células/DNA foram transferidas para meio S.O.C. (Invitrogen, EUA) e 

permaneceram sob leve agitação a 37 ºC, por uma hora. Placas de BHI + cefotaxima foram 

preparadas e as soluções finais no meio S.O.C. foram semeadas nessas placas, mantidas em 

estufa a 37 °C, por 18 a 24 horas. A extração de DNA e a PCR foram realizadas a partir das 

colônias crescidas nessas placas para verificar o sucesso da transformação. 

 

4.10 Sequenciamento de genoma completo  

 

  O sequenciamento do genoma completo foi realizado para algumas cepas de interesse 

do trabalho. Inicialmente, a extração do DNA genômico foi realizada por kit PureLink™ Quick 

Gel Extraction & PCR Purification Combo (Life Technologies, Carlsbad, CA), seguindo as 

recomendações do fabricante. A análise de pureza, integridade e quantificação do DNA 

genômico foi realizada por espectrofotometria através do aparelho DeNovix DS-11 (DeNovix 

Inc., Wilmington, USA) e por fluorometria pelo equipamento Qubit® 2.0 fluorometer (Life 

Technologies, Carlsbad, CA), conforme protocolo do fabricante, utilizando o kit Qubit® 

dsDNA HS Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA).  
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4.10.1 Preparação de bibliotecas tipo paired-end e sequenciamento 

 

  As bibliotecas do tipo paired-end foram preparadas com o kit Nextera XT DNA Library 

Preparation (Illumina Inc., Cambridge, UK) conforme recomendações do fabricante (Nextera® 

XT DNA Library Prep Reference Guide; Document 15031942 v01). A preparação de biblioteca 

genômica é uma técnica de clivagem de regiões específicas de todo o DNA bacteriano (ou de 

interesse) conforme enzimas de restrição correspondentes à clivagem de cada região, para 

posterior ligação de adaptadores como marcadores para os fragmentos resultantes. Essas partes 

foram então quantificadas, avaliadas em sua qualidade a partir do sistema Agilent Bioanalyzer 

2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), e enviadas para sequenciamento no 

Laboratório de Investigação e Análise de Genomas (Genome Investigation and Analysis 

Laboratory - GENIAL), do Centro de Facilidades para a Pesquisa (CEFAP) da USP. As 

plataformas utilizadas para o sequenciamento foram Illumina MiSeq (300 pb) e Illumina 

NextSeq (75 pb). 

 

4.10.2 Montagem e análise de sequências  

 

  Todas as sequências geradas pelas plataformas Illumina foram recuperadas e separadas 

para montagem do genoma a partir de programas de montagem SPAdes versão 3.7.0 e Velvet 

versão 1.2.10 (para as sequências produzidas nas plataformas Illumina MiSeq e Illumina 

NextSeq, respectivamente), para posterior anotação automática pela ferramenta NCBI 

Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) versão 3.2. Os contigs montados foram 

analisados nas seguintes plataformas online: MLST 1.8 (para classificação de sequence typing- 

ST), ResFinder 2.1 (para análise de perfil genético de resistência aos antibacterianos), 

PlasmidFinder 1.3 (para caracterização de grupos de incompatibilidade plasmidial), 

SerotypeFinder 1.1 (para análise de sorotipo) e VirulenceFinder 1.5 (para caracterização de 

perfil de virulência, quando presente), todos a partir do site 

http://www.genomicepidemiology.org/. A ferramenta pMLST 1.4 foi utilizada para as cepas 

classificadas nos grupos de incompatibilidade F e I1, de forma a obter o ST plasmidial. 

(CARATTOLI et al., 2006; VILLA et al., 2010).  

 

4.11 Análise de Sequence Typing plasmidial por pMLST 
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 O ST plasmidial foi identificado conforme especificado no item 4.6. Sequências 

iniciadoras específicas para os plasmídeos encontrados IncI1, IncFIB, IncHI2 foram 

amplificadas segundo o protocolo disponível no site pMLST (https://pubmlst.org/). Foi 

realizada a análise para os grupos IncI1, IncHI2 e IncFIB.  

 A amplificação dos seguintes genes foi realizada para a análise de IncI1: repI (replicase), 

ardA (codificador da enzima de restrição do tipo I), trbA (envolvido na manutenção e 

transferência de plasmídeos), sogS (DNA primase), pilL (biogênese do pilus tipo IV). As 

sequências dos primers foram obtidas de ensaios realizados previamente (GARCÍA-

FERNÁNDEZ et al., 2008). Para o IncFIB, apenas o gene repB codificador da proteína de 

replicação FIB foi amplificado, seguindo protocolo já publicado (VILLA et al., 2010). Para 

IncHI2, smr0018 e smr00199 foram amplificados, ambos codificadores de proteínas específicas 

do plasmídeo.  

 As análises de PCR foram realizadas em 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos, em seguida 

foram realizados 30 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundo, anelamento de 60 °C / 54 

°C / 56 °C (IncI1, IncFIB e IncHI2, respectivamente) por 30 segundos e elongamento a 72 °C 

por 1 minuto, finalizando com a extensão das fitas em um cilco de 72 °C por 5 minutos.  

 Os produtos da PCR foram enviados para sequenciamento de primeira geração (Sanger), 

analisados e identificados conforme protocolo padronizado em site padronizado 

(https://pubmlst.org/). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Perfil da resistência mediada por plasmídeo em enterobactérias isoladas de animais 

de companhia no Brasil (Estudos I e II) 

  Entre o grupo de animais saudáveis do Brasil (Estudo I), um total de 2 gatos (6,9%; n 

= 2/29) e 26 cães (31,0%; n = 26/84) portavam uma Enterobacteriaceae com perfil de 

resistência às cefalosporinas (ESC-R). Entre as duas Enterobacteriaceae ESC-R coletadas de 

gatos, uma foi isolada de swab retal (fezes) e a segunda de swab oral (saliva). Entre os 26 cães, 

19 portavam Enterobacteriaceae ESC-R nas fezes, 6 na saliva e um animal apresentava 

bactérias resistentes em amostras coletadas de swab oral e retal. Destes 28 animais, um total 

de 36 isolados de Enterobacteriaceae ESC-R foram recuperados, os quais foram identificados 

como 31 isolados de E. coli (2 de gatos e 29 de cães) e 5 isolados de E. cloacae (todos de cães). 

  Nas análises fenotípicas, os 36 isolados do estudo I apresentaram fenótipo positivo para 

ESBL (figuras 4a, 4b e 4c) a partir da zona de inibição entre as cefalosporinas e o inibidor. Os 

resultados dos testes de disco-difusão para o perfil de multirresistência evidenciaram que todos 

os isolados dos Estudos I e II apresentaram resistência total à amoxicilina, cefalotina, 

cefuroxima e ticarcilina, em contraste com a total sensibilidade à apramicina, netilmicina e 

florfenicol, conforme registrado nos gráficos 1 e 2. A alta resistência às cefalosporinas de todas 

as gerações era esperada e contribuiu para selecionar os isolados para os testes genotípicos 

seguintes. Resistências adicionais foram observadas em abundância, como às fluoroquinolonas 

enrofloxacina e ofloxacina (38,9% e 50,0% respectivamente, n = 22/44), aminoglicosídeos 

(estreptomicina - 88,6%, n = 39/44; gentamicina - 65,9%, n = 29/44) e fenicóis como o 

cloranfenicol (38,6%, n = 17/44, porém não houve perfil de resistência ao florfenicol). 

  Os parâmetros comparativos entre os perfis de resistência e sensibilidade para cada 

antibiótico utilizado nos testes fenotípicos dos Estudos I e II constam nos gráficos 1 e 2, 

respectivamente. Entre o grupo de animais doentes (Estudo II), um gato (8,3 %; n = 1/12) e 7 

cães (11,3%; n = 7/62) apresentaram Enterobacteriaceae resistente às cefalosporinas. 

Consequentemente, combinando as duas coleções bacterianas de gatos e cães sadios e doentes, 

um total de 44 Enterobacteriaceae ESBL positivas foi submetido à análise molecular, incluindo 

37 E. coli, 5 E. cloacae e 2 K. pneumoniae. 
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Figura 4: Resultados de testes fenotípicos de susceptibilidade antimicrobiana 

 4a                                                                  4b                                                                       4c 

                                  
Resultados de testes fenotípicos de susceptibilidade antimicrobiana em três cepas de E. cloacae provenientes de 

um animal saudável (4A – 44947) e duas cepas de E. coli, provenientes de um cão saudável (4B – 44924) e de 

um cão com infecção no trato urinário (4C – 44956), respectivamente. 

 

Gráfico 1: Percentual de resistência antimicrobiana entre os isolados do Estudo I (Brasil – 

animais saudáveis) em relação aos diferentes antimicrobianos testados, de acordo com o método 

de disco-difusão 

 

Gráfico 2: Percentual de resistência antimicrobiana entre os isolados do Estudo II (Brasil – 

animais doentes) em relação aos diferentes antimicrobianos testados, de acordo com o método 

de disco-difusão 
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 Em relação aos dois grupos de estudo (I e II), as análises moleculares por PCR revelaram 

que 12 cepas (5 E. cloacae, 1 K. pneumoniae e 6 E. coli) foram positivas para o grupo blaCTX-

M-1, onde sequenciamento adicional da região da sequência de inserção do gene (ISEcp1) 

confirmou que 12 cepas levavam o gene blaCTX-M-15 (Tabela 5). Por outro lado, a presença de 

genes blaCTX-M-2 e blaCTX-M-9 foi confirmada em 6 e 2 isolados de E. coli, respectivamente, 

enquanto 5 cepas de E. coli e 1 cepa de K. pneumoniae levavam o gene blaCTX-M-8. Dos 22 

isolados que exibiram um fenótipo ESBL após o teste de disco-difusão (e adição de cloxacilina 

no meio Muller Hinton), 18 foram positivos para o gene blaCMY-2 nos resultados de PCR. Os 4 

outros isolados também foram positivos para blaCMY-2, porém, apresentaram presença 

simultânea com outros genes ESBL, como o isolado 44952, proveniente de um animal doente 

e positivo para blaCMY-2 e blaCTX-M-15. Os isolados provenientes de animais saudáveis 

portadores de blaCMY-2 + blaCTX-group foram: 44922 com blaCTX-M-2 e 44925 – 44948, com 

blaCTX-M-8. Como observado, a presença simultânea de ESBL/pAmpC não foi 

predominantemente associada aos grupos de animais saudáveis ou doentes, porém três 

pertenciam ao Estudo I (animais saudáveis).  

  A análise dos filogrupos de E. coli provenientes de animais saudáveis classificou as 

cepas nos grupos de baixa virulência, A (n = 13) e B1 (n = 7), e nos grupos de alta virulência, 

C (n = 5), D (n = 6), E (n = 1) e F (n = 4).  Já as seis cepas de E. coli de animais doentes 

pertenciam aos filogrupos A (n = 2), B1 (n = 2), D (n = 1) e B2 (n = 1), sendo esta última não-

pertencente ao clone de maior virulência B2-ST131. 

 Os resultados de PFGE-Xba1 são apresentados em dendrograma (Figuras 5 e 6). Para 

os isolados de E. coli foi confirmada uma diversidade clonal, com a identificação de 8 clones 

distintos. Cuiosamente, dois grupos, sendo um referente à duas cepas recuperadas de animais 

de centros diferentes (E. coli - CCZ e abrigo) e outro referente à duas cepas do mesmo animal 

(E. cloacae 44945 – 44946), exibiram alguns perfis de PFGE idênticos. Por outro lado, o grupo 

de cepas de E. cloacae produtoras da enzima CTX-M-15, isoladas de diferentes animais, foi 

clonalmente relacionado (Figura 7). É importante ressaltar que as cepas 44945 e 44946, apesar 

de serem consideradas do mesmo perfil, são originadas de diferentes amostras (fezes e saliva, 

respectivamente) coletados no mesmo animal (cadela). 

  

Figura 5: Relação clonal das cepas de E. cloacae produtoras de CTX-M-15 (Estudo I) isoladas 

de cães saudáveis, pela técnica de PFGE por Gel Compar II, com tolerância e otimização de 0 

% e 1 %, respectivamente 
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 Os resultados da análise de PFGE combinaram perfeitamente com os STs identificados 

pela técnica de MLST (Tabela 4), com exceção apenas do ST1408, evidenciado em duas cepas 

(44938 e 44935) sem nenhuma relação clonal, de acordo com o PFGE. Os métodos de tipagem 

mostraram que mais da metade dos isolados pertencia a quatro STs: ST973 (n = 5), ST457 (n 

= 4), ST90 (n = 4) e ST2541 (n = 3). Já para o grupo de E. coli, o ST90 foi prevalente entre as 

produtoras de CTX-M-15, enquanto o ST457 foi prevalente entre produtoras de CTX-M-2. 

Em relação às produtoras de CMY-2 plasmidial, diversos STs foram identificados, como STs 

457, 973, 744, 2144 1098, 4616, 1060 e 7473. Em cães saudáveis, as duas cepas de E. coli 

produtoras de CTX-M-9 pertenciam ao ST10.  

 Entre os animais doentes, os seis exemplares de E. coli e dois de K. pneumoniae 

apresentaram perfis individuais de PFGE e MLST. As cepas de K. pneumoniae obtiveram 

ST101 (44958) e ST130 (44959), enquanto todas cepas de E. cloacae produtoras de CTX-M-

15 eram relacionadas clonalmente e pertenciam ao ST927. Este clone foi recuperado de 4 cães, 

sendo duas destas cepas provenientes de amostras de origem retal e oral do mesmo cão (Animal 

26).  
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Figura 6 : Relação clonal de 31 cepas de E. coli isoladas de animais saudáveis brasileiros 

(MELO et al., 2018), pela técnica de PFGE 

 

Os perfis foram equiparados e o dendograma foi gerado a partir do programa Bionumerics (Ghent, Belgium) e 

correlação Dice, com tolerância e optimização de 0,5% e 1%, respectivamente. 

  

 Os resultados das análises dos grupos de incompatibilidade plasmidial pela técnica de 

Southern blot também são apresentados na Tabela 4. A presença do gene blaCMY-2 estava 

relacionada, em sua maioria, à presença de plasmídeos com tamanho de 150 a 250 kb, 

pertencentes ao grupo de incompatibilidade do tipo IncI1, com exceção apenas das cepas 

44933 e 44932, onde o gene estava associado ao grupo IncF. Em um isolado de E. coli o gene 

blaCTX-M-15 estava relacionado ao tipo IncFIB, enquanto em todos os exemplares de E. cloacae 

a presença do gene blaCTX-M-15 estava relacionada a plasmídeos do tipo IncHI2. Nas cepas de 
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E. coli 44911, 44912, 44913, 44916, 44920 e 44953 não foi possível identificar a localização 

plasmidial dos genes codificadores de ESBL ou pAmpC, pela análise com a enzima de digestão 

S1 nuclease. Entretanto, pela análise com a enzima I-Ceu1, foi possível observar a presença 

genes blaCTX-M-15 e blaCTX-M-2 no cromossomo, confirmados por sequenciamento NGS (Tabela 

3). 

 A análise de pMLST, revelou prevalência do ST12 entre os plasmídeos IncI1 carreando 

o gene blaCMY-2 em isolados de E. coli.  Esse mesmo pMLST também foi detectado em 

plasmídeos carreadores do gene blaCTX-M-8. Em quatro cepas (44923, 44924, 44925 e 44959) 

o gene blaCTX-M-8 foi carreado pelo IncI1/ST113. Este plasmídeo foi identificado em diferentes 

contextos, incluindo dois isolados de E. coli diferentes (ST2541 e ST58) provenientes de um 

mesmo cão (animal 14, Tabela 4), mas também de outro exemplar de E. coli, ST2541, de outro 

cão saudável do mesmo abrigo (animal 12, Tabela 4) e, finalmente, de um exemplar de K. 

pneumoniae isolado de um cão doente no Hospital Veterinário (animal 8, Tabela 5). Todos os 

genes blaCTX-M-9 foram localizados em plasmídeos IncFII. Todos os plasmídeos do grupo IncF 

diferiram em apenas um nucleotídeo, resultando nos dois subtipos F31:A-:B6 e F36:A-:B6.  

 Os genes blaCTX-M-2 e blaCTX-M-15 foram encontrados em plasmídeos (n = 11) e no 

cromossomo (n = 6). Como observado na tabela 5, quando localizado no plasmídeo, o gene 

blaCTX-M-2 estava em plasmídeos não tipáveis (44922 e 44921, Tabela 4; 44954, Tabela 5), ou 

num plasmídeo IncHI2/ST2 (44917 [ST371], Tabela 4). A mesma situação foi encontrada para 

o blaCTX-M-15, que foi encontrado no cromossomo ou nos plasmídeos do tipo IncHI1, IncHI2 

ou IncF (Tabela 4 e 5). Observa-se que blaCTX-M-15 estava localizado no mesmo plasmídeo 

IncHI2 em todos os isolados do mesmo clone de E. cloacae. Os tamanhos dos plasmídeos 

carreadores do gene pAmpC blaCMY-2 variaram entre 150 e 250 kb e quase todos (exceto três: 

44932, 44933 e 44939) pertenciam ao tipo IncI1. Entre estes plasmídeos blaCMY-2/IncI1, o 

subtipo IncI1/ST12 foi predominante e amplamente distribuído entre isolados de E. coli não 

relacionados, recuperados de diferentes animais. Outros subtipos de plasmídeos detectados 

foram blaCMY-2/IncI1 ST1 e ST2. 

 Os ensaios de transformação bacteriana foram realizados com cepas nas quais o teste 

de PFGE-S1 e PFGE-ICeu1 não conseguiram identificar a localização do gene de resistência. 

Nenhuma das cepas apresentou sucesso no ensaio, o que reforçou a hipótese de localização 

cromossomal. Os ensaios de conjugação também se apresentaram inconclusivos. 

 O sequenciamento de nova geração realizado com as cepas 44921, 44924 e 44912, 

confirmou a presença dos genes ESBL. Os resultados de sorotipo, virulência e genes de 

resistência, bem como o perfil plasmidial, pode ser observado na tabela 3.  Duas cepas 
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provenientes do mesmo centro de acolhimento (CCZ), porém, de animais e dias de coleta 

diferentes foram identificados com o sorotipo O8:H9 (44912 e 44924), enquanto na cepa 

44921 foi identificado o sorotipo O45:H19. As análises de ST identificaram ST90, ST371 e 

ST2541, respectivamente. Através da ferramenta PlasmidFinder 1.3, foi identificada uma 

grande variedade de grupos Inc: cepa positiva para blaCTX-M-15 / FIB, FIA, cepa positiva para 

blaCTX-M-2 / FIC(FII), X1, FIB e cepa blaCTX-M-8 / I1, HI1, FII, HI1A, FIA. Em relação à 

virulência de E. coli, foram encontrados os seguintes genes: iss, gad, iss, ireA, eilA, iroN, cma, 

tsh, ipfA. 

  

Tabela 3 - Caracterização genotípica de isolados de cães saudáveis (Brasil) representantes de 

diferentes grupos clonais, pela técnica de sequenciamento de genoma completo 

Cepa Sorotipo ST Genes de Resistência Inc Virulência Acesso GenBank 

44912 O8:H9 ST90 blaCTX-M-15, tet(B) FIB, FIA iss, gad, NBSE00000000 

44921 O45:H19 ST371 blaCTX-M-2 FIC(FII), X1, FIB 
iss, ireA, eilA, 

iroN, cma, tsh 
NBSE00000000 

44924 O8:H9 ST2541 
blaTEM-1A, blaCTX-M-8, aadA1, 

strA, strB, sul2, tet(B) 

I1, HI1, FII, HI1A, 

FIA 
ipfA PHSR00000000 
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Tabela 4: Características fenotípicas e genotípicas de resistência de cepas Enterobacteriaceae coletadas de cães e gatos saudáveis no Brasil (2012) 

– continua 

a: Sequence type. b: STR, estreptomicina; KAN, canamicina; GEN, gentamicina; CHL, cloranfenicol; FFC, florfenicol; TET, tetraciclina; SUL, sulfonamidas; TMP, trimetoprim; NAL, ácido nalidíxico; ENR, 

enrofloxacina.C: NT, não tipável, d: co-localização. 

Animal 
Número 

de cepa 
Origem 

Espécie / 

Gênero 

Data da 

Coleta 

Espécie 

bacteriana 
Filogrupo STa Enzima ESBL 

blaESBL 

localização 
Subtipo plasmidial Perfil de resistência associadab 

1 44911 Saliva Gato / Fêmea jun/12 E. coli C 90 CTX-M-15 Cromossomal  - STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

2 44912 Saliva Cão / Macho jul/12 E. coli C 90 CTX-M-15 Cromossomal  - STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

3 44913 Saliva Cão / Macho jul/12 E. coli C 90 CTX-M-15 Cromossomal  - STR, GEN, FFC, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

4 44916 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli C 90 CTX-M-15 Cromossomal  - STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

5 44917 Fezes Cão / Macho jul/12 E. coli E 371 CTX-M-2 IncHI2 ST2 (183-, 92-, hipA+) STR, GEN, FFC, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

5 44921 Fezes Cão / Fêmea jul/12 E. coli F 457 CTX-M-2 NTc  - STR, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 

6 44920 Fezes Gato / Macho jun/12 E. coli F 457 CTX-M-2 Cromossomal  - STR, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 

7 44922 Fezes Cão / Macho jul/12 E. coli F 457 CTX-M-2 / CMY-2 NT /Inc I1 NT IncI1 plasmid STR, GEN, CHL, FFC, TET, SUL, TMP 

8 44932 Saliva Cão / Fêmea jul/12 E. coli F 457 CMY-2 IncF NT F formula 
STR, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL, 

ENR 

9 44929 Saliva Cão / Fêmea jul/12 E. coli B1 1081 CMY-2 IncI1 ST2 GEN 

9 44930 Saliva Cão / Fêmea jul/12 E. coli D 973 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, CHL, TET, SUL, TMP 

10 44950 Fezes Cão / Fêmea jul/12 E. coli D 973 CMY-2 IncI1 ST12 STR, CHL, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

11 44928 Fezes Cão / Fêmea jul/12 E. coli D 973 CMY-2 IncI1 ST12 STR, CHL, TET, SUL, TMP 

12 44931 Fezes Cão / Macho jul/12 E. coli D 973 CMY-2 IncI1 ST12 STR, CHL, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

13 44941 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli D 973 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

14 44925 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli B1 58 CTX-M-8 / CMY-2 IncI1 / NT ST113 / - STR, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

14 44924 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli A 2541 CTX-M-8 IncI1 ST113 STR, TET, SUL 

15 44923 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli A 2541 CTX-M-8 IncI1 ST113 STR, TET, SUL 
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Tabela 4 (Continuação): Características fenotípicas e genotípicas de resistência de cepas Enterobacteriaceae coletadas de cães e gatos saudáveis 

no Brasil (2012) 

a: Sequence type. b: STR, estreptomicina; KAN, canamicina; GEN, gentamicina; CHL, cloranfenicol; FFC, florfenicol; TET, tetraciclina; SUL, sulfonamidas; TMP, trimetoprim; NAL, ácido nalidíxico; ENR, 

enrofloxacina.C: NT, não tipável, d: co-localização. 

Animal 
Número 

de cepa 
Origem 

Espécie / 

Gênero 

Data da 

Coleta 

Espécie 

bacteriana 

Filog

rupo 
STa Enzima ESBL 

blaESBL 

localização 
Subtipo plasmidial Perfil de resistência associadab 

16 44948 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli A 2541 CTX-M-8 / CMY-2 IncI1d ST12 STR, KAN, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

16 44915 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli C 4616 CMY-2 IncI1 ST12 STR, KAN, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

17 44936 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli A 7473 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, TET, SUL, TMP 

17 44937 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli A 744 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, TET, SUL, TMP 

18 44940 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli A 744 CMY-2 IncI1 ST12 STR, KAN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

19 44934 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli B1 2144 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL 

20 44942 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli B1 2144 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, TET, SUL, TMP 

21 44938 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli A 1408 CMY-2 IncI1 ST12 STR, GEN, TET, SUL, TMP 

22 44935 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli A 1408 CMY-2 IncI1 ST1 STR, GEN, TET, SUL, TMP 

23 44933 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli B1 58 CMY-2 IncF F-:A-:B1 TET, TMP, NAL, ENR 

24 44926 Saliva Cão / Fêmea jul/12 E. coli A 10 CTX-M-9 IncFII F31:A-:B6  STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

25 44951 Fezes Cão / Macho nov/12 E. coli A 10 CTX-M-9 IncFII F36:A-:B6  STR, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

26 44939 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. coli A 1060 CMY-2 NT  - STR, TET, SUL, TMP 

23 44943 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. cloacae - 927 CTX-M-15 IncHI2 ST2 (183+, 92+, hipA+) STR, KAN, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 

27 44944 Saliva Cão / Macho nov/12 E. cloacae - 927 CTX-M-15 IncHI2 ST2 (183+, 92+, hipA+) STR, KAN, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 

26 44945 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. cloacae - 927 CTX-M-15 IncHI2 ST2 (183+, 92+, hipA+) STR, KAN, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 

26 44946 Saliva Cão / Fêmea nov/12 E. cloacae - 927 CTX-M-15 IncHI2 ST2 (183+, 92+, hipA+) STR, KAN, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 

28 44947 Fezes Cão / Fêmea nov/12 E. cloacae - 927 CTX-M-15 IncHI2 ST2 (183+, 92+, hipA+) STR, KAN, GEN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL 
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Tabela 5: Características fenotípicas e genotípicas de resistência de cepas Enterobacteriaceae coletadas de cães e gatos com infecção no Brasil 

(2012) 

 

Animal 
Número 

de cepa 
Origem 

Espécie / 

Gênero 

Origem 

da Coleta 

Espécie 

bacteriana 
STa Filogrupo Enzima ESBL 

blaESBL 

localização 

Subtipo 

plasmidial 
Perfil de resistência associadab 

1 44952 13ci Cão / Fêmea UTI E. coli 3267 A CTX-M-15 / CMY-2 FIB / NT NT/ - KAN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

2 44955 27ci Cão / Fêmea UTI E. coli 372 B1 CTX-M-8 NT  - STR TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

3 44957 50ci Cão / Fêmea UTI E. coli 744 A CMY-2 I1 NT 
STR, KAN, CHL, TET, SUL, TMP, NAL, 

ENR 

4 44956 67ci Cão / Macho UTI E. coli 3395 B2 CTX-M-9 FII  F1:A-:B- GEN, NAL, ENR 

5 44953 78ci Cão / ND UTI E. coli 457 D CTX-M-2 Cromossomal  - STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL 

6 44954 103ci Cão / ND UTI E. coli 155 B1 CTX-M-2 NT  - STR, GEN, SUL, TMP, NAL, ENR 

7 44958 KJF Cão / ND UTI K. pneumoniae 101 n/a CTX-M-15 HI1  - STR, GEN, TET, SUL, TMP, NAL, ENR 

8 44959 74ci Cão / ND UTI K. pneumoniae 130 n/a CTX-M-8 I1 ST113 SUL 

a: Sequence type. b: STR, estreptomicina; KAN, canamicina; GEN, gentamicina; CHL, cloranfenicol; FFC, florfenicol; TET, tetraciclina; SUL, sulfonamidas; TMP, trimetoprim; NAL, ácido nalidíxico; ENR, 

enrofloxacina.C: NT, não tipável UTI: infecção no trato urinário. 
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5.2 Perfil da resistência mediada por plasmídeo em enterobactérias isoladas de animais 

de companhia na França  

 

5.2.1 Estudo III: Isolados de animais de companhia do grupo RESAPATH  

 

 As análises fenotípicas do perfil de resistência a partir do teste de disco-difusão 

resultaram na identificação de perfis típicos de cepas produtoras de ESBL (Gráfico 3). Para os 

isolados do estudo III, o nível de resistência intermediária aos antibióticos foi considerado 

critério para a inclusão dos isolados nos testes genotípicos subsequentes. Todos os isolados 

apresentaram 100% de resistência à amoxicilina, porém, apenas 28,1% apresentaram 

resistência quando o antibiótico estava associado ao inibidor ácido clavulânico. O mesmo 

observou-se em relação à piperacilina, onde 98,2% dos isolados apresentaram resistência 

quando os discos continham apenas o antibiótico, enquanto 0,9% apresentaram resistência ao 

testá-lo com adição do inibidor tazobactam. Cefalotina, ticarcilina e ceftiofur apresentaram 

resultados semelhantes (99,1%, 99,1% e 87,7% de resistência, respectivamente). 

 Em relação às outras classes de antimicrobianos testadas, os isolados apresentaram um 

percentual de resistência relativamente alto às quinolonas/fluoroquinolonas, onde 77,2% foi 

resistente ao ácido nalidíxico, 67,5% à enrofloxacina e 72,8% à ofloxacina. Dentre os 

aminoglicosídeos testados, 43,9 % apresentou perfil de resistência para estreptomicina, 39,5% 

para canamicina e 4,4% para amicacina. A tetraciclina foi o antimicrobiano que mais obteve 

destaque, apresentando 60,5% de resistência entre os isolados.  

 As análises moleculares iniciais realizadas entre os 109 isolados franceses de E. coli, a 

partir de amplificação por PCR e sequenciamento de primeira geração das sequências de 

inserção ISEcP – P2D, identificaram a presença dos seguintes genes: blaCTX-M-15 (33,0%; n = 

36),  blaCTX-M-1 (21,1%; n = 23),  blaCTX-M-9 (10,1%; n = 11), blaCTX-M-14 (6,4%; n = 7); blaCTX-

M-27 (5,5%; n = 6), blaCTX-M-55 e blaCTX-M-3 (2,8%;  n = 3, cada) e blaCTX-M-32 (0,9%; n = 1), 

codificadores de ESBL, e  blaCMY-2 (19,3%; n = 20), codificador de pAmpC.  

  A análise de PFGE a partir de digestão com a enzima Xba1 (Figura 7a) apresentou 

perfis clonais bastante heterogêneos (figura 9). Dessa forma, pôde-se observar um total de 4 

grupos clonais distintos, apresentando associação com os perfis genéticos de resistência. 

Apenas um grupo apresentou clonalidade entre uma cepa proveniente de cão e uma 

proveniente de gato.  
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 A análise do perfil de virulência realizada pela técnica de Clermont (2013) identificou 

22,0% (n = 24) dos isolados como pertencentes ao filogrupo A, enquanto 15,6% (n = 17) 

pertenceram ao grupo B1, os dois grupos de menor virulência. Os filogrupos de alta virulência 

B2 e D foram identificados num percentual de 33,9% (n = 37) e 24,8% (n = 27), 

respectivamente. Um total de 14 cepas pertencentes ao filogrupo B2 de alta virulência foram 

positivas para o sorotipo O:25-ST131, o clone pandêmico de alto risco disseminado em todo 

o mundo, isoladas de animais de companhia infectados (Tabela 7).  

 A técnica de Southern Blot revelou a presença de plasmídeos de diferentes tamanhos, 

carreando os genes blaCTX-M-15 (de ~100 kb a ~190 kb), blaCTX-M-1 (de ~100 kb a ~145 kb), 

blaCTX-M-3 e blaCTX-M-55 (~100 kb), blaCTX-M-9,  blaCTX-M-14 e blaCTX-M-27 (de ~70 kb a ~175 kb), 

e  blaCMY-2 (de ~95 kb a ~125 kb). Apesar de vários testes com diferentes temperaturas de pré-

hibridização serem realizados para a fixação da sonda nas membranas, a localização dos genes 

codificadores de ESBL não pôde ser observada em 33 cepas.  

 As análises por S1 nuclease (figura 7b) e Southern blot (Figura 8), realizadas para a 

caracterização de grupos de incompatibilidade de plasmídeos, identificaram a presença de 

genes blaCTX-M-15, blaCTX-M-1 e as variantes dos genes blaCTX-M-9, relacionadas em sua grande 

parte aos grupos de incompatibilidade plasmidiais do tipo IncF e IncI1 (Tabela 6). Um 

percentual de 24,8% (n = 27) foram identificados como portadores do plasmídeo IncI1, em sua 

maioria carreadores do gene blaCTX-M-1. Já 28,4% das cepas apresentaram o complexo 

plasmidial tipo IncF (n = 31), em um percentual equilibrado de portabilidade entre os grupos 

blaCTX-M-1 e blaCTX-M-9, conforme especificado na tabela 6. Os plasmídeos Inc1 foram 

observados em altura média de ~100kb, enquanto os plasmídeos do complexo IncF foram 

identificados com altura média de ~105kb a ~190kb. Conforme ainda observado na Tabela 6, 

as alturas dos plasmídeos foram compatíveis com as dos genes codificadores de ESBL, 

caracterizando os mesmos como os carreadores desse tipo de resistência.  

 Determinadas cepas que apresentaram resultado negativo no teste de PFGE-S1 foram 

submetidas ao teste de PFGE-Ceu1 para verificar a possível localização cromossomal desses 

genes. Após o tratamento das membranas de Nylon® com as sondas preparadas a partir dos 

produtos de amplificação dos genes codificadores de ESBL + região 16S cromossomal, a 

revelação por Southern Blot identificou ao menos 7 cepas positivas para este tipo de padrão 

genético de resistência (genes de localização cromossomal): 32910, 36003, 36555, 37984 

(portadoras de blaCTX-M-15), 27604, 35794 e 36553 (portadoras de blaCTX-M-9). Outras 4 cepas 

(37892, 27257, 34355 e 36229) apresentaram positividade no Southern Blot com sonda CTX-



 

 

 

 64 

 

M, porém, obtiveram resultados inconclusivos com sonda 16S e foram classificadas com 

localização molecular ESBL não identificada. Os resultados dos testes de transformação para 

as cepas acima identificadas foram negativos.  As análises de pMLST de exemplares 

produtores de cada tipo diferente de enzima ESBL mediada por plasmídeo IncI1 apresentou o 

mesmo ST3, complexo clonal CC3.  

 

Gráfico 3: Percentual de resistência antimicrobiana entre os isolados do Estudo III (França – 

animais doentes) em relação aos diferentes antimicrobianos testados, de acordo com o método 

de disco-difusão 

 

 

Figuras 7: Foto de gel de eletroforese por campo pulsado (PFGE) a partir da enzima Xba1 e 

foto de gel PFGE a partir da digestão da enzima S1: 

    7a                                                                                7b 
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Figura 7a: Foi realizada a digestão da enzima Xba1, que corta porções do genoma bacteriano em genes 

housekeeping e permite observar o perfil clonal de cada organismo. Figura 7b: A transferência do material 

contido no gel foi realizada e submetida a tratamento com sondas específicas para observar a tipagem plasmidial 

e a localização dos genes de interesse do trabalho. 

 

Figura 8: Esquema de fotos de análise de PFGE + Southern Blot a partir da digestão de plugs 

por S1 para identificação do plasmídeo carreador do gene ESBL em cepas de origem francesa 

(Estudo III). 

 8 

  

Observa-se na foto PFGE revelada (negativo) o perfil plasmidial de cada cepa, identificadas no topo do esquema 

de figuras. As bandas brancas representam os plasmídeos encontrados em cada cepa, em corrida vertical. A foto 

da revelação por Southern blot com cepas positivas para o gene blaCTX-M-1 revelam as bandas representativas do 

plasmídeo tipo IncFII (evidenciado pelas flechas vermelhas). A partir de revelações anteriores por sonda CTX-M-

1, a comparação equidade da altura dos genes indicam a portabilidade ESBL por este complexo plasmidial.
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Figura 9: Relação clonal das 109 cepas de E. coli isoladas de animais franceses com infecção 

(Estudos III), pela técnica de PFGE. 

 9       

 

Um total de 4 pequenos grupos clonais foram identificados e quase todos originavam da mesma espécie de 

animal. Os perfis foram equiparados e o dendograma foi gerado a partir do programa Bionumerics (Ghent, 

Belgium) e correlação Dice, com tolerância e optimização de 0,5% e 1%, respectivamente. 

4 

1 

2 

3 

Grupos clonais 

 

Grupo 1: 32563    gato     blaCTX-M15 

  29133  gato 

 

 

Grupo 2: 37865    gato    blaCMY 

  37866    gato 

 

 

 

Grupo 3: 36003   cão      blaCTX-M-15 

  35794   cão      blaCTX-M-9 

 

 

 

Grupo 4: 35802   gato    blaCTX-M-15 

  36002 cão     blaCTX-M-1 
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Figura 10: Relação clonal das 7 cepas de E. coli recuperadas de animais do Estudo IV, pela 

técnica de PFGE 

   

 

Os perfis foram equiparados e o dendograma foi gerado a partir do programa Bionumerics (Ghent, Belgium) e 

correlação Dice, com tolerância e optimização de 0,5% e 1%, respectivamente. Nenhuma cepa do estudo 

apresentou relação clonal. 
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Tabela 6: Características moleculares e filogenéticas, bem como a localização do gene bla de 37 cepas recuperadas de animais de companhia 

(cães e gatos) com infecção, atendidos em centros veterinários na França e recuperadas pela rede RESAPATH (continua) 

Gene blaCTX-M 

identificado 

Número da 

cepa 

Ano de 

coleta 
Animal Doença 

Grupo 

Filogenético 

Grupos de Incompatibilidade 

plasmidial 

Tamanho do gene 

ESBL 

Tamanho dos 

plasmídeos 

Mapeamento do perfil de 

resistência ESBL 

blaCTX-M-15 26591 2011 gato ITU A IncF MA1/MA2: ~160 F:~ 160 blaCTX-M-15 / IncF 

 27260 2011 cão NI A IncF MA1/MA2: ~125 F: ~ 125 blaCTX-M-15 / IncF 

 27261 2011 gato NI A IncF MA1/MA2: ~145 F: ~ 145 blaCTX-M-15 / IncF 

 27612 2011 cão NI B1 IncI1 MA1/MA2: ~95 I1 ~ 95 blaCTX-M-15 / IncI1 

 29133 2011 gato ITU A IncF MA1/MA2: ~145 F: ~ 145 blaCTX-M-15 / IncF 

 32563 2012 gato ITU A IncF MA1/MA2: ~145 F: ~ 145 blaCTX-M-15 / IncF 

 32570 2012 gato NI A IncF MA1/MA2: ~145 F: ~ 145 blaCTX-M-15 / IncF 

 32577 2012 cão abcesso B1 IncI1 -IncF MA1/MA2: ~265 F: ~265 blaCTX-M-15 / IncF 

 33733 2013 gato ITU A IncF MA1/MA2: ~145 F: ~ 145 blaCTX-M-15 / IncF 

 33736 2013 cão abcesso A IncFIB -IncFIA - IncFII MA1/MA2: ~145 F: ~145 blaCTX-M-15 / IncF 

 34959 2013 cão ITU A IncF MA1/MA2: ~105 NT NT 

 36004 2014 cão NI B1 IncF MA1/MA2: ~145 F: ~ 145 blaCTX-M-15 / IncF 

 36552 2014 cão ITU A IncF MA1/MA2: ~105 F:~ 105 blaCTX-M-15 / IncF 

 37983 2013 cão ITU A IncF MA1/MA2: ~90       F: ~ 90 blaCTX-M-15 / IncF 

blaCTX-M-1 26424 2011 cão pulmão B1 IncI1 - IncF M1: ~125 FII: ~125 blaCTX-M-1 / IncF 

 27255 2011 cão swab nasal D IncI1 - IncF M1: ~ 125 F:~ 180 / I1: ~125 blaCTX-M-1 / IncI1 

 32154 2012 gato fezes B1 IncI1 M1: ~125 I1 ~ 125 blaCTX-M-1 / IncI1 

 32796 2012 cão NI D IncI1 - IncF M1: ~125 F:~ 180 / I1: ~105 blaCTX-M-1 / IncI1 

NI: não identificado, Np: não informado, UTI: infecção no trato urinário 
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Tabela 6 - Continuação: Características moleculares e filogenéticas, bem como a localização do gene bla de 37 cepas recuperadas de animais 

de companhia (cães e gatos) com infecção, atendidos em centros veterinários na França e recuperadas pela rede RESAPATH 

NI: não identificado, Np: não informado, UTI: infecção no trato urinário

Gene blaCTX-M 

identificado 

Número da 

cepa 

Ano de 

coleta 
Animal Doença 

Grupo 

Filogenético 

Grupos de Incompatibilidade 

plasmidial 

Tamanho do gene 

ESBL 

Tamanho dos 

plasmídeos 

Mapeamento do perfil de 

resistência ESBL 

blaCTX-M-1 32908 2012 cão ITU D I1 M1: ~ 135 I1 ~ 125 blaCTX-M-1 / IncI1 

 35800 2013 cão NI D IncI1 –IncFII - IncFIB - IncFIA M1: ~ 135 F ~200 - I1 ~ 135 blaCTX-M-1 / IncI1 

 35806 2013 gato NI D IncI1 – F M1: ~ 125 F:~ 150 / I1: ~100 blaCTX-M-1 / IncI1 

 36550 2014 cão swab vaginal B1 IncI1 – F M1: ~ 100 I1 ~ 100 blaCTX-M-1 / IncI1 

blaCTX-M-3 32792 2012 cão Urina D IncF MA1/MA2: ~100 F ~ 75 blaCTX-M-3 / IncF 

blaCTX-M-55 26592 2011 cão NI A IncI1 – IncFIB -IncFII MA1/MA2: ~150 F: 150 I1: 150 blaCTX-M-55 / IncI1 

 35801 2013 cão Respiratório D IncI1 - IncF MA1/MA2: ~100 F: 150 I1: 100 blaCTX-M-55 / IncI1 

blaCTX-M-14 32562 2012 cão NI A IncF M9: ~ 150 FII - 75 / 125 blaCTX-M-14 / IncF 

 34960 2013 cão secreção (pus) D IncF M9: ~ 175 F: 175 blaCTX-M-14 / IncF 

blaCTX-M-9 32578 2012 gato ITU B1 IncFIB, FIA M9: ~ 145 IncFIB/FIA blaCTX-M-9 / IncFIB/FIA 

 34961 2013 cão Otite D IncF MA1/MA2: ~ 120 F: ~175 blaCTX-M-9 / IncF 

 35797 2013 cão Pele D IncF M9: ~ 175 F: 175 / I1 ~ 100 blaCTX-M-9 / IncF 

 35798 2013 cão Bucal D IncFII M9: ~75 F: 75 blaCTX-M-9 / IncF 

blaCMY-2 33683 2012 cão ITU D IncI1 CMY: ~ 100 NT NT 

 35809 2013 cão Digestivo D IncI1 - IncF CMY: ~ 100 I1: ~ 100 blaCMY-2 / IncI1 

 37100 2014 cão NI D IncI1 - IncF CMY: ~ 100 I1: ~ 100 blaCMY-2 / IncI1 

 37413 2014 cão Fígado A IncI1 - IncF CMY: ~ 100 I1: ~ 100 blaCMY-2 / IncI1 

 37865 2014 gato ITU B1 IncI1 - IncF CMY: ~ 100 NT NT 

 37866 2014 gato ITU B1 IncI1 - IncF CMY: ~ 100 I1: ~ 100 blaCMY-2 / IncI1 
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Tabela 7: Grupo de 14 Cepas virulentas tipo O:25 - ST131 produtoras de enzimas CTX-M, 

provenientes de cães e gatos da França 

ND: Não determinado. 

 

5.2.2 Estudo IV: Isolados de animais de companhia saudáveis (École Veterinaire Maison 

Alfort)  

 

 Dos 227 swabs retais coletados de cães e 166 coletados de gatos sem infecções, 7 cepas 

de E. coli foram recuperadas (n = 2%). Os resultados evidenciaram três cepas pertencentes aos 

ST973, ST141 e ST68, todos provenientes de gatos, portando os genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-15 

e blaCTX-M-14 pelos grupos de incompatibilidade plasmidial tipos IncFIB, IncI1 e IncFII, 

respectivamente (Tabela 8). A cepa positiva para o gene blaCTX-M-1 (40236) era oriunda de uma 

gata de aproximadamente 13 meses saudável, porém, anteriormente acometida por uma 

infecção respiratória, tratada por antimicrobiano (desconhecido). Sua proprietária não possuía 

histórico de viagens nos últimos 12 meses antecessores à coleta. Já a cepa positiva para blaCTX-

M-15 (41285) era oriunda de um cão macho da raça Staffordshire bull terrier, de 

aproximadamente 4 anos, que não possuía histórico de infecções nem internações nos últimos 

12 meses. Seu proprietário não havia tido nenhuma doença infecciosa e, consequentemente, 

Númer

o da 

cepa 

Ano de 

coleta 

Orige

m 
Animal Doença 

enzima 

CTX-M 

Grupo 

Filogenétic

o 

Grupos de 

Incompatibilidad

e plasmidial 

Perfil 

clonal 

Grupo Inc 

portaor de 

ESBL 

27046 2011 urina cão ITU CTX-M-15 B2 F NCR IncFII/FIB 

27610 2011 pele cão pele CTX-M-15 B2 F 1 IncF 

32795 2012 urina cão ITU CTX-M-15 B2 F 1 IncF 

32551 2012 urina cão ITU CTX-M-15 B2 F NCR FII/FIB 

32907 2012 urina cão ITU CTX-M-15 B2 ND NCR ND 

33732 2013 urina gato ITU CTX-M-15 B2 ND NCR ND 

33734 2013 urina cão ITU CTX-M-15 B2 ND NCR ND 

33735 2013 ouvido cão otite CTX-M-15 B2 F NCR ND 

32561 2012 retal cão 

infecção 

intestinal CTX-M-1 B2 I1, FIB, FII NCR Inc I1 

37686 2014 urina cão ITU CTX-M-1 B2 F NCR ND 

27607 2011 ND cão NI CTX-M-14 B2 F NCR IncF 

27608 2011 Urina gato ITU CTX-M-14 B2 F NCR IncF 

27611 2011 Ouvido cão otite CTX-M-14 B2 F NCR IncF 

33681 2012 Urina cão ITU CTX-M-27 B2 F NCR IncF 
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não havia sido submetido a nenhum tratamento com antimicrobiano no mesmo período. 

Também não havia histórico de viagens para o exterior.  

 A cepa portadora do gene blaCTX-M-14 (40232) foi recuperada de uma gata sem raça 

definida, de aproximadamente 8 meses, saudável e sem nenhum histórico de doenças 

infecciosas ou internações durante sua vida. Seu proprietário também não possuía histórico de 

internações ou viagens nos 12 meses antecessores à coleta.  

 Duas outras cepas de origem canina foram identificadas como portadoras dos genes 

blaCMY-2 (39594 - ST55 e 41286 - ST963). A cepa 39594 foi recuperada de uma cadela da raça 

Bull Terrier adulta (aproximadamente 5 anos) que não possuía histórico de internação, porém, 

possuía histórico de otite e infecções respiratórias tratados sem uso de antimicrobianos. A 

segunda cepa (41286) era proveniente de uma cadela Staffordshire Bull Terrier de 

aproximadamente 8 anos, saudável, sem histórico de infecções ou internações nos últimos 12 

meses antecessores à coleta.  

 Surpreendentemente, uma cepa positiva para o geneblaOXA-48 (ST372) foi identificada. 

Este gene apresentou-se como pertencente a um plasmídeo do tipo IncL, com um tamanho de 

~ 60 kb, porém, previamente caracterizado e identificado em outro estudo, a partir da 

localização do transposon Tn1999.2 e PCR mapping. Esta cepa (denominada 39597) foi 

recuperada de um cão da raça pastor alemão com histórico de hospitalização de 3 - 8 dias 

durante os 12 meses anteriores à coleta, devido à uma infecção abdominal. Na ocasião, o 

animal havia sido tratado com amoxicilina + ácido clavulânico. Seu dono havia sido 

hospitalizado na França por um curto período de tempo, porém, não havia nenhum histórico 

de viagem para fora da Europa.  

 A última cepa produtora de ESBL do estudo (39590) apresentou dificuldade em ser 

caracterizada pelas técnicas de PCR, PFGE e Southern Blot devido à grande diversidade de 

genes ESBL, os quais, hipoteticamente, a mesma poderia portar. Testes foram realizados com 

os genes blaVIM, blaIMP, blaCMY, blaSHV, blaTEM, até finalmente ser submetida ao NGS e, a 

partir da montagem dos contigs e análise dos dados gerados, ser identificada como portadora 

do gene blaTEM-52b. A cepa em questão foi recuperada de uma gata saudável, de 

aproximadamente 7 meses, sem histórico de infecções ou internações desde sua aquisição pela 

proprietária, que também não apresentava histórico de internação e nem possuía outros animais 

em sua residência.  
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Tabela 8: Estudo de casos e caracterização de cepas provenientes de coletas em cães e gatos 

saudáveis na École Veterinaire Maison Alfort (França), em 2015 

¹Erta NonS: não suscetível ao ertapenem. ²NT: não tipável .³ND: não determinado. TD4 : Tratamendo 

desconhecido. GEN: Gentamicina. TRP: Trimetropim. NAL: Ácido Nalidíxico. AMN: aminoglicosídeos. FQN: 

fluoroquinolonas. FEN: fenicóis. SULFAS: sulfametazol.   

 

Cepa Animal 

Infecção nos 

últimos 12 

meses 

Internação Tratamento  ST Fenótipo 
bla gene 

encontrado 

Plasmíde

o 

carreador 

do gene 

bla 

Plasmíde

o (kbp) 

Resistências 

Associadas 

39590 Gato não Não não 219 ESBL blaTEM-52b ND ND3 
AMN, FQN, FEN, 

SULFAS, e TRP 

39594 Cão não Não não 55 pAmpC blaCMY-2 NT2 ND3 NAL 

40232 Gato não Não não 68 ESBL blaCTX-M-14 IncF 150 nenhuma 

40236 Gato 

Sim, 

infecção 

respiratória 

Sim, 3-8 

dias 
Sim (TD4) 973 ESBL blaCTX-M-1 IncFIB 210 STR, TRP 

41285 Cão não Não não 141 ESBL blaCTX-M-15 IncI1 200 GEN 

41286 Cão não Não não 963 pAmpC blaCMY-2 NT2 ND3 nenhuma 

39597 Cão 

Sim, 

infecção 

intestinal 

Sim, >3 

dias 

AMX  + 

CLAV 
372 Erta R blaOXA-48 IncL 60 nenhum 
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6 DISCUSSÃO 

   

 O desenvolvimento dos quatro estudos apresentados resultou numa caracterização dos 

mapas de prevalência de cepas produtoras de ESBL em animais de companhia (cães e gatos), 

tanto no Brasil quanto na França. Nos estudos brasileiros com animais saudáveis (Estudo I) e 

doentes (Estudo 2) foi realizada uma investigação sobre a prevalência e o contexto genético de 

disseminação dos genes codificadores de ESBL/pAmpC presentes em cães e gatos em situação 

de rua (Estudo I) e abrigados em casas particulares (Estudo II) em São Paulo. A maior parte 

dos estudos realizados em animais no Brasil até agora se concentraram no aspecto alimentar, 

como em frangos e carne de frango (CASELLA et al., 2015). Nenhum estudo em larga escala 

com foco em epidemiologia molecular dos genes codificadores de ESBL/pAmpC em animais 

de companhia fora realizado até então. O presente trabalho referente aos dois estudos 

brasileiros incluiu 187 animais de estimação (cães e gatos) saudáveis e portando algum tipo de 

doença infecciosa. Destaca-se aqui que a prevalência de Enterobacteriaceae produtoras de 

ESBL/pAmpC foi maior em cães saudáveis (31,0%; n = 26/84). Uma prevalência mais limitada 

pôde ser observada em gatos sadios (6,9%; n = 2/29), bem como em animais com infecções do 

trato urinário (8,3% em gatos e 11,3% em cães). Em alguns estudos na Europa e nos Estados 

Unidos, as proporções de ESBL/pAmpC variaram de acordo com o país e a amostragem, mas 

permaneceram abaixo de 5% em gatos e cães (SHAHEEN et al., 2011; DIERIKX et al., 2012; 

HUBER et al., 2013; BOGAERTS et al., 2015; MAEYAMA et al., 2018).  

As avaliações em diferentes contextos evidenciam uma inviabilidade de comparação, 

devido aos múltiplos vieses de amostragem e isolamento em cada tipo de pesquisa. Neste 

trabalho, swabs orais e retais foram coletados de cães e gatos, enquanto a maioria dos estudos 

relatam apenas swabs retais (GANDOLFI-DECRISTOPHORIS et al., 2013; BELAS et al., 

2014; YOUSFI et al., 2018). Ainda não é conhecido nenhum outro trabalho no qual swabs orais 

foram coletados para avaliar a presença de cepas multirresistentes nas vias orais de animais. 

Dessa forma foi possível obter uma proporção maior de resistência em comparação com 

quaisquer outros estudos. Sabe-se que a via oral em geral não é a principal fonte ou reservatório 

de cepas produtoras de ESBL, porém acredita-se que swabs orais podem ser recomendados para 

ter uma amostragem mais abrangente.  

 O resultado de 10 cepas resistentes em amostras de saliva de 9 cachorros e 1 gato pode 

representar um fator de risco para a transmissão para humanos, considerando também a 
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transmissão humano-animal. As cepas do Brasil mostraram nos testes fenotípicos de difusão 

de disco a resistência também a antimicrobianos que não são administrados na medicina 

veterinária, apenas na clínica humana. Estes dados, associados à prescrição deliberada de 

antimicrobianos na medicina humana e veterinária, além da disposição irregular destes 

componentes no ambiente (FONTES et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2017) podem ser 

considerados como uma perspectiva muito alarmante da propagação de cepas bacterianas 

multirresistentes.  

 Neste primeiro estudo (I) referente a animais saudáveis de centros de recuperação de 

animais de rua (particular e público), o objetivo inicial foi identificar o aspecto de 

disseminação da resistência num prospecto amplo para que, possivelmente, um perfil de 

disseminação ambiental pudesse ser elucidado, uma vez que a maioria desses animais, dos 

quais foram recuperadas as cepas produtoras de ESBL, eram provenientes de situação de rua. 

O Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) recuperou os animais das ruas por razões sanitárias, 

num controle de possíveis zoonoses ou risco à sociedade (quando o animal sofria algum 

acidente ou representava risco aos cidadãos, mordendo ou atacando de alguma forma). Em 

determinados casos, os animais eram abandonados na porta do CCZ para serem recuperados. 

No abrigo particular, os animais também eram abandonados ou entregues em mãos aos 

proprietários da casa, que os acolhiam com comidas ou medicamentos, quando necessário. 

Dessa forma, como informações a respeito dos ambientes aos quais esses animais se 

alimentavam, dormiam ou depositavam seus dejetos anteriormente ao acolhimento eram 

desconhecidas, pouco se pode afirmar a respeito da origem das cepas resistentes das quais 

eles eram portadores assintomáticos.  

 No entanto, apesar da origem ser identificada como incerta, a circulação da resistência 

no mesmo ambiente é bem elucidada a partir de um mesmo clone ESBL/CTX-M-15 em 4 

animais diferentes do mesmo centro (CCZ). O teste clonal realizado pela técnica de PFGE 

com enzima Xba1 mostrou 100% de clonalidade entre as 5 cepas de E. cloacae identificadas, 

originadas de swab oral e retal (fezes e saliva) de cães abrigados em diferentes baias do Centro 

de Controle de Zoonoses em São Paulo. Pôde-se observar que há uma circulação da mesma 

cepa resistente no ambiente, uma vez que os animais não compartilhavam o mesmo local onde 

eram alocados. Este tipo de propagação foi confirmado não apenas entre animais, mas também 

em amostras de fezes e saliva originadas do mesmo animal, exemplificando duas transmissões 

de veículos diferentes (fezes - saliva). Assim como no presente trabalho, a presença de 

plasmídeo do grupo de incompatibilidade IncHI2, ST1, em E. cloacae já foi identificada  em 

cepas de origem clínica na Espanha (COELHO et al., 2012). Na medicina veterinária cepas 
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carregando tais plasmídeos já foram relatadas entre animais de companhia com doenças 

infecciosas  e pode-se observar o crescimento da disseminação nos dias atuais (WEESE, 

2008). Os presentes resultados devem ser considerados como uma possível evidência de 

disseminação clonal dessa cepa específica de E. cloacae portadora do gene blaCTX-M-15, 

presente no plasmídeo de grupo de incompatibilidade tipo HI2/ST1 entre cães do Centro de 

Controle de Zoonoses em São Paulo. 

Ainda em relação às análises de perfil de clonalidade, a proximidade clonal entre cepas 

com mesmo perfil de resistência de animais alocados próximos e/ou em mesmas baias foi 

observada e era esperada. No entanto, alguns padrões interessantes foram identificados, como, 

por exemplo, entre as cepas 44941 e 44928 (CMY-2), que possuíam perfis idênticos, porém 

foram coletadas em épocas diferentes (julho e novembro, respectivamente). As cepas 44926 e 

44951 (CTX-M-9), também coletadas de cães em épocas diferentes, apresentaram o mesmo 

perfil. Já as cepas 44920 e 44921 foram identificadas como clonalmente relacionadas e, 

curiosamente, foram coletadas em diferentes dias (2012), locais (centro de acolhimento 

particular e CCZ) e de diferentes animais (swab retal de gato e cão, respectivamente). Mesmo 

considerando a rotina de limpeza diária e regular dos centros de acolhimento e os cuidados 

prestados por todos os trabalhadores, associados aos hábitos naturais de higiene e sociedade 

dos cães e seus diversos contextos, a transmissão cruzada e a circulação livre de genes de 

resistência entre diferentes tipos de espécies bacterianas no ambiente que esses animais são 

condicionados foi observada como um padrão importante de disseminação. 

 Neste mesmo estudo (I), referente às cepas provenientes de animais de companhia 

saudáveis no Brasil, identificou-se um perfil de cepas blaCMY-2/IncI1. Este padrão molecular 

de resistência já foi observado em cepas de E. coli produtoras da enzima CMY-2, cujo gene 

é portado por um plasmídeo tipo Inc1/ST2 em animais de companhia na Itália. (GARCIA-

FERNANDEZ et al., 2008).  

A presença de numerosas cepas multirresistentes em animais de estimação é motivo de 

preocupação e, mais particularmente, na população animal saudável resgatada das ruas que, 

sem dúvida, tinha acesso muito limitado, se algum, aos tratamentos antimicrobianos. Isso indica 

uma disseminação significativa e silenciosa dos determinantes de ESBL/pAmpC na população 

geral de cães e gatos abandonados nas ruas de São Paulo, Brasil. Esses animais que viviam nas 

ruas devem ser considerados um importante vetor de disseminação de bactérias 

multirresistentes.  

Essa alta prevalência de produtores de ESBL/pAmpC observada em cães de rua, em 

grande escala, e em menor escala em gatos, provavelmente resulta da inclusão em um ambiente 
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específico como o Centro Público de Controle de Zoonoses (para cães) e abrigo privado (para 

gatos), em São Paulo, no estudo em questão. Apesar de poucos isolados ESBL/pAmpC serem 

filogeneticamente relacionados, a disseminação de alguns clones específicos entre diferentes 

animais foi observada. Pode-se citar, por exemplo, não só os cinco isolados de E. cloacae 

recuperados de cães abrigados neste centro, mas também os isolados de E. coli do ST90, ST973 

ou ST457 que compartilham um perfil PFGE idêntico. Mesmo que esses cães não 

compartilhassem a mesma gaiola, isso provavelmente demonstra a circulação da mesma cepa 

resistente entre animais dentro do centro, uma vez que os cães não foram atribuídos a uma 

gaiola específica. Isso também indica que os procedimentos diários de limpeza observados no 

abrigo não foram suficientes para mitigar o risco de transmissão de cepas produtoras de 

ESBL/pAmpC entre animais.  

O provável fator de transmissão para humanos por contato próximo pode ser sugerido 

nao só dentro do centro de acolhimento e controle de zoonoses, mas também posteriormente no 

caso de adoção (o CCZ promove feiras de adoção regularmente). Os resultados apresentados 

também destacam uma diversidade de origens desses genes codificadores de ESBL/pAmpC, 

sugerindo múltiplas origens de contaminação. Como já mencionado anteriormente, animais 

ESBL/pAmpC positivos neste estudo já haviam vivido na rua ou talvez em domicílios, lugares 

dos quais foram reuperados. Dessa forma, é natural refletir sobre a possível contaminação 

desses animais por alimentos, incluindo alimentos crus (BAEDE et al., 2015), através de outros 

animais ou do próprio ser humano. Entre os clones mais predominantes, apesar de todos terem 

sido previamente relatados em animais, apenas o ST2541 também foi descrito em cães errantes 

(TAMANG et al., 2013). A prevalência significativa de blaCTX-M-2 e blaCTX-M-8 descrita em 

animais de estimação nesta pesquisa é claramente uma reminiscência da epidemiologia de 

enzimas do tipo CTX-M na América Latina, em humanos e no ambiente (BARTOLONI et al., 

2013; DROPA et al., 2016). No entanto, uma das descobertas mais notáveis é a predominância 

de algumas combinações de genes ESBL/pAmpC e plasmídeos, como o plasmídeo do tipo 

IncI1/ST12, carreando o gene blaCMY-2, encontrado em diferentes cepas de E. coli provenientes 

de diferentes cães do mesmo abrigo. Similarmente, o plasmídeo do tipo IncI1/ST113, carreando 

o gene blaCTX-M-8, foi identificado em diferentes cepas de E. coli de diferentes cães e também 

em outra espécie bacteriana (K. pneumoniae) coletada em um hospital veterinário distante e não 

relacionado. É interessante destacar que o plasmídeo do tipo IncI1/ST113, carreando o gene 

blaCTX-M-8, foi identificado em diferentes espécies de Enterobacteriaceae na Alemanha, 

incluindo Salmonella enterica, E. coli e Enterobacter aerogenes, sugerindo tanto uma 

capacidade particular de transferência entre Enterobacteriaceae quanto uma possível origem na 
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América Latina (ELLER et al., 2014). No Brasil, os plasmídeos do tipo IncI1/ST113 foram 

associados à transferência do gene blaCTX-M-8 em linhagens de Salmonella spp. e E. coli, ambas 

isoladas de carne e aves (FERREIRA et al., 2014b; MOURA et al., 2018c). Igualmente, os 

plasmídeos do tipo IncI1/ST12 vêm sendo reportados e associados à disseminação de genes 

blaCMY-2 entre membros da família Enterobacteriaceae de diferentes fontes e contextos clínicos 

(HANSEN et al., 2016; LIAKOPOULOS; MEVIUS; CECCARELLI, 2016; CASTELLANOS 

et al., 2017). Os plasmídeos dos tipos IncI1/ST113 e IncI1/ST12 são então indicados como os 

prováveis principais vetores de disseminação dos genes do tipo blaCTX-M e blaCMY entre as 

enterobactérias na cadeia de produção de alimentos e também nos animais de companhia. Todos 

esses dados destacam um alarmante papel dos plasmídeos na disseminação dos genes 

ESBL/pAmpC, e a prevalência de certas combinações de genes ESBL/pAmpC/plasmídeo, 

dependendo da epidemiologia de cada região estudada. De fato, outras combinações 

gene/plasmídeo ESBL/pAmpC são prevalentes em animais em outros continentes, como a 

combinação blaCTX-M-1/IncI1/ST3 na Europa e países vizinhos (GRAMI et al., 2013; MADEC 

et al., 2015).  

Os genes blaCTX-M-15 e blaCTX-M-2 também foram encontrados com localização 

cromossomal, menos comum que a localização plasmidial. Uma localização cromossômica foi, 

no entanto, relatada em isolados clínicos humanos da Alemanha, Holanda e Reino Unido 

(RODRÍGUEZ et al., 2014), bem como em aves selvagens da Mongólia (GUENTHER et al., 

2017) e em isolados de Proteus mirabilis provenientes de humanos no Japão (HARADA et al., 

2012), em alguns casos apresentou-se em associação com o clone ST38. A integração 

cromossomal do gene blaCTX-M-2 também foi detectada em frangos de corte saudáveis no estado 

de São Paulo, mesma região de origem das cepas do estudo I (FERREIRA et al., 2014b).  

  Os estudos III e IV da França foram concentrados em duas coleções: a primeira era 

um grupo de isolados coletados de animais infectados, atendidos em clínicas veterinárias e 

hospitais, e a segunda de animais saudáveis que passaram por atendimento de rotina (check 

up, vacinas, etc) no cento veterinário da Escola de Veterinária de Maisons-Alfort, próximo de 

Paris. Os dois estudos tiveram como objetivo contribuir com o mapa epidemiológico sobre a 

resistência do tipo ESBL entre animais de companhia (cães e gatos) com a análise final do 

perfil clonal e o mapa genético do ambiente. As comparações dos perfis clonais entre cepas 

dos dois países até o momento foram positivas, pois mesmo que não tenham apresentado 

relação próxima observável, foram importantes para verificar a disseminação desta resistência 

ESBL em clones bacterianos. Na Europa, a presença de cepas produtoras de ESBL em cães e 

gatos saudáveis tem sido relatada em larga escala e tornou-se um considerável fator 
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epidemiológico, especialmente da medicina veterinária e na administração de alguns 

antimicrobianos também aplicados em medicina humana, como no caso de cefalosporina 

(SHIBATA et al., 2006). 

 Ainda em relação às cepas de origem francesa, observou-se uma prevalência do grupo 

genético blaCTX-M-1, com as variantes blaCTX-M-15, blaCTX-M-3, blaCTX-M-55 e blaCTX-M-32, no 

entanto, as três ultimas não foram observadas nas cepas brasileiras. Por outro lado, a variante 

blaCTX-M-2 foi observada em 10 cepas originadas do Brasil, enquanto esteve ausente no grupo 

de cepas francesas. As variantes blaCTX-M-15 e blaCTX-M-9 foram observadas em ambos os 

grupos, o que mostra que apesar de algumas características diferentes no perfil de resistência, 

elas são semelhantes em termos de presença e seguem o perfil epidemiológico já registrado 

em cada região. 

 O perfil das cepas portadoras de blaCTX-M-1 carreado pelo plasmídeo Inc1/ST3-CC3 é um 

padrão comumente observado em vários reservatórios na França e foi apresentado 

recentemente em animais de companhia na Tunísia, bem como o perfil de cepa blaCMY-

2/IncI1/ST12 observado no grupo de cepas brasileiras (BEN SALLEM et al., 2014; 

SIDJABAT et al., 2014). Na ocasião, o estudo citado observou a prevalência deste perfil 

bacteriano de resistência em E. coli proveniente de humanos, animas de companhia e de 

produção alimentar. Estes resultados podem elucidar uma possível circulação das cepas 

portando blaCTX-M-1/Inc1/ST3-CC3 e blaCMY-2/IncI1/ST12 de maneira intercontinental – 

França-Tunísia e Brasil-Tunísia, respectivamente.  

 Apesar da quantidade prevalente de cepas ESBL/IncI1, plasmídeos pertencentes ao grupo 

IncF (IncFII, IncFIA, IncFIB) puderam ser identificados como os principais carreadores dos 

genes blaCTX-M-15, blaCTX-M-14 e blaCTX-M-9. Esse complexo plasmidial carregando os genes 

codificadores de enzimas do tipo CTX-M já foi relatado em animais de companhia na França 

em 2013, onde isolados de E. coli produtores de enzimas ESBL foram identificados em 3,7% 

do total de cepas avaliadas. Desse valor, 14% portavam o gene blaCTX-M em plasmídeos IncFII 

e, numa caracterização aprofundada, foi identificado o gene blaCTX-M-15 predominantemente 

localizado em plasmídeos F31:A4:B1, F36:A4:B1 ou F36:A1:B20 (DAHMEN et al., 2013). 

Esses perfis plasmidiais já foram amplamente reportados, concluindo a rápida disseminação 

desse perfil entre humanos e animais. 

 A análise de distribuição filogenética a partir da classificação montada e atualizada por 

Clermont (CLERMONT et al., 2013) foi importante para identificar um perfil de virulência 

associado à codificação de enzimas responsáveis pela degradação de β-lactâmicos. Um total 
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de 33,9% de cepas positivas para o grupo B2 de maior virulência foi associado de forma bem 

equilibrada entre cepas positivas para todas as variantes de blaCTX encontradas no Estudo III 

(animais saudáveis – França), tal qual o grupo D, segundo de maior virulência no perfil de 

classificação de Clermont, que teve um percentual de 24,8% de prevalência em diversas 

variantes de produtoras de ESBL. O grupo filogenético A destacou-se como o mais prevalente 

entre cepas produtoras da enzima CTX-M-15 num percentual de 22%. Os isolados do grupo 

B2 foram submetidos ao sequenciamento WGS e identificados como pertencentes ao sorotipo 

O:25-ST131, maior grupo endêmico de virulência do mundo. Este tipo de virulência já foi 

elucidada num trabalho realizado em 2012 na França (Paris) (BRISSE et al., 2012) onde cepas 

produtoras da enzima CTX-M-15 foram fortemente associadas com o grupo B2. Apesar de 

representar um grupo heterogêneo, as cepas mais prevalentes no grupo B2 O:25-ST131 do 

Estudo II também são as portadoras dos genes blaCTX-M-15. Essa comparação de dois resultados 

de trabalhos provenientes da França evidenciam uma alarmante circulação de cepas virulentas 

apresentando um padrão comum de resistência às cefalosporinas.  

 Apesar de análises de Sequence Typing não terem sido realizadas no Estudo III referente 

aos animais franceses doentes, a análise de perfil clonal realizada por RFLP e digestão da 

enzima Xba1 apresentaram uma grande diversidade de indivíduos com perfis heterogêneos, 

tanto no Estudo III quanto no IV. Dessa forma, é adequado argumentar que os genes 

codificadores de ESBL estão presentes e amplamente disseminados entre cepas de E. coli de 

animais de companhia na França, caracterizando a habilidade de transferência e disseminação 

entre espécies e indivíduos pertencentes à família das Entetobacteriaceae. 

  O Estudo IV teve como objetivo elucidar o perfil molecular de resistência relacionado 

a estudos de casos onde os animais e os proprietários foram investigados em relação ao perfil 

de disseminação sob aspectos de região de alcance (por possíveis viagens) ou hospitalar (por 

possíveis internações - humano e animal). Um estudo realizado na Alemanha (MEYER et al., 

2012) teve como objetivo observar a prevalência de cepas produtoras de ESBL prevalentes 

em um grupo de pessoas avaliadas em relação a locais de viagens realizadas e convivência 

com animais de companhia. Na ocasião, a pesquisa evidenciou 75% de prevalência de ESBL 

em pessoas que possuíam estes animais e apesar dos resultados positivos entre pessoas que 

viajaram para a Grécia e a África, os dados não apresentaram associação da disseminação de 

cepas resistentes por migração/imigração, tal qual o Estudo IV, uma vez que, neste, os animais 

portadores de ESBL pertenciam a donos sem hábitos de viajar constantemente (ou nos últimos 

12 meses) para fora da Europa. A pesquisa de Meyer foi o primeiro estudo a defender que o 
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contato com animais de companhia pode aumentar exponencialmente a probabilidade do ser 

humano ser colonizado com cepas de E. coli produtoras de ESBL. 

 Em relação aos Sequence typing, o ST55 foi reportado apenas em animais selvagens nos 

Estados Unidos. Já o ST68 foi identificado apenas em humanos na França, mas em outros 

países como Estados Unidos, Alemanha, Reino Unido e Nepal ele foi observado em animais 

de companhia, animais selvagens, animais criados para consumo (pecuária) e na clínica 

humana. O ST973, identificado em E. coli, foi também encontrado em animais de companhia 

na Dinamarca e nos EUA, no entanto a disseminação apresentou-se mais abrangente, pois foi 

também encontrado entre humanos, outros tipos de animais que não de companhia e no 

ambiente, na Turquia e Austrália (dados obtidos de http://enterobase.warwick.ac.uk). Por fim, 

a cepa de E. coli pertencente ao ST141 (41285), carregando o gene blaCTX-M-15 em um 

plasmídeo do tipo IncI1, identificada em um cão do Estudo IV, apresentou um perfil 

comumente observado em animais de companhia, pois o ST já foi observado e relatado em 

animais de companhia na Europa (dados obtidos de http://enterobase.warwick.ac.uk).  

 A princípio, a análise de resistência aos carbapenêmicos não era o objetivo dos estudos 

(Brasil e França) e a portabilidade de gene produtor desse tipo de resistência não era esperado. 

No entanto, análises anteriores do perfil fenotípico realizadas na Escola de Veterinária de 

Maisons-Alfort indicavam a possibilidade da presença desse tipo de gene no Estudo IV. Por 

este motivo foram realizados testes genotípicos e rapidamente a cepa portadora do gene 

blaOXA-48 foi identificada. Este foi o primeiro relato de uma enterobactéria produtora de enzima 

carbapenemase (CPE) em um animal na França. Esta descoberta acrescenta dados importantes 

ao número muito limitado de estudos que relatam CPE em animais no mundo todo. Em 

particular, as Enterobacteriaceae produtoras de OXA-48 em animais só foram relatadas até 

agora em quatro países: em aves no Líbano e em cães na Argélia, na Alemanha e nos EUA 

(STOLLE et al., 2013; SCHMIEDEL et al., 2014b; AL BAYSSARI et al., 2015; LIU; 

THUNGRAT; BOOTHE, 2016; YOUSFI et al., 2018). A maioria destes relatos são sobre 

animais de estimação como portadores assintomáticos, o que pode indicar transferência de 

humano para animal através de contato próximo. Na França, a enzima OXA-48 é endêmica 

apenas em humanos até o momento (ROBERT et al., 2014). Em relação ao mapa 

epidemiológico, o Estudo IV confirma uma baixa prevalência de cepas produtoras de ESBL 

em cães e gatos (< 2%), considerando todos 227 cães e 116 gatos submetidos à coleta da 

Escola Veterinária. Por outro lado, a variedade de enzimas e STs neste estudo foi 

proporcionalmente mais elevada em relação aos outros Estudos, e a presença de blaOXA-48 

http://enterobase.warwick.ac.uk/
http://enterobase.warwick.ac.uk/
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entre as cepas é alarmante, uma vez que a proporção de E. coli produtora de carbapenemases 

na França é bem baixa - 0,01% em 2012 (MELO et al., 2016). 

   Ainda com os amplos resultados obtidos nos dois países, fica complicado comparar 

os dois perfis sem considerar os fatores epidemiológicos divergentes entre os dois grupos. Os 

animais submetidos à coleta na França, apesar de estarem em sua maioria acometidos por 

algum tipo de infecção, são provenientes de donos e casas particulares, onde geralmente 

ocorre mais cuidado com o ambiente e alimentação do que os animais saudáveis submetidos 

à coleta no Brasil. Apesar da considerável diversidade de genes de resistência encontrados 

nesses últimos, não foi observada, por exemplo, a presença do gene blaOXA-48 como no cão da 

raça pastor alemão na França. Esses dados deveriam ser mais investigados, uma vez que os 

genes da carbapenemase também estão associados a um alto potencial de disseminação e sua 

prevalência em fontes não-humanas pode ser potencialmente subestimada, mesmo em países 

ou continentes onde a resistência a carbapenemases não é altamente prevalente em seres 

humanos (VAN DUIN et al., 2013).  

  Os ensaios de transformação bacteriana inconclusivos podem ser atribuídos a 

problemas técnicos relacionados ao eletroporador e, por inconsistência de resultados, foram 

descontinuados. Porém, a impossibilidade de transformação das cepas inconclusivas nos 

resultados de PFGE-S1/Southern blot foram cruciais para o direcionamento do estudo à 

hipótese de localização cromossomal, que resultou na confirmação desse perfil em três dos 

quatro estudos analisados (I e II - Brasil e III – França). A hipótese de integração do gene de 

resistência originalmente plasmidial no cromossomo já foi mencionada (MARQUES, 2012). 

Segundo descrito, a recombinação homóloga pode ocorrer em algumas simples regiões com 

similaridade de sequências, permitindo uma possível integração do plasmídeo em regiões 

específicas do cromossomo. Os transposons plasmidiais independem da presença de 

sequências homólogas, utilizando o processo normal de transposição para a integração do 

plasmídeo ou fragmentos do mesmo. Outra hipótese de integração cromossomal foi descrita 

a partir de estudos de genoma completo de cepas de K. pneumoniae portando os genes blaKPC 

e blaCTX-M integrados no cromossomo, concomitantemente (HUANG et al. em 2017). Nesta 

pesquisa, análises comparativas de genoma identificaram várias cópias do mesmo gene 

codificador de ESBL ligado às sequências de inserção ISEcp1 e do gene codificador do 

sistema CRISPR-cas (sistema de resposta imunológica em procariotos que confere resistência 

a qualquer gene/elemento gênico não reconhecido e potencialmente perigoso para a célula). 

A hipótese é de que a presença deste mecanismo pode sugerir a indução de degradação dos 

plasmídeos na bactéria, de forma que porções dos genes plasmidiais ou genes inteiros + 
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sequências de inserção específicas, associadas à uma possível pressão seletiva do meio (com 

a presença de antimicrobianos) possam induzir uma integração desses elementos genéticos no 

cromossomo, perpetuando-se na espécie pela replicação celular como um instinto natural de 

evolução e adaptação. Como já mencionado, as cepas portadoras de genes codificadores de 

ESBL que expressam enzimas do tipo CTX-M estão se tornando cada vez mais comuns nos 

ambientes, em humanos, nos animais e nos alimentos. Uma hipótese epidemiológica a ser 

levantada que coincide com as hipóteses publicadas seria a inserção desses genes no 

cromossomo por evolução natural a partir da grande diversidade de genes do tipo blaCTX-M 

associada com a presença dos antimicrobianos no meio ambiente de um modo geral. A 

presença dos antimicrobianos podem exercer uma pressão seletiva contínua nesses meios, e 

como um processo de evolução natural as cepas integram a resistência em seu cromossomo 

como padrão de sobrevivência necessário.  

 Os resultados totais da pesquisa desenvolvida com todos os quatro estudos mostram uma 

alta taxa de cepas resistentes a antibióticos β-lactâmicos em cães e gatos de diferentes origens, 

elucidando um mapa epidemiológico alarmante de resistência bacteriana do tipo ESBL-CTX, 

tanto na França quanto no Brasil. A prevalência maior de cepas produtoras de ESBL em cães 

e menor em gatos de cada estudo, apesar de ser observada claramente, não é conclusiva devido 

à equivalência de cada grupo de espécies animais apresentar-se desigual em todos os estudos 

observados. Fatores como facilidade de manuseio dos animais para as coletas, número de 

animais disponíveis para as amostragens em cada centro de acolhimento e data programada e 

autorização dos próprios centros impediram que os números fossem equiparados. No entanto, 

a diversidade e a desigualdade de amostras não prejudicaram a leitura final do trabalho, que 

elucida de maneira geral o mapa de prevalência de cepas ESBL em animais de rua e 

consequentemente no ambiente.  

 Muitos relatos de resistência ESBL em animais e no ambiente já foram realizados, mas a 

relação desse tipo de resistência entre animais de companhia precisa ser melhor explorado. 

As origens de contaminação oscilam entre diversos nichos como contato humano, ambiente, 

e até alimentação regrada e cuidadosa. Num estudo realizado em 2014 (SEIFFERT et al., 

2014) foi surpreendentemente observada uma alta prevalência de blaCTX-M-15 (53,3%), blaCMY-

4 (20%) e blaVEB-4-like (6,7%), inclusive a presença de blaOXA-48 (13,3%) como elememtos 

genéticos livres (fragmentos de DNA – sem presença de isolados bacterianos vivos) em 30 

pacotes de ração úmida para cães e gatos na Suíça. Esses dados absurdamente alarmantes 

direcionam a perspectiva da origem de contaminação animal também de forma molecular, 
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pois estes fragmentos de DNA podem ser integrados pelas bactérias comensais existentes no 

intestino destes animais e se tornarem parte do genoma bacteriano de maneira transitória 

(plasmidial) ou permanente (cromossomal), dando origem assim ao ciclo de disseminação 

animal-humano-ambiente. Em contrapartida, Madec e colaboradores realizaram um estudo 

onde observaram relações comuns de genes, plasmídeos ou clones bacterianos entre isolados 

de humanos e animais. Em conclusão, identificaram que todos os estudos reunidos e 

publicados até o momento (sobre transmissão entre espécies), investigaram populações de 

animais e humanos que não estavam necessariamente em contato direto, e as que estiveram, 

não resultaram em resultados conclusivos para identificar a transmissão cruzada entre as 

espécies. Ou seja, até agora informações limitadas sustentam as teorias sobre as vias de 

transmissão de cepas/genes de resistência aos diversos antimicrobianos existentes na clínica 

humana e veterinária (MADEC et al., 2017a). 

 As considerações sobre as alternativas de tratamento em pequenos animais (cães e gatos) 

frente ao crescimento da resistência microbiana permanecem inconclusivas. O uso de 

carbapenêmicos em animais de companhia ainda é restrito em alguns países, mas seu uso 

começou a ser exponencialmente aplicado e consequentemente, cepas produtoras de enzimas 

resistentes a eles começaram a surgir nessa população, como observado no estudo IV. Ainda 

assim, apesar da grande resistência aos β-lactâmicos ser evidenciada, estes ainda são os mais 

adequados e utilizados para o tratamento de infecções em cães e gatos (SHIMIZU et al., 2017). 

O uso dos antimicrobianos, de um modo geral, deve seguir um acompanhamento mais rígido 

na medicina veterinária, para que seja aplicado com muita cautela e evitar que o aumento 

exponencial de cepas resistentes não alcance níveis ainda mais insustentáveis do que já 

observado atualmente, como, por exemplo, o recente surgimento da resistência à colistina, 

conhecida até então como última alternativa a infecções ocasionadas por cepas 

multirresistentes (FERNANDES et al., 2016). 

  Por fim, acredita-se que realizar o mapa de prevalência em animais de companhia é 

um trabalho imprescindível para incentivar maiores estudos e orientações na clínica tanto 

veterinária quanto humana, principalmente entre os programas de controle epidemiológico 

existentes no mundo inteiro.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 - Existe uma alta prevalência de perfil fenotípico de resistência ESBL e MDR entre animais de 

companhia na cidade de São Paulo;  

- Cães e gatos são considerados veículos de transmissão para cepas produtoras de ESBL tanto 

no Brasil quanto na França;  

- O Estudo I observou a circulação de grande diversidade de cepas produtoras de variantes 

enzimáticas do tipo CTX-M de localização plasmidial e cromossômica provenientes de 

amostras de swab oral e retal de cães e gatos acolhidos no Centro de Controle de Zoonoses de 

São Paulo e em abrigos particulares; 

- A prevalência de resistência plasmidial foi maior que a cromossômica nos estudos I, II, e III 

dos dois países; 

- O estudo IV confirmou uma baixa prevalência de ESBL entre cães saudáveis na França (< 

2%); no entanto, foi identificada pela primeira vez uma cepa de E. coli produtora de blaOXA-48 

em animais de companhia na França;  

- Houve maior prevalência de plasmídeos do tipo Inc1 portadores do gene pAmpC blaCMY-2 nos 

dois países de estudo, enquanto o grupo IncF apresentou maior diversidade de portabilidade de 

variantes de blaCTX-M; 

- Plasmídeos IncI1/ST3-foram identificados como recorrentes na França; 

- Houve grande diversidade clonal entre as cepas de origem brasileira;   

- Este estudo caracterizou um mapa da prevalência de cepas ESBL produtoras da enzima CTX-

M em animais de companhia no Brasil e na França.  
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