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RESUMO 
 

HOLMSTROM, Thérèsse Camille Nascimento. Desafios na caracterização e na análise da 
resistência antimicrobiana de espécies bacterianas na Medicina Veterinária com uma 
abordagem em Saúde Única. 2022. 109p. Tese (Doutorado em Ciências Veterinárias). 
Instituto de Veterinária, Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária, 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2022. 

 

Ao longo das últimas décadas, múltiplos fatores como o estreitamento da relação entre humanos 
e animais de estimação, as mudanças ambientais decorrentes da urbanização de áreas 
periurbanas e rurais, a significativa intensificação da produção animal, acarretaram uma 
significativa mudança na dinâmica homem-animal com consequente aumento da circulação de 
patógenos bacterianos entre humanos e animais e a emergência e reemergência de doenças. A 
identificação de bactérias emergentes na rotina do diagnóstico veterinário tem se apresentado 
como um grande desafio, uma vez que, geralmente, estes patógenos não possuem estudos de 
referência a partir das amostras oriundas do ambiente animal, e por vezes, metodologias 
desenvolvidas para amostras de origem humana não se mostram efetivas para sua identificação. 
Outro aspecto associado a tal emergência é a circulação de genes de resistência apontando para 
a importância de caracterizar a resistência antimicrobiana de espécies bacterianas oriundas de 
diferentes ambientes animais. Neste trabalho foram caracterizadas espécies bacterianas e seu 
respectivo perfil de resistência oriundas de animais silvestres, produção avícola e amostras 
laboratoriais clínicas de diferentes espécies. Amostras oriundas de diferentes espécies de 
animais selvagens, como maritacas, jabutis, cachorro do mato e mão pelada, forneceram 103 
cepas da família Enterobacterales, 28 Staphylococcus spp., 2 Streptococcus spp. e 1 
Enterococcus spp. Uma cepa de Pantoea dispersa isolada de maritaca foi detectada albergando 
o gene de resistência à colistina mcr-9. A partir das amostras de jabuti, foram detectadas 2 
amostras apresentando o gene de resistência blaTEM, 1 apresentou o gene blaCTX e 1 apresentou 
ambos os genes. Dentre as amostras da produção avícola os isolados de Enteobacterales  
revelaram 45,45% (20/44) de cepas produtoras de ESBL, sendo 35% (9/20) blaSHV, 20% (4/20) 
blaCTX-M, 15% (3/20) blaTEM, 10% (2/20) apresentando os genes blaSHV e blaCTX, e 10% (2/20) 
apresentando blaSHV e blaTEM, simultaneamente. Dentre as 51 cepas de Enterococcus spp, 1 
cepa de E. faecium oriunda de cloaca de pinto foi identificado o gene vanB e em 1 cepa de E. 

faecalis de frango adulto foram identificados vanA e vanB, simultaneamente. Destas mesmas 
51 cepas 23,53% (12/51) apresentaram resistência a estreptomicina. Dentre as 25 cepas de 
Staphylococcus spp. foi detectado 1 isolado com o gene mecA. A cama de maravalha utilizada 
pelos animais da avicultura também foi avaliada e foi detectado 1 amostra positiva para o gene 
blaVIM.   As 35 cepas de Acinetobacter spp. foram identificadas por análise proteômica, 
genotípica e sequenciamento. Para avaliar a diferença entre as técnicas foi utilizado o teste de 
Kappa entre MALDI-TOF e PCR, MALDI-TOF e rpoB, PCR e rpoB, e entre as três técnicas. 
O perfil de resistência dessas amostras também foi avaliado, sendo 54,28% (19/35) classificadas 
como MDR, 51,42% (18/35) apresentaram 1 ou mais genes de ESBL, sendo 4 cepas com gene 
blaCTX, 1 cepa com blaSHV, 9 cepas com blaTEM, 3 cepas com blaCTX e blaTEM e 1 cepa com 
blaSHV e blaTEM. O presente trabalho buscou identificar bactérias e detectar genes de resistência 
em diferentes ambientes veterinários. Este é um grande desafio principalmente porque há 
poucos trabalhos e ausência de padrões de análise fenotípica sobre isolados de origem animal. 
O papel do animal silvestre, de produção ou de companhia tem relevante participação na 
disseminação de genes de resistência no ambiente, enfatizando a Saúde Única e gerando um 
alerta quanto ao foco de novos estudos para entender e avaliar ambientes veterinários. 
 
Palavras-chave: genes de resistência, patógenos bacterianos e Saúde Única. 



 

ABSTRACT 
 

HOLMSTROM, Thérèsse Camille Nascimento. Desafios na caracterização e na análise da 
resistência antimicrobiana de espécies bacterianas na Medicina Veterinária com uma 
abordagem em Saúde Única. 2022. 109p. Thesis (Doctor in Veterinary Science). Instituto de 
Veterinária, Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária, Universidade Federal 
Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2022. 
  

 Over the last decades, multiple factors such as the strengthening of the relationship between 
humans and pets, environmental changes resulting from the urbanization of peri-urban and rural 
areas, the significant intensification of animal production have led to a significant change in the 
human-animal dynamics with consequently increased circulation of bacterial pathogens 
between humans and animals and the emergence and re-emergence of diseases. Identifying 
emerging bacteria in the routine of veterinary diagnosis has been presented as a great challenge. 
Generally, these pathogens do not have reference studies from samples from the animal 
environment, and sometimes methodologies developed for samples of human origin are not 
effective for its identification. Another aspect associated with this emergence is the circulation 
of resistance genes, pointing to the importance of characterizing the antimicrobial resistance of 
bacterial species from different animal environments. This work characterized bacterial species 
and their respective resistance profile from wild animals, poultry production, and clinical 
laboratory samples of different species. Samples from different wild animal species, such as 
maritacas, jabutism, cachorro do mato and mão pelada, provided 103 isolates of the 
Enterobacterales family, 28 Staphylococcus spp, 2 Streptococcus spp and 1 Enterococcus spp. 
A strain of Pantoea dispersa isolated from maritaca was detected harboring the colistin 
resistance gene mcr-9. From the tortoise samples, 2 samples were detected presenting the 
blaTEM resistance gene, 1 presented the blaCTX gene and 1 presented both genes. Among the 
samples of poultry production, Enteobacterales strains revealed 45.45% (20/44) of ESBL-
producing strains, with 35% (9/20) blaSHV, 20% (4/20) blaCTX-M, 15% (3/20) blaTEM, 10% (2/20) 
showing the blaSHV and blaCTX genes, and 10% (2/20) showing blaSHV and blaTEM, 
simultaneously. Among the 51 strains of Enterococcus spp (51 strains), 1 strain of E. faecium 
from chick cloaca was identified with the vanB gene and in 1 strain of E. faecalis from adult 
chicken, vanA and vanB were identified simultaneously. Of these same 51 strains, 23.53% 
(12/51) showed resistance to streptomycin. Among the 25 strains of Staphylococcus spp. 1 
isolate with the mecA gene was detected. The poultry litter was also evaluated and 01 positive 
sample for the blaVIM gene was detected. The 35 strains of Acinetobacter spp. were identified 
by proteomic, genotypic and sequencing analysis, to assess the difference between the 
techniques, the Kappa test was used to compare MALDI-TOF and PCR, MALDI-TOF and 
rpoB, PCR and rpoB, and between the three techniques. The resistance profile of these samples 
was also evaluated, with 54.28% (19/35) classified as MDR, 51.42% (18/35) had 01 or more 
ESBL genes, with 04 strains with the blaCTX gene, 01 strain with blaSHV, 09 strains with blaTEM, 
03 strains with blaCTX and blaTEM and 01 strain with blaSHV and blaTEM. The present work sought 
to identify bacteria and detect resistance genes in different veterinary environments. This is a 
big challenge mainly because there are still few works and phenotypic analysis standards on 
animal themes. The role of wild, production, or companion animal has great participation in 
disseminating resistance gene in the environment, emphasizing One Health and generating an 
alert as to the focus of new studies to understand and evaluate veterinary environments. 

 

Keywords: bacterial pathogens, resistance genes, One Health 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O conceito de Saúde Única é uma estratégia mundial que reconhece a interrelação entre 

saúde humana, animal e ambiental. Foi enfatizada a necessidade de ter abordagens 

transdisciplinares na gestão de questões complexas de Saúde (BORDIER et al., 2020), 

incluindos medidas para prevenção e controle da resistência antimicrobiana.  

O relatório elaborado por James O’Neill (2015) estimou que, até 2050, as atuais 700.000 

mortes anuais provocadas pelas superbactérias, microrganismos que apresentam mecanismos 

de resistência para todas as classes de antimicrobianos disponíveis, poderão atingir 10 milhões 

ao ano em nível mundial, e o custo global acarretado pela resistência a antimicrobianos poderá 

chegar a ordem de 100 trilhões de dólares, caso não sejam adotadas medidas preventivas de 

modo sistemático. Esse número é superior ao total de óbitos causados atualmente pelo câncer, 

que é de 8,2 milhões ao ano.  

Ao avaliar esta perspectiva dentro do atual cenário pandêmico, fica mais evidente a 

importância da emergência de infecções causadas por microrganismos para os quais não 

existam tratamentos disponíveis. Um século atrás, a descoberta de antimicrobianos gerou uma 

mudança significativa na expectativa de vida das pessoas, atualmente, porém, existe a 

perspectiva de que infecções bacterianas não-tratáveis podem vir a ser a próxima pandemia do 

século XXI. Embora o desenvolvimento de novos fármacos esteja entre as 10 principais 

estratégias de controle, a emergência e disseminação de mecanismos de resistência tem ocorrido 

em velocidade superior a descoberta de novas abordagens terapêuticas que se mostrem 

realmente eficazes.  

A dinâmica da emergência da resistência bacteriana pode ocorrer naturalmente, constituindo 

uma adaptação genética às mudanças decorrentes da competição dentro de microbiomas 

específicos e subsequente evolução dos microrganismos. Desse modo, alguns mecanismos de 

resistência baseados em hidrólise enzimática, alterações de permeabilidade e modificações na 

afinidade pelo sítio ativo são extremamente antigos, e amplamente disseminados por todo o 

mundo, uma vez que, os genes de resistência são móveis e circulam com facilidade em todos 

esses ambientes (PIFFARETTI, 2016). Entretanto, a ampla utilização dos antimicrobianos 

seleciona cepas patogênicas com algum mecanismo intrínseco ou adquirido (PENESYAN, 

GILLINGS, PAULSEN, 2015). O uso indiscriminado e, por vezes, desnecessário de 

antimicrobianos nos hospitais, na agropecuária e na comunidade intensifica essa pressão de 

seleção para emergência e disseminação de cepas resistentes (DA SILVA et al., 2021; 

COLLIGNON et al., 2019). 
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Nesse contexto, o estudo do ambiente animal como propício à aceleração da evolução da 

resistência é uma área emergente e crítica para a compreensão do desenvolvimento de 

resistência em patógenos bacterianos e como modelo de disseminação dos genes de resistência 

entre as bactérias ali circulantes. Ao longo das últimas décadas, múltiplos fatores como o 

estreitamento da relação entre humanos e animais de estimação, as mudanças ambientais 

decorrentes da urbanização de áreas periurbanas e rurais, a significativa intensificação da 

produção animal, acarretaram uma significativa mudança na dinâmica homem-animal com 

consequente aumento da circulação de patógenos bacterianos entre humanos e animais e a 

emergência e reemergência de doenças (SOUZA et al., 2020; OVERGAAUW et al., 2020).  

Entretanto, a identificação de bactérias emergentes na rotina do diagnóstico veterinário tem 

se apresentado como um grande desafio, uma vez que, geralmente, estes patógenos não 

possuem estudos de referência a partir das amostras oriundas do ambiente animal, e por vezes, 

metodologias desenvolvidas para amostras de origem humana não se mostram efetivas para sua 

identificação. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 O conceito One Health 

Aristóteles (384-322 a.C) introduziu o conceito de medicina comparada nos estudos de 

várias doenças epizoóticas de humanos e outras espécies animais, mantendo uma integridade 

com o ecossistema, escrita em uma série de livros (TAFFAREL, 2015),  porém o conceito de 

Saúde Única (One Health), proposto já na década de 90, remete a estratégias interdisciplinares 

e integrativas de promoção à saúde, em que a saúde humana, saúde animal (animais domésticos 

e de vida selvagem) são interdependentes e vinculadas à saúde dos ecossistemas (MENIN, 

2018). O conceito de Saúde Única é uma estratégia mundial que reconhece a interrelação entre 

saúde humana, animal e ambiental.  

A partir de documentos elaborados por órgãos como Organização para a Alimentação e 

Agricultura (FAO), Organização Mundial para Saúde Animal (OIE) e Organização Mundial de 

Saúde (OMS), foi enfatizada a necessidade de substituir as abordagens isoladas, setoriais e 

lineares por abordagens sistêmicas e transdisciplinares na gestão de questões complexas de 

Saúde (BORDIER et al., 2020). 

Considerando o atual desenvolvimento global acelerado, obviamente que esforços 

colaborativos e parcerias sustentáveis em uma área específica devem contribuir com forças 

consistentes para resultados relevantes com aplicações diretamente nas áreas estudadas e nas 

comunidades. Esse senso comum ocorreu em diversos campos da saúde global e populacional, 

mas tem sido dada importância à pesquisa científica na temática médica (TAFFAREL, 2015). 

 A interação entre seres vivos, incluindo homens, animais e patógenos, que 

compartilham o mesmo ambiente, deve ser vista como um sistema único (CALISTRI et al., 

2013), entre as quais destacam-se as medidas para prevenção e controle da resistência 

antimicrobiana. 

Uma abordagem colaborativa e multidisciplinar, ultrapassando as fronteiras da saúde 

animal, humana e ambiental, é necessária para entender a ecologia de cada doença zoonótica 

emergente, a fim de realizar uma avaliação de risco e desenvolver planos de resposta e controle 

(MACKENZIE & JEGGO, 2019). É justamente por isso que qualquer ameaça à saúde 

ambiental constitui, simultaneamente, uma ameaça à saúde humana e animal; qualquer ameaça 

à saúde humana constitui, simultaneamente, uma ameaça à saúde ambiental e animal; qualquer 

ameaça à saúde animal constitui, simultaneamente, uma ameaça à saúde ambiental e humana.  

Os problemas de saúde de hoje são frequentemente complexos, transfronteiriços, 

multifatoriais e entre espécies, e se abordados de um ponto de vista puramente médico, 
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veterinário ou ecológico, é improvável que sejam produzidas estratégias de mitigação 

sustentáveis (MACKENZIE & JEGGO, 2019).  

Instituições de relevância mundial como a Organização das Nações Unidas para a 

Alimentação e Agricultura, a Organização Mundial da Saúde Animal e o Banco Mundial 

reconhecem o caráter interdisciplinar da abordagem em Saúde Única e o papel determinante de 

áreas como a psicologia, a sociologia, a antropologia, a ecologia, a microbiologia e a biologia 

molecular, as ciências do solo, as ciências da nutrição, a economia da saúde, a toxicologia para 

a constituição desta intricada rede de ações e estratégias colaborativas (BUSS et al., 2021). 

Assim, assumindo-se esta forte interligação, qualquer alteração positiva no sistema terá 

repercussões positivas nos outros domínios. Uma abordagem One Health, portanto, foi 

reivindicada para melhor enfrentar esses desafios (CALISTRI et al., 2013). 

 

2.2 Ambientes Animais e o Desafio da Resistência Antimicrobiana 

2.2.1 Animais Selvagens 

Muitas questões estão implicadas no aumento do contato humano com os animais 

selvagens, sejam questões legais que concernem à posse, compra e venda de animais silvestres, 

sejam hábitos alimentares/culturais exóticos (TIWARI et al., 2020), hábitos de caça e 

domesticação (MALOV & MALEYEV, 2018), a livre circulação de algumas espécies nos 

centros urbanos (FRANTZ et al., 2020), desmatamento (DE MAGALHAES et al., 2021) e o 

deslocamento humano para área periurbanas e rurais (DE ANDRADE FRANCO et al., 2021).  

O fato de que a maioria das doenças infecciosas emergentes tem potencial zoonótico e, 

em torno de 70% têm origem em animais selvagens (RIBEIRO & MEDEIROS, 2017; DA 

SILVA & COELHO, 2020), aponta para a contribuição da convivência, direta ou indireta, para 

a disseminação de agentes etiológicos e de genes de resistência, e para a preservação da 

biodiversidade como forma de preservação também da saúde humana (ELLIFF, 2020). 

Considerando o exposto, podemos destacar as maritacas (Aratinga leucophtalmus), que 

são frequentemente observadas em bandos de 5 a 40 indivíduos em florestas úmidas, planícies 

e também ambientes urbanos onde constroem seus ninhos em telhados e edifícios 

(TUCUNDUVA et al., 2018).  

Outras espécies a serem destacadas são os mão-peladas (Procyon cancrivorus) que 

habitam áreas florestais e abertas, devido ao seu comportamento noturno e discreto, é 

considerado um dos carnívoros neotropicais menos estudados (CERON et al., 2020).  Os 

cachorros-do-mato são animais vulneráveis pela destruição de seu ambiente natural, seja pelo 
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desmatamento para as fronteiras agrícolas ou espalhando as comunidades urbanas o ambiente 

natural, bem como a fragmentação do habitat causada pelas estradas. São animais tolerantes à 

perturbação humana e são freqüentemente vistos em áreas rurais e perto de regiões urbanas 

(WEBER et al., 2020). 

 Os jabutis têm sido cada vez mais considerados como animais de estimação e o aumento 

na criação dessa espécie selvagem como animal de companhia, tornou-se motivo de 

preocupação para autoridades em vigilância em saúde, devido aos riscos de contaminação por 

zoonoses interespecíficas, estas decorrentes da crescente proximidade desses animais com o 

ambiente domiciliar (NUNES et al., 2010).  

Essas e outras espécies de animais selvagens, têm em comum o alto contato com os 

ambientes urbanos, humanos e outros animais domésticos. O risco potencial de transmissão de 

cepas resistentes a antimicrobianos de animais de companhia para humanos e vice-versa está 

associado ao estreito contato entre eles, a falta de conhecimento das espécies, falta de higiene, 

manejo e ao uso inadequado de antimicrobianos na clínica veterinária (MOREIRA et al., 2020) 

e, também, ao íntimo contato com crianças. 

Entretanto, a literatura da destaque principalmente a cepas de Salmonella spp. em répteis 

(DA SILVEIRA ROSINA et al., 2021; SILVEIRA et al. 2018), porém ainda é incipiente quanto 

ao potencial de emergência e disseminação de cepas bacterianas resistentes entre humanos e 

animais selvagens, especialmente, no estudo em tela, animais cujos microbiomas vem sendo 

impactados e modificados pela ação humana, levando-os a situações de cativeiro irregular, ou 

perda do habitat natural.  

 
2.2.2 Avicultura 

A atividade agropecuária no Brasil representou, no primeiro trimestre de 2021, 9,81% 

do PIB (Produto Interno Bruto), com geração de empregos para, em torno de, 10% da população 

economicamente ativa do país segundo o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada 

(CEPEA ESALQ/USP, 2021). A atividade agropecuária brasileira se destaca no cenário 

mundial, sendo considerado um dos países mais fortes na pecuária, com relevância do 

abastecimento do mercado interno e produção para exportação.  

A avicultura brasileira tem apresentado altos índices de crescimento há 30 anos. O 

frango produzido no Brasil conquistou o exigente mercado asiático, e atualmente chega a 142 

países. No início do ano de 2021, foram produzidas 14.120 mil toneladas de frango de corte, 

sendo 69% para o mercado interno, e atingindo a primeira posição do ranking mundial de 

exportação do produto (EMBRAPA, 2021).  
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O uso de antimicrobianos como aditivos zootécnicos como promotores de crescimento 

tornou-se uma prática rotineira na produção avícola, especialmente frangos de corte, com a 

Revolução Verde no pós-guerra. Tal medida objetiva a redução da carga de agentes deletérios 

ao sistema digestivo, melhorando a absorção dos nutrientes da dieta, auxiliando na melhora do 

desempenho animal em conversão alimentar. Estes aditivos são usados em dosagem inferior às 

concentrações inibitórias mínimas durante o período de criação (até 42 dias), sendo retirados 

anterior ao abate, dependendo da meia vida do produto utilizado (GARCIA et al., 2019). 

A utilização desses promotores de crescimento em rações foi abolida na Comunidade 

Europeia a fim de prevenir a evolução da resistência a alguns antimicrobianos de uso humano 

(McMULLIN, 2004). Pesquisadores observaram, na década de 80, que determinadas cepas 

bacterianas de importância clínica desenvolveram resistência a classes de antimicrobianos 

utilizadas na produção avícola, e que o uso continuado destes promotores de crescimento 

favoreceu a disseminação de genes de resistência no ambiente, com a possibilidade de que estas 

bactérias resistentes oriundas dos animais de produção pudessem se disseminar e atingir os 

humanos (SADER, 2004) e seus genes de resistência serem transmitidos e incorporados ao 

microbioma humano, reduzindo assim a eficácia dos antimicrobianos nessa população 

(BEZERRA et al., 2017). 

Dentro desse processo, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

proibiu a fabricação, a comercialização e o uso de aditivos zootécnicos melhoradores de 

desempenho que contenham o antimicrobiano Avorpacina em 1998 e Colistina (Poliximina E) 

em 2016 de todo o território nacional, que eram amplamente utilizados em avicultura. Esta 

medida foi de extrema relevância em função dos riscos à saúde humana do eventual uso do 

aditivo como suplemento adicionado à ração para acelerar o crescimento de animas para abate, 

sobretudo suínos e aves. Porém, a Instrução Normativa 45 autorizou o uso da substância 

existentes em estoque até novembro de 2018 (BRASIL, 2016). Além disso, em 2018, o MAPA 

reavaliou a legislação de outros antimicrobianos (tilosina, loncomicina, virginiamicina, 

bacitracina e tiamulina) que também tiveram seus usos proibidos como suplemento alimentar 

animal (BRASIL, 2018). 

A construção de um sistema ideal de vigilância de resistência antimicrobiana deve 

integrar dados de estudos clínicos humanos, veterinários e ambientais. Essas análises devem 

gerar dados disponíveis no domínio público de livre acesso e exportá-los em um formato de 

intercâmbio de dados padronizados. Esses sistemas de vigilância de resistência antimicrobiana 
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devem ser escalonáveis e extensíveis, e relatórios devem estar disponíveis para que as medidas 

de controle efetivas sejam realizadas (DIALLO et al., 2020) 

 
2.2.3 Animais Domésticos – Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii 

Na última década, as espécies de Acinetobacter emergiram como um dos agentes 

clinicamente mais importantes (VIJAYAKUMAR et al., 2019) pelo seu potencial nosocomial, 

sua resistência intrínseca a vários antimicrobianos de rotina tanto na medicina veterinária, 

quanto na humana e tem aumentado cada vez mais os casos de multidroga resistência, tornando-

o muito infeccioso e de difícil controle. Bactérias do gênero Acinetobacter são cocobacilos 

Gram-negativos, aeróbicos estritos, não moveis, não fermentadores de glicose, oxidase 

negativos (D'SOUZA et al., 2019) e estão ligados a muitas condições patológicas como 

pneumonia (NOWAK et al., 2017), meningite (ALVAREZ-VEGA et al., 2020), infecções no 

trato urinário (JIMÉNEZ-GUERRA et al., 2018), infecções de pele e feridas (MUNIER et al., 

2019), endocardite (IOANNOU et al., 2021) e até sepse (MAHICH et al., 2021) em humanos 

e diversas espécies animais. 

 Acinetobacter baumannii é considerado uma das espécies mais importante em 

infecções humanas (VAN DER KOLK et al., 2019). Além disso, A. baumannii multirresistente 

a antimicrobianos é classificado como um microrganismo ESKAPE, que é um grupo de seis 

patógenos (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.) com uma alta taxa de resistência 

antimicrobiana implicada em infecções nosocomiais humanas (TUTTOBENE et al., 2020).  

A. baumannii faz parte do complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter 

baumannii (Acb) juntamente com A. calcoaceticus, A. pittii, A.nosocomialis e as recentemente 

adicionadas A. seifertii e A. dijkshoorniae (também conhecido como A. Lactucae) (DUNLA & 

ROONEY, 2018). Todas estão intimamente relacionados e exibem características fenotípicas e 

bioquímicas semelhantes.  Portanto, é difícil distingui-los em nível de espécie individualmente 

(VIJAYAKUMAR et al., 2019). A precisão na identificação desses agentes clinicamente 

importantes só é possível com métodos moleculares, e a detecção e sequenciamento do gene 

rpoB é considerada padrão ouro (LaSCOLA et al, 2006). 

Os carbapenêmicos são uma opção para o tratamento de infecções por esses patógenos, 

portanto as cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenêmicos são consideradas 

superbactérias críticas, nível 1 de prioridade, pela OMS (2017), representando um dos grandes 

desafios no sistema de saúde (RODRÍGUEZ et al., 2018). Dado sua semelhança com todas as 

espécies do complexo Acb, todas as espécies com resistência aos carbapenêmicos geram um 
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alerta. Como os procedimentos de identificação de amostras humanas já estão estabelecidos, é 

fundamental desenvolver métodos fenotípicos e genotípicos de identificação de amostras de 

animais para obter dados comparáveis e resultados confiáveis (MABONI et al., 2020). 

Por várias décadas, inúmeras pesquisas foram realizadas para compreender os 

mecanismos de resistência e controlar sua disseminação em ambientes clínicos (D'SOUZA et 

al., 2019). Alguns estudos já apontam para genes de resistência em animais como suínos e 

bovinos (HAMOUDA et al., 2011, WARETH et al., 2019), cachorro, gatos, cavalos 

(WARETH et al., 2019, MABONI et al., 2020). Portanto, a busca por genes de resistência deve 

ser realizada em todas as espécies do complexo Acb para melhor compreender seu impacto e 

contribuir para a redução do uso indiscriminado de antimicrobianos na clínica e na produção 

animal (WONG et al., 2017). 

 

2.3 Principais Agentes de importância em Saúde Única  

2.3.1 Staphylococcus spp. meticilina resistentes e produtores de β-lactamases 

Staphylococcus spp. são cocos Gram-positivas de grande importância, principalmente 

por ser uma das principais causas de endocardite (PEREIRA et al., 2018), bacteremia (GARCIA 

et al., 2021), osteomielite (DE FREITAS et al., 2019) e infecções de pele e tecidos moles 

(OLDER et al., 2020) em animais. Uma variedade de espécies coagulase negativas e coagulase 

positivas são identificadas em animais ao longo dos anos. 

Identificado pela primeira vez em fluido purulento de um abscesso na perna por Ogston 

na década de 1880 (NEWSOM, 2008), o Staphylococcus aureus está bem adaptado ao seu 

hospedeiro humano e ao ambiente de assistência à saúde. Entretanto, em 1985 foi observado 

pela primeira vez em mamite ovina (FERNANDES & CARDOSO, 1985) mostrando adaptação 

a diferentes ambientes e espécies animais. 

Após a descoberta da penicilina por Fleming em 1928 essas infecções tiveram 

tratamento, porém a resistência surgiu na década de 1940, mediada pelo gene blaZ codificador 

da enzima β-lactamase (HARKINS et al., 2017).  A meticilina (Celbenin), um β-lactâmico 

semi-sintético, considerado penicilinas anti-estafilocócicas foi introduzida no Reino Unido em 

1959 para contornar a crescente resistência à penicilina em S. aureus (WATKINS et al., 2019), 

porém, foi observado dentro de 1 ano de seu primeiro uso clínico S. aureus resistente à 

meticilina (MRSA) (TURNER et al., 2019), ou seja, em 1961 foi documentado o primeiro caso 

de S. aureus resistente à meticilina, um β-lactâmico sensível à ação das β-lactamases e, a partir 

daí essa cepa se tornou um problema clínico e epidemiológico mundial (BARBER, 1961). Em 
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animais domésticos, o primeiro caso em animais foi documentado em 1972 (DEVRIESE et al., 

1972). 

A infecção por MRSA ocorre globalmente, mas não há uma única cepa pandêmica. Em 

vez disso, o MRSA tende a ocorrer em ondas de infecção, muitas vezes caracterizadas pelo 

surgimento em série de cepas predominantes (HARKINS et al., 2017). Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA) foi identificado como um dos principais patógenos de risco 

associados ao desenvolvimento de resistência antimicrobiana (WATKINS et al., 2019). 

A resistência à meticilina é mediada por mecA e adquirida por transferência horizontal 

de um elemento genético móvel denominado staphylococcal cassete cromossomo mec 

(SCCmec) (TURLEJ et al.,2011). O gene mecA codifica a proteína de ligação à penicilina 2a 

(PBP2a), uma enzima responsável pela reticulação dos peptidoglicanos na parede celular 

bacteriana. A PBP2a tem baixa afinidade por β-lactâmicos, resultando em resistência a toda 

essa classe dos β-lactâmicos (LIM et al,2002).  

O surgimento de resistência aos antimicrobianos em S. aureus está bem documentado e 

a espécie provou ser particularmente hábil na evolução da resistência em face de novos desafios 

antimicrobianos (WATKINS et al., 2019). A OMS (2017) identificou Staphylococcus aureus 

meticilina resistente como uma superbactéria de prioridade de nível alto, gerando um alerta para 

as outras espécies em animais (HOLMSTROM et al., 2020). Staphylococcus spp. resistentes à 

meticilina (MRS) são importantes patógenos humanos que também são uma preocupação na 

medicina veterinária e na pecuária (MELO et al., 2019). 

 

2.3.2 Enterococcus spp. resistentes à vancomicina 

Enterococcus spp são cocos Gram-positivas, facultativas quanto a utilização ou não de 

oxigênio, comuns na microbiota do trato gastrointestinal, podendo ser encontradas também nas 

mucosas e na pele de animais e humanos, além de habitar o solo e alguns alimentos (DOS 

SANTOS et al., 2021). São bactérias de grande importância, principalmente por ser uma das 

principais causas de endocardite (GAGGINI et al.,2018), infecção urinária (MENIN et al., 

2008) e sepse (SILVA-MARIANO et al., 2021) em animais. 

Desde 1988, enterococos resistentes à vancomicina (VRE) têm sido encontrados em 

pacientes com doenças críticas devido ao uso extensivo de antimicrobianos, internações 

hospitalares prolongadas e internação em unidade de terapia intensiva (PREMATUNGE et al., 

2016). A OMS identificou Enterococcus faecium vancomicina resistente como uma 
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superbactéria de prioridade de nível alto, gerando um alerta para as outras espécies em animais 

(AARESTRUP et al., 1996).  

Os genes envolvidos na resistência à vancomicina são chamados de van e permitem 

modificações no dipeptídeo D-Ala-D-Ala (do peptidioglicano) que é o alvo do antimicrobiano, 

levando à redução de afinidade de ligação à vancomicina e fazendo com que o efeito do 

antimicrobiano seja perdido (LEE et al., 2018). O primeiro caso de Enterococcus vancomicina 

resistente no Brasil foi identificado em 1996 em um hospital no estado do Paraná, 

posteriormente amostras foram encontradas em São Paulo e no Rio de Janeiro (DOS SANTOS 

et al., 2021).  

Até o momento, os operons relacionados à resistência à vancomicina para enterococos 

são descritos como vanA,-B,-C,-D,-E,-G,-L,-M e N. A maioria dos surtos de Enterococcus 

resistente à vancomicina em populações é atribuída aos agrupamentos de genes vanA e vanB 

ambos também identificados em vários animais colonizados e materiais ambientais (AHMED 

& BAPTISTE, 2018), então, os fenótipos vanA e vanB são os mais relevantes clinicamente e 

geralmente associados com cepas de E. faecium e E. faecalis, enquanto que o fenótipo vanC 

confere uma característica intrínseca de baixo nível e intransferível, e tem sido observado 

principalmente em E. gallinarum e E. casseliflavus (DOS SANTOS et al., 2021). 

As bases genéticas e moleculares da resistência à vancomicina foram descritas com 

evidências de que os Enterococcus vancomicina resistentes podem atuar como reservatórios e 

fontes de outros genes resistentes a antimicrobianos (AHMED & BAPTISTE, 2018).  

 

2.3.3 Streptococcus spp. não suscetíveis à penicilina 

O gênero Streptococcus é um grupo heterogêneo de bactérias cocos Gram-positivas. São 

classificados com base na hemólise em meio de cultura ágar sangue, reações bioquímicas e 

especificidade sorológica. As infecções por Streptococcus spp. comumente são graves e 

caracterizam-se por sepse toxemia ou choque séptico (SILVA-MARIANO et al., 2021) em 

animais de todas as idades. Streptococcus spp. pode ser considerada uma bactéria ambiental 

muito contagiosa (KACZOREK et al., 2017). S. pneumoniae foi isolado pela primeira vez por 

Louis Pasteur em 1881(VAISSAIRE et al., 1988). 

Streptococcus spp. são únicos entre os principais patógenos no sentido de que são 

incapazes de adquirir quaisquer genes de resistência a β-lactâmicos exógenos. No entanto, eles 

podem progressivamente mutar suas próprias PBPs in vitro (HAENNI et al., 2018).  
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A expressão fenotípica da resistência à penicilina é resultado de uma modificação 

estrutural genética em uma ou mais proteínas de ligação à penicilina (PBPs), reduzindo assim 

a síntese de peptidoglicano. Essa diminuição na afinidade de ligação enfraquece a integridade 

da parede celular bacteriana, o que pode levar à lise celular e à morte. Seis PBPs foram descritas 

em S. penumoniae. A maioria da resistência aos beta-lactâmicos parece estar associada às 

alterações em PBP: PBP1a, 2x e 2b. A PBP2a tem sido associada à diminuição da 

suscetibilidade e MICs mais altas, em contraste com a PBP2b e PBP2x, que conferem 

resistência aos β-lactâmicos (CHERAZARD et al., 2017). De fato, nenhum isolado carregando 

uma β-lactamase (como bactérias Gram-negativas) ou uma nova PBP (como Staphylococcus 

spp.) foi descrito até o momento, e algumas espécies, incluindo S. pyogenes, são incapazes de 

desenvolver diminuição da suscetibilidade à β-lactâmicos in vitro (HAENNI et al., 2018). 

A OMS (2017) considera Streptococcus pneumoniae não susceptível à penicilina como 

uma bactéria de média prioridade. Existe uma extensa variação nos níveis de não suscetibilidade 

à penicilina dos isolados, o que reflete a complexidade genética dos mecanismos de resistência 

do S. pneumoniae aos β-lactâmicos. Os primeiros isolados de Streptococcus pneumoniae não 

susceptível à penicilina relatados, foram em Massachusetts (EUA) na década de 1960 

(KISLAK, 1965). A sensibilidade dos Streptococcus dos grupos A, B, C e G às penicilinas é 

inferida a partir da sensibilidade à benzilpenicilina, com exceção da fenoximetilpenicilina e 

isoxazolilpenicilinas para Streptococcus do grupo B (BrCAST, 2022).  

Os mecanismos de resistência intrínseca do gênero Streptococcus estão relacionados a 

ausência de nitro-redutases necessárias para converter o metronidazole nos seus metabólitos 

ativos conferindo, portanto, resistência a este fármaco. 

 

2.3.4 Bactérias produtoras de ESBL (β-lactamases de Espectro Estendido) 

As ESBL são enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta gerações 

e aztreonam (monobactâmicos), e são inativadas por inibidores como clavulanato, sulbactam e 

tazobactam. As primeiras cepas produtoras de ESBL foram identificadas em 1983, e desde 

então têm sido detectadas em todo o mundo. Essa distribuição é um resultado da expansão 

clonal de organismos produtores de ESBL, da transferência horizontal de genes codificadores 

de ESBL em plasmídeos e, menos comumente, surgimento de novas enzimas (BRCAST, 2021; 

BUSH-JACOBY-MEDEIROS, 1995).  

A resistência aos β-lactâmicos, mediada por enzimas β-lactamase de espectro estendido 

(ESBL), é um problema crescente em todo o mundo (CORMICAN et al., 1996). Na década de 
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1980 as cefalosporinas de espectro estendido (cefalosporinas de terceira geração, como 

ceftriaxona e cefotaxima) ganharam amplo uso clínico e foram desenvolvidos por causa da 

aumento da prevalência de hidrolisante de ampicilina β-lactamases (TEM-1, TEM-2 e SHV-1) 

em Enterobacteriaceae, bacilos Gram-Negativos não fermentadores de glicose e alguns 

patógenos respiratórios como Haemophilus influenzae e Moraxella catarral (RUPP & FEY, 

2003).  

Existem vários genes codificadores de ESBL, sendo que as enzimas com tais 

características pertencem ao grupo 2be (tipo TEM, SHV e CTX-M) e se destacam por estarem 

mais dispersas. As β-lactamases do grupo CTX-M são um grupo de ESBLs que são distintos 

das ESBLs TEM e SHV. Essas enzimas foram cada vez mais relatadas na década de 1990 e, no 

início dos anos 2000 como o grupo de ESBLs mais frequentemente identificado (IOVLEVA et 

al., 2017).  

No laboratório de microbiologia clínica, a produção de uma ESBL por bactérias Gram-

negativas é definida por suscetibilidade reduzida a um ou mais dos seguintes agentes 

(ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, cefpodoxima ou aztreonam) e potencialização da 

atividade desses agentes na presença de ácido clavulânico (IOVLEVA et al., 2017).  

A OMS (2017) considera bactérias da Ordem Enterobacterales produtoras de ESBL 

como patógenos de nível crítico. 

 

2.3.5 Bactérias produtoras de carbapenemases 

Os carbapenêmicos correspondem à classe de antimicrobianos de escolha no tratamento 

de infecções provocadas por cepas resistentes às penicilinas e às cefalosporinas de última 

geração, ou seja, agente utilizado para tratar organismos produtores de ESBL (RUPP & FEY, 

2003). Entretanto, a utilização destes antimicrobianos deve ser seletivo e controlado, uma vez 

que esses agentes induzem a produção de AmpC, que é um gene que codifica mecanismos de 

resitência associados à perda ou à expressão reduzida de proteínas relativas as porinas ou à 

superprodução de bombas de efluxo e à produção de carbapenemases. Infecções oriundas de 

cepas resistentes a carbapenêmicos são reportadas em diversos países de diferentes continentes 

e vários são os mecanismos envolvidos na resistência de patógenos a esta classe de fármacos, 

podendo destacar a produção de enzimas (DE CARVALHO et al., 2021). 

A enzima de maior destaque é a produção de β-lactamases, formando o principal 

mecanismo relacionado à resistência aos β-lactâmicos, como penicilinas, cefamicinas, 
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cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos. A enzima associa-se não covalentemente 

ao anel β-lactâmico (AZEVEDO et al., 2020). 

Segundo a OMS, bactérias da Ordem Enterobacterales carbapenemase resistente e 

produtoras de ESBL, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosas, ambas resistentes 

ao carbapenêmicos são caracterizadas como superbactérias de nível crítico de importância 

mundial. A principal preocupação em relação ao desenvolvimento da resistência aos 

carbapenêmicos está relacionada a utilização desses antimicrobianos no tratamento de 

infecções multirresistentes. 

Essas enzimas pertencem a diferentes classes moleculares, nas quais as serinas β-

lactamases pertencem a classe A (penicilinases), as metallo β-lactamases pertencem a classe B 

(metaloenzimas) e a classe D é formada pelas oxacilinases que partilham a capacidade de 

hidrolisar uma classe específica de antimicrobianos β-lactâmicos (BrCAST, 2021). Os 

principais tipos de carbapenemases descritos são IMP, VIM, GES/IBC, KPC, NDM e OXA do 

grupo BLA (DA SILVA et al., 2018).  

As carbapenemases de classe A podem ser codificadas por plasmídeos ou podem ser 

cromossômicas, e são parcialmente inibidas pelo ácido clavulânico (KOPOTSA et al., 2019.). 

As KPCs são as carbapenemases de classe A mais frequentemente identificadas. As metallo- 

β-lactamases de classe B são capazes de hidrolisar todos os β-lactâmicos, exceto o aztreonam, 

e sua atividade hidrolítica é reduzida ou inibida pelo EDTA, mas não pelo ácido clavulânico 

(BrCAST, 2021). As enzimas de classe D, podem ser subdivididas em cinco famílias, 

nomeadamente as carbapenemases OXA-23, -24/40, -48 e -58, que são principalmente 

codificadas por plasmídeo, e a carbapenemase OXA-51 que é codificada cromossomicamente 

e constitui um mecanismo intrínseco de resistência em Acinetobacter baumannii 

(TAKEBAYASHI et al., 2021). 

 

2.3.6 Bactérias resistentes à colistina  

 A polimixina E ou colistina surge no século XXI como uma das últimas alternativas 

terapêuticas para tratar infeções causadas por bacilos Gram-negativos extremamente resistentes 

(XDR) (DA SILVA et al., 2018; BARON et al., 2016). Contudo, o recente aparecimento de 

resistência à colistina preocupa a comunidade medica e científica (AGHAPOUR et al., 2019; 

DA SILVA et al., 2010).   

De acordo com a Nota Técnica 01/2013 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(Anvisa), a terapia empírica apropriada para infecções por enterobactérias multirresistentes é a 
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utilização de polimixina B ou polimixina E (colistina), em associação com um ou mais 

antimicrobianos, como aminoglicosídeos (gentamicina ou amicacina), carbapenêmicos 

(meropenem ou doripenem) e tigeciclina, evitando-se a utilização de monoterapia, devido ao 

risco de desenvolvimento de resistência.  

Até 2015, os mecanismos de resistência da colistina relacionavam-se a ocorrência de 

mutações cromossômicas, ou seja, apenas se observava uma transmissão vertical, incapaz de se 

disseminar para outras bactérias. O principal mecanismo de resistência cromossômica inclui a 

modificação do lipopolissacarídeo, através da substituição dos grupos fosfato do lípideo A, 

carregados negativamente, por grupos de 4-amino-4-desoxi--L-arabinose (L-Ara4N) e 

fosfoetanolamina (PEtN), carregados positivamente.  A síntese de L-Ara4N e PEtN é mediada 

por meio dos sistemas reguladores PmrA-PmrB e PhoP-PhoQ, cuja ativação é desencadeada 

por mutações específicas nos próprios sistemas ou perante a exposição a estímulos ambientais 

adversos, nomeadamente, a exposição a polipéptidos catiónicos antimicrobianos, como a 

colistina (AGHAPOUR et al., 2019). 

Apenas os genes mcr mediados por plasmídeo foram identificados como mecanismo de 

resistência transferível (AGHAPOUR et al., 2019). Várias evidências sugerem que o principal 

reservatório do gene mcr-1 é de origem animal (LIU et al., 2016). Rabelo e colaboradores 

(2018) realizou uma revisão de literatura mostrando que os mcr -2, 3, 4 e 5 também foram 

descritos pela primeira vez em amostras animais. Borowiak e colaboradores (2020) realizaram 

uma revisão e descreveram os genes mcr-6, 7 e 8 em amostras animais e ambientais. 

 Recentemente, o gene mcr-9 induzível foi adicionado ao número crescente de genes 

mcr (CARROLL et al., 2019). Esses resultados aumentaram ainda mais as preocupações de 

saúde pública relacionadas ao surgimento, persistência e disseminação da resistência à colistina 

móvel e reforçaram a necessidade de exames extensivos contínuos em Enterobacteriaceae. Os 

genes mcr-1, 4 e 5 são descritos como os mais circulantes (BOROWIAK et al., 2020).  

A excessiva   utilização   da   colistina   em   produção   animal   é   apontada como a 

principal causa da amplificação e   disseminação   da   resistência   à   colistina, que   atua   como   

uma   pressão   seletiva   do   plasmídeo   portador   do gene.  Além disso, poucos casos relataram 

a identificação de genes mcr (como mcr-1, -2, -3 e -5) em cromossomos bacterianos, o que 

representou a possível transferência para o cromossomo de plasmídeos pelos transposons ao 

redor do gene mcr (LUO et al., 2020). Em 2020, Wang e colaboradores detectaram a primeira 

cepa de Enterobacteriales apresentando mcr-10.  
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O gene mcr possui uma diversidade de vetores de transmissão, sendo passível ser 

transportado em diversos tipos de plasmídeos (KEMPF et al., 2016). A co-ocorrência de genes 

mcr com carbapenemases no mesmo plasmídeo conjugativo pode anunciar a possibilidade de 

infecções bacterianas incuráveis, bem como a possibilidade de transmissão horizontal de ambos 

os tipos de genes de resistência a antimicrobianos para outras bactérias Gram-negativas (LUO 

et al., 2020). 

 

2.4 Fatores de virulência em cepas de Escherichia coli aviária patogênica (APEC)  

A Escherichia coli é considerada um habitante normal do trato gastrointestinal do 

homem e dos animais (SUBEDI et al., 2018). O grupo das cepas de Escherichia coli que causam 

infecções extraintestinais são designadas como ExPEC (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008). 

Pertencem a esse grupo de Escherichia coli extraintestinal (ExPEC): a Escherichia coli 

uropatogênica (UPEC), Escherichia coli causadora de meningite neonatal (NMEC) e a 

Escherichia coli patogênica para aves (APEC) (CUNHA et al., 2015).  

Infecções por Escherichia coli patogênica aviária (APEC) causam colibacilose, uma 

doença aguda caracterizada por lesões de múltiplos órgãos como saculite aérea, pericardite, 

peritonite, salpingite, sinovite, osteomielite ou infecção do saco vitelino (MAIORKI & 

FUKUMOTO, 2021). A colibacilose é uma das principais causas de morbidade e mortalidade 

em aves em todo o mundo, resultando em perdas econômicas significativas na indústria avícola 

(MAIORKI & FUKUMOTO, 2021; EWERS et al., 2003). As aves domésticas são 

reconhecidas como importante fonte de disseminação de resistência antimicrobiana em 

amostras de Escherichia coli (HUSSAIN et al., 2017). O conhecimento sobre a epidemiologia 

da APEC é escasso (IEVY et al., 2020). 

A variedade de fatores de virulência têm sido implicados na promoção desses doenças 

extraintestinais em espécies aviárias, incluindo adesinas (F1-, P-, AC/I- e F17-fímbrias, curli 

fibras e adesinas afimbriais), aquisição de ferro (aerobactina e yersiniabactina), hemolisinas 

(hemolisina E e um hemaglutinina), fatores antibactericidas (membrana externa proteína A, 

proteína para aumento da sobrevida sérica, lipopolissacarídeo, cápsula K1 e produção de 

colicinação) e toxinas (toxina estável ao calor, cito/verotoxina, toxina flagelar e toxina 

autotransportadora vacuolizante) (IEVY et al., 2020). A capacidade patogênica da cepa de E. 

coli é facilitada por uma ampla gama de fatores de virulência que são codificados por genes 

associados à virulência (iutA, iss, papC, iucD, tsh, irp-2, ompT, hlyF, ferro, cva/cvi e astA) 

(SUBEDI et al., 2018).  
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Quando há mais de três genes de virulência, são considerados APEC e quando tem um 

ou dois genes são considerados AFEC (Avian fecal comensal). Alguns genes de virulência são 

considerados mais importantes nas cepas APEC, como é o caso do gene receptor de siderófilo 

Samochelin (iroN), gene codificador de protease de membrana externa epissomal (ompT), gene 

codificador de hemolisina putativa de E. coli aviária (hlyF), gene de sobrevivência ao soro (iss), 

e gene receptor de siderofilo aerobactina (iutA) (JOHNSON et al., 2008).  

Há vários sorogrupos diferentes de isolados de Escherichia coli de galinhas 

septicêmicas, os sorogrupos O1:K1, O2:K1 e O78:K80 ainda são reconhecidos como os mais 

prevalentes (IEVY et al., 2020).  

 

2.5 Tipagem molecular pela técnica de Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) de cepas 

de pertencentes ao Complexo Acinetobacter-calcoaceticus Acinetobacter-baumannii 

Os métodos de tipagem molecular fornecem dados muito úteis sobre a fonte e a taxa de 

disseminação de infecções nas populações estudadas. A realização da tipagem bacteriana é 

usada para descriminar diferenças e similaridades entre cepas, sendo uma ferramenta 

importante para investigação de surtos, vigilância e estudos filogenéticos (NEOH et al., 2019).  

Os primeiros experimentos de tipagem foram realizados por meio de experimentos 

bioquímicos cujos resultados foram baseados no fenótipo da bactéria testada, como resistência 

a antimicrobianos, suscetibilidade a fagos (tipagem de fagos) e transporte de antígenos de 

superfície (sorotipagem) (FOXMAN et al., 2005). Com o advento da biologia molecular, os 

métodos de tipagem baseados em DNA ganharam popularidade, pois os resultados desses 

protocolos são geralmente reprodutíveis devido à natureza estável do DNA, e geralmente são 

mais rápidos e menos trabalhosos (ADZITEY et al., 2013).  

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é considerada a “abordagem molecular 

de terceira geração” para tipagem de bactérias (GOERING, 2010). Devido à sua maior eficácia 

superior continua a ser o “padrão ouro” para subtipagem de muitas bactérias (NEOH et al., 

2019; DURMAZ et al., 2009). A PFGE tem várias aplicações. Por ser uma ferramenta para 

produzir impressões digitais de DNA para isolados bacterianos, a técnica tem sido utilizada 

para estabelecer bancos de dados de bactérias com base nos padrões de bandas PFGE de cada 

cepa. As informações deste banco de dados são usadas para identificar bactérias no 

monitoramento de segurança alimentar e também para estudos filogenéticos de bactérias 

(NEOH et al., 2019). 
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A eletroforese em gel de agarose é a técnica mais difundida para separação de moléculas 

de DNA com relação ao tamanho. A matriz formada pela agarose atua como filtro molecular, 

cuja porosidade é inversamente proporcional à concentração do gel de agarose. Durante a 

eletroforese, as moléculas de DNA se posicionam em paralelo ao campo elétrico; a dificuldade 

de transpor a matriz de agarose em direção ao pólo positivo é inversamente proporcional ao 

tamanho de cada molécula. As menores migram mais rapidamente possibilitando a separação 

por tamanho ou peso molecular. Assim, quanto maior a molécula, maior o tempo de migração, 

possibilitando a separação dos fragmentos, qualquer que seja o tamanho. A qualidade do DNA 

preparado para a corrida eletroforética é de fundamental importância. Como o objetivo é a 

separação de fragmentos de alto peso molecular, é imprescindível assegurar sua integridade 

(NEOH et al., 2019; MAGALHÃES et al., 2005).  

Para facilitar a análise quando muitas amostras são executadas em um gel ou quando 

amostras de diferentes géis são comparadas, algoritmos foram desenvolvidos para atribuir 

representação numérica de um padrão PFGE específico. Para isso, os padrões de banda que 

estão sendo comparados devem ser produzidos usando o mesmo protocolo e padrão de 

referência (NEOH et al., 2019). É uma técnica que possui vantagens e desvantagens, tem sido 

a abordagem padrão-ouro para tipagem de cepas bacterianas em investigações de surtos 

hospitalares, mas foram descritas algumas desvantagens, incluindo que é um ensaio demorado, 

trabalhoso e tecnicamente exigente. Por essas razões, o sequenciamento de próxima geração 

(NGS) surgiu como um método de epidemiologia molecular promissor em investigações de 

surtos associados à assistência à saúde (KANAMORI et al., 2015). 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

Ampliar o conhecimento a respeito da diversidade de espécies bacterianas circulantes 

em ambientes de produção, manutenção e cuidados hospitalares de animais, bem como seu 

perfil de resistência, visando estabelecer, dentro de uma perspectiva da Saúde Única, o papel 

do ambiente animal na emergência e disseminação de clones bacterianos resistentes. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Identificar, por métodos fenotípicos, proteômicos e genotípicos, as espécies bacterianas 

de importância em Saúde Única circulantes em ambientes de produção, manutenção e cuidados 

hospitalares de animais;  

• Comparar a eficácia das técnicas fenotípica, proteômica e genotípica para a 

identificação de espécies do complexo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii 

(Acb) oriundas de amostras de animais; 

• Avaliar a resistência fenogenotípica a classe dos β-lactâmicos, em isolados de bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas;  

• Detectar os genes de resistência à Polimixina E ou colistina, mcr de 1 a 9 em isolados 

de bactérias Gram-negativas; 

• Detectar os genes relacionados a resistência a vancomicina, vanA e vanB, em 

Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.; 

• Detectar genes de virulência em cepas de Escherichia coli; 

• Tipificar as espécies do complexo Acb pela técnica de Eletroforese em Campo Pulsado 

(PFGE). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Amostragem 

4.1.1 Animais Selvagens 

Foram coletados amostras com suabes com meio de transporte de 24 maritacas (coana 

e cloaca), 1 jabuti (cloaca), 2 mãos peladas (conduto auditivo e reto) e 1 cachorro do mato 

(conduto auditivo, nasal e reto), totalizando 56 amostras de animais oriundos do Centro de 

Triagem de Animais Silvestres (CETAS-RJ, Ibama, Seropédica) no ano de 2021 (número de 

CEUA 8969230919). A Figura 1 ilustra a coleta realizada em jabuti.   

 

       
Figura 1: Avaliação e coleta de amostra de Jabuti em 2019. 

Período anterior à pandemia (Acervo pessoal). 

 

4.1.2 Avicultura UFRRJ  

Foram coletadas amostras com suabes com meio de transporte de traqueia de 5 frangos, 

cloaca de 30 frangos e cloaca de 25 pintinhos de 1 dia, totalizando 60 amostras de animais 

oriundos do setor de Avicultura da UFRRJ (Seropédica, Rio de Janeiro). Além das amostras 

oriundas dos animais, foram coletadas amostras biológicas randomizadas da cama em três 

momentos distintos (primeiro lote, no momento de enleiramento e segundo lote), como mostra 

a Figura 2, no ano de 2021. 
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Figura 2: A Coleta das aves; B coleta dos pintinhos e C coleta da cama do setor de Avicultura da UFRRJ (Acervo pessoal). 

 

4.1.3 Processos infecciosos em animais domésticos e amostra de resíduos de cama 

 Foram avaliadas 190 cepas de cocobacilos Gram-negativos não fermentadores oriundos 

de distintos processos infecciosos em cães, gatos e cavalo durante os anos de 2018 a 2020 de 

laboratório particular do Rio de Janeiro. Essas amostras foram selecionadas para a pesquisa de 

cepas pertencentes ao complexo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii. Foram 

incluídas nesta caracterização duas cepas oriundas de amostras de resíduos de cama de 

avicultura de sistema orgânico e convencional. Totalizando 35 cepas pertencentes a este 

complexo. 

 

4.2 Identificação Fenotípica 

4.2.1 Isolamento e identificação primária das amostras de animais selvagens 

As amostras foram inoculadas em meio enriquecido e não seletivo Ágar Sangue de 

Carneiro a 5% (ASC- HiMedia®) e em meios seletivo e diferenciais como mostra o esquema 

da Figura 3. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 horas, e após este período foi 

realizada a identificação presuntiva por coloração de Gram, catalase e KOH 3% das colônias 

isoladas (KONEMAN et al.,2018). 

 

A B C 
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Figura 3: Esquema de isolamento e identificação de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (compilação da autora). 

 

4.2.2 Isolamento e identificação primária das amostras da avicultura 

Os isolamentos primários das aves foram realizados em meio não seletivo Ágar Sangue 

de Carneiro a 5% (ASC- HiMedia®) seguindo o esquema apresentado na Figura 3 

(KONEMAN et al.,2018). 

 

4.2.3 Isolamento e identificação primária das cepas oriundas de processos infecciosos em 

animais domésticos e amostra de resíduos de cama  

 As cepas foram repicadas em ágar seletivo MacConkey (AMC) (microMED, 

ISOFAR®) incubados 35 ± 2oC por 24 horas para obtenção de culturas de Acinetobacter spp. 

Após incubação, verificou-se as características das colônias, fermentação ou não, da lactose 

(KONEMAN et al., 2018), sendo selecionadas as colônias não fermentadoras.  

Em seguida foi realizada as técnicas de Gram, catalase, oxidase e motilidade das cepas 

(KONEMAN et al, 2018), selecionando àquelas que fossem Gram-negativos não 

fermentadores, catalase, oxidase e motilidade negativas, conforme ilustrado na Figura 4 (A e 

B). 

 

Agar Sangue de Carneiro 5% 
Técnica de Gram, 
catalase e KOH 

3% 

Ágar Azida Sangue 
de Carneiro à 5% 

Ágar MacCoonkey 
Ágar Manitol 

Vermelho de Fenol 

Bastonete/ 
cocobacilo Gram-

negativo 

Cocos Gram-
positivo aeróbicos 

Cocos Gram-
positivo aeróbicos 

facultativos 
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Figura 4: A A morfologia da colônia de bactéria do complexo Acb em placa contendo ágar Macconckey, que é não fermentadora; B Análise 

de motilidade e oxidase negativos (Acervo pessoal). 

 

 

4.3 Identificação fenotípica de isolados Gram-negativos fermentadores 

Para aqueles isolados identificados como bastonetes e/ou cocobacilos Gram-negativos 

em animais selvagens e avicultura, foi realizada a bateria bioquímica IMViC e TSI, nos quais 

foram avaliadas a produção de Indol,, a análise da via fermentativa dos ácidos mistos (Vermelho 

de Metila-VM), da via do butilenoglicol (Voges-Proskauer-VP), a utilização do Citrato de 

Simmons e a fermentação dos açúcares glicose, lactose e sacarose e avaliação de produção de 

gás (Três Açucares Ferro-TSI), (KONEMAN et al., 2018), conforme ilustrado na Figura 5 (A 

e B). 

    
Figura 5: A Bateria de IMViC + TSI para análise bioquímica de Enterobacterales; B Citrato positivo negativo e TSI fermentativo com 

produção de gás respectivamente. (Acervo pessoal). 

 

 

A B 

A B 
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4.4 Identificação fenotípica das cepas Gram-positivas 
4.4.1 Staphylococcus spp. 

Para aqueles isolados identificados como cocos Gram-positivos catalase positivos, foi 

realizada a prova da coagulase e resistência à bacitracina (0,04 UI) (SENSIFAR-CEFARR). Os 

estafilococos são resistentes à bacitracina e crescem até a borda do disco, enquanto que os 

micrococos são sensíveis e apresentam halo de, no mínimo, 10 mm. A prova da coagulase para 

a caracterização dos grupos de estafilococos coagulase-positivos e coagulase negativos. Os 

isolados coagulase-positivos foram submetidos posteriormente à prova de fermentação dos 

carboidratos: maltose e manose, resistência a polimixina B e prova de Voges-Proskauer (VP) 

para identificação das espécies (KONEMAN et al., 2018). 

 

4.4.2 Enterococcus spp. e Streptococcus spp. 

Para aqueles isolados identificados como cocos Gram-positivos catalase negativos, 

hemolíticos ou não, foi realizada análise da suscetibilidade à bacitracina (0,04UI) e 

sulfametoxazol + trimetoprim (25ug) (SENSIFAR-CEFARR). Após esta etapa os isolados 

foram submetidos à prova de bile-esculina, crescimento em caldo BHI (Brain Heart Infusion- 

HIMEDIA) hipertônico (6,5% de NaCl) e açúcares para diferenciação de espécies de 

Enterococcus spp. (KONEMAN et al., 2018), como mostra a Tabela 1. 

 

Tabela 1. Diferenciação dos gêneros de Enterococcus spp. e Streptococcus spp. 

 
Identificação 

Crescimento em 
Caldo BHI com 6,5% 

de NaCl 

Bile-
esculina 

arabinose sorbitol Espécies 

Streptococcus spp. - v n.a. n.a 
Não 

determina 

Enterococcus spp. 
+ + - + E. faecalis 

+ + + - E. faecium 

*n.a- não avaliado. 

 
4.5 Identificação proteômica por MALDI-TOF MS  

A identificação proteômica pela técnica do Tempo de Vôo de Ionização/Desorção por 

Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF MS) foi realizada como análise confirmatória do 

fenotípico para todas as bactérias de interesse. A avaliação foi realizada no Laboratório de 

Investigação em Microbiologia Médica (LIMM) do Instituto de Microbiologia Paulo Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os isolados foram cultivados em ágar BHI 

(KASVI®) a 35 ± 2oC por 24 horas. Cada cultura bacteriana foi transferida, em duplicata, para 
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a microplaca (96 MSP, Bruker - Billerica, EUA) e, ao sedimento bacteriano, foi adicionada 

uma solução de lise (ácido fórmico 70%, Sigma-Aldrich®) em quantidade suficiente para cobri-

lo. Em seguida, 1 µl de solução da matriz (ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinâmico diluído em 

acetonitrila 50% e ácido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado para cobrir o 

extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os espectros de cada amostra foram gerados 

em um espectrômetro de massa (MALDITOF LT Microflex Bruker, Bruker®) equipado com 

laser de 337 nm de nitrogênio no modo linear controlado pelo programa FlexControl 3.3 

(Bruker®). Os espectros foram coletados na faixa de massas entre 2.000-20.000 m/s e 

posteriormente, analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®), com as 

configurações padronizadas para identificação bacteriana. O programa confronta os espectros 

da amostra desconhecida com amostras de referência em um banco de dados. Os resultados 

obtidos variam em uma escala que vai de zero a três, sendo que a confiança de espécie se dá 

com resultado acima de 2.3. 

 

 

Figura 6: A Leitura e interpretação dos dados com uso de softwares; B Equipamento (Acervo pessoal). 

 

4.6 Identificação Genotípica  

 Neste trabalho foram utilizados diferentes materiais como amostras animais e amostras 

ambientais, e para diferentes objetivos como detecção de genes de resistência, identificação e 

sequenciamento. Para isto, a lise térmica e sonificação foi realizada para avaliar alguns genes 

de resistência e identificação, a técnica de extração enzimática foi utilizada para detectar genes 

de resistência na cama aviária e a extração por kit foi realizada para posterior sequenciamento.  

 

 

 

A B 
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4.6.1 Extração do DNA bacteriano pela técnica de lise térmica  

A extração do DNA foi realizada pelo método de lise térmica segundo Buyukcangaz e 

colaboradores (2013) com modificações estabelecidas pelo Laboratório de Bacteriologia 

Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (LABAC-VET). Os isolados 

foram ressuspendidos em 500 µL de água ultrapura e agitada em vórtex, sendo então incubadas 

a 100°C por 10 minutos. Após o tempo estipulado, os microbutos foram esfriados em 

temperatura ambiente e centrifugados por 2 minutos a 13.500 rpm. Aproximadamente 400 µL 

do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos de (600 µL). Depois disso, os 

microtubos foram armazenados a temperatura de -20°C. A Figura 7 ilustra os equipamentos 

utilizados no processo. Esta técnica de extração do DNA foi realizada nas cepas oriundas das 

amostras biológicas dos animais selvagens e avicultura. 

 

   
 

Figura 7. A Banho maria; B Centrífuga (Acervo pessoal). 

 

 

4.6.2 Extração do DNA total da cama aviária pela técnica de extração enzimática 

A extração do DNA foi realizada pelo método enzimático Yeates e colaboradores (1998) 

com modificações estabelecidas pelo Laboratório de Bacteriologia Veterinária da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro (LABAC-VET). Foram coletados 0,50g de cama e foram 

ressuspendidos em 1000 µL de tampão de extração (1% de CTAB, 1,5 M de NaCl, 0,1 M de 

EDTA, 0,1 M NaH2PO4, 0,1 M Tris-HCl pH 8,0), com 0,4 g de glass beads e agitada em vórtex 

por 5 minutos. Após isso, foram adicionados 500 µL de SDS (doecil sulfato de sódio à 20%) e 

misturadas suavemente, foram incubados a 65º C por 1 hora com leve agitação a cada 15 min. 

Após o tempo estipulado, os microbutos foram esfriados em temperatura ambiente e 

centrifugados por 10 minutos a 8.349 rpm. O sobrenadante foi coletado e adicionado 500 uL de 
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tampão de extração. Incubado, novamente, a 65º C por 10 min e centrifugado a 6000g por 10 

minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e acrescido de 330µL de PEG8000 

(polietileno glicol à 30%) e NaCl para concentração final de 1,6 M. Misturar levemente e 

incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Após, centrifugado a 10000g por 20 minutos e 

o precipitado foi ressuspendido em 400 uL de TE (10mM Tris HCl,1mM EDTA pH8,0), 

adicionando acetato de amônio para concentração final de 2,5M. Colocar no gelo por 5 minutos 

e centrifugar a 16000g por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido e ressuspendido com o 

mesmo volume de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). Após, centrifugado a 16000g por 5 

minutos. A fase superior foi retirada e transferida para um tubo novo (repetido duas vezes). Foi 

adicionado 1 volume de isopropanol 100 %. Incubado a noite toda em temperatura ambientee 

centrifugado a 16000g por 30 minutos. O sobrenadante fo descartado e lavado com 500 µL de 

etanol 70% gelado (duas vezes). O pellet foi ressuspendido em 50 µL de água ultrapura e 

passado pelo vortex levemente, para homogeneizar bem. A Figura 8 (A, B, C, D, E, F e G) 

ilustra o processo. 

 

Figura 8. A Homogeinização da cama com tampão de extração; B Sobrenadante da amostra; C Ressuspensão com TE e acetato de amônio; 

D Material extraído da cama com TE; E Sobrenadante do material após centrifugação e adição de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1);F 

DNA total final (Acervo pessoal). 
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4.6.3 Extração de DNA bacterianano por sonicação para detectar genes de resistência 

A extração do DNA foi realizada pelo método de sonicação pela metodologia 

estabelecida pelo Laboratório de Pesquisa em Infecções Hospitalares da Fundação Oswaldo 

Cruz (LAPIH-FIOCRUZ). Os isolados foram ressuspendidos em 500 µL de água ultrapura e 

agitada em vórtex, sendo então incubadas por três vezes por 30 segundos. Após o tempo 

estipulado, os microbutos foram esfriados em temperatura ambiente e centrifugados por 3 

minutos a 13.000 rpm. Aproximadamente 400 µL do sobrenadante foram transferidos para 

novos microtubos de (600 µL). Depois disso, os microtubos foram armazenados a temperatura 

de -20°C.  

 

4.6.4 Extração de DNA bacteriano por kit das cepas de Acb 

 A extração foi realizada por kit eQiagen (QlAamp DNA Mini Kit) e a purificação foi 

realizada por kit eQiagen (PCR DNA and Gel Band Purification Kit) seguindo manual com 

algumas modificações estabelecidas pelo Laboratório de Pesquisa em Infecções Hospitalares 

da Fundação Oswaldo Cruz (LAPIH-FIOCRUZ), local de realização do processo. Esse método 

de extração foi realizazdo nas cepas destinadas a identificação das espécies pertencentes ao 

complexo Acb. 

 

4.7 Identifcação genotípica das espécies bacterianas 

As sequências dos primers e as condições de amplificação de todos os genes utilizados 

na identificação das espécies de Staphylococcus spp., 16S rDNA e complexo Acb estão 

dispostas no anexo 1. 

 

4.7.1 Staphylococcus spp. 

Para confirmação de Staphylococcus spp foi utilizado o primer para pesquisa do gene 

16S rRNA de Staphyloccocus spp., conforme preconizado por Zhang e colaboradores (2004).  

 

4.7.2 Amplificação do gene 16S rDNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)  

Após a extração do DNA genômico bacteriano, foi realizada a amplificação do gene 

16S do rDNA (menor porção do DNA) (27F e 1512R) (SUZUKI & GIOVANNONI, 1996), 

para checar a qualidade do DNA e sua capacidade de amplificação em cepas não estafilocócicas 

oriundas de animais selvagens e avicultura. 
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4.7.3 Identificação genotípica das espécies pertencentes ao complexo Acb por multiplex 
PCR 

Para confirmação das espécies do complexo Acb identificadas foram utilizados os 

primers para a pesquisa dos seguintes genes: recA (Acinetobacter spp.), gyrB (A. baumannii e 

A. nosocomialis), região ITS (A. baumannii) e região ITS (A. pittii) por meio de uma reação 

multiplex, como preconizado por Chen e colaboradores (2014).  

 

4.7.4 Identificação genotípica das espécies pertencentes ao complexo Acb por 

sequenciamento do gene rpoB 

Para realizar a técnica padrão ouro baseada na detecção e análise do gene rpoB foram 

realizadas quatro PCRs simplex cobrindo regiões específicas do gene: Zona 1 (Ac696F / 

Ac1093R ) e 2 (Ac1055f / 1598R) e regiões flanqueadas (AcintLBF / AcintLBR e AcintBCF / 

AcintBCR), seguido de purificação de produtos de PCR por PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit, quantificação por Quantus fluorometer (Promega) do Laboratório de Pesquisa 

de Doenças Infecciosas Hospitalares (LAPIH, FIOCRUZ) e, finalmente, sequenciamento 

(SANGER) conforme recomendado por LaScola et al. (2006) (Figura 9). 

As sequências foram editadas utilizando o programa Bioedit e posteriormente foram 

comparadas com outras sequências depositadas no banco de dados do NCBI 

(GenBank:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

 
Figura 9. A Preparação de placa para sequenciamento; B Placa pronta. (Acervo pessoal). 
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4.8 Análise fenotípica da resistência aos antimicrobianos 

4.8.1 Preparo do inóculo 

Após 18 a 24 horas de incubação a 35°C, as colônias de todas as bactérias de interesse 

foram ressuspendidas em solução salina até se obter uma turvação equivalente a escala 0,5 de 

McFarland, o que corresponde a uma concentração de, aproximadamente, 1,5 x 108 UFC/mL 

(CLSI VET, 2020). A Figura 10 (A e B) o processo para concentração e padronização do 

inóculo bacteriano. 

 

  

Figura 10: A Escala 0,5 de McFarland vista de cima; B Equivalência corresponde a uma concentração de, aproximadamente, 1,5 x 108 

UFC/mL (Acervo pessoal). 

4.8.2 Triagem fenotípica da resistência aos antimicrobianos 

4.8.2.1. Pesquisa de Staphylococcus spp. meticilina resistentes 

Os testes de difusão em disco para predição de resistência à oxacilina mediada pelo gene 

mecA através da semeadura dos isolados provenientes de suspensões diretas das colônias 

equivalentes à escala 0,5 de McFarland sobre a superfície de placas contendo ágar Müeller-

Hinton, seguido da deposição dos discos de cefoxitina (30 µg) e oxacilina (1µg). Após 

incubação a 35oC ± 2oC por 18 horas, os diâmetros formados ao redor dos discos foram 

observados, medidos em milímetros e interpretados (CLSI VET 2020). A tabela 2 demonstra 

os parâmetros avaliados para a pesquisa da resistência a meticilina. 

 

Tabela 2. Determinação de resistência fenotípica mediada pelo gene mecA. 

Espécies Antimicrobianos 
Halo de inibição (mm) 

Sensível (≥) Resistente (≤) 

S. aureus CFO 30µg 21 20  

S. lugdunensis CFO 30µg 21  20  

S. pseudintermedius OXA 1µg 18  17  

Outros Staphylococcus spp. CFO 30µg 25  24 

*CFO-Cefoxitina; OXA- oxacilina. 

 

 

A B 
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4.8.2.2 Pesquisa de Staphylococcus spp. produtores de β-lactamases 

Foi realizado o teste de difusão em disco para predição de resistência à penicilina 

mediada pelo gene blaZ, sensibilidade à penicilina e avaliação da zone da borda para detecção 

da produção de β-lactamases, teste da Zona Edge (Tabela 3; Figura 11). Após incubação a 

35oC ± 2oC por 18 horas, os diâmetros formados ao redor dos discos foram observados, medidos 

em milímetros e interpretados. O objetivo desta avaliação foi detectar resistência e predizer o 

possível mecanismo envolvido, a partir de uma leitura interpretativa dos resultados (CLSI VET, 

2020). 

 

Tabela 3. Determinação de resitência fenotípica mediada pelo gene blaZ. 

Espécie Antimicrobiano 
Halo de inibição (mm) 

Sensível (≥) Resistente (≤) 

Staphylococcus spp. PEN 10µg 29 28 

*PEN-Penicilina 

 
 
 

                         
Figura 11. A Borda da zona bem demarcado indica que o isolado é produtor de β-lactamase; B Borda da zona sem demarcação indicando 

não produtor de β-lactamase (Acervo pessoal). 

 

4.8.2.3 Pesquisa de HLAR em Enterococcus spp. 

Foi realizado o teste difusão em disco utilizando gentamicina e estreptomicina para 

detectar high-level aminoglycoside resistance (HLAR-altos níveis de resistência à 

aminoglicosídeos). Após incubação a 35oC ± 2oC por 18 horas, os diâmetros formados ao redor 

dos discos foram observados, medidos em milímetros e interpretados (Tabela 4). Na mesma 

placa de petri foi avaliado o disco de ceftriaxona (CRO 30µg) ou cefotaxima (CTX 30µg), 

ambas de terceira geração, para confirmação de resistência às cefalosporinas. O objetivo desta 

A B 



 

    31 
 

avaliação foi detectar resistência intrínseca a partir de uma leitura interpretativa dos resultados 

(CLSI VET 2021). 

 

Tabela 4. Determinação de resistência fenotípica HLAR. 

Antimicrobiano 
Halo de inibição (mm) 

Sensível (≥) Inconclusivo Resistente (=) 

GEN 10µg 10 9-7 6 

EST 10µg 10 9-7 6 

*GEN – Gentamicina; EST – Estreptomicina 

 

4.8.2.4 Pesquisa de Enterococcus spp. resistentes à vancomicina 

Foi realizado o teste de difusão em disco para predição de resistência à vancomicina 

(Figura 12) mediada pelo gene vanA em isolados de Enterococcus spp.. Após incubação a 35oC 

± 2oC por 18 horas, os diâmetros formados ao redor dos discos foram observados, medidos em 

milímetros e interpretados. O objetivo desta avaliação foi detectar resistência e predizer o 

possível mecanismo envolvido, a partir de uma leitura interpretativa dos resultados (CLSI VET, 

2020) (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Determinação de resitência fenotípica mediada pelo gene vanA e vanB. 

Antimicrobiano 
Halo de inibição (mm) 

Sensível (≥) I Resistente (≤) 

VAN 30µg 17 16-15 14 

*VAN – Vancomicina, I – Sensível aumentando a exposição  

 

 

Figura 12: Disposição de discos de antimicrobianos para avaliação de resistência em Enterococcus spp. (Acervo pessoal). 
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4.8.2.5 Pesquisa de Streptococcus spp. resistentes à penicilina 

Foi realizado o teste de difusão em disco para predição e susceptibilidade à penicilina. 

Após incubação a 35oC ± 2oC por 18 horas, os diâmetros formados ao redor dos discos foram 

observados, medidos em milímetros e interpretados (Tabela 6) (CLSI VET, 2020).  

 

Tabela 6. Determinação de resitência fenotípica de susceptibilidade à penicilina. 

Espécie Antimicrobiano 
Halo de inibição (mm) 

Sensível (>) 

Streptococcus β-hemolítico PEN 10µg 24 

 

4.8.2.6 Pesquisa de bactérias produtoras de ESBL (β-lactamases de Espectro Estendido) 

em cepas da Ordem Enterobacterales 

Foi realizado o antibiograma utilizando os seguintes discos de antimicrobianos: 

ampicilina (AMP 10µg), ceftazidima (CAZ 30µg), cefoxitina (CFO 30µg), cefotaxima (CTX 

30µg), aztreonam (ATM 30µg), imipenem (IMP 10µg), cefepime (CPM 30µg), e amoxicilina 

+ ácido clavulânico (AMC 30µg). Neste teste também foi realizada leitura interpretativa que 

indicou os suspeitos da produção de ESBL. O disco de amoxicilina com ácido clavulânico foi 

colocado no centro da placa para analisar o sinergismo com cefalosporinas de terceira geração 

quando produtoras de ESBL (Figura 13).  

 

  
Figura 13. A Resistência aos antimicrobianos selecionados e surgimento de zona fantasma entre AMC e CTX, sendo indicativo de ESBL; B 

Resistência aos antimicrobianos selecionados e surgimento de zona fantasma entre AMC e CTX e deformação de halo entre AMC e CAZ e 

AMC e ATM (Acervo pessoal). 

 

4.8.2.7 Teste confirmatório para produção de ESBL 

Os isolados que apresentaram alguma resistência no teste de triagem foram submetidos 

a avaliação confirmatória no qual foi realizado um antibiograma utilizando os discos dos 

A B 
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seguintes antimicrobianos: ceftazifima com clavulanato (CCA 30µg) e cefotaxima com 

clavulanato (CCT 30µg) avaliando uma diferença de 5mm com os discos sem clavulanato 

(BrCAST 2021; (CLSI VET 2020), conforme ilustrado abaixo (Figura 14). Os isolados que 

confirmaram a produção foram avaliados genotipicamente. 

 

                                           
Figura 14. Diferença de 5mm entre halos dos discos CAZ e CTX com e sem inibidor (Acervo pessoal). 

 

4.8.2.7 Pesquisa de bactérias produtoras de carbapenemases em cepas da Ordem 

Enterobacterales e pertencentes ao complexo Acb 

Foi realizado o antibiograma utilizando o antimicrobiano da classe dos carbapenêmicos 

meropenem (MPM 10µg) que possui alta especificidade (CLSI VET, 2020), como ilustra a 

Figura 15. 

 

 
Figura 15. Disposição do disco de meropenem (Acervo pessoal). 
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4.8.2.8 Pesquisa de cepas do complexo Acb multidroga-resistentes (MDR) 

Foi realizado antibiograma de triagem com diferentes antimicrobianos bacterianos: 

ampicilina (AMP 30 µg), aztreonam (ATM 30 µg), ampicilina com sulbactam (ASB 20µg), 

amicacina (AMI), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina (CIP 5µg), cefepime (CPM), gentamicina 

(GEN 10µg), imipenem (IMP 10µg), levofloxacina (LEV), doxiciclina (DOX 30µg), 

tetraciclina (TET 30µg), azitromicina (AZI 15µg), sulfatomexazol com trimetoprim (SUT 

25µg), juntamente com os antimicrobianos utilizados para avaliar a produção de ESBL e 

carbapenemases (Figura 16). 

 

 
Figura 16: A Placa apresentando resistência a diferentes classes de antimicrobianos; B Placa apresentando resistência a diferentes classes e 

possível produtora de ESBL (presença de zona fantasma) (Acervo pessoal.). 

 

4.9 Análise genotípica da resistência aos antimicrobianos 

As sequências dos primers e as condições de amplificação dos genes utilizados na 

pesquisa da resistência antimicrobiana estão dispostas no anexo 2. 

 

4.9.1 Pesquisa genotípica da resistência aos -lactâmicos em Staphylococcus spp. 

Foi realizada a pesquisa dos genes mecA (MELO et al., 2019) e blaZ (ROSATO et al., 

2003). 

 

4.9.2 Pesquisa de Staphylococcus spp e Enterococcus spp. resistentes à vancomicina 

  Para confirmação de resistência à vancomicina foi utilizado o primer vanA e vanB 

(CLARK et al., 1993). 

 

A B 
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4.9.3 Pesquisa dos genes codificadores de ESBL  

Foi reaizada a pesquisa dos genes blaTEM (MINARINI et al., 2007), blaCTX-M (GESER 

et al., 2012) e blaSHV (SHAHID et al., 2010). 

 

4.9.4 Pesquisa dos genes codificadores de carbapenemases - (oxacilinases) 

A pesquisa genotípica de carbapenemases do tipo oxacilinases (blaOXA) em cepas do 

complexo Acb foi realizada por meio da detecção dos genes de carbapenemase em multiplex: 

blaOXA-51, blaOXA-23  e blaOXA-143 (HIGGINS et al., 2010; WOODFORD et al.,2006) e blaOXA-24  e 

blaOXA-58 (HIGGINS et al., 2010). 

 

4.9.5 Pesquisa dos genes codificadores de carbapenemases 

A pesquisa genotípica de carbapenemases do tipo metallo--lactamase foi realizada por 

meio da detecção dos seguintes genes de carbapenemase em multiplex: blaIMP e   blaVIM 

(FALLAH et al.,2014) e blaKPC, blaNDM e blaoxa-48 (MONTEIRO et al.,2012). Considerando que 

blaIMP, blaVIM e blaNDM são metallo--lactamase, blaKPC é serina--lactamase e blaoxa-48 é de 

carbapemases do tipo oxacilinase. 

 

4.9.6 Pesquisa dos genes codificadores de resistência à polimixina E ou colistina  

Para confirmação de resistência às colistinas foram utilizados os primers para a pesquisa 

dos seguintes genes plasmidiais em multiplex: mcr-1, 2, 3, 4, 5 (REBELO et al., 2018) e mcr-

6, 7, 8 ,9 (BOROWIAK et al., 2020). 

 

4.10 Fatores de virulência em Escherihia coli aviária patogênica 

As sequências dos primers e as condições de amplificação dos genes utilizados na 

pesquisa dos fatores de virulência estão dispostas no anexo 3.  

Foi utilizada a técnica de PCR multiplex para identificação presuntiva das cepas APECs 

(E. coli aviária patogênica) buscando os genes: receptor de siderofilo  (iroN) (JOHNSON et al., 

2008), codificador de proteína de membrana externa epissomal (ompT) (JOHNSON et al., 

2008), codificador de hemolisina putativa de E. coli  aviária (hlyF) (JOHNSON et al., 2008), 

codificador de proteínas de resistência do sistema complemento (iss) (JOHNSON et al., 2008), 

receptor de siderofilo aerobactina (iutA) (JOHNSON et al., 2008). 
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4.11 Tipificação das espécies pertencentes ao complexo Acb pela técnica de Pulsed-field 

Gel electrophoresis (PFGE) 

O protocolo utilizado para a tipicação das amostras foi o utilizado por Ribot e 

colaboradores (2006) com alterações. A técnica foi desenvolvida na Fundação Oswaldo Cruz – 

FIOCRUZ. As cepas foram isoladas em placas de ágar nutriente e incubads a 37 ºC por 18 a 24 

horas. Com o auxílio de um swab, as colônias dos isolados e controles foram coletadas e 

ressuspendidas em 1 mL de BSC (caldo tampão para suspenção celular) (1M Tris pH 8,0; 0,5M 

EDTA e água ultrapura) ajustados em turvação 3 (9 x 108 UFC) na escala de Mac Farland. Em 

seguida, 200μl da suspensão de células ajustadas foi transferida para um no eppendorf contendo 

5μl de Proteínase K e 200μL de agarose a 1%. Após homogeneização, a mesma foi depositada 

nos moldes de plugs. Para cada isolado, foram preparados dois plugs. Para preparar a agarose 

1% foi acrescido de 1% de SDS. Após a solidificação, os plugs dos isolados de Acinetobacter 

spp. foram depositados em tubos Falcon contendo 2ml de tampão de Lise (1M Tris HCl ph 8,0; 

0,5M EDTA; sarcosil 10% e água ultrapura) e incubados a 37 ºC por 4 horas. Para a lavagem 

dos plugs dos isolados Acinetobacter spp. foram realizadas três lavagens utilizando em cada 

uma 6 ml de água ultrapura autoclavada a 50oC, num intervalo de 15 minutos entre cada. Após 

as lavagens, os plugs foram lavados com 10 mL de TE por 10 minutos e foram refrigerados a 

4 ºC. Para a digestão enzimática, uma porção de aproximadamente 2 mm de cada plug 

foi cortada com o auxilio de bisturi estéril e placa de Petri. Cada porção foi 

depositada posteriormente em microtubo contendo 50 μl da mistura para a digestão 

enzimática (Acinetobacter spp.: 5μl de enzima Anza 32 Apal, 5μl de tampão enzima e 45μl de 

água MiliQ). Os isolados de Acinetobacter spp. e o controle foram incubados a 37 ºC por 3 

horas. Após o período de digestão, os plugs foram lavados com TE e armazenados para a 

eletroforese em gel de campo pulsado. Para a eletroforese em gel de Campo pulsado os plugs 

foram acomodados na superfície dos dentes do pente e deixados alguns minutos à temperatura 

ambiente para secar. Foi preparado o tampão de corrida 0,4X TE (100mL de TBE 10X, 2,5L 

de água miliq), e esta concentração do tampão foi utilizada para o preparo do gel, 

1,1% SeaKem®Gold agarose. Após a mistura do gel ter chegado a temperatura de 55º a 60ºC, 

o mesmo foi depositado lentamente na cama contendo o pente com plugs aderidos aos dentes. 

Desta forma, o gel solidifica com os plugs já inseridos nos poços. Em seguida é realizada a 

eletroforese em gel de campo pulsado, seguindo os parâmetros para CHEF DR-II, DR-III, e 

CHEF Mapper (Volts = 200 (6v/cm; Temp. 14 ºC, transferência inicial = 0,5 segundos; 

Transferência final 15 segundos; tempo de corrida 19 horas). Após a corrida, o gel foi corado 



 

    37 
 

com solução de Brometo de etídio por 20 minutos e uma fotografia do mesmo foi tirada, esta 

foi avaliada pelo programa Bionumericspara a análise dos perfis obtidos (Figura 17). 

 

 

 

 
Figura 17. A Preparo do plug; B Corte de plug; C Colocaçao do plug em digestão enzimática; D Plug nos dentes do pente; E Gel pronto com 

plug. Procedimento realizado no LAPIH- FIOCRUZ (Acervo pessoal). 

 

4.12 Análise estatística das técnicas avaliadas para a caracterização das espécies 

pertencentes ao complexo Acb 

O teste Kappa de Fleiss foi utilizado para avaliar a confiabilidade dos métodos 

escolhidos para identificação das espécies do complexo Acb, através do uso do software 

RStudio®, pelo comando de kappam.fleiss. Também foram avaliados o intervalo de confiança 

e a concordância entre os métodos utilizando o mesmo software. 

 
 
 
 

A B C 

D E 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

5.1 Identificação de cepas oriundas de animais selvagens 

Das 24 maritacas estudadas, foram avaliadas 48 amostras de coana e cloaca, totalizando 

130 cepas. Destas, 63,84% (83/130) foram obtidas de coana e 36,16% (47/130) foram obtidas 

de cloaca. Todas as cepas passaram pela identificação fenotípica e proteômica. 

Das 63,84% amostras oriundas de coana identificadas fenotipicamente por análises 

presuntivas e bioquímicas, 27,71% (23/83) foram Staphylococcus coagulase-negativa; 20,48% 

(17/83) foram Escherichia coli; 10,84% (9/83) foram Serratia marcenscens; 8,43% (7/83) 

foram Klebsiella pneumoniae; 4,82% (4/83) foram Citrobacter diversus e Klebsiella aerogenes, 

3,61% (3/83) foram Shigella spp.; 2,41% (2/83) Salmonella spp., Serratia rubidea, bastonetes 

Gram negativos não fermentadores, Enterococcus spp. e Streptococcus spp., e 1,20% (1/83) 

foram Morganella morgani, Enterobacter spp. e Yersinia pestis. Entretanto, 3,61% (3/83) dos 

isolados não puderam ser identificados pela análise fenotípica. 

A identificação proteômica identificou e confirmou 26,50% (22/83) como 

Staphylococcus coagulase-negativa (10 Staphylococcus sciuri, 3 Staphylococcus kloseii, 3 

Staphylococcus pasteuri, 3 Staphylococcus xylosus, 2 Staphylococcus warneiri e 1 

Staphylococcus haemolyticus), 4,35% (1/23) como Staphylococcus pseudintermedius, 21,68% 

(18/83) Escherichia coli, 10,84% (9/83) Enterobacter cloacae, 8,43% (7/83) Klebsiella 

variicola, 6,02% (5/83) Serratia marcenscens, 3,61% (3/83) Enterococcus fecalis, 2,4% (2/83) 

Citrobacter freundii e Enterobacter asburiae, e 1,2% (1/83) Ochrobactrum intermedium, 

Pantoea dispersa, Pseudomonas otitidis, Pseudomonas aeruginosa,  Kluyvera cryocescens, 

Klyvera ascorbatai, Comamonas aquática, Lecercia adecarboxylata, Aeromonas hydrophyla, 

Klebsiella oxytoca, Aeromonas spp., Kocuria kristinae, Acinetobacter soli e Enterococcus 

cecorum, como mostra a Tabela 7. 

Das 36,16% amostras oriundas de cloaca identificadas fenotipicamente por análises 

presuntivas e bioquímicas 55,32% (26/47) foram Escherichia coli, 10,64% (5/47) foram 

Salmonella spp.,  6,38% (3/47) foram Edwardsiella spp., Shigella spp. e bastonetes Gram-

negativos não fermentadores, e 2,13% (1/47) foram Citrobacter koserii e Citrobacter diversus. 

Entretanto, 10,63% (5/47) não puderam ser identificados fenotipicamente. 

A identificação proteômica identificou e confirmou 72,34% (34/47) Escherichia coli, 

10,63% (5/47) Enterococcus hirae, 4,25% (2/47) Enterobacter cloacae e Pseudomonas 
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aeruginosa, e 2,12% (1/47) Edwardisiella tarda, Citrobacter freundii, Ochrobacthrum 

intermedium e Pantoea dispersa, como mostra a Tabela 7. 

As maritacas são animais de comportamento gregários e formam grupos de 

aproximadamente 10 indivíduos (PIZO, 2002) e a interação intraespecífica é bastante 

importante na formação do bando e determinação hierárquica (SEIBERT, 2006), o que favorece 

a troca de patógenos entre grupos.  

De Sant’ana e colaboradores (2012) avaliaram as bactérias presentes em aves silvestres, 

estas aves foram divididas em três grupos: a Ordem Psittaciformes (araras, papagaios, maritacas 

e periquitos), a Ordem Piciformes e a Ordem Passeriformes (pássaros-pretos, sabiás e canários-

da-terra, dentre outros). O maior índice de microrganismos encontrados foi no grupo dos 

Psittaciformes, com destaque para as araras e com predominância de E. coli.  No grupo das 

maritacas a ocorrência dos agentes microbianos foi baixa, com exceção da E. coli (90%; 9/10 

maritacas). Os Passeriformes apresentaram   percentagens   baixas   de   bactérias   e   os   

Piciformes   possuíram   quantidades   intermediárias   de   bactérias em relação aos outros 

grupos, apresentando maior quantidade de Escherichia coli. Cepa de Salmonella spp. foram 

detectada apenas nas araras (Psittaciformes).  

No atual trabalho, apenas a maritaca foi avaliada e demonstrou ter uma microbiota mais 

diversa em espécies bacterianos, uma vez que na coana foram identificadas 22 espécies distintas 

e na cloaca foram 8 espécies distintas, considerando a identificação pela técnica MALDI-TOF. 

Além disso, esses dados corroboram para a necessidade de mais estudos em diferentes 

aves selvagens, principalmente da mesma Ordem e que ocupem o mesmo habitat natural das 

maritacas, para a obtenção de dados comparativos e uma melhor caracterização das espécies 

que compõe a microbiota destas aves.  

A partir da amostra de cloaca de jabuti, foram obtidas 4 cepas, sendo 3 cepas da Ordem 

Enterobacterales (75%), distribuídas em 66,67% (2/3) cepas distintas de Proteus mirabilis e 

33,33% (1/3) de Proteus vulgaris. A outra cepa foi identificada como Pseudomonas 

aeruginosa. Todas as identificações foram confirmadas pela técnica de MALDI-TOF (Tabela 

7). Dickinson e colaboradores (2001), ao analisar amostras de cloaca de jabuti, também 

encontraram estas espécies dentro de uma ampla diversidade, como Proteus spp., Pseudomonas 

spp. Escherichia coli, Bacillus spp., Campylobacter spp., Citrobacter amolonaticus, 

Citrobacter spp., Corynebacterium spp., Diptheroids, Enterobacter, Klebsiella, Lactobacillus 

spp., Pasteurella testudinis, Pasteurella spp., Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococcus 

spp. e Streptococcus spp.. Golawska e colaboradores (2019) consideraram os jabutis um grande 
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desafio quanto a composição e estrutura de sua microbiota bacteriana. Galosi e colaboradores 

(2021) identificaram trinta e quatro espécies bacterianas diferentes, entre elas, Bacillus cereus, 

Mycoplasma spp., Salmonella enterica subsp. salamae sorovar 6,7:a:z42 foram comumente 

detectados em suabes de cloaca e cavidade oral.  

Weitzman e colaboradores (2018) avaliaram a identificação por sequenciamento 

genético de diferentes Ordens, tais como: Xanthomonadales, Caulobacterales, 

Sphingomonadales, Sphingobacteriales, Saprospirales, Rodhobacterales, Deinoccocales, 

Lactobacillales, Clostridiales, Pseudomonales, Neisseriales, Flavobacteriales, Rhizobiales, 

Bacillales, Actinomycetales, Pasteurellales, Burkholderiales e Enterobacteriales. O uso de 

métodos fenotípicos e moleculares ampliou o espectro a acurácia da identificação bacteriana 

em amostras provenientes de animais selvagens, permitindo um aprofundamento na análise da 

importância desses animais como reservatórios. 

Considerando as amostras provenientes de cachorro-do-mato, foram isolados um total 

de 18 cepas, sendo 27,78% (5/18) oriundas da cavidade nasal, 50% (9/18) do conduto auditivo 

e 22,22% (4/18) do reto. Entre as cepas isoladas da cavidade nasal, 60% (3/5) foram 

identificadas como Staphylococcus coagulase-negativa, 20% (1/5) como Escherichia coli e 

20% (1/5) Enterococcus spp.. Quanto ao conduto auditivo, 44,44% (4/9) foram identificadas 

como Staphylococcus coagulase-negativa, 11,11% (1/9) como bastonete Gram-negativo não 

fermentador e como Enterococcus sp., sendo que 33,33% (3/9) não puderam ser identificados. 

A partir do reto, foram identificados 25% (1/4) como cepas de Escherichia coli e Klebsiella 

pneumoniae, sendo que 50% (2/4) não foram identificados fenotipicamente (Tabela 7). 

Através da identificação proteômica foi possível confirmar 72,22% (13/18) do total das 

cepas identificadas fenotipicamente. As cepas de Staphylococcus coagulase-negativa (3/5) 

foram identificadas como Staphylococcus sciuri, Staphylococcus kloosii e Staphylococcu 

xylosus, também foi confirmada as cepas de Escherichia coli (1/5) e Enterococcus faecium 

(1/5). Do conduto auditivo foram identificadas as 3 cepas de Staphylococcus coagulase-

negativa, como 2 Staphylococcus sciuri e 1 Staphylococcus kloosii, porém o score da 

identificação por MALDI-TOF foi abaixo de 2,3, podendo confiar apenas no gênero, as demais 

5 amostras analisadas não puderam ser identificadas em nível de gênero ou espécie. Por fim, as 

cepas oriundas do reto foram identificadas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e 

Enterococcus faecium.  

Gomes e colaboradores (2011) avaliaram fezes de cachorro-do-mato mantido em 

cativeiro e encontraram Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiela spp., Pseudomonas spp. 
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e Salmonella spp. Já Lima e colaboradores (2012) a partir de amostras oculares e retais 

identificaram Bacillus spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli e Klebsiela spp. Em todos os 

estudos existem algumas espécies bacterianas semelhantes e outras não, estas diferenças podem 

ser justificadas por fatores, como alimentação, ambiente, manejo, contato com outros animais, 

estresse. Porém, são poucos os dados desta espécie animal encontrados na literatura, mostrando 

a importância de realizar estudos complementares para avaliarmos os riscos inerentes a 

transmissão de patógenos resistentes, uma vez que estes animais aceitam a presença dos 

humanos. 

A partir da análise dos isolados oriundos dos mãos-peladas, foram avaliados 

fenotipicamente com testes presuntivos e bioquímicos um total de 17 cepas, sendo 58,82% 

(10/17) cepas provenientes da cavidade nasal, 70% (7/10) foi identificado como Staphylococcus 

coagulase negativa, 20% (2/10) como Escherichia coli e 10% (1/10) como Enterococcus 

faecium. 17,65% (3/17) cepas oriundas do conduto auditivo, 33,33% (1/3) foram identificadas 

como bastonetes Gram-negativos não fermentadores (BGNNF), SCN e Enterococcus spp.. Das 

cepas oriundas do reto, 23,53% (4/17) foram identificadas, sendo 50% (2/4) Escherichia coli, 

25% (1/4) Klebsiella pneumoniae e Enterococcus spp.. 

Dos 17 isolados identificados fenotipicamente, foi possível realizar a identificação 

proteômica de todas as cepas. Dentre estas, 60% (6/10) das cepas foram identificadas como 

Staphylococcus coagulase negativa, sem confirmar as espécies, 20% (2/10) como Escherichia 

coli, 10% (1/10) como Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium oriundos de cavidade 

nasal. Das amostras do conduto auditivo o resultado do teste fenotípico foi confirmado como 

33,33% (1/3) Proteus mirabilis, Staphylococcus coagulase negativa e Enterococcus faecium. 

Das amostras de reto, 50% (2/4) confirmaram-se como Escherichia coli, 25% (1/4) como 

Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecium. Como descrito na Tabela 7 e no Figura 18. 

 

Tabela 7. Identificação proteômica e frequência das cepas identificadas nas maritacas, jabuti, 
cachorro-do-mato e mão-pelada. 
 

Amostra Sítio Espécies n 
Maritaca Coana SCN 23 
Maritaca Coana Escherichia coli 18 
Maritaca Coana Enterobacter cloacae 9 
Maritaca Coana Klebsiella variicola 7 
Maritaca Coana Serratia marcenscens 5 
Maritaca Coana Enterococcus fecalis 3 
Maritaca Coana Enterobacter asburiae 2 
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Tabela 7. Continuação 
Maritaca Coana Citrobacter freundii 2 
Maritaca Coana Ochrobacthrum intermedium 1 
Maritaca Coana Pantoea dispersa 1 
Maritaca Coana Pseudomonas otitidis 1 
Maritaca Coana Pseudomona aeruginosas 1 
Maritaca Coana Klyvera cryocrienscens 1 
Maritaca Coana Klyvera ascorbatai 1 
Maritaca Coana Comamonas aquatical 1 
Maritaca Coana Lecercia adecarboxylata 1 
Maritaca Coana Aeromonas hydrophyla 1 
Maritaca Coana Klebsiella oxytoca 1 
Maritaca Coana Aeromonas spp. 1 
Maritaca Coana Kocuria kristinae 1 
Maritaca Coana Acinetobacter soli 1 
Maritaca Coana Enterococcus cecorum 1 
Maritaca Cloaca Escherichia coli 34 
Maritaca Cloaca Enterococcus hirae 5 
Maritaca Cloaca Enterobacter cloacae 2 
Maritaca Cloaca Pseudomona aeruginosas 2 
Maritaca Cloaca Edwaedisiella tarda 1 
Maritaca Cloaca Citrobacter freundii 1 
Maritaca Cloaca Ochrobacthrum intermedium 1 
Maritaca Cloaca Pantoea dispersa 1 

Jabuti Cloaca Proteus mirabilis 2 
Jabuti Cloaca Proteus vulgaris 1 
Jabuti Cloaca Pseudomonas aeruginosa 1 

Cachorro do 
mato 

Nasal SCN 3 

Cachorro do 
mato 

Nasal Escherichia coli 1 

Cachorro do 
mato 

Nasal Enterococcus spp. 1 

Cachorro do 
mato 

Auditivo SCN 3 

Cachorro do 
mato 

Auditivo Enterococcus faecium 1 

Cachorro do 
mato 

Auditivo NI 5 

Cachorro do 
mato 

Reto Escherichia coli 2 

Cachorro do 
mato 

Reto Klebsiella aerogenes 1 

Cachorro do 
mato 

Reto Proteus mirabilis 1 

Mão-pelada Nasal SCN 6 
Mão-pelada Nasal Escherichia coli 2 
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Tabela 7. Continuação 
Mão-pelada Nasal Staphylococcus aureus 1 
Mão-pelada Nasal Enterococcus faecium 1 
Mão-pelada Auditivo Proteus mirabilis 1 
Mão-pelada Auditivo SCN 1 
Mão-pelada Auditivo Enterococcus faecium 1 
Mão-pelada Reto Escherichia coli 2 
Mão-pelada Reto Klebsiella pneumoniae 1 
Mão-pelada Reto Enterococcus faecium 1 

*SCN: Staphylococcus coagulase-negativa. 

 

 

Figura 18. Cepas oriundas de cachorro do mato confirmados pela identificação proteômica de acordo 

com o respectivo sítio de coleta. 

 

 Spinelli e colaboradores (2010) não encontraram bactérias da Ordem Enterobacterales, 

mas identificaram Staphylococcus spp, Corynebacterium spp, Shigella spp e Bacillus spp., 

porém estes dados foram analisados de conjuntiva de mão-pelada sadios, assim como no 

presente trabalho.  Em outro estudo onde animais selvagens foram avaliados, 10 Nasua nasua 

(quati), 2 Procyon cancrivorus (mão-pelada) e outras 19 espécies de animais carnívoros, nas 

amostras avaliadas do mão-pelada foram identificadas 46 cepas diferentes, sendo 65,22% 

(30/46) Staphylococcus spp. e 39,78% (16/46) Bacillus spp. (LIMA et al., 2012), corroborando 

com os achados do presente trabalho. 
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Figura 19. Cepas oriundas de Mão-pelada confirmados pela identificação proteômica de acordo com o 

respectivo sítio de coleta. 

 

Grande número de espécies selvagens depende da fauna para dispersão de suas sementes 

e manutenção da cadeia alimentar, as aves e animais onívoros têm enorme importância neste 

papel. Desta forma o desenvolvimento de estudos de caracterização de cepas da microbiota 

destes animais permitirá identificar os impactos da presença e da dispersão destes agentes numa 

ótica de Saúde Única. 

 

5.2 Perfil de resistência de cepas oriundas de animais selvagens 

Das 83 cepas bacterianas caracterizadas com bastonetes Gram-negativos isoladas a 

partir das amostras de  maritacas, 20,48% (17/83) apresentaram fenótipo de produção de ESBL 

e 4,81% (4/83) apresentaram fenótipo de produção de carbapenemase pelo método de disco-

difusão indicado pelo BrCAST (2021), utilizando os antimicrobianos indicados. Destas 17 

cepas, 76,47% (13/17) apresentaram fenótipo de produção exclusivamente de ESBL e 23,53% 

(4/17) apresentaram fenótipo tanto para ESBL quanto para carbapenemase, simultaneamente.  

Da prevalência de ESBL seguindo a resistência aos antimicrobianos, 52,94% (9/17) 

foram resistentes ao aztreonam (3 Escherichia coli, 2 Enterobacter cloacae, 1 Citrobacter 

freundii, 1 Acinetobacter soli, 1 Pantoea dispersa e 1 Ochrobacthrum intermedium); 41,17% 

(7/17) foram resistentes à ceftazidima (2 Escherichia coli, 2 Citrobacter freundii, 1 Klebsiella 

variicola, 1 Pantoea dispersa e 1 Ochrobacthrum intermedium) e à ampicilina (3 Escherichia 

coli, 2 Enterobacter cloacae, 1 Aeromonas hydrophyla e 1 Ochrobacthrum intermedium); 
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35,29% (6/17) foram resistentes à cefotaxima (2 Citrobacter freundii, 1 Escherichia coli, 1 

Enterobacter cloacae, 1 Pantoea dispersa e 1 Ochrobacthrum intermedium) e à 

amoxicilina+ácido clavulânico (3 Escherichia coli, 1 Enterobacter cloacae, 1 Klebsiella 

variicola  e 1 Ochrobacthrum intermedium) e 5,88% (1/17) à cefepima (1 Ochrobacthrum 

intermedium), como demonstrado no Figura 20. 

 

 

Figura 20. Caracterização da resistência fenotípica com os antimicrobianos aztreonam (ATM), 

ceftazidima (CAZ), ampicilina (AMP), cefotaxima (CTX), amoxicilina+ácido clavulânico (AMC) e 

cefepima (CPM) para avaliar produção de ESBL pelas cepas de maritaca. 

 

 

As cepas resistentes aos carbapenêmicos e produtoras de ESBL simultaneamente foram 

1 Pantoea dispersa,  1 Escherichia coli, 1 Citrobacter freundii e 1 Enterobacter cloacae. 2 

Pseudomonas aeruginosa, 2 Escherichia coli e 1 Ochrobacthrum intermedium foram 

caracterizadas como sensíveis aumentando a exposição ao Meropenem.  

 Apesar do perfil de resistência fenotípica ter sido identificado e caracterizado, nenhum 

gene pesquisado para identificação e confirmação de ESBL e produção de carbapenemase foi 

detectado. Entretanto, essas cepas podem possuir outros genes que não os avaliados neste 

estudo. 

O gene mcr-9 de resistência à colistina foi detectado em um isolado de Pantoea 

dispersa. Considerando que todas as aves estavam clinicamente saudáveis e foram submetidas 
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a monitoramento para posterior soltura em ambiente de Mata Atlântica (CEPEA, 2021), tal 

achado se reveste de importância, visto os hábitos gregários dessas aves, que estão cada vez 

mais presentes em espaços urbanos como quintais e parques arborizados, com grande 

possibilidade de dispersão destes genes em espaços frequentados por crianças e adultos. Uma 

vez que a colistina é utilizada como última opção terapêutica na clínica humana e veterinária, a 

dispersão de genes que conferem resistência a esse antimicrobiano tem significativo impacto 

em Saúde Única (DA SILVA et al., 2018).  

A avaliação da concentração inibitória mínima de colistina pela técnica da microdiluição 

em caldo foi realizada e não foi detectada resistência fenotípica apesar da presença do gene 

mcr-9. A existência de DNA conservado no promotor mcr-9 aponta para a hipótese de que seja 

uma sequência de reconhecimento para um regulador de transcrição, sugerindo que fatores 

adicionais ou condições de indução/desrepressão podem ser necessários para a expressão 

completa de mcr-9 de tipo selvagem (CARROL et al., 2019).  

A cepa de Pantoea dispersa identificada nesse estudo apresentou resistência fenotípica 

por produção de ESBL e carbapenemase simultaneamente, e ainda o gene mcr-9, de algum 

modo envolvido na resistência à colistina. Estes achados a partir de uma amostra de origem 

animal somam-se aos relatos desta espécie bacteriana como sendo de importância em 

agricultura (GHOSH et al., 2021; JIANG et al., 2019; SELVAKUMAR et al.,2008) e em saúde 

humana (ASAI et al., 2019.; PANDITRAO & PANDITRAO, 2018), inclusive apontando 

resistência antimicrobiana nesses estudos, mostrando a importância deste tipo de estudo numa 

abordagem multifatorial voltada ao conceito de Saúde Única..  

Das 23 cepas identificados como Staphylococcus coagulase negativa, 21,74% (5/23) 

foram resistentes à oxacilina e 8,70% (2/23) foram resistentes à penicilina e à cefoxitina. 

Entretando, não foram detectados os genes de resistência blaZ e mecA em nenhum das cepas 

(Tabela 8). Pelos manuais padronizados de detecção de resistência, como CLSI não há pontos 

de corte para as diferentes cepas de SCN, isto poderia gerar dúvidas de avaliação. Outros 

estudos mostram a dificuldade de correlação entre esses testes fenotípicos e a detecção de genes 

de resistência (ARGUDÍN et al., 2018).  Também foram pesquisados os genes vanA e vanB, 

porém não foram detectados em nenhuma cepa, podendo significar que outros genes que não 

os pesquisados, como vanC,-D,-E,-G,-L,-M e N (AHMED & BAPTISTE, 2018), neste caso, 

não foram realizados testes fenotípicos de resistência a vancomicina.  
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Tabela 8. Perfil de resistência fenotípica das cepas de Staphylococcus coagulase negativo em 

maritacas. 

Amostra Sítio SCN n 
Resistência 

fenotípica 

Maritaca Coana S. sciuri 5 OXA 

Maritaca Coana S. xylosus 2 PEN e CFO 

  

 

 Das 4 cepas isoladas a partir de amostras de jabuti, 75% (3/4) foram resistentes à 

cefotaxima (2 Proteus mirabilis e 1 Pseudomonas aeruginosa) e 50% (2/4) à cefepima (1 

Proteus mirabilis e 1 Pseudomonas aeruginosa), resultado sugestivo de produção de ESBL, 

como descrito na Figura 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Caracterização da resistência fenotípica com os antimicrobianos de produção de ESBL pelo 

número de cepas de jabuti. 

 

Entretanto, na análise genotípica, não foram detectados os genes buscados neste 

trabalho. Estes jabutis foram considerados aptos a reintegração ao ambiente natural, porém, 

podem apresentar outros genes de resistência não avaliados neste estudo. 

Em relação às amostras de mão-pelada, não foi observada resistência fenotípica em 

nenhum método avaliado e nenhum gene foi detectado, porém, repetindo o que já foi exposto, 
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isto não significa que não existem genes de resistência, apenas que poderia ter outros genes que 

não foram avaliados.  

Nas amostras oriundas dos cachorros-do-mato, foram observados perfis compatíveis 

com resistência aos β-lactâmicos em todas as cepas de Staphylocccus coagulase-negativos, ou 

seja, foram resistentes à cefoxitina e penicilina, entretanto não houve detecção dos genes mecA 

e blaZ. Não foram encontrados trabalhos na literatura encontrando estes genes nestas espécies 

animais. 

 Entre as cepas de enterobactérias identificadas, 100% (4/4) apresentaram resistência ao 

aztreonam, ceftazidima, cefoxitina e cefepime (3 Escherichia coli e 1 Klebsiella pneumoniae); 

75% (3/4) à amoxicilina com ácido clavulânico (2 Escherichia coli e 1 Klebsiella pneumoniae) 

e à ampicilina (3 Escherichia coli) e 50% (2/4) ao imipinem (2 Escherichia coli). No teste 

confirmatório fenotípico para a produção de β-lactamases utilizando meropenem, observaram-

se resultados positivos para a produção de carbapenemase em uma cepa de Escherichia coli 

oriunda da cavidade nasal e ESBL em uma cepa de Klebsiella pneumoniae obtida do reto. A 

pesquisa dos genes produtores destas enzimas detectou a presença dos genes blaTEM e blaCTX-M 

somente na cepa de Klebsiella pneumoniae, como descrito na Figura 22. 

 

 

Figura 22. Caracterização e frequência da resistência fenotípica de produção de ESBL pelas cepas de 

cachorro-do-mato.  
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Souza e colaboradores (2019) encontraram alta resistência a metronidazol 97% (65/67), 

ampicilina 94% (63/67), amoxicilina 93% (62/67), sulfonamidas 93% (62/67), colistina 93% 

(62/67) e nitrofurantoína 88% (59/67) em amostras de animais domésticos e silvestres, 

incluindo cachorro-do-mato. Aqueles que apresentaram menor taxa de resistência foram: 

meropenem 3% (2/67), imipenem 6% (4/67) e amicacina 16% (11/67).  

Observa-se, então que a partir da caracterização de cepas bacterianas e genes de 

resistência em 4 diferentes espécies de animais selvagens monitorados pelo CETAS-RJ, 03 

espécies (maritaca, jabuti e cachorro do mato) apresentaram bactérias com genes de resistência 

de importância em Saúde Única, sendo animais saudáveis e aptos a serem liberados para seu 

habitat natural. Podendo atuar como disseminador desses genes de resistência para o ambiente 

e outras espécies animais, além do homem. Há importância em se continuar pesquisando nesta 

área, uma vez que, são poucos os estudos alertando sobre o papel dos animais selvagens como 

fonte de disseminação e possível propagador de bactérias resistentes a antimicrobianos de uso 

em infecções graves. 

 

5.3 Coleta e identificação de bactérias coletadas de avicultura 

 No setor de Avicultura da UFRRJ, como em toda granja, a produção de frango de corte 

é cíclica. Neste, os frangos são obtidos como pintinhos de 1 dia, ficam cerca de 40 dias nos 

galpões e são vendidos. Sendo assim, foram realizadas 3 coletas de frango, a primeira realizada 

em adultos (fase final/venda), a segunda realizada em pintinhos de 1 dia e a terceira coleta após 

30 dias destes mesmos pintos em idade de frangos. No mesmo momento da coleta de suabes de 

cloacas dos frangos e dos pintinhos, foram coletadas amostras randomizadas da cama de 

maravalha nas quais esses animais ficaram alojado, entretanto, também foi coletado no 

momento do enleiramento, a fim de observar se o processo de fermentação seria efetivo. 

No total foram suabes de cloaca de 30 frangos e 25 pintinhos. Destas, após análises 

fenotípicas de identificação, como análise presuntiva e bioquímicas foram identificados 44 

cepas Gram-negativas, 51 cepas identificadas como Enterococcus spp. e 25 cepas identificadas 

como Staphylococcus coagulase negativas. 

Das cepas Gram-negativas identificadas, a análise proteômica confirmou 81,82% 

(36/44) de Escherichia coli, 9,09% (4/44) de Enterobacter bugandensis e de Klebsiella 

pneumonia, 6,82% (3/44) de Proteus mirabilis e 2,27% (1/44) como Pseudomona aeruginosa.  

Das cepas de Enterococcus spp. 47,06% (24/51) foram identificados como 

Enterococcus gallinarum, 31,37% (16/51) como Enterococcus faecium, 19,61% (10/51) como 
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Enterococcus faecalis e 1,96% (1/51) como Enterococcus avium. É importante destacar que na 

coleta de pintinhos de 1 dia só foram identificados isolados de Enterococcus spp. que são 

bactérias presentes no ceco de aves. Algumas amostras bacterianas de Enterococcus spp. não 

bateram com a identificação fenotípica, mostrando algumas diferenças nos testes iniciais, 

nenhum artigo na literatura observou esta diferença. 

Das cepas de Staphylococcus coagulase negativas 48% (12/25) foram identificados 

como Staphylococcus gallinarum, 40% (10/25) como Staphylococcus sciuri, 8% (2/25) como 

Staphylococcus cohnii e 4% (1/25) como Staphylococcus lentus. Dentro desta análise por 

MALDI-TOF MS todos apresentaram score alto de confiança para gênero e espécie. Spinali e 

colaboradores (2015) enfatizaram a importância da interpretação dos dados para uma melhor 

identificação de espécies clinicamente relevantes, mesmo ao nível da estirpe, e descreveram 

diretrizes para tipagem microbiana (SPINALI et al., 2015). Dentro do resultado que a Bruker 

(BioTyper®) disponibiliza, eles caracterizam como confiabilidade de gênero e espécie quando 

o parâmetro conhecido como score é maior do que 2,3.  Pimenta e colaboradores (2021) 

também encontaram a maior prevalência de Staphylococcus gallinarum e outras espécies de 

Staphylococcus coagulase negativa. 

Segundo Albornoz e colaboradores (2014) apesar da grande variedade de espécies que 

constituem a comunidade da microbiota intestinal das aves é comumente observado no trato 

intestinal destes animais: Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Bacteroides spp., 

Enterococcus spp., Clostridium spp. e Escherichia spp., o que é confirmado com o atual 

trabalho. Sanz e colaboradores (2021) encontrou uma predominância de Enterococcus spp., 

seguido de Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus e Pantoea agglomerans. 

O grupo coliforme é composto pelos gêneros Citrobacter spp., Enterobacter spp., 

Hafnia spp., Klebsiella spp. e Escherichia spp. pertencentes à família Enterobacteriaceae (CELI 

et al, 2020), sendo o de maior abundância nas aves de produção. Yadav e colaboradores (2021) 

avaliaram microbiota de conteúdo cecal de animais tratados com diferentes dietas através de 

sequenciamento por Illumina onde identificaram Lactobacillus spp., Bacteroides spp., 

Clostridium spp. Phascorlactobacterium spp., Slackia spp., Ruminococcus spp., Oscillospira 

spp., Atopobium spp. e Faecalibacterium spp..  

O ambiente intestinal das aves corresponde ao conjunto de microrganismos comensais 

do trato gastrointestinal, vivendo em harmonia com o seu hospedeiro, principalmente em 

animais saudáveis, mantendo a homeostasia do ambiente intestinal. Essa simbiose entre agente 

e hospedeiro tem relevância para a sanidade e bem-estar animal, afetando diretamente a 
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produção numa relação de ganho e perda (DE OLIVEIRA FEITOSA et al., 2020), por serem 

capazes de regular absorção  e  o aproveitamento de nutrientes, favorecer a maturação   e   

integridade   intestinal   e   modular   a   imunidade   (ALEXANDRINO  et  al.,  2020) sendo 

assim, identificar os isolados pertencentes à microbiota animal é essencial. Esses animais são 

destinados para a alimentação e se tiverem com disbiose microbiana, podem gerar grandes 

perdas, principalmente financeiras, com o descarte de animais e contaminação para o homem e 

o ambiente. 

Diante disso, vários estudos têm utilizado as técnicas de sequenciamento para análise 

da microbiota intestinal das aves, no intuito de identificar os principais membros desse 

microbioma, estabelecer sua funcionalidade e monitorar a dinâmica da microbiota intestinal das 

aves (CHRISTOFOLI et al., 2020), sendo assim, estudos futuros utilizando estas técnicas serão 

importante para melhor compreensão melhor da microbiota de aves. 

 

5.4 Resistência das cepas bacterianas oriundas da avicultura 

Das 25 cepas de Staphylococcus coagulase-negativas identificadas neste trabalho, todas 

foram testados para resistência fenotípica mediada pelo gene mecA, mas nenhum apresentou 

resistência à cefoxitina, porém 4% (1/25) apresentaram o gene mecA, isto se dá por uma não 

expressão fenotípica no momento do teste, por isso a importância do teste padrão ouro que é o 

PCR (CLSI, 2021). Nenhum isolado apresentou resistência fenotípica para penicilina ou 

genotípica para blaZ, não sendo considerados produtores de β-lactamases. Porém, de acordo 

com o BrCAST (2021) nenhum método existente atualmente pode detectar produção de 

penicilinases de modo confiável em SCN. Pimenta e colaboradores (2021) também não 

encontraram correlação fenotípica e genotípica nas cepas de SCN, demonstrando o grande 

desafio desses agentes.  

 Outra pesquisa realizada foi a de produção de β-lactamases em Gram-negativos, das 44 

cepas Gram-negativas identificadas, 59,09% (26/44) apresentaram resistência antimicrobiana 

fenotípica pelo método de disco difusão para ESBL e 2,72% (1/44) para ESBL e produtora de 

carbapenemase simultaneamente.  

Da prevalência de ESBL seguindo a resistência aos antimicrobiano, 57,69% (15/26) 

foram resistentes à ampicilina (15 Escherichia coli e 4 Klebsiella pneumoniae), 34,62% (9/26) 

foram à cefotaxima (3 Escherichia coli, 3 Enterobacter bugandensis e 3 Klebsiella 

pneumoniae), 26,92% (7/26) foram à ceftazidima (3 Escherichia coli, 2 Enterobacter 

bugandensis e 2 Klebsiella pneumoniae), 23,08% (6/26) foram à cefepime (3 Enterobacter 
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bugandensis, 2 Klebsiella pneumoniae e 1 Escherichia coli), 15,39 % (4/26) foram à aztreonam 

(2 Escherichia coli e 2 Enterobacter bugandensis) e à ampicilina com ácido clavulânico (2 

Enterobacter bugandensis, 1 Escherichia coli e 1 Pseudomonas aeruginosa), 11,54% (3/26) 

foram à cefoxitina (2 Enterobacter bugandensis e 1 Pseudomonas aeruginosa). Uma cepa de 

Enterobacter bugandensis apresentou resistência fenotípica ao meropenem, sendo assim, 

selecionado com possibilidade de ser produtor de ESBL e de carbapenemase, simultaneamente,  

como descrito na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Identificação bacteriana, sítio de coleta, caracterização do perfil fenotípico de 

resistência e frequência de ESBL em cepas de avicultura. 

Bactéria Sítio de coleta Resistencia fenotípica N 

Escherichia coli Traqueia AMP 3 

Escherichia coli Traqueia AMP, ATM 1 

Escherichia coli Cloaca AMP 7 

Escherichia coli Cloaca 
AMP, CPM, CTX, 

CAZ, ATM 
1 

Escherichia coli Cloaca 
AMP, CPM, CTX, 

CAZ 
1 

Escherichia coli Cloaca AMP, CTX 1 

Escherichia coli Cloaca AMP, CAZ, AMC 1 

Klebsiella pneumoniae Cloaca AMP 1 

Klebsiella pneumoniae Cloaca 
AMP, CPM, CTX, 

CAZ 
2 

Klebsiella pneumoniae Cloaca AMP, CTX 1 

Enterobacter bugandensis Cloaca 
AMP, CTX, CAZ, 

ATM 
1 

Enterobacter bugandensis Cloaca 

AMP, CPM, CTX, 

CAZ, CFO, AMC, 

MPM 

1 

Enterobacter bugandensis Cloaca AMP, CAZ, CTX 1 

Pseudomonas aeruginosa Cloaca AMC, CTX 1 

* ampicilina (AMP 10µg), ceftazidima (CAZ 30µg), cefoxitina (CFO 30µg), cefotaxima (CTX 30µg), aztreonam 

(ATM 30µg), meropenem (MPM 10µg), cefepime (CPM 30µg), e amoxicilina + ácido clavulânico (AMC 30µg). 
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Através da pesquisa genotípica foi possível detectar a presença de 69,23% (18/26) genes 

nas cepas que apresentaram resistência fenotípica. Dos quais, 38,89% (7/18) apresentaram o 

gene blaSHV, 22,22% (4/18) apresentaram o gene blaCTX, 16,67% (3/18) apresentaram blaTEM, 

11,11% (2/18) apresentaram os genes blaSHV e blaCTX e blaSHV e blaTEM simultaneamente. É 

importante destacar que dentro destes, 18 isolados com genes de resistência a ESBL, 22,22% 

(4/18) eram oriundos de pintinhos de 1 dia, que não tinham tido contado com antimicrobianos.  

Nenhum gene de produção de carbapenemase pesquisado foi detectado, o que não 

implica na possibilidade de que as cepas analisadas possuam outros genes que não os 

pesquisados, dada a ampla diversidade de genes relacionados a produção dessas enzimas.  

Há no mercado, antimicrobianos para auxiliar na prevenção de doenças respiratórias e 

diarreias em pintos e, geralmente, os antimicrobianos administrados aos animais são pouco 

absorvidos e grandes proporções são excretadas nas fezes e/ou urina como composto original 

não metabolizado (HEUER et al., 2011), porém, na granja da UFRRJ não há uso de 

antimicrobianos de forma profilática no manejo produtivo. Sendo assim, são animais nascidos 

com os genes, que são provavelmente passados por contaminação horizontal pelas matrizes. 

Esse dado caracteriza preocupação pela presença de resíduos dos antimicrobianos nos produtos 

de origem animal, uma vez que, ao serem absorvidas, podem se distribuir por todo o organismo 

dos animais tratados, inclusive, no caso das aves, no ovário e no oviduto (BORSOI, 2015) e, de 

igual forma, transferindo genes de resistência, gerando um alerta em Saúde Única. De acordo 

com Saliu e colaboradores (2017), um alto nível de heterogeneidade em genes ESBL e 

plasmídeos foi relatado em aves de produção.  

No entanto, vários estudos sugeriram que o sistema de produção de frangos de corte atua 

como um reservatório de bactérias resistentes à cefalosporinas de terceira geração, como β-

lactamase de espectro estendido (ESBL) ou Escherichia coli produtora de AmpC β-lactamase 

codificada por plasmídeo (pAmpC) (ESBL/ pAmpC-EC), visto que sua prevalência é maior na 

indústria de produção de frangos de corte em comparação com outros setores de animais 

(DAME-KOREVAAR et al., 2019). Apostolakos e colaboradores (2020) pesquisaram por 

sequenciamento de nova geração em 100 cepas de Escherichia coli pertencentes à frangos de 

corte, incluindo pintinho de 1 dia, e detectaram 31 sequências, incluindo uma sequência 

encontrada em sangue humano na Itália, outra de infecção urinária, entre outras. Todas 

carreando genes de ESBL, tais como blaCTX-M, blaTEM e blaSHV. Corroborando com a ideia de 
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que novas técnicas poderiam ser utilizadas para detectar outros genes que não os pesquisados 

neste trabalho.  

Enterobacteriaceae que produzem β-lactamases de espectro estendido (ESBLs) são um 

problema desafiador na medicina humana e veterinária devido às limitações das opções de 

tratamento contra infecções causadas por essas bactérias resistentes (PROJAHN et al., 2018), 

ainda mais provindos de animais de produção, cujo destino final é o abastecimento do mercado 

consumidor de carne. 

 Neste mesmo trabalho foram avaliadas outras resistências além da produção de β-

lactamases, como resistência à vancomicina. Das 51 cepas de Enterococcus spp. avaliadas, 1 

cepa Enterococcus fecalis de cloaca de frango adulto apresentou resistência fenotípica à 

vancomicina. Todos os isolados passaram por pesquisa genotípica de detecção de vanA e vanB, 

e em 1 cepa identificada como Enterococcus faecium oriundo de cloaca de pinto foi identificado 

o gene vanB e em 1 cepa de Enterococcus faecalis de cloaca frango adulto foi identificado 

vanA e vanB simultaneamente. Vale ressaltar que a cepa que apresentou resistência fenotípica 

não foi a mesma que se detectou os genes. Outro ponto importante a salientar é que apesar de 

Enterococcus gallinarum e Enterococcus casseliflavus possuírem resistência intrínseca à 

vancomicina (CLSI, 2021), neste trabalho não foi observado, podendo fazer parte de estudos 

futuros e avaliar se a resistência intrínseca em cepas animais é diferente. Entretanto, é 

importante notar que foi utilizado valores de referência em tabelas do CLSI/EuCast humanos. 

Esses resultados são alarmantes, pois a vancomicina é um antimicrobiano de última escolha em 

clínica humana, sendo utilizado em bactérias multirresistentes e que não estão respondendo ao 

tratamento (OMS, 2017). Sendo assim, a existência desses genes de resistência de forma natural 

no microbioma destas aves facilitam a dispersão destes genes no ambiente configurando um 

risco direto à saúde de humanos, dificultando cada vez mais o tratamente e aumentando a 

resistência aos antimicrobianos nas bactérias, sendo um desafio num contexto em Saúde Única. 

Estes mesmos 51 isolados de Enterococcus spp. foram avaliados quanto ao high-level 

aminoglycoside resistance (HLAR-altos níveis de resistência à aminoglicosídeos), dos quais, 

23,53% (12/51) apresentaram resistência a estreptomicina e 8% (2/51) foram inconclusivos de 

acordo com o tamanho de halo preconizado pelo CLSI (2021). 11,74% (6/51) apresentaram 

resistência fenotípica à gentamicina. Sendo assim, 35,30% (18/51) dos isolados possuem altos 

níveis de resistência à glicosídeos. A gentamicina injetável é utilizada em pintos e perus recém-

nascidos para prevenção ou controle da transmissão horizontal de diversas bactérias (ITO et al., 

2005) e isto é confirmado pelas propagandas de empresas agropecuárias indicando a utilização 
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de gentamicina injetável em ovos ou pinto de 1 dia. A gentamicina e a estreptomicina são dois 

importantes antimicrobianos do grupo aminoglicosídeo usados na prática clínica, que são 

usadas no tratamento de infecções bacterianas em humanos e animais. Portanto, a propagação 

de resistência a aminoglicosídeos de alto nível em bactérias leva a sérias dificuldades no 

tratamento de infecções bacterianas (ÖZDEMIR & TUNCER, 2020). 

Em relação as 8 amostras de camas de aviário avaliadas é importante frisar que as 

mesmas são utilizadas a cada ciclo produtivo, considerando a ausência de episódios sanitários 

durante a criação das aves, desta forma a mesma pode ser reutilizada, desde que seja submetida 

a tratamento para inativação ou redução de patógenos e respeitando o vazio sanitário (BRASIL, 

2016). O processo de lineira, onde se coloca a cama no canto e espera sua fermentação é muito 

utilizada. Após a extração foi realizada a pesquisa genotípica dos genes de resistência de 

interesse em Saúde Única. Esta análise permitiu a detecção do gene blaVIM oriundo de uma 

amostra de DNA de cama referente ao final do ciclo produtivo dos animais, sendo identificado 

apenas neste momento de coleta, considerando os pontos de coleta avaliados. Este gene é ligado 

à produção de carbapenemase.  

É válido reiterar a importância do tratamento da cama para reutilização da mesma como 

alternativa na redução da dispersão de agentes bacterianos e genes de resistência. No entanto, 

em alguns casos, o manejo não é suficiente para evitar esta dispersão, como demonstrado no 

estudo de De Oliveira e colaboradores (2021), que identificaram alguns genes de resistência em 

solos que tiveram manejo de compostagem para eliminação de patógenos.  

Considerando que o Brasil é um dos maiores produtores de frango do mundo e que os 

produtores necessitam de orientações quanto ao uso de aditivos antimicrobianos há necessidade 

de estudos para melhor entendimento da relação entre produção e consumo num contexto de 

Saúde Única, além de entender se o manejo de cama para reutilização em várias criações é 

válido.  

 

5.5 Fatores de virulência de Escherichia coli 

Existem muitas estirpes diferentes dentro da espécie Escherichia coli, a presença ou não 

de determinados fatores de virulência é utilizado como parâmetro de classificação de 

Escherichia coli como comensal, patogênica intestinal ou patogênica extraintestinal. No atual 

estudo 35 cepas de Escherichia coli foram avaliados, destes, 14,28% (5/35) apresentaram 1 ou 

mais genes relacionados a virulência relacionadas à APEC (Avian Patogenic Comensal). 100% 

destas cepas (5/5) apresentaram o gene codificador de protease de membrana externa epissomal 
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(ompT), 40% (2/5) apresentaram gene codificador de enzima putativa de Escherichia coli 

aviária (hlyF), 20% (1/5) apresentou gene de virulência que representa o receptor de siderófilo 

Samochelin (iroN). É importante salientar que neste estudo os que apresentaram o gene hly e 

iroN, apresentaram ompT simultanemante (Tabela 10).  

 

Tabela 10. Característica dos isolados Escherichia coli de acordo com sua origem e fator de 

virulência. 

Isolado Origem Fator de virulência 

1 Traqueia frango adulto ompT e hlyF 

2 Cloaca frango adulto ompT e hlyF 

3 Cloaca frango adulto ompT 

4 Cloaca frango adulto ompT e iroN 

5 Cloaca pintinho ompT 

 
Os antimicrobianos são comumente usados na granja para contornar os desafios que 

surgem devido às cepas APEC (SUBEDI et al., 2018). A Escherichia coli que apresentou os 

genes ompT e iroN, também apresentou o gene codificador de β-lactamase blaTEM. 

Com base nos critérios genéticos para a patogenicidade, isolados contendo pelo menos 

cinco genes de virulência foram considerados como APEC e isolados contendo menos de cinco 

genes de virulência foram considerados como Escherichia coli aviária não patogênica (não-

APEC) (SUBEDI et al., 2018). Outro estudo usa o critério de que Escherichia coli que abrigava 

pelo menos quatro genes são classificados como APEC (THOMRONGSUWANNAKIJ et al., 

2020). Já Johnson e colaboradores (2008) considerava a presença de 3 genes simultaneamente.  

Como visto, cada autor considera a classificação como APEC de uma forma diferente, 

porém no presente estudo nenhuma foi considerada APEC, entretanto, existem outros genes 

relacionados à APEC que não foram avaliados. No atual trabalho poderia ser considerada AFEC 

(Avian fecal comensal), quando tem um ou dois genes (JOHNSON et al., 2008). 

 
5.6 Identificação de cepas bacterianas do complexo Acinetobacter calcoaceticus-

Acinetobacter baumannii  

Das 190 cepas de cocobacilos Gram-negativos não fermentadores avaliados, 35 foram 

identificados como oxidase e motilidade negativos. 33 eram oriundos de diferentes espécies 

animais, como cão, gato e cavalo e de diferentes processos infecciosos, como conduto auditivo, 

pele, urina e infecção otológica e 02 eram amostras de solo (Tabela 11). Das cepas avaliadas, 
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a identificação proteômica revelou que 31,42% (11/35) eram A. pittii, 40% (14/35) A. 

baumannii, 11,48% (4/35) foram identificados como A. nosocomialis, 8,57% (3/35) foram 

identificados como não pertencentes do complexo Acb (2 A. ursinguii e 1 A. venetianus), 2,87% 

(1/33) só foi identificado o gênero Acinetobater e 2 não foram identificadas, como descrito no 

Figura 23 e na Tabela 11. 

 

Tabela 11. Caracterização dos isolados do complexo Acb quanto a origem e processo 

infeccioso. 

Isolado Origem Amostra 

1 Cão Urina 

2 Gato Urina 

3 Cão Urina 

4 Cão Urina 

5 Gato Tecido 

6 Cão Pele 

7 Cavalo Pele 

8 Cão Urina 

9 Cão Urina 

10 Gato Urina 

11 Cão Urina 

12 Cão Secreção otológica 

13 Cão Urina 

14 Cão Urina 

15 Cão Urina 

16 Cão Urina 

17 Gato Urina 

18 Cão Swab oral 

19 Cão Secreção nasal 

20 Cão TVT 

21 Cão Secreção otológica 

22 Cão Secreção otológica 

23 Gato Urina 

24 Cão Lesão 
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Tabela 11. Continuação 

25 Cão Urina 

26 Gato Secreção nasal 

27 Cão Urina 

28 Cão Urina 

29 Gato Secreção otológica 

30 Cão Urina 

31 Cão Secreção otológica 

32 Gato Urina 

33 Solo  

34 Cão Necrópsia 

35 Solo  

*TVT  Tumor venéreo transmissível 

 

A identificação molecular por multiplex PCR revelou que 34,28% (14/35) dos isolados 

eram A. pittii, 37,14% (13/35) A. baumannii, 17,14% (6/35) foram identificados como A. 

nosocomialis e 5,71% (2/35) foram identificados como Acinetobacter spp. Já a identificação 

molecular padrão ouro por sequenciamento do gene rpoB revelou que 40% (14/35) dos isolados 

eram A. baumanniii, 37,14% (13/35) A. pittii, 17,14% (6/35) foram identificados como A. 

nosocomialis e 5,71% (2/35) foram identificados como não pertencentes do complexo Acb (A. 

ursinguii e A. venetianus), como descrito na Figura 23 e na Tabela 12. Algumas divergências 

entre as técnicas ocorreram nas cepas 17, 20, 23, 26, 30 e 32 em relação a identificação quando 

comparada ao padrão ouro de sequenciamento por rpoB e a cepa 27 só foi identificada a nível 

de gênero tanto por MALDI TOF, quanto por multiplex.  
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Figura 23. Resultados obtidos na utilização das diferentes técnicas: MALDI TOF, multiplex PCR e sequenciamento do gene 

rpoB.  

 

Em relação ao MALDI TOF, já é descrito que a confiança se dá a níveis acima de 2,3 

de score quando avaliados pelo equipamento, podendo ser uma justificativa, pois apesar de 

todos terem dado escore acima de 2,0, nenhum apresentou escore acima de 2,3. A técnica 

MALDI-TOF MS para identificação microbiana revolucionou a prática laboratorial clínica; 

requer menos tempo de resposta e volumes de amostra mais baixos, tem custos mais baixos e 

atinge uma maior seletividade de identificação do que os procedimentos laboratoriais clássicos 

para identificação microbiana (HUANG et al., 2013). Uma limitação da técnica pelo multiplex 

PCR utilizada no presente estudo seria a identificação de apenas três espécies pertencentes ao 

complexo Acb, podendo ter estudos futuros para agregar novos primers para identificação de 

outras espécies. 
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Tabela 12. Identificação pelas diferentes técnicas das espécies do complexo Acb.  
 

Isolado 
Identificação 

MALDI TOF MS Multiplex PCR rpoB 
1 A. pittii A. pittii 99,26% A. pittii 
2 A. pittii A. pittii 99,18% A. pittii 
3 A. pittii A. pittii 99,18% A. pittii 
4 A. pittii A. pittii 98,00% A. pittii 
5 A. baumannii A. baumannii 99,39% A. baumannii 
6 A. baumannii A. baumannii 99,20% A. baumannii 
7 A. baumannii A. baumannii 99,10% A. baumannii 
8 A. nosocomialis A. nosocomialis 99,70% A. nosocomialis 
9 A. pittii A. pittii 98,97% A. pittii 
10 A. pittii A. pittii 99,39% A. pittii 
11 A. pittii A. pittii 99,01% A. pittii 
12 A. baumannii A. baumannii 99,03% A. baumannii 
13 A. pittii A. pittii 99,80% A. pittii 
14 A. baumannii A. baumannii 99,80% A. baumannii 
15 A. pittii A. pittii 99,80% A. pittii 
16 A. baumannii A. baumannii 99,80% A. baumannii 
17 A. ursinguii A. pittii 99,33% A. pittii 
18 A. baumannii A. baumannii 99,01% A. baumannii 
19 A. pittii A. pittii 100% A. nosocomialis 
20 A. venetianus A. nosocomialis 98,62% A. venetianus 
21 A. nosocomialis A. nosocomialis 99,79% A. nosocomialis 
22 A. baumannii A. baumannii 98,87% A. baumannii 
23 A. nosocomialis Acinetobacter spp. 99,79% A. nosocomialis 
24 A. pittii A. pittii 98,62% A. pittii 
25 A. baumannii A. baumannii 99,41% A. baumannii 
26 A. ursinguii A. nosocomialis 97,59% A. ursinguii 
27 Acinetobacter spp. Acinetobacter spp. 93,34% A. baumannii 
28 N.I. A. nosocomialis 96,26% A. nosocomialis 
29 N.I. A. nosocomialis 96,26% A. nosocomialis 
30 A. nosocomialis A. pittii 99,02% A. pittii 
31 A. baumannii A. baumannii 99,20% A. baumannii 
32 A. baumannii A. pittii 99,02% A. pittii 
33 A. baumannii A. baumannii 99,21% A. baumannii 
34 A. baumannii A. baumannii 99,60% A. baumannii 
35 A. baumannii A. baumannii 98,45% A. baumannii 

*N.I.- Não identificado 

 
É interessante apontar que a comparação entre pares das semelhanças percentuais de 

DNA do gene rpoB das cepas testadas variou entre 98 e 99% de semelhança, ou seja, quando o 

sequenciamento foi realizado e o BLAST foi utilizado para identificar qual seria a espécie de 

Acinetobacter spp., apenas uma espécie A. nosocomialis apresentou 100% de homologia de 

DNA quando comparações pareadas foram feitas. 

A identificação de todas as três espécies de relevância clínica do complexo Acb em 

amostras de processos infecciosos animais (CHEN et al., 2018) reforça as necessidades de uma 
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investigação adequada desses agentes no laboratório de diagnóstico veterinário de rotina. A 

maioria das amostras foram oriundas de cães, seguida de gatos, equinos e solo. 

 Originalmente, o gênero Acinetobacter spp. era primariamente ambiental, com o tempo, 

isolados patogênicos nosocomiais aumentaram a incidência. Na literatura, muitos são os relatos 

de caso em estudos com animais de espécies do complexo Acb (KUZI et al., 2016; SMET et 

al., 2014; ARIAS et al., 2013; PIMENTA GUIMARÃES et al., 2013), porém estudos recentes 

em animais mostram que A. baumannii está associado a diferentes infecções, em hospitais ou 

clínicas, acometendo cães, gatos, cavalos entre outras espécies animais (MABONI et al., 2019).  

No mesmo estudo, A. baumannii foi encontrado como a espécie de maior prevalência 

isolada de uma ampla gama de infecções animais. Já no estudo de Rafei e colaboradores (2015) 

A. pittii foi identificada como uma espécie significativa não-baumannii em gado, cavalos e 

pequenos animais de companhia.  

Os animais mais frequentemente hospitalizados são os animais de companhia, sendo os 

cães, gatos e cavalos os mais relevantes a nível global. Como consequência, a maioria dos dados 

sobre infecções por Acinetobacter spp. diz respeito a essas espécies animais (VAN DER KOLK 

et al., 2019). Neste trabalho, Van der Kolk e colaboradores analisaram amostras de cães, gatos, 

cavalos, suínos, frangos, falcão, coelhos, ratos, papagaio e outros animais, utilizando diferentes 

técnicas de identificação de Acinetobacter spp. como sequenciamento e multiplex PCR para 

determinar a importância desse complexo em medicina veterinária.  

Muito se estuda sobre A. baumannii em medicina humana, mas por outro lado, pouco 

se sabe sobre a ocorrência natural de Acinetobacter spp. em animais, sua relevância clínica, 

identificação, patogênese, resistência, virulência de Acinetobacter baumannii e não baumannii 

em medicina veterinária pertencentes ao complexo Acb e se eles são um reservatório deste 

patógeno favorecendo a disseminação para o homem.  

O gênero Acinetobacter compreende 73 espécies, sendo 27 espécies nomeadas 

efetivamente, mas não publicadas de forma válida (www.bacterio.net/acinetobacter.html; 

último acesso em março de 2022). As espécies clinicamente mais relevantes são do complexo 

Acb.  

As espécies mais prevalentes identificadas neste estudo foram A. pittii, A. baumannii e 

A. nosocomialis, respectivamente. Nossos achados corroboram com os de um estudo anterior, 

destacando que as espécies do complexo Acb são de grande relevância clínica veterinária 

(CHEN et al., 2018). A. baumannii é a espécie mais bem estudada em humanos e está associada 

a bacteremia, pneumonia associada à ventilação mecânica, infecções do trato urinário, infecções 
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de pele e tecidos moles (WEINBERG et al., 2020; VIJAYAKUMAR et al., 2019). Em animais, 

A. baumannii está associado a diferentes infecções, em hospitais ou clínicas, acometendo cães, 

gatos, cavalos entre outras espécies animais (MABONI et al., 2019). 

A técnica do padrão ouro é baseada na amplificação e sequenciamento de quatro regiões 

variáveis do gene rpoB que incluem duas regiões polimórficas e duas regiões flanqueadas que 

são conservadas dentro do genoma completo do gênero Acinetobacter (LaSCOLA et al., 2006). 

Esta permite a correta identificação de todas as espécies pertencentes ao complexo Acb, como 

a identificação fenotípica desses agentes em laboratório de rotina com base em testes 

bioquímicos não permite uma real caracterização desses agentes (VIJAYAKUMAR et al.,2019; 

CHEN et al., 2014) e considerando que a técnica padrão ouro é extremamente trabalhosa e cara, 

busca-se por técnicas alternativas que permitam a identificação segura das espécies, portanto a 

validação de técnicas que garantam a identificação desses agentes é uma estratégia necessária 

para acelerar o diagnóstico de doenças causadas por essas espécies (CHEN et al., 2014) bem 

como o entendimento da disseminação desses agentes na área veterinária, permitindo o 

conhecimento das cepas circulantes e seu real impacto.  

Para realizar a validação das técnicas e avaliar a confiabilidade entre os métodos 

estudados, utilizou-se o teste de Kappa (FLEISS,1981) que indica a concordância entre os 

resultados avaliados pelos diferentes métodos de identificação das cepas do complexo Acb. Foi 

avaliado a relação entre MALDI-TOF e PCR, MALDI-TOF e rpoB, PCR e rpoB, e entre os 

três. Sendo assim, obtivemos 4 coeficientes distintos (Tabela 13).  

 

Tabela 13. Avaliação utilizando teste Kappa entre os métodos de identificação MALDI-TOF, 

multiplex PCR e rpoB das espécies do complexo Acb. 

Comparações Coeficiente Kappa (IC) p-value 

MALDI -TOF X PCR 0,729 (0,509 e 0,949) 8,29 e-11 

MALDI-TOF X rpoB 0,774 (0,554 e 0,994) 5,31 e-12 

PCR X rpoB 0,787 (0,569 e 1,000) 1,60 e-12 

MALDI-TOF X PCR X 

rpoB 
0,757 (0,628 e 0,886) 0 

 

A interpretação dos coeficientes oferecida por Fleiss (1988) diz que acima de 0,75 a 

concordância entre os métodos avaliados para identificação das espécies dos isolados 

bacterianos estudados é excelente. Já Altman (1991) diz que um coeficiente entre 0,61 a 0,80 
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possui uma concordância boa. A concordância só é caracterizada como perfeita quando o índice 

é igual a 1,00 (FLEISS, 1998; ALTMAN, 1991). Sendo assim, MALDI-TOF MS e PCR são 

excelentes alternativas na identificação dos isolados pertencentes a espécies do complexo Acb. 

E entre MALDI-TOF MS e PCR, o PCR pode ser considerado o de mais fácil acesso, uma vez 

que o aumento dos números de laboratórios de biologia molecular está crescente e o acesso ao 

equipamento do MALDI-TOF MS ainda não é tão simples. 

A técnica do MALDI-TOF MS surgiu há quase duas décadas como uma técnica para a 

identificação rápida de microrganismos e se estabeleceu como um instrumento fundamental no 

laboratório de microbiologia clínica (OVIAÑO & RODRÍGUEZ-SÁNCHEZ, 2021). É 

importante salientar que  MALDI-TOF MS e outros sistemas são tão bons quanto seu banco de 

dados, ou seja, eles devem incluir cepas de referência de todas as espécies, de preferência várias 

cepas por espécie para cobrir a variação dentro das espécies. Como consequência, o MALDI-

TOF MS permite a identificação de A. baumannii, A. pittii e A. nosocomialis com precisão 

aceitável e relativamente rápida. 

Segundo Chen e colaboradores (2018) o método de PCR multiplex é capaz de 

diferenciar as três espécies do complexo Acb clinicamente relevantes em uma única reação. A 

PCR multiplex baseada em genes específicos da espécie é considerada simples, rápida e 

aceitável para a identificação de diferentes espécies dentro do complexo Acb. Este PCR 

multiplex é reproduzível. Uma PCR multiplex baseada na amplificação do gene gyrB foi 

proposta para a identificação de A. baumannii, A. pittii e A. nosocomialis. 

Ambas as técnicas são precisas e podem ser utilizadas, pois apresentam vantagens e 

desvantagens e irá depender do acesso ao equipamento e reagentes, de pessoal treinado para 

realizar as técnicas e da disponibilidade financeira a serem utilizados, porém, pela análise 

estatística, o resultado é bastante preciso quando comparadas entre si. Sendo uma boa 

alternativa para a rotina veterinária de identificação de espécies do complexo Acb de 

importância clínica.  

 

5.7 Resistência das cepas do complexo Acb 

As bactérias do complexo Acb apresentam resistência intrínseca (RI) aos 

antimicrobianos AMP, AMO, AMC, AZT, ertapenem (ERT 10µg), trimetoprim (TRI 10µg), 

cloranfenicol (CLO  30µg) e fosfomicina (FOS 30µg) (BrCAST, 2021), o que já gera uma 

dificuldade no tratamento de rotina, além disso, poucos são os antimicrobianos com pontos de 

corte específicos nos manuais de disco-difusão (BrCAST e CLSI, 2021). Além disso, o 
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BrCAST (2021) considera resistência intrínseca para cefotaxima (CTX 30 µg) ceftriaxona 

(CRO 30µg), doxiciclina (DOX 30µg) e tetraciclina (TET 30µg), e o CLSI Veterinário (2020) 

considera resistência intrínseca para ceftaxima e possuem ainda a habilidade de adquirir genes 

de resistência adicionais (POIREL et al., 2011), mostrando o real desafio de se trabalhar com 

espécies deste complexo e gerar um diagnóstico acurado.  

Dos 35 isolados avaliados, considerando o perfil de resistência, 54,28% (19/35) foram 

classificadas como MDR, sendo 31,57% (6/19) A. pittii, e A. baumannii, igualmente, 26,32% 

(5/19) A. nosocomialis e 10,52% (2/19) não pertencentes ao complexo Acb (A. venetianus e A. 

ursinguii).  Maboni e colaboradores (2019) e CLSI (2021) consideram que uma bactéria é 

classificada como MDR quando possui resistência a pelo menos um representante de três ou 

mais classes de antimicrobianos bacterianos. No entanto, poucos estudos relataram a ocorrência 

de outras espécies do complexo Acb causando infecção em animais e apresentando um padrão 

de MDR (MABONI et al., 2019; KUZI et al., 2016; SMET et al., 2014; ARIAS et al., 2013; 

PIMENTA GUIMARÃES et al., 2013).  

Os isolados de MDR identificados estavam envolvidos principalmente em infecções do 

trato urinário e pele de gatos e cães (Tabela 14), o que confirma o desafio real na rotina clínica 

veterinária, e reforça a necessidade de monitorar essas cepas no ambiente veterinário para a 

adoção de medidas de controle e tratamento adequados.  

 

Tabela 14. Indicação dos processos infecciosos classificados como MDR. 

Processo infeccioso MDR 

Urina 8 

Pele 6 

Secreção otológica 3 

Secreção nasal 2 

 

Nossos resultados, juntamente com os de estudos recentes, levantam preocupações 

sobre a considerável prevalência de MDR em cepas do complexo Acb associadas à infecções 

em animais e que pode ser potencialmente transmitida ao ambiente humano ou vice-versa 

(VAN DER KOLK et al., 2019; MABONI et al., 2019). O padrão MDR está relacionado à 

expressão de vários mecanismos de resistência, incluindo β-lactamases, bombas de efluxo 

multidrogas, enzimas modificadoras de aminoglicosídeos, defeitos de permeabilidade e 

alteração de sítios-alvo (GALLAGHER & BAKER, 2020). Em um estudo recente, altas taxas 



 

    65 
 

de resistência de MDR aos principais antimicrobianos foram encontradas para isolados de 

Acinetobacter spp. de animais, exceto para imipenem ao qual todos os isolados testados foram 

suscetíveis (MABONI et al., 2020). 

A prevalência de resistência no complexo Acb de acordo com cada antimicrobiano 

avaliado foi de 88,57% (31/35) para ampicilina + sulbactam, 62,86% (22/35) para aztreonam, 

57,14% (20/35) para ceftaxima, 40% (14/35) para sulfametoxazol + trimetoprima, 37,14% 

(13/35) para gentamicina, 31,42% (11/35) para levofloxacina, amoxicilina + sulbactam e 

ciprofloxacina, 22,87% (8/35) para cefepima e ceftazidima, 17,14% (6/35) para meropenem e 

imepenem, 14,29% (5/35) para tetraciclina e amoxicilina + clavulanato, 11,43% (4/35) para 

cefoxitima, 8,57% (3/35) para amicacina e 5,71% (2/35) azitromicina e doxacilina. 

Estas cepas bacterianas configuram muitos aspectos interessantes, ainda mais no que 

tange mecanismos de resistência, principalmente em relação aos β-lactâmicos, uma vez que 

alguns deles foram identificados como produtores de ESBL e carbapenemase. Ou seja, são 

isolados capazes de hidrolisar a maioria das penicilinas e cefalosporinas de terceira e quarta 

gerações e monobactâmicos (AZT), mas não cefamicinas ou carbapenêmicos (CLSI, 2021; 

BrCAST, 2020; LITAKE et al., 2015). A maioria das ESBLs pertence à classe A de Ambler e 

é inibida por ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam e por diazabiciclooctanonas 

(avibactam) (BrCAST, 2020).  

As cepas detectadas com ESBL tem grande importância em todo o mundo. A 

disseminação destes agentes tem aumentado cada vez mais, sendo resultado da expansão 

clonal de organismos produtores de ESBL, da transferência horizontal de genes de ESBL 

em plasmídeos e, menos comumente, surgimento de novas enzimas, tendo como grupo 

clinicamente mais importantes de ESBLs as enzimas CTX-M, seguido de SHV e 

ESBLs derivados de TEM (BrCAST, 2020; LITAKE et al., 2015). 

Das 35 cepas estudadas, 48,57% (17/35) apresentaram 1 ou mais genes de ESBL, destes, 

23,53% (4/17) cepas apresentaram o gene blaCTX, 5,88% (1/17) cepas apresentou o gene blaSHV, 

47,06% (8/17) cepas apresentaram o gene blaTEM, 17,65% (3/17) cepas o gene blaCTX e blaTEM 

e 5,88% (1/17) cepa apresentou blaSHV e blaTEM (Tabela 15). Apesar da identificação destes 

genes serem considerados relativamente rara em A. baumannii (GHAIMA, 2018; LITAKE et 

al., 2015), neste estudo foram identificados 7 isolados de A. baumannii produtores de ESBL e 

10 isolados não- A. baumannii, sendo 70% (7/10) A. pittii e 30% (3/10) A. nosocomialis.  

Alguns são os desafios de identificação fenotípica de resistência em laboratório, uma 

vez que desde 2018 todos os laboratórios brasileiros de diagnóstico microbiológico precisam 
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estar padronizados de acordo com o manual do BrCAST, porém há falta de dados para 

veterinária. Sendo assim, o método híbrido de utilização dos manuais do BrCAST e CLSI é 

realizado. Entretanto, há algumas diferenças significativas em relação aos pontos de corte entre 

eles, como por exemplo, na avaliação de ESBL, embora as duas considerem a resistência 

fenotípica aos mesmos antimicrobianos, os pontos de corte são diferentes e o BrCAST 

considera um resultado positivo quando as zonas de inibição em torno de qualquer um dos 

discos de cefalosporinas são aumentadas na direção do disco que contém o ácido clavulânico, 

considerando o aparecimento ou não de zona fantasma e deformação no halo das cefalosporinas, 

já no CLSI se considera a resistência a qualquer antimicrobiano utilizado. 

Nos manuais utilizados para identificação e avaliação de resistência bacteriana, a 

avaliação utilizando testes fenotípicos para produção de carbapenemase é preconizada para 

ordem Enterobacterales, ou seja, não há testes fenotípicos preconizados para cepas de 

Acinetobacter spp. Essa pode ser uma justificativa para dificuldade de correlação entre testes 

fenotípicos e a detecção de genes de resistência. No presente trabalho, 4 isolados não 

apresentaram fenótipo de produção de ESBL no método de disco-difusão indicado pelo CLSI 

e BrCAST possuíam genes de ESBL. Mostrando a grande dificuldade da correta identificação 

de resistência desse complexo dentro da clínica. 

Essa produção de carbapenemase é avaliada pelo fato dos carbepenêmicos se 

configurarem como uma excelente alternativa para o tratamento das infecções causadas por 

estes patógenos (OMS, 2017), porém, principalmente no que tange possuírem resistência 

intrínseca, poderem ser MDR e produtores de ESBL e carbapenemase há uma maior dificuldade 

de escolha terapêutica.  

As cepas de Acinetobacter spp. têm se tornado resistentes aos carbapenêmicos através 

de distintos mecanismos que incluem a presença de metalo-β-lactamases (MBL) (classe B) que 

hidrolisam todos os β-lactâmicos e podem ser transmitidos por transferência horizontal de genes 

entre bactérias, bem como clonagem de genes, portanto, se espalharam rapidamente dentro das 

espécies bacterianas e em grandes distâncias geográficas (THERIAULT et al., 2021) e/ou a 

presença ou superexpressão de carbapenemase do tipo oxacilinase (OXA) (classe D), 

especialmente blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-58 e blaOXA-51 (CHEN et al., 2018; POIREL et al., 

2011). Enzimas comuns conferem resistência à maioria dos -lactâmicos, incluindo 

cefalosporinas de terceira geração. Além disso, estes mecanismos podem ocorrer em conjunto 

com a resistência a outras classes de antimicrobianos (THERIAULT et al., 2021).  
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No atual contexto de Saúde Única, as cepas do presente trabalho foram avaliadas quanto 

a produção de carbapenemase do tipo penicinilase com o gene blaKPC, do tipo MBL para os 

genes blaIMP, blaVIM e blaNDM e quanto a produção de carbapenemase do tipo OXA para os 

genes blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-48, blaOXA-58 e blaOXA-143. Das 35 cepas, 54,28% 

(19/35) apresentaram 1 ou mais genes para carbapenemase. Dos 19, 36,82% (7/19) 

apresentaram genes MBL, dos quais 28,57% (2/7) cepas apresentaram blaIMP, 71,43% (5/7) 

cepas apresentaram blaVIM e 14,28% (1/7) apresentou ambos os genes (Tabela 14). Não foram 

encontrados outros genes MBL ou do tipo penicilinases. Dessas 19 cepas com genes para 

carbapenemase, 89,47% (17/19) apresentaram genes OXA, sendo 76,47%  (13/17) cepas de A. 

baumannii com blaOXA-51, 5,88% (1/17) cepas de A. pittii com blaOXA-51, 5,88% (1/17) cepa de 

A. nosocomialis com blaOXA-51, 5,88% (1/17) cepa de A. pittii com blaOXA-23 e 5,88% (1/17) cepa 

de A. baumannii com blaOXA-51 blaOXA-23, sendo esta amostra ambiental (Tabela 14). 26,31% 

(5/19) das cepas apresentaram genes MBL e OXA simultaneamente e 52,63% (10/19) das cepas 

apresentaram genes de produção de ESBL e carbapenemase simultaneamente. 

Algumas cepas não apresentaram resistência fenotípica ao meropenem e foi detectado 

genes de produção de carbapenemase. Segundo o CLSI (2020), Acinetobacter spp apresenta 

baixa sensibilidade ao teste fenotípico CarbaNP e aos testes enzimáticos fenotípicos mCIM e 

eCIM onde o antimicrobiano meropenem é utilizado, podendo ser uma possível explicação ou 

algum mecanismo de bloqueio da expressão fenotípica no momento de realização da pesquisa. 

Devido a essas características, os MBLs têm sido amplamente divulgados e ocorrem 

mais comumente em cepas de A. baumannii (THERIAULT et al., 2021). Kabir e colaboradores 

(2016) não encontraram blaOXA-23 ou blaOXA-24 em A. baumannii. São muitos os estudos 

analisando A. baumannii através de blaOXA-51, por ser considerado intrínseco (TAKEBAYASHI 

et al., 2021; TURTON et al., 2006), mas neste estudo encontramos estes genes em 

Acinetobacter não-baumannii, gerando um alerta para a transferência de genes entre espécies. 
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Tabela 15. Perfil fenogenotípico de resistência antimicrobiana das espécies do complexo Acb. 

Isolado Espécie 
Perfil resistência 

fenotípica 

Perfil resistência genotípica 

ESBL Carbapenemase 

1 A. pittii CTX SHV 
OXA-23, IMP e 

VIM 

2 A. pittii ATM, AMP, SUT, TET - - 

3 A. pittii 
ATM, AMP, SUT, 

CTX(I) 
- VIM 

4 A. pittii 
ATM, AMP, CTX, 

MER, LEV 
TEM e SHV VIM 

5 A. baumannii 

ATM, AMP, SUT, CTX, 

IMP, CPM, GEN, LEV, 

CIP, ASB 

CTX OXA-51 

6 A. baumannii 
ATM, AMP, SUT, CTX, 

LEV, CIP, CAZ, AMI 
CTX e TEM VIM e OXA-51 

7 A. baumannii 

ATM, AMP, SUT, CTX, 

LEV, CIP, CAZ, GEN 

 

CTX e TEM OXA-51 

8 
A. 

nosocomialis 

AMP, SUT, CTX, CPM, 

LEV, CIP, CAZ, ASB 
- - 

9 A. pittii 
AMP, CTX, CPM, 

GEN, ASB 
- - 

10 A. pittii 
ATM, AMP, CTX, IMP, 

ASB 
TEM IMP e OXA-51 

11 A. pittii 
ATM, AMP, CTX, IMP, 

ASB 
TEM - 

12 A. baumannii 
ATM, AMP, CTX, 

GEN, IMP, ASB 
CTX OXA-51 

13 A. pittii 
ATM, AMP, SUT, TET, 

CTX, CIP, GEN 
- - 

14 A. baumannii ATM, AMP, MER - OXA-51 

15 A. pittii 
ATM, AMP, CTX, 

MER, GEN, ASB 
TEM - 
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Tabela 15. Continuação 

16 A. baumannii 
ATM, AMP, CTX, 

MER, GEN, ASB 
CTX e TEM IMP e OXA-51 

17 A. pittii ATM, AMP TEM - 

18 A. baumannii ATM, AMP, CAZ, GEN - OXA-51 

19 A. pittii AMP, ATM, CAZ TEM - 

20 
A. 

nosocomialis 

ATM, AMP, SUT, CTX, 

IPM, CPM, CIP, CAZ, 

ASB 

TEM - 

21 
A. 

nosocomialis 

ATM, AMP, SUT, CTX, 

MER, IPM, CIP, LEV 
TEM - 

22 A. baumannii ATM, AMP, CTX, LEV CTX OXA-51 

23 
A. 

nosocomialis 
ATM, AMP, AMI TEM - 

24 A. pittii AMP, CFO - - 

25 A. baumannii AMP - OXA-51 

26 
A. 

nosocomialis 

AMP, SUT, AMC, AZI, 

CFO 
- - 

27 A. baumannii - - OXA-51 

28 
A. 

nosocomialis 
AMP, GEN, CPM (I) - - 

29 
A. 

nosocomialis 

AMP, ATM, SUT, 

CPM, CAZ, GEN, TET, 

CTX, CIP, LEV, ASB, 

AMC, DOX 

- VIM e OXA-51 

30 A. pittii 

AMP, CTX, SUT, CIP, 

LEV, ASB, AMI, MER, 

TET, DOX, CPM, GEN 

TEM - 

31 A. baumannii 

AMP, CAZ, CPM, 

GEN, SUT, CIP, LEV, 

AMC, TET, CFO, AZI 

CTX OXA-51 

32 A. pittii 
AMP, GEN, SUT, CIP, 

LEV, AMC, CFO 
- - 
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Tabela 15. Continuação 

33 A. baumannii - - OXA-51 

34 A. baumannii 
ATM, AMP, CTX, 

AMC 
- OXA 51 

35 A. baumannii - - 
OXA-51 e 

OXA-24 

* 

Dos 19 isolados que foram classificados como MDR, 68,42% (13/19) apresentaram 

algum gene de produção de β-lactamase, seja ESBL ou carbapenemase. Este é o real alerta na 

rotina clínica veterinária, onde prescrever o tratamento para esses animais se torna cada dia 

mais desafiador.  

A resistência antimicrobiana é grave ameaça à saúde pública, em especial porque os 

mecanismos de geração, manutenção e transmissão da resistência antimicrobiana entre 

humanos e animais não estão claramente estabelecidos, sendo A. baumannii um exemplo 

notável dessa complexidade (MABONI et al., 2020).  

Poucos estudos na área da medicina veterinária relatam a ocorrência das distintas 

espécies do complexo, além de A. baumannii, bem como seu respectivo perfil de resistência, 

porém, estudos como esse mostra o quão importante esse complexo de bactérias tem sido frente 

às infecções clínicas rotineiras e a continuação dessas pesquisas são muito importantes para a 

total compreensão dentro do ambiente veterinário.  

 

5.8 PFGE das cepas do complexo Acb 

 Das 35 cepas do complexo Acb foram escolhidas as cepas de maior frequência, sendo 

assim, foram avaliadas 25 cepas de Acinetobacter spp., sendo 13 Acinetobacter baumannii e 12 

Acinetobacter pittii foram tipados por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) após 

digestão de DNA genômico com a enzima ApaI. Os perfis de restrição ApaI foram inicialmente 

comparados por inspeção visual, e os isolados foram considerados intimamente relacionados se 

tivessem diferenças em menos de três bandas (TENOVER et al., 1995).  

A análise realizada por computador usando o software BioNumerics (Applied Maths, 

Sint-Martens-Latem, Bélgica) também foi realizada e o agrupamento foi pelo método de grupos 

de pares não ponderados com média matemática. A similaridade de DNA foi calculada usando 

o coeficiente Dice baseado em banda com uma configuração de tolerância de 1,0% e uma 

configuração de otimização de 1,0% para todo o perfil (WANG et al., 2018).  
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Na avaliação do PFGE, 69,23% (9/13) pulsotipos diferentes foram identificados entre os 

Acinetobacter baumannii pesquisados em 4 clusters diferentes e 5 perfis únicos, como descrito 

na Figura 24. Das 14 cepas originalmente identificadas como A. baumannii, 13 foram 

analisadas pela técnica de PFGE. Entretanto, nenhum pulsotipo foi considerado clone entre as 

cepas, por apresentarem percentual menor que 85% de semelhança, testes utilizando outras 

técnicas como MLST (tipos de sequências em muitos locus) poderão ser realizadas futuramente 

para melhor compreensão da relação entre estas cepas. 

 Embora não tenha tido nenhuma semelhança significativa, é interessante notar que 

existe algum grau de semelhança entre cepas provindas de diferentes espécies animais e 

diferentes locais, destacando alguns clusters. Como o primeiro, formado pela cepa 35 oriunda 

de amostra ambiental e a cepa 21, oriunda de cão, se repetindo no segundo cluster formado 

pelas cepas 33, oriunda de ambiente e 16 oriunda de cão. O quarto cluster é formado pelas cepas 

5 e 7, onde a cepa 5 é oriunda de amostras de gato e a cepa 7 de amostra equina. 

 
Figura 24. Resultado de tipagem por técnica de PFGE dos A. baumannii 

 

Na mesma avaliação do PFGE, 41,67% (5/12) pulsotipos diferentes foram identificados 

entre os Acinetobacter pittii pesquisados em 4 clusters diferentes e 1 perfil único, como descrito 

na Figura 25. Foram observados 2 clusters apresentando percentual maior do que 97% de 

semelhança, podendo ser considerados como clones, testes utilizando outras técnicas como 

MLST (tipos de sequências em muitos locus) poderão ser realizadas. 

Entretanto, os dados foram interessantes para observar que no primeiro cluster formado 

pela cepa 14, 9 e 17 pertencem a diferentes espécies animais, as cepas 14 e 9 são provindas de 

amostras de cães e a cepa 17 é provinda de amostra de gato, o mesmo acontece com o segundo 
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cluster formado pelas cepas 10, 11 e 15, onde a cepa 10 pertence a amostra oriunda de gato e 

as cepas 11 e 15 pertencem a amostras oriundas de cães. No terceiro cluster formado pelas cepas 

2,3 e 4, apesar de não terem tido um percentual de semelhança acima de 85%, a cepa 2 é oriunda 

de amostra de gato e as cepas 3 e 4 são oriundas de amostras de cães. Isto é alarmante se pensar 

que as mesmas cepas poderão estar circulando em espécies animais diferentes, espécies estas 

que possuem um contato estreito com os tutores. Trabalhos futuros realizando a mesma técnica 

para cepas oriundas de amostras humanas poderão ser avaliadas. 

 
Figura 25. Resultado de tipagem por técnica de PFGE dos A. pittii 

 

A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) tem sido usada nas últimas três décadas 

para decifrar as ligações epidemiológicas entre isolados bacterianos e vias de transmissão. Esta 

técnica tem sido constantemente substituída pela tipagem baseada no genoma completo 

sequenciado, que fornece árvores filogenéticas e se tornou o novo padrão de referência para 

tipagem bacteriana (MARTAK et al., 2020). Normalmente, os métodos de tipagem molecular 

fornecem dados muito úteis sobre a fonte e a taxa de disseminação de infecções nas populações 

estudadas, porém o grau de desafio deste trabalho é fazer as comparações com cepas de fontes 

diversas, umas vez que as amostras não provém de uma mesma espécie animal e nem de um 

mesmo hospital ou clínica, são amostras provindas de um mesmo laboratório que recebe 

pedidos de diferentes partes do Rio de Janeiro. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A análise de amostras provenientes de distintos ambientes de produção, manutenção e 

cuidados clínicos de animais permitiu a construção de um panorama da diversidade e resistência 

antimicrobiana dentro de uma abordagem em Saúde Única.  

Os animais selvagens utilizados no presente estudo, foram resgatados e monitorados 

para a reintrodução na natureza. Por serem animais saudáveis e albergarem patógenos 

bacterianos com potencial de virulência e resistência, é possível evidenciar seu papel no 

processo de disseminação de genes de resistência, com destaque para o gene mcr-9 relacionado 

a resistência à colistina, antimicrobiano de uso terapêutico em tratamento de infecções humanas 

graves.  

A detecção de uma cepa de Pantoea dispersa a partir de uma amostra de maritaca, 

apresentando resistência fenotípica por produção de ESBL e carbapenemase, simultaneamente, 

e ainda o gene mcr-9, de algum modo envolvido na resistência à colistina somam-se aos relatos 

de sua importância na agricultura e em saúde humana, e apontam para a importância deste tipo 

de estudo numa abordagem multifatorial voltada ao conceito de Saúde Única. 

A avaliação das bactérias de traqueia e cloaca de pintos de 01 dia e frangos da Avicultura 

da UFRRJ permitiu observar várias espécies da Ordem Enterobacterales, com destaque para 

Escherichia coli. Esse achado corrobora a necessidade de atenção no manejo a fim de controlar 

e evitar disbiose nesses animais a ponto de terem colibacilose e serem descartados. 

Dentro do ambiente de produção animal, a análise da detecção fenogenotípica de 

resistência é importante para a compreensão da pressão de seleção exercida pelo uso de 

antimicrobianos e aditivos zootécnicos na disseminação de genes de resistência para o 

ambiente, outros animais e para os humanos.  

A detecção do gene vanA em Proteus mirabilis de cloaca de frango adulto e cloaca de 

pinto de 01 dia de idade, do gene mecA em SCN de traqueia de frango adulto, e os fatores de 

virulência relacionados à Escherichia coli em 05 cepas de APEC foram os pontos de destaque.  

A interligação do manejo dentro do sistema de produção favorece a disseminação desses 

genes pelas excretas para o ambiente, pelo consumo direto da carne, pela reutilização de cama 

de maravalha, pelas falhas no manejo sanitário, entre outros. A detecção de gene de produção 

de carbapenemase na cama de maravalha antes do processo de compostagem e vazio sanitário, 

levanta questões sobre sua reutilização.  
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Um dos aspectos mais desafiadores do trabalho foi a padronização de protocolo para 

identificação de espécies do complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii 

a partir de espécimes clínicos animais. A associação das técnicas moleculares MALDI-TOF e 

PCR multiplex permitiu a identificação segura das espécies pertencentes ao complexo Acb. 

Outro ponto de destaque é a elevada resistência intrínseca presente nas espécies do 

complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii, além da crescente resistência 

adquirida aos carbapenêmicos. Neste trabalho, foram detectadas cepas com 1 ou mais genes de 

resistência por produção de ESBL e carbapenemase oriundos principalmente de infecção 

urinária, mostrando cada vez mais um aumento de resistência bacteriana em medicina 

veterinária 

Entre os vários pontos críticos observados quando se trabalha com identificação e 

análise de resistência em amostras oriundas de animais, cabe destacar a diversidade de espécies 

e a falta de protocolos específicos para identificação dessas espécies, uma vez que ainda são 

poucos os trabalhos relacionados aos animais, sendo a literatura embasada em amostras 

humanas. Estudos que preencham as lacunas de informações são importantes para o 

monitoramento, vigilância e a compreensão da interrelação Homem, Animal e Ambiente, 

dentro do contexto de Saúde Única. 
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ANEXO 1- Primers utilizados na caracterização das espécies bacterianas. 
Gene/ 

Produto de PCR 
Sequência (5'–3') Programa 

 

16S rRNA 

(756 pb) 

 

AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA 
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC 

94 oC por 5 min; 30 ciclos 
(94 oC por 1 min, 55 oC por 
1 min e 72 oC for 1 min) e 
uma extensão final por 72 

oC por 10 min. 
 

27F/1512R 

(1500 pb) 

 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
ACGGCTACCTTGTTACGACT 

94 oC por 5 min; 30 ciclos 
(94 oC por 1 min, 65 oC por 
1 min e 72 oC for 1 min) e 
uma extensão final por 72 

oC por 5 min. 
recA 

(425 pb) 

CCTGAATCTTCTGGTAAAAC 
GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 

 
 

94 oC por 5 min; 35 ciclos 
de (94 oC por 1 min, 58 oC 
por 30 seg e 72 oC por 30 
seg) e uma extensão final 

de 72 oC por 10 min. 

gyrB 

(294 pb) 

CACGCCGTAAGAGTGCATTA 
AACGGAGCTTGTCAGGGTTA 

ITS region 

(208 pb) 

CATTATCACGGTAATTAGTG 
AGAGCACTGTGCACTTAAG 

ITS region 

(150 pb) 

CTCAAGAGTTTAGATTAAGCAAT 
GTCCGTGCGATTCTTCATCG 

Ac696F (+2916) 
Ac1093R (+3267) 

TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG 
CMACACCYTTGTTMCCRTGA 

Temperatura de 
Anelamento 60oC. 

Ac1055F (+3263) GTGATAARATGGCBGGTCGT Temperatura de 
Anelamento 60oC. 

Ac1598R (+3773) CGBGCRTGCATYTTGTCRT Temperatura de 
Anelamento 58oC. 

AcintLBF (-361) 
AcintLBR (+29) 

GAAGARCTTAAGAMDAARCTTG 
CGTTTCTTTTCGGTATATGAGT 

Temperatura de 
Anelamento 60oC. 

AcintBCF (+4048) GTTCTTTAGGTATCAACATTGAA Temperatura de 
Anelamento 60oC. 

AcintBCR (+4207) GACGCAAGACCAATACGRAT Temperatura de 
Anelamento 59oC. 
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ANEXO 2- Primers utilizados na caracterização da resistência antimicrobiana. 
Gene/ 

Produto de PCR 
Sequência (5'–3') Programa 

 

mecA 

(574 pb) 

 

ACGTTACAAGATATGAAGGAA 
ACATTAATAGCCATCATC 

 

95 °C por 5 min (94 °C por 1 
min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 
1 min) x 30 e uma extensão final 
por 72 °C por 10 min. 

 

blaZ 

(861 pb) 

 

TACAACTGTAATATCGGAGGG 
CATTACACTCTTGGCGGTTTC 

 

94oC por 5 min; (94oC por 30 
seg; 58oC por 30 seg; 72oC por 
30 seg) x 35 e uma extensão 
final por 72oC por 5 min. 

vanA 

(649 pb) 

CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 
CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 

94 oC por 5 min; 30 ciclos (94 
oC por 1 min, 52 oC por 1 min e 
72 oC for 1 min) e uma extensão 
final por 72 oC por 5 min. vanB 

(432 pb) 

GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 
CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 

blaTEM 

(831 pb) 

ATGAGTATTCAACATTTCCGTG 
TTACCAATGCTTAATCAGTGAG 

94 oC por 5 min; 40 ciclos (94 
oC Por 1 min, 55 oC por 1 min e 
72 oC for 1 min) e uma extensão 
final por 72 oC por 5 min. blaCTX 

(862 pb) 

AAAAATCACTGCGCCAGTTC 
CCGTCGGTGACGATTTTAGCC 

 

blaSHV 

(831 pb) 

 

TTTATCGGCCCTCACTCAAGG 
TTACCAATGCTTAATCAGTGAG 

94 oC por 3 min; 32 ciclos (94 
oC por 30 seg, 56 oC por 30 seg 
e 72 oC for 1 min) e uma 
extensão final por 72 oC por 10 
min. 

blaOXA-23  
(501 pb) 

GATCGGATTGGAGAACCAGA 
ATTTCTGACCGCATTTCCAT 

94oC por 10 min; 30 ciclos de 
(94 oC por 25 seg, 52 oC por 45 
seg e72 oC por 50 seg) e uma 
extensão final de 72 oC por 6 
min. 

blaOXA-51 

(353 pb) 

TAATGCTTTGATCGGCCTTG 

TGGATTGCACTTCATCTTGG 
blaOXA-143 

(196 pb) 

TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 

TAATCTTGAGGGGGCCAACC 
blaOXA-24 

(246 pb) 

GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 

blaOXA-58 

(590 pb) 
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
CCCCTCTGCGCTCTACATAC 

blaIMP 

(587 pb) 

GAAGGCGTTTATGTTCATAC 
GTAAGTTTCAAGAGTGATGC 

94oC por 5 min; 36 ciclos (94oC 
por 1 min, 52 a 56oC por 1 min 
e 72oC for 1 min) e uma 
extensão final por 72oC por 5 
min. 

blaVIM 

(390 pb) 

GATGGTGTTTGGTCGCATA 
CGAATGCGCAGCACCAG 

blaKPC 

(785 pb) 

TCGCTAACTCGAAACAGG 
TTACTGCCCGTTGACGCCAATCC 

 
94oC por 5 min; 30 ciclos (94oC 
por 45 seg, 60oC por 45 seg e 
72oC for 45 seg) e uma extensão 
final por 72oC por 5 min. 

blaNDM 

(345 pb) 

CGAAGCTGAGCACCGCATTA 
ATCTTGCCCTGATGCGCGTG 

blaOXA48  

(177 pb) 

TGTTTTTGGTGGCATCGAT 
GTAAMRATGCTTGGTTCGC 
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mcr-1 

(320 pb) 

AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 
AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 

94oC por 15 min; 25 ciclos de 
(94oC por 30 seg, 58oC por 1:30 
min e 72oC por 60 seg) e uma 
extensão final de 72oC por 10 
min. 

mcr-2 

(715 pb) 

CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 
TCTAGCCCGACAAGCATACC 

mcr-3 

(929 pb) 

AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 
AATGGAGATCCCCGTTTTT 

mcr-4 

(1116 pb) 

TCACTTTCATCACTGCGTTG 
TTGGTCCATGACTACCAATG 

mcr-5 

(1644 pb) 
 

ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 
TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 

mcr-6 

(252 pb) 
 

GTCCGGTCAATCCCTATCTGT 
ATCACGGGATTGACATAGCTAC 

mcr-7 

(551 pb) 
TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT 

TTCATCTGCGCCACCTCGT 
mcr-8 

(856 pb) 
AACCGCCAGAGCACAGAATT 
TTCCCCCAGCGATTCTCCAT 

mcr-9 

(1011 pb) 
 

GTATCCTTCCTGCCATCCTC 
CTTTCCATAACAGCGAGACAC 
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ANEXO 3- Primers utilizados na caracterização dos fatores de virulência. 
Gene/ 

Produto de PCR 
Sequência (5'–3') Programa 

iroN 

(553 pb) 

AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 
GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT 

 
 
 
 

94oC por 2 min; 25 ciclos de 
(94oC por 30 seg, 63oC por 
30 seg e 68oC por 3 min) e 
uma extensão final de 72oC 

por 10 min. 

ompT 

(496 pb) 

TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 
TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 

 
hlyF 

(450 pb) 

GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 
GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG 

Iss 

(323 pb) 

CAGCAACCCGAACCACTTGATG 
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

iutA 

(302 pb) 
GGCTGGACATCATGGGAACTGG 
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

 


