Juliana Tiemi Takahashi

Deteccdo e Identificacédo de Beta-lactamases de
Espectro Estendido e de Genes de Resisténcia as
Quinolonas em Enterobacteriaceae Isoladas de
Amostras de Carnes de Frango, Suina e Bovina

Destinadas ao Consumo Humano

Sao José do Rio Preto
2015



Juliana Tiemi Takahashi

Deteccao e ldentificacao de Beta-lactamases de
Espectro Estendido e de Genes de Resisténcia as
Quinolonas em Enterobacteriaceae Isoladas de
Amostras de Carnes de Frango, Suina e Bovina

Destinadas ao Consumo Humano

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de S&8o José do Rio Preto para
obtencdo do Titulo de Mestre no Curso de
Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude, Eixo
Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas.

Orientadora: Prof?. Drd. Mara Corréa Lelles Nogueira

Sao José do Rio Preto
2015



Takahashi, Juliana Tiemi

Deteccéo e identificacdo de beta-lactamases de espectro estendido e de genes de
resisténcia as quinolonas em Enterobacteriaceae isoladas de amostras de carnes de
frango, suina e bovina destinadas ao consumo humano / Juliana Tiemi Takahashi
S&o Jose do Rio Preto, 2015
112 p.

Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de S8o José do Rio Preto —
FAMERP

Eixo Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas

Orientadora: Prof. Dr2. Mara Corréa Lelles Nogueira

1.Beta-lactamase de espectro estendido; 2. qnr; 3; ogxAB; 4. Carnes; 5.

Enterobacteriaceae




JULIANA TIEMI TAKAHASHI

Deteccdo e identificacdo de beta-lactamases de espectro
estendido e de genes de resisténcia as quinolonas em
Enterobacteriaceae isoladas de amostras de carnes de

frango, suina e bovina destinadas ao consumo humano

BANCA EXAMINADORA

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Profé. Dr2. Mara Corréa Lelles Nogueira
2° Examinador: Prof®. Dr. Aripuand Sakurada Aranha Watanabe
3° Examinador: Profé, Dr2. Milena Polotto
Suplentes: Profé. Dr2. Fernanda Modesto Tollentino

Profé, Drd. Margarete Teresa Gottardo de Almeida

Sao José do Rio Preto, 23/11/2015.




SUMARIO

AGRADECIMENTOS .....ooviiieieeeietie e esisseeses sttt sss s st sssesneanens i
LISTA DE FIGURAS ......cooeieiteeeeeeees e tes ettt sttt iv
LISTA DE TABELAS E QUADROS..........ooiiiieeeeeitsesiesesesesesessesss s enesnenes vi
LISTA DE ABREVIATURAS ......cooviieveeeteeteeeeeesesess s senses s sasssssesses st vii
LISTA DE SIMBOLOS........oiieeieeiereietee e e esessss s sen s ses e esssssessesssns s viii
RESUMO ..ottt sttt n st sttt en s iX
ABSTRACT ..ottt sttt ettt Xi
1. INTRODUGAO ..ottt ettt 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA........oooceereeeeeeeeee st nissen s 4

2.1. A importancia da familia Enterobacteriaceae............ccouvereereriicine e 4

2.2. A importancia da resisténcia aos beta-lactdmicos e quinolonas em

Enterobacteriaceae e 0s principais mecanismos de resSiStenCia..........cccoevevveveeieieevieennnn, 6
2.3. Resisténcia aos Deta-1aCtamiCos ..........ccocviiiiiiiiiice e 7
2.4, ReSIStENCIAS AS QUINOIONES .......coveiiiiieiiiieieeee e 10
3. MATERIAL E METODOS ..ottt en s 12
3.1. Isolamento, identificacdo e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das
(o= o 0 [T =TS (1 o [o ST STR 12
3.2. EStUAOS MOIECUIAIES .....vevieiieieie e 16
3.2.1. Extragao do DNA gENOIMICO .....c.eeueiuieieieiiesie sttt 16
3.2.2. Deteccédo do ESBL por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ................. 17
3.2.3. Deteccéo do gene gnr por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ............ 19
3.2.4. MURIPIEX-PCR ...t 21
3.2.5. Purificacdo dos “ampliCOnS™ ..........cooeiriiiiiiiiiiic e 22
3.2.6. Agrupamento dos genes blactx-m POr RFLP .....coovoiviiiieee e, 23
3.2.7. Confirmacéo da identificagdo de Salmonella spp. através da técnica de PCR
em Tempo Real (QPCR) ...ooiiiie e 24
3.2.8. Sequenciamento dos genes blaspy, blarem, blactx-m, qnrA, gnrSe gnrB ... 25
4. RESULTADOS E DISCUSSAO........ooiiiiniisiseississssesissss s ssssnes 28

4.1. Deteccdo de Escherichia coli e Salmonella nas amostras de carnes de frango,
SUINA 8 DOVING ...ttt ettt 28

4.2. Suscetibilidade a0s antimiCroDIANOS. ........cvvveeii s 34



4.2.1.1501amento DACEIiaN0 ......cooeeeeeeeeeeee e 34
4.2.2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos ...........cooovveeeiei 36

4.3. Deteccdo de genes responsaveis pela resisténcia aos beta-lactdmicos e as

o[ T a0 L] T TSR 42
4.3.1. Genes de resisténcia aos B-laCtAMICOS ...........ccccviiriiiniiieie e, 42
4.3.1.1. Deteccéo e caracterizagao de DIasHy .. ..ccoovverererieiiieiesc s 42

4.3.1.2. Deteccao e caracterizacdo de blatem .voovvevvevvvevevieeiieie e 48
4.3.1.3. Deteccao e caracterizaGio de DIACTX-M.« e eerrerreerieeriesieereerieeieseennean, 51
4.3.2. Genes de resisténcia as qUINOIONAS ..........ccoccoerirereieiinee e 57
4.3.2.1. GENES ONIB ..o 57
4.3.2.2. GENES gNIS € ONEFA oottt et e eree e 61
4.3.2.3. GENES OUXAB ....oiiiiieiiiie ettt 62
5. CONCLUSAOQ ..ottt 66
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 68

ANEXO L. 100



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente, por permitir vivenciar cada momento, dando-me forcas para

seguir em frente sempre.

Aos meus pais, Hiroko Sakamoto e Augusto Kiyoshi Takahashi, pelo apoio em todos os
momentos da minha vida e por me proporcionarem este caminho desde minha infancia

até esta etapa.

Aos meus irméos, Leonardo Sakamoto Vieira e Rodrigo Hideki Takahashi e aos meus
familiares que me ajudaram e sempre estiveram ao meu lado em todas as minhas

decisoes.

Ao Rafael Tiago Brazolin, pelo carinho, por todo amor, apoio, pela compreensédo e

seguranca em cada instante que necessitei.

Aos meus amigos, André Martins P6lo, André Luis Giacometti Concei¢do, Bruna
Stuqui, Camila Keila Magno Leonel, Paulo Roberto de Barros Junior e Rafael Monteiro
de Oliveira por toda ajuda e incentivo, desde a faculdade até a conclusdo desta etapa,

ndo apenas na vida académica, mas também na minha vida pessoal.

A Profa. Dra. Mara Corréa Lelles Nogueira, por me receber muito bem, pelos
ensinamentos, preocupacao, dedicacao e por acreditar em mim para a realizacdo deste

trabalho.



Ao Tiago Casella, pela paciéncia e dedicacdo em todos os ensinamentos desde a minha

iniciacdo cientifica realizada na FAMERP.

As minhas amigas, Evelin Rodrigues Martins, Luciangela de Oliveira Pereira, Maira
Gazzola Arroyo, Maisa Guimardes Sartim e Simone Quintdo, pelo companheirismo, por

toda a colaboracao e dedicacdo em varias etapas deste estudo.

Ao Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira, pela colaboracdo e disposicdo em ceder o

Laboratério de Pesquisa em Virologia e materiais para a realizacdo deste trabalho.

A Profa. Dra. Margarete Teresa Gottardo de Almeida, pela colaboracio e disposicdo em

ceder o Laboratdrio de Microbiologia e materiais para a realizacdo deste trabalho.

Aos professores de graduacdo e pds-graduacdo, que com todo conhecimento, me

proporcionaram o aprendizado.

A Milena Polotto e a Tatiana Elias Colombo, por toda a contribuicio na etapa de

sequenciamento deste projeto.

Ao grupo de pesquisa, composto pela Evelin, Fernanda, Luciangela, Mayra, Milena,

Naiady, Simone e pelo Tiago, por toda a colaboragéo, ensinamentos e compreensao.



Aos colegas da FAMERP, Alessandra, Ana Carolina, Ana Thereza, Carolina, Daiane,
Danila, Eliane, Gislaine, Guilherme, Katia, Luana, Luceli, Maisa, Milene, Tatiana e

Tauyne, pela ajuda e companhia durante todo o andamento deste projeto.

Aos membros da banca examinadora, pela disposicdo em aceitar o convite e contribuir

para este trabalho com seus ensinamentos.

Aos funcionarios da FAMERP, pela paciéncia, competéncia e dedicacdo em

proporcionar condi¢Bes necessarias para 0 bom andamento deste trabalho.

Ao Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP, por contribuir

para minha formacéo.

A Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP, por proporcionar a

continuidade do meu aprendizado e pelo espaco cedido para a execucao deste projeto.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior — CAPES e a
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, pelo apoio

financeiro para o desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco, com muita sinceridade, cada pessoa citada acima. Tenho muito respeito,

admirac&o e carinho por todos. Obrigada por fazerem parte da minha vida!



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Caracteristicas bioguimicas das cepas isoladas em agar no estudo. ................... 29
Figura 2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, observado entre as
Enterobacteriaceae iS0ladas de CRS. ... s 37
Figura 3. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos observado entre as
Enterobacteriaceae is0ladas de CRF. ... s 39
Figura 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos observado entre
Enterobacteriaceae isoladas de CRB. .........cooiiiiiieiiiie e s 40
Figura 5. Gel de eletroforese da PCR para detecgdo do gene blaspy. .ccooveevereniciiiiiinnns 44
Figura 6. Gel de eletroforese da multiplex-PCR para detec¢do dos genes blaspy, blatem
(SR 0] F= Vs v Y PR 44
Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% referente & PCR para deteccdo do gene
0] 12 T 45
Figura 8. Gel de eletroforese da PCR para deteccdo do gene blatem...ccoooveevevveieiiieiieennnns 49

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a reacdo de PCR para deteccao
(o (oI aT=l o] F= T o Y ISP 52
Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a reacdo de PCR para deteccédo
(o[0T g Tol o] F= T o Y I SRS 53
Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 2% referente aos produtos da técnica de
RFLP para deteccdo do grupo do gene blacrx-m nas cepas indicadas ...........ccccceeevevevnenee. 53
Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para detec¢édo
o (o0 1= 0T | ] T PRSP PR PRI 58
Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para deteccao
(0 (o]0 [=] 0 = | | SR UPOPRSTROP 58
Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para deteccéao
(o (oo 1=] 0T | ] SRS PRI 59
Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para detecgédo
o (o0 1= 0T | ] PRSPPI PR 62
Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1% referente & PCR para detec¢do do gene
(010 ) A= T PP 63



Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1% referente & PCR para deteccdo do gene

OOXAB . e 63
Figura 19. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
(010 ) A = T PR PTPRTI 64

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 1% referente & PCR para deteccdo do gene

OOXAB . e 64



Vi

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Quadro 1. Primers utilizados nas PCR de detecgdo € ERIC-PCR. .......c..cceovvvevvevieieenee. 18
Quadro 2. Primers usados para a deteccdo e sequenciamento de genes de resisténcia as
QUINOIONES. ...t bbbttt n bbbt 21
Quadro 3. Padrdes de restricao gerados pelas endonucleases nos genes codificadores de
CTX-M-1, CTX-M-2 8 CTX-M-=-8. ..ottt 23
Tabela 1. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, fonte de isolamento e
identificacdo das cepas que apresentaram genes de reSiStENCIA. ........covvervrieiiverenieniennns 31
Tabela 1 (continuacdo). Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, fonte de
isolamento e identificacdo das cepas que apresentaram genes de resisténcia. .................... 32
Tabela 1 (continuacédo). Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, fonte de
isolamento e identificacdo das cepas que apresentaram genes de resisténcia. .................... 33
Tabela 2. Bactérias resistentes a cefalosporinas de terceira geracdo e as quinolonas em
CRS, CRF € CRB.....itieeise ettt sttt sttt st eabe st e neaneneas 36
Tabela 3. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado
oI 1= AT o] T APPSR 47
Tabela 3. (continuacdo). Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados
onde foi detectado 0 geNE DIASHY. «.vvoveiieii i 48
Tabela 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado
oI 1= T o] S SRS 51
Tabela 5. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado

(o[- AT o] Vo e Y PSSP 54



LISTA DE ABREVIATURAS

AK —amicacina

AMC - amoxicilina/acido clavulanico

ATCC — “American Type Culture Collection”
ATM — aztreonam

C — cloranfenicol

CAZ — ceftazidima

CIP — ciprofloxacina

CLSI — “Clinical Laboratory Standards Institute”

CN — gentamicina

CRB — carne resfriada bovina
CRF — carne resfriada de frango
CRO - ceftriaxona

CRS — carne resfriada suina

CTX — cefotaxima

DNA — &cido desoxirrobonucléico
dNTP — “Desoxynucleoside Triphosphate”
EFT — ceftiofur

ENO — enrofloxacina

ETP — ertapenem

FEP — cefepima

FOS — fosfomicina

FOX — cefoxitina

IPM — imipenem

KF — cefalotina

LEV — levofloxacina

MXF — moxifloxacina

NA - &cido nalidixico

OFX — ofloxacina

PCR — “Polymerase Chain Reaction”

g.s.p. — quantidade suficiente para

vii



viii

b

RFLP - “Restriction Fragment Lenght Polimorfism’
SAM — ampicilina/sulbactam

TE — tetraciclina

TOB — tobramicina

TZP — piperacilina/tazobactam

LISTA DE SIMBOLOS

G — forga gravitacional

g — gramas

°C — graus Celsius

kb — kilobases

Kg — microgramas

pL — microlitros

mL — mililitros

pb — pares de base

pmol — picomol

rpm — rotagdes por minuto

U — unidade

V/cm — voltagem total dividida pela distancia, em centimetros, entre os eletrodos
X — quantidade de vezes que uma solucdo esta concentrada em relacdo a concentracdo

final



RESUMO

Introducdo: A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um importante problema de
salde publica, que prolonga o periodo de tratamento, aumenta as taxas de mortalidade e
custos da assisténcia a saude. Este fendbmeno pode ter considerado consequéncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria, e ao longo da
cadeia produtiva de alimentos. Nos ultimos anos tem sido observado o frequente
isolamento de bactérias resistentes a partir de animais de producdo e alimentos de
origem animal. Neste contexto, tém-se destacado a resisténcia aos beta-lactamicos,
devido a producdo de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) e as quinolonas pela
aquisicdo de genes gnr que codificam proteinas que interferem na acdo das quinolonas
sobre a DNA-girase e a topoisomerase 1V. Diversas espécies bacterianas apresentando
resisténcia aos antimicrobianos tém sido isoladas a partir de animais de produgéo.
Objetivo: Este estudo teve como objetivo isolar enterobactérias resistentes aos beta-
lactdmicos e quinolonas e detectar os genes blacrx-m blasyy, blarem, gnrA, gnrB, gnrS e
0gxAB em Enterobacteriaceae resistentes isoladas de carnes resfriadas de frango, suina e
bovina comercializadas no municipio de S8o José do Rio Preto-SP, adquiridas entre
novembro de 2010 e agosto de 2012. Material e Métodos: A suscetibilidade aos
antimicrobianos foi determinada por disco-difusdo de acordo com as normas do CLSI.
As cepas resistentes aos beta-lactdmicos e as quinolonas foram submetidas a PCR com
primers especificos para a deteccdo destes genes e ao sequenciamento para a
identificacdo dos mesmos. Resultados: Um total de 75 isolados apresentou resisténcia
aos beta-lactamicos e 125 as quinolonas. Entre estes, 6,6% blactx-m, 6,6% blargm, 16%

blasyy, 21,6% apresentaram variantes de gnr e 13,6% ogxAB. Em uma cepa de



Aeromonas sobria foi detectada a coexisténcia dos genes gnrA e gnrS; o gene gnrB foi
detectado em cinco cepas de E. coli, cinco K.pneumoniae, duas Salmonella spp. e 12
Citrobacter spp. O gene gnrB19 foi detectado em duas K. pneumoniae, duas E. coli e
uma Citrobacter braakii. gnrB2 foi detectado em trés K. pneumoniae. O gene gnrS1 foi
detectado em uma cepa de K. pneumoniae. O sequenciamento de blactx-m revelou
blactx-m-2, sSendo que todas foram provenientes de amostras de carne de frango.
Conclusao: Esses dados revelam que pode haver associacdo entre o excessivo uso de
antimicrobianos em animais de producdo e o isolamento de bactérias resistentes aos
mesmos. A presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos em carnes destinadas
ao consumo humano consiste em um problema de saude publica e pode afetar as
relacGes comerciais do pais, ja que o Brasil € um dos maiores exportadores de carne do

mundo.

Palavras-chave: Beta-lactamase de espectro estendido, gnr; o0gxAB; Carnes;

Enterobacteriaceae.



Xi

ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance to antimicrobials is an important public health
problem, which results in increased treatment period, increase in mortality and in health
care costs. This phenomenon is considered a result of the indiscriminate use of
antimicrobials in human and veterinary medicine, and along the food chain. In recent
years, it has been observed the frequent isolation of resistant bacteria from animal
production and food of animal origin. In this context, have been highlighted the
resistance to beta-lactdmicos and to quinolones, the first, due to extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL) production and the second, resultant from the acquisition of gnr
genes encoding proteins that interfere in quinolone action on DNA gyrase and
topoisomerase IV. Several bacterial species with antimicrobial resistance have been
isolated from farm animals. Objective: This study evaluated the antimicrobial
susceptibility profile and the presence of resistance genes blacrtx-m, blashy, blarem,
gnrA, gnrB, gnrS and ogxAB in Enterobacteriaceae isolated from meat market in the
municipality of S8o José do Rio Preto- SP, acquired between November 2010 and
August 2012. Material and Methods: The antimicrobial susceptibility was determined
by disk diffusion according to CLSI. Strains resistant to beta-lactams and quinolones
were submitted to PCR using specific primers for detection and sequencing of these
genes for identification. Results: A total of 75 isolates were resistant to beta-lactam and
125 to quinolones. Among these, 6.6% blactx-m, 6.6% blartgm, 16% blasyy, 21.6% had
gnr variants and 13.6% ogxAB. In a strain of Aeromonas sobria was detected the
coexistence of gnrA and gnrS genes; the qnrB gene was detected in five strains of E.

coli, five K.pneumoniae, two Salmonella spp. and 12 Citrobacter spp. The gnrB19 gene
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was detected in two K. pneumoniae, duas E. coli and one Citrobacter braakii. qnrB2
was detected in three K. pneumoniae. The gnrS1 gene was detected in a strain of K.
pneumoniae. The sequencing blacrtx-.w revealed blacrx.m-2, all of which were derived
from chicken meat samples. Conclusion: These data demonstrate there nay be
association between excessive use of antimicrobials in animal production and isolation
of bacteria resistant to these antimicrobials. The presence of bacteria resistant to
antimicrobials in meat intended for human consumption consists in a public health
problem and can affect commercials relationships of the country, since it the Brazil is

one of the world's largest meat exporters.

Keywords: extended-spectrum  B-lactamase; qnr; o0ogxAB; Meat samples;
Enterobacteriaceae.



1. INTRODUCAO

As infeccdes causadas por bactérias resistentes séo um importante desafio para a
medicina, devido a limitacdo das opc¢Oes terapéuticas que resultam em aumento dos
periodos de internacdo hospitalar, das taxas de mortalidade e dos custos da assisténcia a
salde. Assim, a resisténcia aos antimicrobianos é considerada atualmente um dos
principais problemas de satde publica, em todo o mundo.">35:16%

Neste contexto, destacam-se patdgenos da familia Enterobacteriaceae,
causadores de uma ampla diversidade de infec¢bes, que acometem tanto o trato
gastrointestinal (TGI) como diferentes sitios corporeos (infeccbes extraintestinais). A
familia Enterobacteriaceae € a maior e mais heterogénea entre as bactérias Gram-
negativas de importancia clinica,"®*® e a rapida evolugdo da resisténcia tem sido
observada com crescente frequéncia entre as suas principais espécies
patogénicas.(135'165’182’183)

Assim como ocorre o crescimento de Enterobacteriaceae resistentes aos
antimicrobianos em saude publica, seu isolamento a partir de animais de producdo e
carnes tem sido amplamente relatado. Esta realidade é considerada consequéncia da
selecdo de cepas resistentes no trato gastrointestinal (TGI) de animais de producéo,
devido ao intenso uso de antimicrobianos na medicina veterinaria e no manejo de
animais, para tratamento de diversas doencas infecciosas e profilaxia contra a
diarreia. 17140 Assim, aves, sufnos e bovinos tornam-se um importante reservatorio
de bactérias resistentes, e de genes de resisténcia. ©:213462140.141.163,166)

Durante o abate e processamento, o conteudo do TGI de animais de producgéo
pode contaminar a carcaga, resultando na producéo de carnes que poderd ser fonte de

bactérias resistentes para o homem. Apds a transmissdo via cadeia alimentar, estas



bactérias podem colonizar o intestino e posteriormente causar infecgdes, > ou atuar
como doadores de genes de resisténcia que sao transferidos por conjugacao através de
elementos genéticos moveis como plasmideos e transposons para bactérias da
microbiota intestinal humana.®®®® Nos Gltimos anos, a transmissdo de bactérias
resistentes a varias classes de antimicrobianos para o homem através da cadeia
alimentar tem sido amplamente reIatada.(18'21'25'35'40'42'57'66'95'97'113'114'122'156'181'187) Em
resposta, o desenvolvimento de programas de monitoramento em bactérias presentes em
animais de producéo tem sido estimulado,®*2*?® visando, entre outros objetivos, gerar
conhecimento sobre a génese e fluxo de genes de resisténcia entre comunidades
microbianas, incluindo o papel de micro-organismos comensais como reservatorios da
resisténcia, e o conhecimento sobre a transferéncia da resisténcia entre humanos,
animais e plantas.®® Em diversos paises, tais programas foram instituidos, como
estratégia para a prevencio e controle da disseminacio da resisténcia.’®

Para o Brasil, a realizacdo deste monitoramento é importante por questdes de
salde publica (as carnes apresentam caracteristicas intrinsecas ideais para a
multiplicacdo bacteriana, e sdo os principais alimentos responsaveis pela veiculacdo de
patégenos ao homem) e comerciais (0 pais € o maior exportador mundial de carne
bovina e de aves, o 4° maior exportador de carne suina,*? e apresenta um consumo
doméstico de carnes que esta entre 0s maiores do mundo e permanece em constante
crescimento).®**®  Entretanto, ainda sdo poucos os estudos de investigagdo da
resisténcia em bactérias provenientes da producdo animal no pais, apesar das
recomendacdes internacionais e da sua importancia para avaliacGes de risco e para 0

comércio internacional de produtos alimentares. 160



O objetivo deste trabalho é conhecer o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos em diferentes espécies de Enterobacteriaceae isoladas de amostras de
carnes de aves, bovina e suina comercializadas para consumo humano. Identificar os
genes responsaveis pela resisténcia aos beta-lactamicos, como blactx-m, blatem € blaspy
e quinolonas, como gnr e ogxAB nestas diferentes espécies de Enterobacteriaceae

isoladas das amostras de carnes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A importancia da familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é a maior e mais heterogénea entre as bactérias
Gram-negativas de importancia clinica. Diversas de suas espécies estdo associados a
uma ampla variedade de sindromes infecciosas, que acometem tanto o trato
gastrointestinal (TGI) como diferentes sitios corpéreos (infecgdes extraintestinais).**®

Entre todas as Enterobacteriaceae encontradas no TGl de humanos e de animais,
E. coli é a espécie predominante. Varios sorotipos s&o comensais,***® mas alguns
apresentam fatores de viruléncia que os tornam capazes de causar doengas do TGl
(diarreiogénicos) e extra-intestinais.®® Entre as que causam infeccdes do TGl
destacam-se as enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasoras
(EIEC), enteroagregativas (EAggEC), com padrdo de aderéncia difuso (DAEC) e
enterohemorragicas (EHEC). Vérios sorotipos sdo adquiridos através do consumo de
alimentos contaminados, inclusive carnes de frango, bovina e suina.®¢%0:14

Surtos de infeccdo do TGI por E. coli veiculadas por alimentos s&o
particularmente associados a cepas EHEC, e com menor frequéncia a cepas de EPEC,
ETEC e EaggEC.®Y O principal reservatorio de EHEC é o TGI de bovinos.
Atualmente s&o conhecidos relatos de surtos relacionados a diversos tipos de
alimentos.®®

Além disso, sorotipos de E. coli uropatogénicas (UPEC) resistentes a
antimicrobianos foram isoladas a partir de carnes de frango e suina, e a ocorréncia de
infeccbes do trato urinario por UPEC adquiridas através da alimentagdo tem sido

relatada.®**Y A presenca de E. coli em alimentos também indica falhas na higiene e



presenca de contaminacdo de origem fecal, e elevadas contagens podem indicar a

contaminacdo por niveis significativos de outros enteropatdgenos, como Salmonella

44,61,83

O género Salmonella consiste de duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori. Salmonella enterica inclui seis subespécies (enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica). Em 2004 foi proposta a inclusdo de uma
terceira espécie, denominada S. subterranea.®**'*") Nos Gltimos anos, Salmonella
enterica tem emergido como o mais importante agente causador de salmonelose em
todo o mundo, sendo que existem 1427 sorotipos causadores de infecgdes cuja
gravidade varia de gastroenterite até doenca disseminada grave, sendo uma importante
causa de hospitalizacdo e mortalidade.*"1*17®) As gastroenterites sdo as manifestacdes
mais comuns da infec¢do, e caracterizam-se como um quadro de diarreia, cdlicas
abdominais e febre. A febre entérica, denominacdo geral para as febres tifoide e
paratifoide, é a forma disseminada e mais agressiva de salmonelose. S&o causadas por
Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Typhi (Salmonella Typhi) e Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo Paratyphi (Salmonella Paratyphi) respectivamente.

Os alimentos de origem animal sdo os principais veiculos para Salmonella
enterica sendo que a frequéncia de deteccdo em carnes, inclusive de cepas
multirresistentes, tem aumentado e se tornado motivo de preocupagdo.#2°7:%5:97:122181)
Fatores como a globalizacdo da economia, a grande movimentacdo de alimentos e
animais de produgdo através do mundo e a resisténcia aos antimicrobianos séo descritos
como fatores determinantes para esta epidemia.®®

Além de E. coli e Salmonella, outras espécies de Enterobacteriaceae podem

causar infeccOes intestinais e/ou extraintestinais, e sdo reservatorios para genes de



resisténcia transmitidos horizontalmente para diversas espécies de bactérias patogénicas
ou comensais no trato gastrointestinal humano. Entre elas destacam-se K. pneumoniae,
que é um importante patdgeno hospitalar e comunitario, e 0s géneros Enterobacter,
Citrobacter, Morganella, Proteus, Providencia, que podem causar infeccOes
extraintestinais apds translocar-se do TGl para outros sitios corporais.®” Estas bactérias
tém sido isoladas a partir de amostras de carnes,®® e a emergéncia na comunidade nos
ultimos anos de cepas de E. coli e Klebsiella spp. uropatogénicas multirresistentes tém
estimulado a discussdo sobre o papel dos alimentos de origem animal como reservatério

para bactérias resistentes causadoras de infecces extraintestinais. 4112

2.2. A importancia da resisténcia aos beta-lactamicos e quinolonas em

Enterobacteriaceae e 0s principais mecanismos de resisténcia

Os beta-lactamicos (principalmente cefalosporinas de espectro estendido, como
cefoxitina, cefalotina, cefotaxima, ceftriaxona e ceftiofur e carbapenémicos, como
meropenem, ertapenem e imipenem) e fluoroquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina,
ofloxacina e moxifloxacina) constituem as principais escolhas terapéuticas para
infeccBes causadas pelas Enterobacteriaceae.®® Entretanto, a rapida disseminacdo de
cepas resistentes, associada a transmissao horizontal de genes que codificam resisténcia
a estes antimicrobianos, tem tornado o tratamento um desafio, e resultan]jdo no aumento
das taxas de mortalidade e no custo da assisténcia a salde. Os principais mecanismos de
resisténcia aos beta-lactdmicos e as quinolonas em Enterobacteriaceae serdo

apresentados a sequir.



2.3. Resisténcia aos beta-lactamicos

Os Dbeta-lactamicos compdem um grupo de antimicrobianos criticamente
importantes tanto em medicina humana quanto veterinéria.*?"%2 Caracterizam-se por
possuirem um anel beta-lactamico ligado a um anel de tiazolidina, e ainda uma cadeia
lateral variavel.®® A integridade do anel beta-lactamico é imprescindivel & sua
atividade, que consiste em inibir a sintese da parede celular bacteriana pela inativacdo
das transpeptidases que catalisam ligaces cruzadas na fase final de sintese do
peptideoglicano. A hidrdlise do anel beta-lactdmico implica na inativacdo dos beta-
lactamicos. >

A producdo de ESBLs é um dos principais mecanismos de resisténcia aos beta-
lactamicos.™8™ As ESBLs sdo enzimas da classe A de Ambler e 2be de Bush-Jacoby-
Medeiros, que realizam a hidroxilacdo irreversivel da ligacdo amida do anel beta-
lactamico, impedindo sua ag&o nas transpeptidases.™ Inativam penicilinas, quase todas
as cefalosporinas e o aztreonam, e sdo responsaveis por grande parcela de falha dos
tratamentos com cefalosporinas de terceira geragdo.®

Diversas familias de ESBLs (SHV, TEM, CTX-M, SFO, BES, BEL, TLA, GES,
PER e VEB) foram descritas, mas atualmente, as do tipo CTX-M s&o as mais
prevalentes e encontram-se mundialmente disseminadas.®>*?:#9) A disseminagéo da
ESBL tipo CTX-M ¢ facilitada pela localizacdo dos genes blactx.v em plasmideos e
associacdo com elementos genéticos moveis, incluindo sequéncias de insercdo tipo
ISEcpl e ISCR1.11939)

Os tipos de CTX-M séo agrupados de acordo com a similaridade da sequéncia

de aminoacidos em cinco grupos distintos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9



e CTX-M-25. O grupo CTX-M-1 inclui as enzimas CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -
22, -23,-28, -29, -30, -32, -33, -36, -54, -55, -57 e UOE-1. O grupo CTX-M-2 inclui
as enzimas CTX-M-2, -4, -7, -20, -31 e -44. O grupo CTX-M-8 inclui as enzimas CTX-
M-8, -40 e -63. O Grupo CTX-M-9 inclui as enzimas CTX-M-9, -13, -14, -16 a -19, -
21, -27, -45 a -50. O grupo CTX-M-25 inclui CTX-M-25, -26, -39 e -41.¢19

As beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) sdo as enzimas mais
comumente descritas em Enterobacteriaceae isoladas de animais de producdo.®® As
principais ESBLs encontradas em isolados de animais sdo as mesmas produzidas por
patdgenos ou comensais humanos, e diversos trabalhos relatam o movimento dos genes
de resisténcia de animais para seres humanos ou vice-versa.("2457

Em 2006, Riafio e colaboradores®® isolaram cepas produtoras de CTX-M-9 de
carcacas de frango na Espanha, onde CTX-M-9 é também prevalente em isolados
humanos. Na Franca, Salmonella enterica sorotipo Virchow produtora de CTX-M-9 foi
isolada em animais de producéo e posteriormente em uma amostra isolada de fezes de
uma crianga com gastroenterite.*®® Um estudo realizado por Ensor e colaboradores“®
demonstrou que peitos de frango pré-preparados importados do Brasil para o Reino
Unido continham E. coli produtoras de CTX-M-2, uma ESBL comum no Brasil.*"¥
Além disso, estas cepas eram genotipicamente idénticas as encontradas em humanos na
América do Sul. A enzima CTX-M-15, a mais disseminada entre as Enterobacteriaceae
isoladas de humanos, foi detectada em E. coli isoladas de aves domeésticas e
suinos.*%2 No Brasil, estudo realizado por Peirano e colaboradores™ para a
identificacdo de genes de resisténcia em Salmonella enterica isoladas de amostras
clinicas humanas, animais, racdo animal e alimentos, identificou genes que codificam

CTX-M-8 e CTX-M-9.



As beta-lactamases do tipo TEM constituem uma importante familia de B-
lactamases, com grande impacto clinico. TEM-1 foi a primeira variante descrita e
nomeada em homenagem a uma menina grega de nome Temoneira, de quem foi
isolada.*?)

As beta-lactamases do tipo SHV sdo denominadas em funcdo da sua estrutura
quimica (“sulphydryl variable”)."?Y) Também s&o enzimas extremamente disseminadas
entre as Enterobacteriaceae, além de serem encontradas em outros bacilos Gram-
negativos.®%®

As ESBLs do tipo TEM séo derivadas de enzimas de espectro restrito TEM-1 e
TEM-2, e as do tipo SHV sdo derivadas de enzimas de espectro restrito SHV-1. TEM-1,
TEM-2 e SHV-1 sdo codificadas por genes tipo blargm € blasyy localizados no
cromossomo  bacteriano.®*1%1%9) A ocorréncia de mutacdes pontuais em blarem.1,
blatem-2 € blasyy-1 resultaram em remodelagem do sitio ativo da enzima e expanséo de
sua atividade hidrolitica."® Ao contrario das ESBLs do tipo CTX-M, as SHV e TEM
apresentam maior eficiéncia hidrolitica sobre a ceftazidima do que sobre a cefotaxima.®

SHV-2 foi a primeira ESBL do tipo SHV descrita, identificada em isolados
clinicos de Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens.*® Em 1987, foi descrita
TEM-3, a primeira ESBL do tipo TEM, identificada em isolados clinicos de K.
pneumoniae.®” Atualmente, ESBLs dos tipos TEM e SHV sdo de ocorréncia mundial,
inclusive no Brasil.®%%116:11817) Esqas enzimas, codificadas por genes localizados em
transposons, se disseminam facilmente através de plasmideos conjugativos entre
diferentes espécies de bactérias,®”"**3 e sio identificadas em importantes patégenos da

familia Enterobacteriaceae.
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Além de CTX-M, as ESBLs tipo TEM-52, TEM-126 e SHV-12 foram
detectadas em Enterobacteriaceae isoladas de aves produtoras no continente
Europeu,13:2971,109.110146.162) £y 5003, na Espanha, Brifias e colaboradores® isolaram
cepas de E. coli de amostras fecais de frangos saudaveis que apresentaram 0S genes

blatem-1b € blasky-12.

2.4. Resisténcias as quinolonas

As quinolonas sdo antimicrobianos criticamente importantes tanto em medicina
humana quanto veterinaria, utilizados para a profilaxia e tratamento de infeccbes em
humanos e animais.®"*21¥? Sua acéo antimicrobiana é baseada na ligagdo as enzimas
DNA girase e topoisomerase 1V, inibindo a replicagdo do DNA e impedindo o
crescimento bacteriano.**")

Até o presente, mutacdes em genes cromossdmicos que codificam a DNA girase
e a topoisomerase IV sdo considerados os principais mecanismos de resisténcia as
quinolonas em bactérias.**¥ Entretanto, a resisténcia codificada por genes plasmidiais
tém importancia devido a sua capacidade de disseminacdo. Entre estes, destacam-se: i) a
producdo de peptideos da familia Qnr (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD e QnrS), codificados
por variantes dos genes gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS, que atuam através da inibicdo
alostérica da quinolona, impedindo a ligacdo da droga a topoisomerase IV e a DNA
girase. Conferem resisténcia ao acido nalidixico e reduzida suscetibilidade as
fluoroquinolonas;**” ii) a producdo de uma variante da proteina modificadora de
aminoglicosideos Aac(6’)-1b-cr, uma acetiltransferase codificada pelo gene aac(6')-1b-

cr, que confere reduzida suscetibilidade a ciprofloxacina através da alteracdo da sua
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estrutura quimica;*®® iii) a producdo das bombas de efluxo QepA, relacionada ao
efluxo da norfloxacina e ciprofloxacina,****®® e OgqxAB, que realiza o efluxo de
multiplos agentes, incluindo fluoroquinolonas. %)

Em 1994, foi descoberto o gene plasmidial, gnrA, em Klebsiella pneumoniae
isolado de amostra de urina de um paciente na Universidade do Alabama. gnrS foi
descoberto em 2003 em Shigella flexneri, causadora de um surto de enterocolite no
Japdo. O gene gnrB foi detectado em uma investigacdo em cepas de K. pneumoniae, na
India. gnrC detectado em cepa clinica de Proteus mirabilis, na China. Também na
China foi descoberto qnrD de Salmonella enterica, isolada de humano. Em relacédo as
bombas de efluxo, gepA foi descoberto em cepa de Escherichia coli, isolada de amostra
de urina, no Japdo. E ogxAB encontrado em E. coli isolada de esterco de porco.®4®)

Diferentes mecanismos plasmidiais de resisténcia as quinolonas ja foram
detectados em Enterobacteriaceae isoladas de animais de producdo,®® e carnes. O gene
gnrB foi descrito em Salmonella spp. isoladas de carnes de frango, bovina e de salsichas
na Coldmbia,®® e em E. coli isolada de frangos na Italia.?® Na China, ogxAB foi
descrito em E. coli carreadoras de frangos e porcos em fazendas de produg&o.®®® O
gene gnrB19 foi detectado em uma Salmonella isolada a partir de frango no Brasil, por

Ferrari e colaboradores.®
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento, identificacdo e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das

cepas do estudo

As analises microbiologicas foram realizadas de acordo com o método
padronizado pela Food and Drug Administration (FDA), com algumas modificacdes,*”
no Laboratério de Microbiologia e no Laboratorio de Pesquisa em Virologia, no
Departamento de Doencas Dermatoldgicas, Infecciosas e Parasitarias, da Faculdade
de Medicina de S&o Jose do Rio Preto.

Foram adquiridas onze amostras de carnes, dentre estas, trés amostras de carne
bovina, quatro de frango e quatro suina, em dias distintos, em seis diferentes
estabelecimentos comerciais (denominados como A, B, C, D, E e F) na cidade de Séo
José do Rio Preto — SP. Dos estabelecimentos A e B foram adquiridas amostras dos trés
tipos de carne suina, bovina e de frango, ja no estabelecimento C foram adquiridas
carnes resfriadas bovina e suina, nos estabelecimentos D e F, apenas carne resfriada de
frango e no estabelecimento E, apenas carne resfriada suina. As amostras de carne
foram obtidas de novembro de 2010 a agosto de 2012.

Inicialmente, foi realizado um estudo piloto, para o qual foram adquiridas uma
amostra de carne resfriada bovina (CRB) — coxdo mole —, uma carne resfriada de frango
(CRF) — coxa com sobrecoxa — e uma carne resfriada suina (CRS) — pernil —, em datas
distintas no estabelecimento A. Cada amostra de carne foi submetida a lavagem de
superficie com trés diferentes diluentes (caldo tetrationato contendo 5% de caldo verde

brilhante, caldo lactosado e agua peptonada 0,1%, todos Oxoid, Hampshire, Inglaterra),
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visando determinar o mais adequado para a recuperacdo de Salmonella spp., que exige
meios especificos e enriquecimento.

Dentre as amostras adquiridas para o estudo piloto, o pernil suino resfriado foi a
Unica amostra disposta em bandeja de isopor pelo proprio estabelecimento comercial; as
demais foram adquiridas diretamente no acougue do estabelecimento. No laboratério de
pesquisa, as amostras foram fracionadas em condicdes assépticas, no interior de capela
de fluxo laminar com o auxilio de facas estéreis, de forma a obter aproximadamente trés
porcdes de 200 g de CRB, trés porcdes de CRF e trés de CRS. As porcbes foram
acondicionadas individualmente em embalagens Whirl-Pak® estéreis de 532 mL
(Nasco, WI, USA). Em cada uma de trés embalagens para cada tipo de carne foi
adicionado 200 mL de um dos diluentes (uma embalagem com &gua peptonada 0,1%
mais 200 g de CRB ou CRF ou CRS, outra embalagem com caldo lactosado mais outra
porcdo de 200 g de CRB ou CRF ou CRS e uma terceira embalagem com caldo
tetrationato acrescido de 5% de caldo verde brilhante mais outra por¢cdo de CRB ou
CRF ou CRS), obtendo-se, ao final, nove embalagens com contetdos diferentes. A
utilizacdo de caldo tetrationato contendo 5% de caldo verde brilhante é um protocolo
adotado pelo Laboratorio de Microbiologia da empresa Cobb-Vantress Brasil Ltda.,
unidade de Guapiacu-SP, que foi validado pela referida empresa e descrito como
promotor de excelente resultado na recuperacdo de Salmonella spp.

Apos incubacdo a 37 °C por 24 horas sob agitacdo de 130 rpm, aliquotas de 1
mL de cada um dos trés diluentes foram dispensadas em tubos contendo 9 mL de caldo
lactosado, obtendo-se, assim, uma diluicdo de 10 para cada diluente. As diluicdes
seguiram, da mesma maneira, até atingirem a concentracdo de 10°. Ao final das

diluicdes, foram semeados 10 pL (com alca estéril calibrada) de cada diluicdo e direto
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do diluente, em uma placa de Petri com agar Eosina Azul de Metileno — EMB (Oxoid,
Hampshire, Inglaterra) e outra contendo &agar MacConkey (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), a fim de se capturar colbnias caracteristicas de E. coli. Para a recuperacédo de
Salmonella, aliquotas de 1 mL e 0,1 mL foram dispensadas, respectivamente, em tubos
contendo 10 mL de caldo tetrationato (caldo TT) ou de caldo Rappaport-Vassiliadis
(caldo RV), ambos Oxoid (Hampshire, Inglaterra). As placas de &gar com as diluicdes e
o0s tubos de caldo TT foram incubados a 37 °C por 24 horas, e 0s tubos inoculados de
caldo RV foram incubados a 42 °C por 24 horas. Apos a incubacdo, os caldos TT e RV
foram semeados, com alca estéril calibrada de 10 pL, nos &gares Xilose Lisina
Desoxicolato — XLD, Entérico de Hektoen — HE e Bismuto Sulfito — BS, todos os trés
da Oxoid (Hampshire, Inglaterra), e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

As colbnias de coloracdo verde-metalica observadas no agar EMB foram
consideradas como E. coli e re-isoladas em EMB, sendo nomeadas como “Ec” seguido
de um numero na colec¢do de cultura. As demais colénias lactose positivas, bem como as
coldnias lactose positivas na agar MacConkey, foram também coletadas, visando
estudos futuros, e foram nomeadas “Lac” seguido de um ntimero na cole¢do de cultura.
As colbnias que apresentaram caracteristicas tipicas de Salmonella spp. nos agares
XLD, HE e BS, foram coletadas, re-isoladas no mesmo agar de origem e nomeadas com
“S” seguido de um nimero na coleg¢ao de cultura. Posteriormente, estas coldnias foram
inoculadas nos &gares Triplice Acucar Ferro (TSI) e Lisina Ferro (LIA), ambos da
Oxoid (Hampshire, Inglaterra), visando a confirmagdo da identificagdo como
Salmonella spp.

As amostras de carnes obtidas apds o estudo piloto (trés amostras de CRF —

ambas coxa com sobrecoxa —, trés mostras de CRS — ambas bisteca — e duas amostras
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de CRB — ambas coxao mole) foram processadas utilizando-se o caldo tetrationato
acrescido de 5% de caldo verde brilhante para a lavagem superficial das amostras, e 0
caldo TT como meio de enriquecimento seletivo. Essas amostras foram adquiridas nos
estabelecimentos B, C e D.

Os isolados bacterianos do estudo foram cultivados em placas de agar
MacConkey e posteriormente, os isolados foram também submetidos ao teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos de acordo com as recomendagdes do CLSI.®?
Foram utilizados discos comercialmente disponiveis (Oxoid — Hampshire, Inglaterra)
dos antimicrobianos Acido Nalidixico, Amicacina, Aztreonam, Cefalotina, Cefepime,
Cefotaxima, Cefoxitina, Ceftazidima, Ceftiofur, Ceftriaxona, Enrofloxacina, Ertapenem,
Gentamicina, Imipenem, Levofloxacina, Moxifloxacina, Ofloxacina e Tobramicina, e as
combinacgdes de B-lactamico/inibidor de B-lactamase Amoxicilina/Acido Clavulanico,
Ampicilina/Sulbactam e Piperacilina/Tazobactam. Para alguns isolados foram utilizados
Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Fosfomicina e Tetraciclina. As cepas Escherichia coli
ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 foram utilizadas como controles.

Os resultados foram interpretados de acordo com o CLSI,®?

exceto para a
Moxifloxacina, que segue as normas do EUCAST,“® e para o Ceftiofur e a
Enrofloxacina, que seguem o CLSI de recomendacbes para bactérias isoladas de
animais.®V

Cepas de Enterobacteriaceae apresentando resisténcia a drogas -lactamicas com
perfil sugestivo de producdo de ESBLs foram selecionadas e submetidas a identificacao

automatizada, utilizando-se o sistema Vitek® 2 Compact e o cartdo GN (bioMérieux,

Franca), seguindo as orientacdes do fabricante.
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3.2. Estudos moleculares

3.2.1. Extragéo do DNA gendmico

Para a extragdo de DNA das amostras, foi desenvolvido o seguinte
procedimento: uma col6nia isolada, em &gar MacConkey, foi incubada por 24 horas a
37 °C em caldo Triptona de Soja — TSB (Oxoid, Hampshire, Inglaterra). Em seguida,
1,5 mL desse caldo foram centrifugados a 15000 G (12700 rpm) por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi homogeneizado em 200 uL de agua Milli-Q
(Millipore) e submetido & nova centrifugacdo a 15000 G por 10 minutos. Novamente 0
sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi homogeneizado em 40 pL de agua Milli-Q e
incubado a 100 °C por 10 minutos. Apds essa fase de liberacdo do DNA, a mistura foi
submetida a choque térmico, em gelo, por 2 minutos e centrifugada a 15000 G por 10
segundos a 4 °C. O sobrenadante, contendo o DNA, foi acondicionado em outro tubo de
polipropileno de 1,5 mL, previamente identificado, onde foram adicionados 500 mL de
etanol absoluto (Merck Chemicals) (-20 °C) e deixado em gelo por 20 minutos. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 16000 G (13100 rpm) por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Foram, entdo, adicionados, 300 mL de etanol 70% (-20 °C)
e, novamente, a mistura foi submetida a centrifugagdo a 16000 G por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e, ap6s todo o etanol ter evaporado, o DNA foi
homogeneizado com 100 pL de tampédo TE e 2 pL de RNAse (2 pg/mL) e incubados
por 30 minutos a 37 °C em termobloco Thermomixer comfort (Eppendorf). O DNA foi

estocado a -20 °C até o seu uso.
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3.2.2. Deteccdo do ESBL por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para todas as reagdes de PCR realizadas no estudo foi utilizado o “kit” Taq DNA
Polymerase (Fermentas, Life Sciences, MD, EUA) e o termociclador Veriti Thermal
Cycler, (Applied Biosystems, EUA), a excecdo do método de Real-Time PCR (ver se¢édo
3.2.7)).

Nas cepas onde se constatou perfis de resisténcia aos antimicrobianos
caracteristicos da producdo de alguma ESBL, foram realizadas PCR para detectar os
genes blaspy, blatem € blactx-m, utilizando-se os primers descritos no Quadro 1.

Para a detecgdo de todos os genes de B-lactamases (bla), seguiu-se o mesmo
protocolo.*”® Em tubo de polipropileno de 200 pL, foram adicionados 2 UL de DNA
extraido e os seguintes reagentes: 2,5 L de tampéo (10X), 2,0 uL de MgCl; (25 mM),
1,0 pL de dNTP (2,5 mM), 1,0 pL de cada primer (10 pmol/uL), 0,2 uL de Tag DNA
Polymerase (5 U/uL) e g.s.p. 25 ul de agua UltraPure (Invitrogen, CA, EUA). Os tubos
foram colocados em termociclador, programado com passo de desnaturagéo inicial a 95
°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos sequenciais de desnaturagéo a 95 °C por 30
segundos, hibridizacdo a 53 °C — para os genes blasyy € blatem — ou a 55 °C — para
blactx-v — por 30 segundos, e extensdo a 72 °C por 30 segundos, com uma fase de
extensdo final a 72 °C por 7 minutos. Uma reacdo sem amostra de DNA foi utilizada
como controle negativo; como controle positivo para cada reacdo, foram utilizados
DNA de cepas bacterianas pré-caracterizadas por sequenciamento no Laboratorio de
Microbiologia da FAMERP, para a presenca de blaspy, blarem € blactx-m. Os produtos
amplificados nas reac¢des (“amplicons”) foram analisados em gel de agarose a 1,0%,

previamente adicionado de brometo de etidio (0,8 uL/100 mL). A eletroforese foi
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realizada a 100 V/cm por 60 minutos, utilizando o marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen, CA, EUA). O resultado foi observado sob luz ultravioleta e fotografado
utilizando o aparelho Kodak Gel Logic 2200 Imaging System (Molecular Imaging

Software).

Quadro 1. Primers utilizados nas PCR de deteccéo e ERIC-PCR.

Método Alvo Sequéncia do primer 5'-3' Referéncia
PCR-Convencional bla crx.m TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA Tollentino et al., 2011
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
PCR-Convencional bla c1x-m-2 ATGATGACTCAGAGCATTCG Saladin et al., 2002
TGGGTTACGATTTTCGCCGC

AGCTGGAAGCCCTGGAGAAAAG
TTTTCTCCAGGGCTTCCAGC
ATCAAGAAGAGCGACCTGG

TGATTTCAACGCGCTGATTTAG
CACGCTCAATACCGCCATTC
AATGGCGGTATTGAGCGTGG

TAGTGGGCGATAAAACCGGCAG

CTACCCATGATTTCGGCAGAC

GCGTTATTCTTATTTGTCGC Rasheed et al., 1997 e
TTAGCGTTGCCAGTGCTC Tollentino et al., 2011

GGGTTATTCTTATTTGTCGC
TTAGCGTTGCCAGTGCTC
GAACAGCTGGAGCGAAAGAT
CAGATCGGCGACAACGTCAC
Sequenciamento bla g4y CTGCAGTGGATGGTGGACGA
CCTGCTTGGCCCGAATAACA
GTGACGTTGTCGCCCATCTG
ATCTTTCGCTCCAGCTGTTC
TAATTTGCTCAAGCGGCTGC
PCR-Convencional bla gy (?;C A ijgyﬁﬁggﬁ:&% Tollentino et al., 2011
TCAACATTTTCGTGTCGC
AAAGGGAATAAGGGCGACAC
CGTTTTCCAATGATGAGCAC
Sequenciamento  blatgm (-:r,(A:CI('; gfgf GiT AA CS:AEC':I:E;CCA'\I'AG((;: Tollentino et al., 2011
TTGGCAGCAGTGTTATCACTC
ACTACTTACTCTAGCTTCCCG
TTAATTGTTGCCGGGAAGC

Sequenciamento  bla crx.m-2 Tollentino et al., 2011

PCR-Convencional  bla g4y

Rasheed et al., 1997 e
Tollentino et al., 2011
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3.2.3. Deteccdo do gene gnr por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para as PCR foi utilizado o kit Tag DNA Polymerase (Fermentas, Life Sciences,
MD, EUA) e seguiram o0 seguinte protocolo: em tubos de polipropileno, foram
adicionados 2 pL de DNA e os seguintes reagentes: 2,5 pL de tampéo (10X), 2,0 uL de
MgCl, (25 mM), 2,0 pL de dNTP (2,5 mM), 1,0 pL de cada primer (10 pmol/uL), 0,2
puL de Tag DNA Polymerase (5 U/uL) e g.s.p. 25 uL de agua Ultra-Pure (Invitrogen,
CA, EUA).

A amplificacdo de gnr foi realizada utilizando-se uma Multiplex-PCR com 0s
primers especificos para deteccdo dos genes gnrA, gnrB e gnrS, como consta no
Quadro 2 e metodologia descrita por Cattoir et al.,*® amplificando um fragmento
conservado do gene de 580 pb para gnrA, 264 pb para qnrB e 428 pb para gnrS. Os
parametros da reacdo foram: desnaturacdo inicial a 95 °C, por 10 minutos, seguido de
35 ciclos com as etapas de desnaturacdo a 95 °C, por 1 minuto, hibridizacdo a 54 °C,
por 1 minuto e extensdo a 72 °C, por 1 minuto, com uma Ultima etapa de extenséo final
de 10 minutos a 72 °C.

Para a amplificagdo de qgnrC, gnrD, gepA e ogxAB foi seguido 0 mesmo
protocolo anteriormente descrito utilizando os primers especificos, como apresentado
no Quadro 2. Os pardmetros da reacdo para deteccdo de gnrC e qnrD foram:
desnaturacdo inicial a 95 °C, por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com as etapas de
desnaturacdo a 95 °C, por 45 segundos, hibridizacdo a 50 °C, por 1 minuto e extensdo a
72 °C, por 45 segundos, posteriormente uma extensao final a 72 °C, por 7 minutos. Para
deteccdo de gepA, apenas foi alterada a temperatura de hibridizagéo para 65 °C. Por fim,

para deteccdo de oqxAB, foram seguidos: desnaturacao inicial de 95 °C, por 5 minutos,
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uma sequéncia de 35 ciclos com as etapas de desnaturacdo a 95 °C, por 1 minuto,
hibridizacdo a 53,8 °C, por 30 segundos, extensdo a 72 °C, por 5 minutos e extensao
final a 72°C, por 10 minutos, amplificando um fragmento de 5140 pb.

As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, CA, USA). Cepas bacterianas pré-caracterizadas por
sequenciamento para presenca de gnr foram utilizadas como controle positivo e 0s
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2,0% para gnr e 1.0% para
as demais, previamente adicionado de brometo de etidio (0,8 pL/100 mL). Realizou-se a
eletroforese a 100 V/cm, por 60 minutos, utilizando o marcador de peso molecular de
100 pb (Invitrogen, CA, EUA). O resultado foi observado sob luz ultravioleta e
fotografado utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix EX Molecular Imaging

(Software de Captura de Imagem L-Pix Image — Loccus biotecnologia, SP, Brasil).
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Quadro 2. Primers usados para a deteccdo e sequenciamento de genes de resisténcia as

quinolonas.
Método Alvo Sequéncia do primer 5'-3' Referéncia
A AGAGGATTTCTCACGCCAGG
g TGCCAGGCACAGATCTTGAC
PCR-Multivlex & GGMATHGAAATTCGCCACTG
Se uenciarFrjlento gnrB TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA Cattoir et al., 2007
a M=AouC;H=AouCouT;Y=CouT
nrs GCAAGTTCATTGAACAGGGT
a TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
Sequenciamento nrB ATGACGCCATTACTGTATAAAAAAAC Presente estudo
g q CTAGCCAATAATCGCGATGCC
. TTTTCGCTAACTAACT
PCR-Convencional gnrD CAAAGGATAAACAGGCAAAT Zhao et al., 2010
. GGGTTGTACATTTATTGAATC
PCR-Convencional gnrC TCCACTTTACGAGGTTCT Wang et al., 2009
. CGGCGGCGTGTTGCTGGAGTTCTT
PCR-Convencional gepA CCGACAGGCCCACGACGAGGATGE Ma et al., 2009
PCR-Convencional ogxAB CCCTGGACCGCACATAAAG Zhao et al., 2010

AAAGAACAAGATTCACCGCAAC

3.2.4. Multiplex-PCR

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

PCR para a deteccdo dos trés principais genes responsaveis pela resisténcia aos [3-

lactdmicos detectados em Enterobacteriaceae, ou seja, blatgm, blasyy € blactx-m, foi

desenvolvido um método de multiplex-PCR. Para tanto, foram utilizados os mesmos

pares de primers das PCR convencionais (Quadro 1). Em tubo de polipropileno de 200

pL, foram adicionados 2 pL de DNA extraido e os seguintes reagentes: 2,5 pL de

tampé&o (10X), 2,0 uL de MgCl, (25 mM), 2,0 uL de dNTP (2,5 mM), 1,0 pL de cada
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um dos seis primers (10 pmol/uL), 0,2 uL de Tag DNA Polymerase (5 U/uL) e g.s.p. 25
uL de agua UltraPure. Os tubos foram colocados em termociclador, programado com
passo de desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos sequenciais
de desnaturacdo a 95° C por 30 segundos, hibridizacdo a 53 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, com uma fase de extensdo final a 72 °C por 7
minutos. Uma reacdo sem amostra de DNA foi utilizada como controle negativo e,
como controle positivo, foi utilizado o DNA de uma cepa bacteriana contendo blasyy,
blarem e blactxm, pré-caracterizada por sequenciamento no Laboratorio de
Microbiologia da FAMERP.

Os “amplicons” foram analisados em gel de agarose a 1,0%, previamente
adicionado de brometo de etidio (0,8 uL/100 mL) e possuem os mesmos tamanhos de
banda encontrados na amplificacdo de PCR convencional para esses genes. A
eletroforese foi realizada a 100 VV/cm por 60 minutos, utilizando o marcador de peso
molecular de 100 pb (Fermentas, Life Sciences, MD, EUA). O resultado foi observado
sob luz ultravioleta e fotografado conforme descrito anteriormente.

Quando mais de um gene foi detectado em uma mesma bactéria, foi realizada
uma PCR convencional, como descrito na se¢do 3.2.2, para amplificar os genes
separadamente e purifica-los, proporcionando melhor resultado na RFLP, no caso dos

genes blactx-m, € N0Os sequenciamentos desses trés genes, como descrito no Quadro 1.

3.2.5. Purificacio dos “amplicons”

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

“amplicon” de cada reagdo foi transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 mL
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previamente identificado, onde foram adicionados acetato de sédio 3 M e etanol
absoluto, nas proporcdes de 10% e 3 vezes, respectivamente, do volume de “amplicons”
que foi purificado. Os tubos foram colocados em freezer -80 °C por 1 hora para a
precipitacdo do DNA. Em seguida, foram centrifugados a 16000 G por 20 minutos a 4
°C, o0 sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 100 pL de etanol 70%.
Por fim, os tubos foram centrifugados a 16000 G por 10 minutos a 4 °C. O precipitado

foi homogeneizado em 20 pL de tampé&o TE e estocado a -20 °C até o seu uso.

3.2.6. Agrupamento dos genes blactx-m por RFLP

A anélise de RFLP — Restriction Fragment Lenght Polimorfism — foi realizada
para agrupar os genes blacrx.m identificados entre os grupos previamente descritos por
Bonnet em 2004.®) As endonucleases de restricdo utilizadas foram selecionadas de
acordo com metodologia descrita em 2003 por Edelstein e colaboradores.*® Os padrdes
de restricdo dos produtos de PCR, gerados pelas endonucleases Pstl e Pvull para a

diferenciacéo entre os grupos de CTX-M, estdo descritos no Quadro 3, abaixo.

Quadro 3. Padrdes de restricdo gerados pelas endonucleases nos genes codificadores de
CTX-M-1, CTX-M-2 e CTX-M-8.

Grupos de  Sitios de RestricAo Tamanhos da bandas

bla cx.m Pstl Pvull apos a digestao (pb)
bla CTX-M-1 0 2 267, 156, 121
bla CTX-M-2 1 0 355, 188

bla CTX-M-8 0 0 544
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Diferentes enzimas do grupo CTX-M-9 apresentam diferentes perfis de restricao
quando digeridas com as enzimas Pstl e Pvull. Os genes blactx-m-9, blactx-m-13 € blacTx-
m-16 Sa0 digeridos pelas duas enzimas em diferentes sitios de restricdo, gerando um
padrdo de digestdo com 3 bandas de 426, 72 e 46 pb. Os genes blactx-m-14, blacTx-m-1s,
blactx-m-17, blacTx-m-19, € blacTx-m-21 S840 digeridos apenas pela enzima Pvull em 1 sitio
de restricdo, gerando duas bandas de 472 e 72 pb.

Para a reacdo de RFLP, 10 uL de DNA purificado das cepas foram adicionados
em tubo de polipropileno de 1,5 mL, previamente identificado, juntamente com o0s
seguintes reagentes (Invitrogen, CA, EUA), de acordo com a metodologia descrita por
Edelstein e colaboradores (2003): 2,0 uL de tampdo React 1l (10X), 2,0 uL de BSA
(100X), 1,0 uL de enzima Pstl (10 U/uL), 0,5 pL de enzima Pvull (10 U/uL) e g.s.p. 20
pL de dgua UltraPure. Os tubos foram incubados a 37 °C por 3 horas em termobloco
Thermomixer comfort (Eppendorf). Os produtos foram analisados em gel de agarose a
2,0%, previamente adicionado de brometo de etidio (0,8 uL/100 mL). A eletroforese foi
realizada a 50 V/cm por 120 minutos, utilizando o marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen, CA, EUA). O resultado foi observado sob luz ultravioleta e fotografado

conforme descrito anteriormente.

3.2.7. Confirmacao da identificacdo de Salmonella spp. através da técnica de PCR
em Tempo Real (QPCR)

As colbnias que apresentaram morfologia tipica de Salmonella spp. nos agares
TSI e LIA foram submetidas ao teste molecular de identificacdo pelo método de Real-

Time PCR (gqPCR), cujos primers utilizados tém como alvo o gene invA. Este
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procedimento foi, em grande parte, realizado no Laboratério de Microbiologia da
empresa Cobb-Vantress Brasil Ltda., unidade de Guapiagu-SP, que emprega
modificagdes do protocolo padronizado por Charlton e colaboradores (2005). Em
microplacas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, CA,
EUA) foram adicionados em cada pogo: 5 uL do “kit” Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, CA, EUA), 1 pL de cada primer na concentragdo de 10 pmol/uL
(Tabela 1) e 3 pL do DNA extraido da amostra testada. A reacdo ocorreu em
termociclador StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, EUA) sob as
condicdes de ativacdo da enzima a 95 °C por 20 segundos, e 40 ciclos de desnaturacéo a
95 °C por 3 segundos e anelamento e extensdo a 60 °C por 30 segundos; por fim, para a
confeccdo da curva de temperatura, as amostras foram submetidas a 95 °C por 15
segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos. Usando como controle uma
cepa padréo de Salmonella, as cepas com a temperatura de “melting” por volta de 74 °C
foram consideradas como pertencentes ao género, pois essa temperatura varia entre as
taxas bacterianas e € especifico de cada um, sofrendo alteracdes de acordo com o

protocolo utilizado.

3.2.8. Sequenciamento dos genes blaspy, blatem, blactx-m, gnrA, gnrS e gnrB

Os “amplicons” purificados logo apds as reagdes de PCR para a detecgdo de
genes de ESBLs e gnr foram submetidos ao sequenciamento com o Big Dye Terminator
Kit v3.1 (Applied Biosystems, CA, EUA), segundo as recomendacdes do fabricante, com
a finalidade de identificar os tipos de ESBL e qnr, as possiveis mutacdes e suas

associacfes com os fendtipos de resisténcias apresentados.
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Somente para 0 gene blactx.v ocorreu uma reacdo de PCR anterior ao
sequenciamento. Apds a RFLP, onde se determinou a qual grupo de blacrtx.m pertencia
0 gene detectado, este foi amplificado com primers especificos para o grupo encontrado
(Quadro 3), de acordo com Saladin e colaboradores™: em tubos de polipropileno de
200 pL foram adicionados 2 pL do DNA extraido e os seguintes reagentes: 5,0 uL de
tampé&o (10X), 4,0 uL de MgCl, (25 mM), 4,0 uL de dNTP (2,5 mM), 2,5 pL de cada
primer (10 pmol/uL), 0,2 uL de Tag DNA Polymerase (5 U/uL) e g.s.p. 50 uL de agua
UltraPure. Inicialmente, o DNA foi desnaturado a 95 °C por 5 minutos, sendo
submetido a 25 ciclos com as etapas de desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento
a 56 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 1 minuto e extensdo final de 10 minutos a
72 °C. Os produtos de todas as reacGes foram analisados em gel de agarose a 1,0%,
previamente adicionado de brometo de etidio (0,8 pL/100 mL) e a eletroforese foi
realizada a 100 V/cm por 60 minutos, com o marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen, CA, EUA) para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os géis
foram visualizados e fotografados conforme descrito anteriormente.

Na PCR para o sequenciamento génico, foram utilizados 4,0 pL de solugdo
tamponante (10X), 2,0 uL de Big Dye Terminator, 1,0 uL de primer especifico (3,2
pmol/uL), 1,0 pL de DNA purificado e q.s.p. 20,0 uL de agua UltraPure. A
amplificacdo foi realizada com 25 ciclos de desnaturagédo a 96 °C por 30 segundos,
hibridizacdo a 50 °C por 15 segundos, extensdo a 60 °C por 4 minutos. Os primers
utilizados em todos 0s sequenciamentos encontram-se descritos no Quadro 1 e 2.

Os produtos amplificados foram submetidos a precipitagao. Os “amplicons”
foram dispensados em tubo de polipropileno de 1,5 mL e adicionados 80 pL de

isopropanol 75%. Apoés incubagédo por 20 minutos a temperatura ambiente, as amostras
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foram centrifugadas por 20 minutos, a 16000 G, 4°C. Ap0s, o0 sobrenadante foi
descartado e as amostras lavadas com 1,0 mL de etanol 70%, centrifugadas por 15
minutos a 16000 G, 4°C. O sobrenadante foi totalmente descartado e, ap6s a evaporacao
completa do etanol, o DNA precipitado foi reconstituido em 10 pL de formamida high
dye (pH 7,0).

Ap0s precipitado, o DNA foi desnhaturado a 95 °C por 2 minutos e levado ao
aparelho de sequenciamento 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems-HITACHI) e
submetido a eletroforese em capilar. As sequéncias foram analisadas com auxilio dos
programas DS Gene 2.0 (Accelrys, EUA) e BLAST, este ultimo disponivel no site do

NCBI.4%)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccdo de Escherichia coli e Salmonella nas amostras de carnes de frango,

suina e bovina

Este estudo foi planejado visando a avaliagdo do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos em Escherichia coli e Salmonella isoladas de amostras de carnes de
frango, suina e bovina comercializadas em S&o José do Rio Preto-SP, e a identificacdo
nestes isolados dos genes que codificam B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e
resisténcia a quinolonas.

Ao todo, foram isoladas 420 colonias bacterianas. Salmonella spp. foi isolada na
primeira amostra de CRS (analisada no estudo piloto) e na dltima. Sete isolados tiveram
a identificacdo como Salmonella spp. confirmadas através da qPCR e duas pelo Vitek® 2
Compact. Nas demais amostras de carnes avaliadas neste estudo, esta bactéria ndo foi
encontrada.

As amostras de carne onde foram detectadas a presenca de Salmonella spp.
foram fracionadas e acondicionadas em bandeja de isopor pelo estabelecimento
comercial. Assim, é possivel que a manipulacdo no estabelecimento pode ter sido a
causa da contaminacdo, ja que a presenca de microrganismos patogénicos nas méaos de
manipuladores e a possibilidade de transferéncia para os alimentos é conhecida.®’) Por
outro lado, suinos e aves podem carrear cepas de Salmonella que podem ser
transmitidas para humanos através da cadeia alimentar. ©©

Com relacdo a Escherichia coli, 21 isolados (nenhum deles presuntivamente

identificado como tal em &gar EMB), tiveram identificacdo confirmada pelo sistema
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Vitek® 2 Compact. Além disso, alguns isolados presuntivamente identificados como
Escherichia coli (Ec) foram posteriormente identificados como outras espécies da
familia Enterobacteriaceae (Tabela 1 e Anexo 1). Das 21 E. coli, 12 foram isoladas de
CRF e nove de CRS. Na Figura 1, sdo observadas as colonias com morfologia tipica de
E. coli e de Salmonella spp. nos diferentes meios de cultura semissolidos utilizados para

o0 isolamento e identificacdo presuntiva.

Figura 1. Caracteristicas bioquimicas das cepas isoladas em &gar no estudo. [A)

Coloracdo verde-metalica de cepas de Escherichia coli em &4gar EMB. B) Coloragédo
azul-esverdeada — podendo haver precipitacdo de H,S ou ndo, deixando a col6nia com
centro negro — de cepas de Salmonella em agar HE. C) Coloracdo vermelha transparente
— podendo haver precipitagdo de H,S ou ndo, deixando a col6nia com centro negro — de
cepas de Salmonella em agar XLD. D) Coloracdo marrom a negra de cepas de
Salmonella em agar BS. E) Caracteristica dos agares TSI — a esquerda — e LIA — a

direita — quando inoculados com uma cepa de Salmonella.]

As carnes sdo os principais alimentos responsaveis pela veiculagdo de patdégenos
ao homem,"® e Salmonella spp. e Escherichia coli estdo entre os principais patdgenos
veiculados por produtos cérneos.**® Durante um estudo que avaliou 68 surtos de

doencas transmitidas por alimentos no Noroeste do Estado de Sao Paulo, 32 (47,06%)
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foram causados por diferentes sorotipos de Salmonella spp.®*2 Em estudo conduzido
pelo Instituto Adolfo Lutz de Sdo José do Rio Preto-SP,®) a carne e seus derivados
foram as principais fontes de Salmonella spp. No Rio Grande do Sul, um estudo avaliou
diferentes tipos de alimentos envolvidos em surtos de doencas transmitidas por
alimentos causados por Salmonella Enteritidis e revelou que 13,6% dos alimentos
continham carne de frango em sua formulag&o.**? Um estudo, nos Estados Unidos,
determinou Salmonella spp. como o agente etioldgico mais comumente envolvido
(36,0%) em um surto de doencas transmitidas por alimentos registrado em escolas,
estando, as carnes, envolvidas entre os alimentos referidos.®”

No presente estudo, a propor¢do de cepas de Salmonella spp. isoladas ndo reflete
os resultados descritos por outros autores. E possivel que a metodologia utilizada, em
que foram submetidas a identificacdo somente isolados que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos possa ter levado a subquantificacdo de Salmonella spp.

Com relacdo as E. coli, a baixa propor¢do pode estar associada a utilizacdo do
caldo tetrationato acrescido de 5% de caldo verde-brilhante para a lavagem de superficie
e recuperacdo dos patdgenos. Este meio visa uma maior recuperacdo de Salmonella
spp., ja que este género utiliza o radical tetrationato na cadeia respiratoria, favorecendo

seu crescimento em detrimento de outras espécies.®®



Tabela 1. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, fonte de isolamento e identificacdo das cepas que apresentaram genes de resisténcia.

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local centichre AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxFP NA CIP Diversidace genética
Isolamento \solamento R<13 R<1l R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<15
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 S>23 S$>23 S>18 S$>21 S>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 S$>17 S$>21 S>16 $S>20 S>19 S>21
S11  14/03/2011 A CRF Proteus mirabilis 13 13 25 6 11 11 18 2 21 24 26 16 20 15 18 18 19 12 14 10 6 NT bla crx.m.2 / Negativo gnr
S23  04/04/2011 A CRB Citrobacter freundii 8 6 17 6 26 9 10 13 6 8 12 12 26 18 20 20 30 NT 28 28 26 NT bla ges.iike
S36  25/04/2011 B CRS Citrobacter youngae 6 8 20 6 30 11 11 12 8 11 18 28 24 23 24 24 32 NT 30 28 24 NT bla spvike
S49  25/04/2011 B CRF Citrobacter youngae 6 6 26 11 28 29 24 29 6 6 30 15 26 22 24 18 23 NT 17 12 20 NT qnrB
S51  25/04/2011 B CRF Citrobacter youngae 1 20 25 14 34 6 6 10 6 29 34 34 26 23 24 23 23 NT 23 20 19 NT bla spy.ike
S54  25/04/2011 B CRB Citrobacter youngae 12 18 23 18 30 26 22 25 6 23 24 30 22 17 12 19 25 NT 15 18 16 NT qnrB
S68  11/07/2011 C CRB Citrobacter freundii 6 6 18 6 26 14 9 10 6 6 17 18 24 23 18 23 29 28 30 28 23 NT bla spyike
S88  11/07/2011  C CRS Citrobacter youngae 6 6 18 6 26 6 9 8 6 8 14 24 24 22 23 23 26 23 24 23 22 NT blatems
S94  23/08/2011 D CRF Escherichia coli 8 6 20 6 27 22 20 24 12 17 19 24 28 21 NT 19 22 19 NT NT 6 NT 0gxAB
S104  23/08/2011 D CRF Klebsiella pneumoniae 20 12 22 18 28 30 24 28 22 24 28 26 29 18 NT 18 18 15 NT 16 12 NT qnrB19 / oqxAB
S105 23/08/2011 D CRF Klebsiella pneumoniae 14 6 20 6 13 10 9 9 25 20 17 22 26 10 NT 20 20 16 NT 16 16 NT blacrxme/blasyyai/blarews/anrSl / ogxAB
S109 23/08/2011 D CRF Citrobacter freundii 20 23 6 14 30 30 24 29 14 26 30 34 26 26 NT 22 24 21 NT NT 6 NT qnrB
S116  23/08/2011 D CRF Klebsiella pneumoniae 15 13 18 6 6 14 12 183 24 17 2 22 29 18 NT 20 24 24 NT NT 22 NT blashy.
S137  23/08/2011 D CRF Escherichia coli 6 10 26 6 18 15 14 14 29 26 21 32 32 2 NT 22 30 30 NT NT 22 NT bla crxm-2-ike / BlaTEM
S143  23/08/2011 D CRF Escherichia coli 23 23 30 20 34 3 NT 30 27 30 34 34 30 2 NI 22 24 22 20 22 8 NT 0gXxAB
S147  23/08/2011 D CRF Aeromonas sobria 14 6 24 25 32 36 NT 36 30 30 36 18 19 20 NT 21 23 18 22 17 6 NT qnrA/gnrS
S178  23/08/2011 D CRF Escherichia coli 24 24 28 20 32 32 NT 30 28 30 34 32 28 22 NT 22 25 20 20 20 7 NT 0gxAB
S183  23/08/2011 D CRF Escherichia coli 22 22 30 18 36 34 NT 32 26 30 32 36 30 2 NT 22 24 19 19 21 6 NT 0gxAB
S201  20/03/2012 E CRS Salmonella spp. 14 14 20 15 28 26 21 27 24 24 29 30 30 10 18 18 10 8 9 8 6 4* qnrB
S203  20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 18 22 20 28 28 24 28 23 24 27 22 24 17 18 18 18 18 17 16 15  05* qnrB2
S204  20/03/2012 E CRS Salmonella spp. 14 13 22 6 28 26 22 28 24 24 30 30 30 12 8 22 10 7 7 7 6 4 qnrB
$205  20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 16 24 19 30 28 22 30 24 24 29 27 29 12 19 18 18 17 17 15 18  05* bla gy / qnrB2

* De acordo com CLSI. 8132

& Determinagdo do halo de suscetibilidade de acordo com EuCAsT.“®

Local: estabelecimento comercial onde foi obtida a amostra de carne.
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AK: amicacina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CN: gentamicina; CRO: ceftriaxona; CTX: cefotaxima; EFT: ceftiofur;

ENO: enrofloxacina; ETP: ertapenem; FEP: cefepima; FOX: cefoxitina; IPM: imipenem; KF: cefalotina; LEV: levofloxacina; MXF: moxifloxacina; NA: &cido nalidixico;

OFX: ofloxacina; SAM: ampicilina/sulbactam; TOB: tobramicina; TZP: piperacilina/tazobactam.

NR: teste ndo realizado ou inconclusivo. NT: antibiotico ndo testado. “Mesma cepa”: cepas com o mesmo perfil de ERIC-PCR.

R: tamanho do halo que indica resisténcia ao antimicrobiano (nimeros marcados em vermelho); S: tamanho do halo que indica sensibilidade ao antimicrobiano

(nimeros marcados em preto); valores intermediarios a R e S indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano (nimeros marcados em verde).



32

Tabela 1 (continuacdo). Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, fonte de isolamento e identificacdo das cepas que apresentaram genes de

resistencia.
Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*
Data do Fonte de
Isolado Local |denticade AMC SAM TzZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MXF NA CIp Diversicade genética
Isolamento 1solamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<I12 R<12 R<14 R<I13 R<15 R<I12 R<16 R<13 R<IS5
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 S>23 S>23 S>18 S$>21 S$>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 S>17 S>21 $>16 $>20 S>19 S$>21

Ec27  25/04/2011 B CRB Citrobacter braakii 6 10 19 6 30 16 12 12 6 15 12 6 21 17 18 19 26 6 24 20 23 NT qnrB

Ec28  25/04/2011 B CRB Citrobacter braakii 6 6 19 6 31 24 17 16 6 19 24 14 26 16 21 20 24 6 24 21 22 NT qnrB

Ec29  25/04/2011 B CRB Citrobacter freundii 8 8 24 12 26 31 23 25 6 18 25 22 24 16 20 20 24 14 22 22 23 NT qnrB

Ec30 25/04/2011 B CRB Citrobacter braakii 12 18 27 12 28 30 24 30 6 28 30 25 30 18 23 18 30 12 25 22 23 NT qnrB

Ec32  25/04/2011 B CRF Citrobacter diversus 13 19 25 12 26 24 22 14 7 26 24 12 24 18 19 20 30 28 26 24 24 NT bla crym2
Ec33  25/04/2011 B CRF Citrobacter freundii 6 6 26 6 NT 25 20 23 6 23 17 18 24 17 18 19 28 NT 26 20 10 NT qnrB

Ec37  25/04/2011 B CRS Citrobacter freundii 12 16 26 6 26 28 24 28 6 24 28 21 24 18 18 20 24 NT 22 22 16 NT qnrB

Ec45 11/07/2011 C CRB Enterobacter cloacae 6 8 18 6 22 7 7 10 10 10 4 16 26 23 23 20 29 26 27 28 24 NT blaspy.ike
Lac3  16/11/2010 A CRS Klebsiella pneumoniae 24 22 25 18 28 30 NT 30 22 30 3R 28 29 18 20 18 11 NT 8 10 6 NT 0gxAB

Lacll 25/04/2011 B CRB Citrobacter freundii 6 18 26 1232 30 NT 30 6 24 28 20 NT 20 20 22 26 6 NT 24 18 NT bla shy.iike / bla gesaike / ANTB
Lac22 11/07/2011 C CRS Citrobacter freundii 10 14 23 6 % 30 25 30 6 28 34 26 17 18 24 22 22 18 19 19 6 NT qnrB

Lac55 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 14 12 23 6 18 16 NT 14 25 24 22 29 26 200 NT 20 22 16 18 16 10 NT qnrB19 / bla gy,
Lac60 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 18 10 28 6 15 100 NT 10 28 24 16 30 30 22 NT 22 20 14 17 17 6 NT blacrxm2/ 0GxAB
Lac87 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 17 24 20 28 24 22 30 24 26 30 30 26 10 18 18 18 18 17 14 17 19 qnrB2 / ogqxAB / bla gy
Lac88 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 18 24 19 26 24 18 29 2 25 28 28 30 18 18 18 25 28 25 22 23 28 0gxAB / bla gy
Lac9%6 20/03/2012 E CRS Citrobacter braakii 10 20 28 12 36 32 26 34 7 28 3 30 30 17 17 8 20 20 22 18 1 025* qnrB19

Lac98 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 19 16 18 18 24 24 22 29 20 24 26 24 26 18 21 18 25 26 21 24 24 26 0gxAB / bla gpy11
Lac99 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 16 13 24 13 24 26 22 26 24 24 26 30 26 18 18 18 7 6 8 6 6 12 0gxAB
Lacl00 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 20 18 26 18 30 30 24 30 26 28 30 32 30 4 20 19 8 6 7 7 6 7 0gxAB
Lacl05 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 18 18 24 6 30 30 20 28 26 26 30 34 30 19 18 18 12 7 8 8 6 12 0gxAB
Lac106 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 18 18 25 15 29 NT 20 24 24 21 27 30 28 19 21 20 14 10 12 9 6 14 bla gy, / blatem

* De acordo com CLSI. 4%

& Determinagdo do halo de suscetibilidade de acordo com EuCAsT.“®

Local: estabelecimento comercial onde foi obtida a amostra de carne.

AK: amicacina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CN: gentamicina; CRO: ceftriaxona; CTX: cefotaxima; EFT: ceftiofur;

ENO: enrofloxacina; ETP: ertapenem; FEP: cefepima; FOX: cefoxitina; IPM: imipenem; KF: cefalotina; LEV: levofloxacina; MXF: moxifloxacina; NA: acido nalidixico;

OFX: ofloxacina; SAM: ampicilina/sulbactam; TOB: tobramicina; TZP: piperacilina/tazobactam.

(nimeros marcados em preto); valores intermediarios a R e S indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano (nimeros marcados em verde).

NR: teste ndo realizado ou inconclusivo. NT: antibidtico ndo testado. “Mesma cepa”: cepas com o mesmo perfil de ERIC-PCR.

R: tamanho do halo que indica resisténcia ao antimicrobiano (nimeros marcados em vermelho); S: tamanho do halo que indica sensibilidade ao antimicrobiano
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Tabela 1 (continuacgdo). Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, fonte de isolamento e identificacdo das cepas que apresentaram genes de

resisténcia.

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
) AMC CTX EFT FOX CAZ CN AK CIP ENO NA TE FOS o »
Isolado Local Identidade Diversidade genética
R<13 R<22 R<19 R<14 R<17 R<I2 R<14 R<I5 R<15 R<13 R<Il R<12 R<12
Isolamento Isolamento
S>18 S$>26 $>23 S>18 S>21 S>15 S>17 S>21 S>21 S>19 S>15 S>16 S>18
Ec56 27/08/2012 F CRF Escherichia coli 18 30 24 26 28 20 19 28 19 16 6 10 NT qnrB19
Ec57 27/08/2012 F CRF Escherichia coli 24 32 26 28 30 6 22 30 22 18 6 29 NT qnrB19 / ogxAB
Ec58 27/08/2012 F CRF Escherichia coli 20 30 24 24 26 20 20 24 18 14 6 13 NT qnrB
Ec6l 27/08/2012 F CRF Escherichia coli 23 35 26 27 30 6 22 28 22 18 6 30 NT gnrB/ ogxAB
Lac129  27/08/2012 F CRF Klebsiella pneumoniae 22 30 24 24 26 9 20 18 14 13 7 18 NT qgnrB19 / ogxAB

* De acordo com CLS1.G+%2

Local: estabelecimento comercial onde foi obtida a amostra de carne.

AK: amicacina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; C: cloranfenicol; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; CN: gentamicina; CTX: cefotaxima; EFT: ceftiofur;

ENO: enrofloxacina; FOS: fosfomicina; FOX: cefoxitina; NA: acido nalidixico; TE: tetraciclina.

NR: teste ndo realizado ou inconclusivo. NT: antibi6tico ndo testado. “Mesma cepa”: cepas com o mesmo perfil de ERIC-PCR.

R: tamanho do halo que indica resisténcia ao antimicrobiano (nimeros marcados em vermelho); S: tamanho do halo que indica sensibilidade ao antimicrobiano

(nimeros marcados em preto); valores intermediarios a R e S indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano (nimeros marcados em verde).
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4.2. Suscetibilidade aos antimicrobianos

4.2.1. Isolamento bacteriano

Foi prevista a pesquisa de genes de resisténcia a  lactdmicos e quinolonas em E.

coli e Salmonella isoladas carne resfriada bovina (CRB), carne resfriada de frango (CRF) e

carne resfriada suina (CRS). Entretanto, no decorrer do estudo esta proposta foi alterada e

outras espécies de Enterobacteriaceae foram incluidas. Esta alteracao foi realizada por duas

razoes:

i)

Desde as primeiras analises microbioldgicas, obteve-se um baixo numero de E.
coli e Salmonella isolados, e este padrdo se manteve ao longo do estudo.

Foram isoladas outras espécies de Enterobacteriaceae que podem causar
infeccbes e/ou atuar como reservatorios para genes de resisténcia transmitidos
horizontalmente para diversas espécies de bactérias patogénicas ou comensais no
trato gastrointestinal humano. Entre elas destacam-se K. pneumoniae, que é um
importante patégeno hospitalar e comunitario, e Enterobacter, Citrobacter,
Morganella, Proteus, Providencia, que podem causar infeccGes extraintestinais
apos translocar-se do TGI para outros sitios corporais.®” Estas bactérias tém sido
isoladas a partir de amostras de carnes,®® e a emergéncia na comunidade nos
Gltimos anos de cepas de E. coli e Klebsiella spp. uropatogénicas
multirresistentes tém estimulado a discussao sobre o papel dos alimentos de
origem animal como reservatorio para bactérias resistentes causadoras de

infecces extraintestinais. %)
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Durante o estudo, 420 isolados bacterianos foram obtidos das amostras de CRF,
CRS e CRB analisadas. Entretanto, destes, nove isolados foram identificados como
Salmonella spp., sendo todos isolados de CRS: sete da primeira amostra e dois da quarta
amostra.

Suinos sdo importantes reservatérios de Salmonella spp. que podem ser
transmitidas para humanos através da cadeia alimentar.®? Apesar de as carnes de frango e
bovina serem também reconhecidos reservatorios de Salmonella spp., neste estudo,
nenhuma Salmonella spp. foi isolada a partir de CRF ou CRB. Com relacdo a E. coli,
foram identificados doze isolados em CRF e nove em CRS. Nenhuma E. coli foi
identificada em CRB.

Os “Meétodos Oficiais para Andlises Microbioldgicas em Alimentos de Origem
Animal”, recomendados pelo MAPA (referenciados na proposta inicial) e os métodos
recomendados  pelo  “Bacteriological  Analytical Methods” do  FDA-USA
(http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/Bacteriological Analytical
ManualBAM/default.htm)“® foram aplicados. Esta estratégia foi usada porque o objetivo
inicial era a recuperacdo de E. coli e Salmonella das amostras de carnes.

As 420 colbnias bacterianas foram inicialmente identificadas como
Enterobacteriaceae de forma presuntiva, pelo crescimento nos meios de cultura seletivos
utilizados (4gar MacConkey, agar EMB, &gar Entérico de Hectoen, agar Bismuto Sulfito e
agar XLD). Alguns isolados, presuntivamente identificados como E. coli ou como
Salmonella nos meios seletivos foram posteriormente identificados pelo sistema Vitek 2
(BioMerieux, Franga) como outras espécies de Enterobacteriaceae.

Entre os 420 isolados bacterianos coletados, 122 foram originados de CRS, 90 de

CRB e 208 de CRF.


http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/BacteriologicalAnalyticalManualBAM/default.htm
http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/BacteriologicalAnalyticalManualBAM/default.htm
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4.2.2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Todos os 420 isolados foram submetidas ao teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos pelo método de disco-difusdo, de acordo com as recomendacdes do
CLSI.®? Os resultados sdo mostrados no Anexo 1.

A Tabela 2 mostra o nimero total e a porcentagem de bactérias resistentes a
cefalosporinas de terceira geracdo e as quinolonas. Ao todo, 75 isolados (17,86%)
apresentaram resisténcia (R) ou resisténcia intermediaria (I) a alguma cefalosporina de
terceira geracdo, e 125 (29,76%), apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a

alguma quinolona.

Tabela 2. Bactérias resistentes a cefalosporinas de terceira geracdo e as quinolonas em
CRS, CRF e CRB.

Carne (R/) a cefalo. 32 g. (R/1) a quinolonas
CRS 271122 (22,13%) 43/122 (35,24%)
CRF 20/208 (9,61%) 63/208 (30,29%)
CRB 28/90 (31,11%) 19/90 (21,11%)
Total 75/420 (17,86%) 125/420 (29,76%)

CRS: Carne Resfriada Suina; CRF: Carne Resfriada de Frango; CRB: Carne Resfriada Bovina.

A Figura 2 mostra o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos entre as 122
Enterobacteriaceae isoladas de CRS. Ao todo, 89 isolados bacterianos apresentaram
resisténcia ou resisténcia intermedidria a pelo menos um antimicrobiano da classe dos -
lactamicos. Com relacdo as cefalosporinas de terceira geracdo, foram observados o0s
seguintes resultados:

- 10 isolados apresentaram resisténcia e 12 resisténcia intermediaria ao ceftiofur;



37

- 5 isolados apresentaram resisténcia e 9 resisténcia intermediaria a cefotaxima;
- 2 isolados apresentaram resisténcia e 4 resisténcia intermediaria a ceftazidima;

- 5 apresentaram resisténcia e 3 resisténcia intermediaria a ceftriaxona.

Com relacgdo as quinolonas, foram observados os seguintes resultados:

- 32 isolados apresentaram resisténcia e 7, resisténcia intermediaria ao &cido
nalidixico;

- 18 apresentaram resisténcia e 4, resisténcia intermediaria a levofloxacina;

- 22 apresentaram resisténcia e 1, resisténcia intermediaria a ofloxacina;

- 23 apresentaram resisténcia e 9, resisténcia intermediaria a moxifloxacina;

- 20 apresentaram resisténcia e 1, resisténcia intermediaria a ciprofloxacina;

- 21 apresentaram resisténcia e 10, resisténcia intermediaria a enrofloxacina.

Enterobacteriaceae - Carne Resfriada Suina
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Figura 2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, observado entre as

Enterobacteriaceae isoladas de CRS.
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A Figura 3 mostra o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, observado entre
as 208 Enterobacteriaceae isoladas de CRF. Com relacdo as cefalosporinas de terceira
geracdo, foram observados o0s seguintes resultados:

- 10 isolados apresentaram resisténcia e 8, resisténcia intermedidria ao ceftiofur;

- 14 isolados apresentaram resisténcia e 4, resisténcia intermediaria a cefotaxima;

- 8 isolados apresentaram resisténcia e 4, resisténcia intermediaria a ceftazidima;

- 10 apresentaram resisténcia e 1, resisténcia intermediaria a ceftriaxona.

Com relacdo as quinolonas, foram observados 0s seguintes resultados:

- 36 isolados apresentaram resisténcia e 11, resisténcia intermediaria ao acido
nalidixico;

- 2 isolados apresentaram resisténcia e 1, resisténcia intermediaria a levofloxacina;

- 1 isolado apresentou resisténcia e 1, resisténcia intermediaria a ofloxacina;

- 13 isolados apresentaram resisténcia e 1, resisténcia intermedidria a
moxifloxacina;

- 18 isolados apresentaram resisténcia e 17, resisténcia intermediaria a

enrofloxacina.
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Enterobacteriaceae - Carne Resfriada de Frango
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Figura 3. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos observado entre as

Enterobacteriaceae isoladas de CRF.

A Figura 4 mostra o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, observado entre

as 90 Enterobacteriaceae isoladas de CRB.

Com relacdo as cefalosporinas de terceira geracdo, foram observados os seguintes
resultados:

- 11 isolados apresentaram resisténcia e 5, resisténcia intermedidria ao ceftiofur;

- 10 isolados apresentaram resisténcia e 7, resisténcia intermediaria a cefotaxima;

- 12 isolados apresentaram resisténcia e 6, resisténcia intermediaria a ceftazidima;

- 9 isolados apresentaram resisténcia a ceftriaxona.

Com relagdo as quinolonas, foram observados os seguintes resultados:

- 4 isolados apresentaram resisténcia e 8, resisténcia intermediaria ao &cido

nalidixico;
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- 2 apresentaram resisténcia intermediaria a ofloxacina;
- 1 isolados apresentaram resisténcia e 5, resisténcia intermediaria a moxifloxacina;

- 6 isolados apresentaram resisténcia e 1, resisténcia intermediaria a enrofloxacina.
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Figura 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos observado entre Enterobacteriaceae
isoladas de CRB.

Entre as 420 Enterobacteriaceae avaliadas, observamos 31 isolados, de diversas
espécies (Anexo 1), resistentes ao ceftiofur, uma cefalosporina de terceira geracédo, de uso
exclusivo em animais, considerado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
como criticamente importante para a medicina veterinaria. No Brasil, o ceftiofur é utilizado
tanto na suinocultura como na bovinocultura e avicultura.™"¢")

Diversos estudos tém demonstrado o impacto da pressao seletiva causada pelo uso
do ceftiofur na selecdo de cepas resistentes ndo somente a este antimicrobiano, mas
também a outras cefalosporinas de terceira geracdo importantes em medicina humana, "
tais como a cefotaxima, ceftazidima, e ceftriaxona, como tem sido demonstrado em

estudos envolvendo suinos,®” gado bovino,**" e aves de corte.®**¥ Assim, a possibilidade

de que a presenca de Enterobacteriaceae resistentes ao ceftiofur e a outras cefalosporinas
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nas amostras de carne avaliadas seja decorrente do uso deste antimicrobiano deve ser
considerada.

Neste estudo observamos um numero maior de isolados resistentes a quinolonas do
que a cefalosporinas de terceira geracdo, principalmente entre as Enterobacteriaceae
isoladas de CRF e CRS. Entre as 208 Enterobacteriaceae isoladas de CRF, 34
apresentaram resisténcia ao acido nalidixico e 11 a enrofloxacina. Entre as 122
Enterobacteriaceae isoladas de CRS, 32 apresentaram resisténcia ao acido nalidixico e 21 a
enrofloxacina. Estes dados sugerem que o amplo uso de enrofloxacina no Brasil, "%
inclusive no estado de Sao Paulo,®® possa ser um fator de selecdo de bactérias resistentes a
quinolonas.

A enrofloxacina pode facilitar o desenvolvimento de resisténcia cruzada a
diferentes quinolonas e fluoroquinolonas, assim, a resisténcia a ciprofloxacina (testada
apenas para alguns isolados de CRS), levofloxacina, oxifloxacina e moxifloxacina
encontrada em varias Enterobacteriaceae neste estudo podem ser decorrentes de selecdo
cruzada, ja que estes antimicrobianos ndo sdo usados em animais.

Todas as Enterobacteriaceae que apresentaram resisténcia ou resisténcia
intermediaria as cefalosporinas de terceira geracdo e ao cefepime foram incluidas nos
testes para deteccdo de genes de resisténcia. A mesma abordagem foi adotada para isolados
resistentes ou com resisténcia intermediaria ao acido nalidixico ou qualquer uma das

fluoroguinolonas testadas, sendo todos incluidos nos testes para deteccdo de genes de

resisténcia as quinolonas. Os resultados sdo apresentados a seguir.
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4.3. Deteccdo de genes responsaveis pela resisténcia aos beta-lactamicos e as
quinolonas

As Enterobacteriaceae que apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a
alguma cefalosporina de terceira geracdo (75 isolados) e resisténcia ou resisténcia
intermedidria a alguma quinolona (125 isolados) foram submetidos a PCR com primers e
protocolos especificos (Quadros 1 e 2) para a deteccdo dos genes de resisténcia. Os

resultados sao mostrados a seguir.

4.3.1. Genes de resisténcia aos p-lactamicos

Apds a analise dos perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos apresentados pelos
420 isolados do estudo, em 22 (5,24%) foram detectados genes de resisténcia as drogas -
lactdmicas (genes bla). Destas 22 cepas, doze (54,54%) apresentaram blasyy (S36, S51,
S68, S105, S116, S205, Ec45, Lacll, Lac87, Lac88, Lac98 e Lacl06), cinco cepas
(22,73%) apresentaram blargy (S88, S105, S137, Lach5 e Lac106) e cinco cepas (22,73%)

apresentaram blacrtx.m (S11, S105, S137, Ec32 e Lac60).

4.3.1.1. Detecgéo e caracterizacao de blagyy

Em 12 isolados foram detectados genes blasyy, sendo seis detectados em CRS, trés
em CRF e trés em CRB.

As Figuras 5, 6 e 7 demonstram a deteccdo do gene blasyy nas cepas S36, S51,
S68, S105, S116, S205, Ec4b, Lacll, Lac87, Lac88, Lac98 e LaclO6, através da
visualizagdo do fragmento de 861 pb, correspondente a regido codificadora do gene, e a

Tabela 3 mostra o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dessas cepas. Apesar de as
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cepas S36 (Citrobacter youngae), S51 (C. youngae) e Lacll (Citrobacter freundii)
apresentarem duas bandas inespecificas além da banda de 861 pb (Figura 5), as mesmas
foram consideradas carreadoras de blasyy pelo fato de a banda esperada se apresentar
fortemente no gel de agarose, indicando grande quantidade deste “amplicon” na amostra.
Ja as cepas S68 (C. freundii), S205 (K. pneumoniae), Lac87 (K. pneumoniae), Lac88 (K.
pneumoniae), Lac98 (K. pneumoniae) e Lacl06 (E. coli) apresentam, nitidamente, uma
Unica banda com o tamanho esperado, e a cepa Ec45 (Enterobacter cloacae) apresenta uma
banda de 861 pb fraca no gel, porém Unica, sendo considerada também como positiva na
deteccdo deste gene. Ja as cepas S105 e S116, ambas Klebsiella pneumoniae, apresentaram
a banda correspondente ao gene blasyy na multiplex-PCR, embora a banda de S116 esteja
muito mais nitida que a de S105, talvez, mesmo, pelo fato de a primeira ter amplificado um
unico gene, enquanto a segunda tenha amplificado trés diferentes genes (Figura 6).

O sequenciamento do blasyy detectado nas cepas S105 e Lac98 revelou tratar-se de
blasyv-11, que codifica uma B-lactamase diferente de SHV-1 por apenas uma substituicao
de leucina por glutamina na posicdo 35,% e apresenta um espectro restrito,**? assim
como nas cepas S205, Lac87 e Lac88 foi identificado o gene blasyy-1, porém estes
resultados ndo conferem para producdo de ESBL, pois sdo genes com localizacdo
cromossomica em K. pneumoniae e codificam uma beta-lactamase de espectro
restrito.®?” Na cepa S116, detectada em uma K. pneumoniae isolada de CRF,
identificou-se 0 gene blaspyv.o, que codifica SHV-2, a primeira ESBL descrita,®® e
atualmente encontra-se mundialmente disseminado entre diferentes espécies de
Enterobacteriaceae isoladas de espécimes clinicos humanos.®®Y SHV-2 diferencia-se de
SHV-1 por apenas uma substituicdo de glicina por serina na posicdo 238, e confere
resisténcia a todas as cefalosporinas de amplo espectro e ao aztreonam,” embora S116
apresente suscetibilidade a este ultimo. J& a cepa Lac106 ndo teve um resultado conclusivo

no sequenciamento para identificar a variante (Tabela 3).
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M S68 S88 Llacl7 Lac37 Ec45 C+  Br

861 pb

Figura 5. Gel de eletroforese da PCR para deteccdo do gene blasyy. [M: marcador de peso

molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reagdo. Br: controle negativo da reacéo.]

594 S105 S116 S137 Lac55 M Lac60 Lac6l  C+ Br

1088 pb
861 pb

544.pb

Figura 6. Gel de eletroforese da multiplex-PCR para deteccdo dos genes blaspy, blatem €
blactx-m. [M: marcador de peso molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reacdo. Br:

controle negativo da reacédo.]
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M S$205 Lac87 Lac88 Lac98 Lac106 SHV Br

861 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
blasyy.[M: marcador de peso molecular de 1 kb; SHV: controle positivo para blasyy (861

pb); Br: controle negativo.]

Apds a primeira deteccdo, os genes blasyy ndo amplificaram, novamente, nas cepas
S23, S36, S51, S68, Ec45 e Lacll, o que inviabilizou seu sequenciamento.

As seis cepas que tiveram o seu blasyy sequenciado (S105, S116, S205, Lac87,
Lac88 e Lac98) foram identificadas como K. pneumoniae, reconhecida como um
importante agente de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude e comunitarias, além de
ser considerada o principal reservatério de genes de resisténcia dentre as
Enterobacteriaceae. Esta bactéria coloniza os tratos respiratério e intestinal de humanos e
causa pneumonia, bacteremia e meningite.*°? Recentemente, esta bactéria tem emergido
como um importante patégeno causador de abscessos hepéticos piogénicos primarios,** e
algumas cepas tém sido relacionadas a infecgdes intestinais e diarreia em pacientes

imunocompetentes e imunocomprometidos. "
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Dessa maneira, a deteccao de blasyy-» em carne de frango, na qual foi previamente
descrita em K. pneumoniae isolada em Portugal,®**® e em E. coli isoladas na Holanda,
tem relevancia, apesar de ser um dado isolado, mas acredita-se que este é o primeiro relato
(S116) da deteccao de K. pneumoniae carreadora de blasyy-2 em carne no Brasil.

A deteccdo de genes da familia blasyy em diversas Enterobacteriaceae isoladas de
animais de producédo tem sido descrita, tal como em E. coli isoladas de animais doentes na
Espanha;® em amostras fecais de porcos na China e na Espanha;***"® em cepas de E. coli
em amostras de carne na Tunisia,® e em carne de frango na Holanda;*®” e cepas de
Salmonella em amostras de aves e de suas carnes na Holanda.™

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados S36, S51, S68 e Ec45,
sugere a producdo de ao menos uma ESBL (Tabela 3). Pelo fato de ndo terem sido

detectados outros genes nestes isolados, provavelmente os blasyy, detectados séo

codificadores de ESBL, e o sequenciamento dos mesmos elucidara a questéo.



Tabela 3. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o

gene blagpy.
Identidade
Antimicrobianos P. mirabilis K. pneumoniae K. pneumoniae E. coli E.coli K. pneumoniae

S36 S51 S68 S105  S116 S205

AMC (13/18) 6 1 6 14 15 20
SAM (11/15) 8 20 6 6 13 16
TZP (17/21) 20 25 18 20 18 24
KF (14/18) 6 14 6 6 6 19
FEP (14/18) 30 34 26 13 16 30
CTX (22/26) 11 6 14 10 14 28
EFT (19/23) 11 6 9 9 12 22
CRO (19/23) 12 10 10 9 13 30
FOX (14/18) 8 6 6 25 24 24
CAZ (17/21) 11 29 6 20 17 24
ATM (17/21) 18 34 17 17 22 29
ETP (19/23) 28 34 18 22 22 27
IPM (19/23) 24 26 24 26 29 29
CN (12/15) 23 23 23 10 18 12
TOB (12/15) 24 24 18 NT NT 19
AK (14/17) 24 23 23 20 20 18
LEV (13/17) 32 23 29 20 24 18
ENO (15/21) NT NT 28 16 24 17
OFX (12/16) 30 23 30 18 NT 17
MXF (16/20) 28 20 28 16 NT 15
NA (13/19) 24 19 23 16 22 18
CIP =16 pg/ml* NT NT NT NT NT 0,5*
CIP (15/21) NT NT NT NT NT NT
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NT: antimicrobiano ndo testado. Nimeros marcados em vermelho: tamanho do halo que indica resisténcia ao

antimicrobiano testado. NUmeros marcados em preto: tamanho do halo que indica sensibilidade ao

antimicrobiano testado. NUmeros marcados em verde: tamanho do halo que indica resisténcia intermediaria

ao antimicrobiano testado.
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Tabela 3 (continuacéo). Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde

foi detectado o gene blaspy.

_ Identidade
Antimicrobianos E. cloacae C. freundii K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae E. coli
Ec45 Lacll Lac87 Lac88 Lac98 Lac106
AMC (13/18) 6 6 20 20 19 18
SAM (11/15) 8 18 17 18 16 18
TZP (17/21) 18 26 24 24 18 25
KF (14/18) 6 12 20 19 18 15
FEP (14/18) 22 32 28 26 24 29
CTX (22/26) 7 30 24 24 24 NT
EFT (19/23) 7 NT 22 18 22 20
CRO (19/23) 10 30 30 29 29 24
FOX (14/18) 10 6 24 22 20 24
CAZ (17/21) 10 24 26 25 24 27
ATM (17/21) 14 28 30 28 26 27
ETP (19/23) 16 20 30 28 24 30
IPM (19/23) 26 NT 26 30 26 28
CN (12/15) 23 20 10 18 18 19
TOB (12/15) 23 20 18 18 21 21
AK (14/17) 20 22 18 18 18 20
LEV (13/17) 29 26 18 25 25 14
ENO (15/21) 26 6 18 28 26 10
OFX (12/16) 27 NT 17 25 21 12
MXF (16/20) 28 24 14 22 24 9
NA (13/19) 24 18 17 23 24 6
CIP = 16 pg/ml* NT NT NT NT NT NT
CIP (15/21) NT NT 19 28 26 14

NT: antimicrobiano ndo testado. Nimeros marcados em vermelho: tamanho do halo que indica resisténcia ao

antimicrobiano testado. NUmeros marcados em preto: tamanho do halo que indica sensibilidade ao

antimicrobiano testado. NUmeros marcados em verde: tamanho do halo que indica resisténcia intermediaria

ao antimicrobiano testado.

4.3.1.2. Deteccgao e caracterizacao de blargm

Genes da familia blaggy foram encontrados em cinco isolados, entre as 420

Enterobacteriaceae obtidas de CRF, CRS e CRB. Destes, 2 foram detectados em CRS e 3

em CRF. O gene blatgm-1 foi detectado nas cinco cepas S88 (C. youngae), S105 (K.

pneumoniae), S137 (Escherichia coli), Lac 55 (E. coli) e Lac106 (E. coli) (Figuras 6, 8 e

9).
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Os isolados carreadores de blargm.1 apresentam resisténcia a cefalosporinas de
terceira geracdo. Acreditamos que producdo de outra (s) enzima (s) pode ser responsavel
por este perfil de resisténcia, e de fato, S105 e S137 apresentaram blactx-m-2, COMO
descrito abaixo. TEM-1 ¢ uma B-lactamase de espectro restrito amplamente disseminada,
frequentemente detectada em bactérias isoladas de amostras clinicas humanas. Nos Gltimos
anos, a produgdo de B-lactamases tipo TEM por bactérias isoladas de animais de producéo
tem sido relatada, como em P. mirabilis isolados de produtos carneos, em E. coli isoladas
de bezerros com doenca diarreica,®°Y em varios sorotipos de S. enterica isoladas de aves e
humanos na Bélgica e Franca,®® e em E. coli isoladas de carnes de frango na Holanda.:*?
Ja em L106 o sequenciamento foi inconclusivo.

Dois isolados de E. coli que apresentaram o gene blargw-1, bem como o isolado de
C. youngae, foram recuperados de uma mesma amostra de CRF (Tabela 4) e, embora esse
gene ndo seja causador de um perfil de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracéo,
sua presenca em cepas possivelmente patogénicas isoladas de alimentos é preocupante pelo

fato de este gene poder sofrer mutagdes que resultem na expressdo de B-lactamases de

espectro estendido (ESBLS).

S68 S88 Lacl7 Lac37 Ec45 C+ Br M

1088 pb

Figura 8. Gel de eletroforese da PCR para deteccdo do gene blargm. [M: marcador de peso

molecular de 100 pb. C+: controle positivo da reagédo. Br: controle negativo da reacéo.]
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Lacl06 TEM Br M

1088 ph

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
blargm. [M: marcador de peso molecular de 1 kb; TEM: controle positivo para blatem

(1088 pb); Br: controle negativo.]

Os perfis de suscetibilidade dos quatro isolados sequenciados, nos quais blargy foi
detectado sugerem a expressdo de ESBL (Tabela 4), pois apresentam resisténcia a
cefalosporinas de terceira geracdo, como a cefotaxima e a ceftriaxona. De acordo com o
CLSI,®? cepas que apresentam resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo s&o
consideradas como produtoras de ESBL. Porém, a enzima TEM-1, codificada pelo gene
blarem-1 identificado em S88, S105, S137 e Lacb5, ndo é uma ESBL. Assim, outra enzima
deve ser a responsavel por estes perfis de resisténcia. Em S105 e S137 foi detectado um
gene blactx-m (ver secdo 4.3.1.3), o que explica o perfil de resisténcia destes isolados,
porém em S88 e Lac55 nédo foi detectado nenhum outro gene, sugerindo a existéncia de

outros genes codificadores de ESBL que ainda ndo foram testados.
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Tabela 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o

gene blargm.

Identidade
Antimicrobianos C.youngae E.coli E.coli E.coli E.coli
S88 S137  S105 Lach5 Lacl06

AMC (13/18) 6 16 14 14 18
SAM (11/15) 6 10 6 12 18
TZP (17/21) 18 26 20 23 25
KF (14/18) 6 6 6 6 15
FEP (14/18) 26 18 13 18 29
CTX (22/26) 6 15 10 16 NT
EFT (19/23) 9 14 9 NT 20
CRO (19/23) 8 14 9 14 24
FOX (14/18) 6 29 25 25 24
CAZ (17/21) 8 26 20 24 27
ATM (17/21) 14 21 17 22 27
ETP (19/23) 24 32 22 29 30
IPM (19/23) 24 32 26 26 28
CN (12/15) 22 22 10 20 19
TOB (12/15) 23 NT NT NT 21
AK (14/17) 23 22 20 20 20
LEV (13/17) 26 30 20 22 14
ENO (15/21) 23 30 16 16 10
OFX (12/16) 24 NT 18 18 12
MXF (16/20) 23 NT 16 16 9
NA (13/19) 22 22 16 10 6
CIP =16 pg/ml* NT NT NT NT NT
CIP (15/21) NT NT NT NT 14

NT: antimicrobiano ndo testado. Nimeros marcados em vermelho: tamanho do halo que indica resisténcia ao

antimicrobiano testado. NUmeros marcados em preto: tamanho do halo que indica sensibilidade ao

antimicrobiano testado. NUmeros marcados em verde: tamanho do halo que indica resisténcia intermediaria

ao antimicrobiano testado.

4.3.1.3. Deteccao e caracterizacao de blactx-m

As Figuras 10 e 11 mostram a amplificacdo do fragmento de 544 pb, comum em

todos os blacrx-m descritos até 0 momento, nas cepas S11 (Proteus mirabilis), S105 (K.

pneumoniae), S137 (E. coli), Ec32 (C. diversus) e Lac 60 (E. coli), todas provenientes de

CRF. A Tabela 5 apresenta o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos destas cinco

cepas. A cepa Lac3 (K. pneumoniae) apresentou uma banda de mesmo peso molecular,

porém muito fraca no gel de agarose (Figura 11). Assim, foi também submetida ao teste
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de RFLP, juntamente com as outras cinco cepas, para confirmar a presenca de blacrx.m em
Lac3, apesar de esta ndo apresentar perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos sugestivo
da presenca deste gene (Tabela 5).

O perfil de suscetibilidade apresentado pelas cinco cepas onde blactx-m foi
detectado também sugere a producédo de ESBL, pois todos possuem resisténcia, ou mesmo
resisténcia intermediaria, a cefalosporinas de terceira geracéo (Tabela 5). Os isolados S11,
S105 e Lac60 apresentam, inclusive, resisténcia ao cefepime, uma cefalosporina de quarta
geracdo; e Ec32 apresenta resisténcia intermediaria a cefotaxima e ao ceftiofur, porém a
resisténcia intermediaria € considerada como resisténcia, quando na pratica clinica e na

pesquisa de genes de resisténcia a antimicrobianos.®?

M S11 S105 S137 Lacé0 Ec32 C+ Br

544 pb

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a reacdo de PCR para deteccdo do
gene blactx-m. [M: marcador de peso molecular de 100 pb; C+: controle positivo; Br:

controle negativo.]
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M S8 S10 S11 S12 S23 S36 S51 C+ Br Ec27 Ec28 Ec29 Ec32 Ec33 Ec35 M lac3 lacd Llac9 Lacll Lacl2

544pb

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a reacdo de PCR para detec¢édo do
gene blactx-m. [M: marcador de peso molecular de 100 pb. C+: controle positivo da

reacdo. Br: controle negativo da reagéo.]

A presenca do gene blactx-m-2-ike fOi confirmada em cinco Enterobacteriaceae
isoladas de carne resfriada de frango, sendo duas Escherichia coli (Lac 60 e S137), uma
Klebsiella pneumoniae (S105), um Citrobacter diversus (Ec32) e um Proteus mirabilis
(S11), como mostra a Figura 12. Estes isolados apresentaram resisténcia, ou resisténcia
intermediaria a cefalosporinas de terceira geracdo, inclusive ao ceftiofur e também ao
cefepime. As demais cepas submetidas a RFLP, inclusive a cepa Lac3, ndo apresentaram
nenhum perfil de restricdo conhecido para os grupos de blactx.m. O sequenciamento

identificou os cinco genes detectados como blactx-m-2.

M S105 S137 Lac60 S11 Lac3 Ec27 Ec35 Ec32 M

600 pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 2% referente aos produtos da técnica de RFLP
para deteccdo do grupo do gene blacrtx.v has cepas indicadas. [M: marcador de peso

molecular de 100 pb.]
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Assim como para 0s demais genes discutidos até o momento, existem poucos
relatos na literatura sobre a deteccdo de blacrtx.m em bactérias isoladas de carnes, havendo
casos no Japdo,™® em E. coli isoladas de carcacas de gado; na Franca e Bélgica, em
Salmonella isoladas de aves,"*% e em E. coli e Salmonella isoladas de aves na Bélgica,

Franca, Espanha e Guiana Francesa.®®

Tabela 5. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados onde foi detectado o
gene blactx-m.

Identidade
Antimicrobianos P. mirabilis K. pneumoniae E. coli C. diversus E. coli
S11 S105 S137 Ec32 Lac60
AMC (13/18) 13 14 16 13 18
SAM (11/15) 13 6 10 19 10
TZP (17/21) 25 20 26 25 28
KF (14/18) 6 6 6 12 6
FEP (14/18) 11 13 18 26 15
CTX (22/26) 11 10 15 24 10
EFT (19/23) 18 9 14 22 NT
CRO (19/23) 12 9 14 14 10
FOX (14/18) 21 25 29 7 28
CAZ (17/21) 24 20 26 26 24
ATM (17/21) 26 17 21 24 16
ETP (19/23) 16 22 32 12 30
IPM (19/23) 20 26 32 24 30
CN (12/15) 15 10 22 18 22
TOB (12/15) 18 NT NT 19 NT
AK (14/17) 18 20 22 20 22
LEV (13/17) 19 20 30 30 20
ENO (15/21) 12 16 30 28 14
OFX (12/16) 14 18 NT 26 17
MXF (16/20) 10 16 NT 24 17
NA (13/19) 6 16 22 24 6

NT: antimicrobiano ndo testado. Nimeros marcados em vermelho: tamanho do halo que indica resisténcia ao
antimicrobiano testado. NUmeros marcados em preto: tamanho do halo que indica sensibilidade ao
antimicrobiano testado. NUmeros marcados em verde: tamanho do halo que indica resisténcia intermediéria

ao antimicrobiano testado.

Em todo 0 mundo, a disseminacgéo de enzimas tipo CTX-M tem sido relacionada ao

aumento da prevaléncia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL e neste contexto, 0s
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alimentos séo considerados uma potencial fonte, principalmente as carnes, como relatado
no presente estudo, em que 100% dos genes codificadores de CTX-M identificados sao
blactx-m-2, fato importante de se destacar ja que as cepas foram isoladas a partir de carnes
destinadas ao consumo humano. Enterobacteriaceae produtoras de CTX-M tém sido
descritas em animais de producdo, principalmente frangos,**® e variantes de blacrx.m ja
foram detectadas em bactérias isoladas de carnes em diversos paises.”***¥ Em um estudo
interessante realizado no Reino Unido por Warren e colaboradores®’® revelou-se que 40%
das cepas de E. coli produtoras de ESBL, isoladas a partir de peitos de frango importados
do Brasil eram produtoras de CTX-M-2.49 Em 2009, Fernandes e colaboradores
descreveram a deteccdo de blactx-m-2 em Salmonella Typhimurium isoladas de carne de
frango no Brasil entre 2003 e 2004.

E interessante observar que o gene blacrx.m-2, reconhecido por disseminar
facilmente,"*® e detectado neste estudo em E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter diversus e
P. mirabilis isoladas de carne de frango encontra-se amplamente distribuido entre
Enterobacteriaceae isoladas de infeccdes em humanos no Brasil.?8391191%) pe fato,
estudos epidemiol6gicos tém demonstrado a correlacdo entre a presenca de genes de ESBL
em bactérias isoladas de carne de frango e a alta prevaléncia de infecgdes em humanos.®

De acordo com Dutil e colaboradores,*? a emergéncia de genes de ESBL em
frangos estd relacionada ao uso de ceftiofur. Estudo realizado por Cavaco e
colaboradores®” demonstrou que o uso de ceftiofur favoreceu também a selecéo de E. coli
carreadoras de blactx.m em suinos. Na avicultura brasileira o ceftiofur é usado
principalmente em pintos, para o tratamento de infec¢fes por diversos patégenos Gram-
positivos e Gram-negativos. Este antimicrobiano tem ampla distribuicdo em diferentes
tecidos e 6rgdos, mas apresenta meia vida curta, sendo necessarias multiplas aplicagdes

para a manutencdo dos niveis plasmaticos eficientes. Assim, é possivel que a ocorréncia de
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Enterobacteriaceae carreadoras de blacrx-m-2 €m carne de frango seja decorrente do uso do
ceftiofur nas granjas de producéo.

Ainda néo se conhece a dose minima de bactérias carreadoras de ESBLS necessaria
para que ocorra uma transmissdo eficiente para humanos,*®*® e mais estudos s&o
necessarios para a elucidacdo da real prevaléncia de genes de ESBLs em diferentes
espeécies de Enterobacteriaceae isoladas de alimentos de origem animal.

Neste estudo, conduzido com um numero limitado de amostras de alimentos, e 420
isolados bacterianos, foram detectadas seis diferentes Enterobacteriaceae (1,4%)
carreadoras de genes de ESBLs, sendo todos obtidos apenas de trés diferentes amostras de
carnes de frango adquiridas em diferentes pontos de venda. Em outros estudos,®**?® foram
encontradas taxas mais altas, mas os dados nao podem ser comparados devido a diferencas
na metodologia, como a analise de um ndmero maior de amostras € 0 uso de meios
seletivos contendo cefalosporinas, que favorecia apenas o isolamento de bactérias
resistentes.

Este estudo sera continuado e considera-se importante avaliar um ndmero maior de
amostras, mas os dados obtidos até este momento, mostrando a presenca de E. coli, K.
pneumoniae, Citrobacter diversus e P. mirabilis carreadoras de blactx-m-2 € K. pneumoniae
carreadoras de blasyy-2 em carne de frango comercializadas em Séo José do Rio Preto séo
importantes pois indicam o potencial das carnes em atuarem como fonte de
Enterobacteriaceae carreadoras de genes de ESBL. Interessantemente, em estudos
conduzidos por nosso grupo de pesquisa, encontrou-se K. pneumoniae carreadoras de
blactx-m-2 € blaghv-2 "™ e Pseudomonas aeruginosa carreadoras de blactxm2™® como
agentes de infeccdes graves em pacientes admitidos em um hospital terciario do municipio.
Mais estudos sdo essenciais para que se estabeleca uma rota de disseminacao e a ligagéo

epidemiologica entre estes isolados e genes de resisténcia, mas como discutido
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anteriormente, o papel dos alimentos de origem animal como reservatorio para bactérias
produtoras de ESBL deve ser considerado.

Este resultado demonstra, novamente, a ampla disseminacédo de blacrx.m-2 entre as
Enterobacteriaceae e reforca a importancia de programas de vigilancia na cadeia produtiva
de carnes no pais, ja que o Brasil é referéncia mundial no comércio de carnes, inclusive
grande exportador de carnes de frango para a Unido Europeia.™> A contaminagéo de carne
produzida no Brasil com essas cepas € preocupante, pois, além de constituir um importante

problema de saude publica, pode, futuramente, afetar as relagdes comerciais do pais.

4.3.2. Genes de resisténcia as quinolonas

4.3.2.1. Genes gnrB

Entre todos os genes plasmidiais de resisténcia as quinolonas investigados neste
estudo, o gene gnrB foi detectado com maior frequéncia, sendo identificado em dez
isolados bacterianos recuperados de amostras de CRF (um Citrobacter youngae, dois C.
freundii, dois K. pneumoniae e cinco E. coli), em oito isolados de amostras de CRS (dois
C. freundii, um C. braakii, trés K. pneumoniae e duas Salmonella spp.) e em seis isolados
de amostras de CRB (um C. youngae, dois C. freundii e trés C. braakii) (Figuras 13, 14 e

15). De fato, o gene gnrB é descrito como o mais prevalente.*”)
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S49 S54 S104 S109 S143 M S178 S183 S203 S205 $222 $223 L11 L22 L54 L55 M L87 L94 195 gmB Br

264 pb

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para detec¢do do
gene gnr. [M: marcador de peso molecular de 100 pb; gnrB: controle positivo; Br: controle

negativo.]

L96 197 L99 L100 L106 M L129 Ec27 Ec28 Ec29 Ec30 Ec33 Ec37 Ec50 Ec56 Ec57 M  Ec58 Ec6l gwB Br

264 pb

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para detec¢do do
gene gnr. [M: marcador de peso molecular de 100 pb; gnrB: controle positivo; Br: controle

negativo.]
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S201 S202 S204 S222 S223 S233 M S248 S251 S252 S253 S254 qnrB  Br

264 pb

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para deteccdo do
gene gnr. [M: marcador de peso molecular de 100 pb; gnrB: controle positivo; Br: controle

negativo.]

Entre os 24 isolados em que qgnrB foi detectado, 12 pertencem ao género
Citrobacter. Este dado ndo é surpreendente, pois este género foi previamente descrito por
Jacoby et al,®® como reservatério de qnrB, onde apresentam localizacio cromossdmica. J&
em outras espécies de Enterobacteriaceae, variantes de genes qnrB estdo localizadas em
plasmideos e associadas a integrons de classe 1.¢%

Como discutido anteriormente, no Brasil a enrofloxacina é amplamente utilizada no
manejo de animais de producdo,®®'% favorecendo a selecdo de bactérias resistentes a
quinolonas, o que pode ter favorecido a selecdo de Enterobacteriaceae carreadoras de qnr,
como jé descrito por Silva e Hollenbach,**® e Ruiz e colaboradores.**%

Neste estudo, Enterobacteriaceae carreadoras de gnrB foram isoladas de trés das
quatro diferentes amostras de CRF, sendo as E. coli concentradas em duas amostras. Em

CRS, isolados carreadores de qnrB também foram encontrados em trés das quatro
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diferentes amostras. J& em CRB, apenas uma amostra apresentou Enterobacteriaceae
carreadoras de gnrB, sendo todas elas espécies de Citrobacter.

Foi observado que varios isolados carreadores de qnrB apresentaram apenas
resisténcia ou resisténcia intermediéria ao acido nalidixico, sendo sensiveis as demais
fluoroquinolonas testadas (Anexo 1). Este resultado € esperado, pois a acao das proteinas
Qnr, que protegem a DNA girase da acéo das quinolonas, resulta apenas em baixo nivel de
resisténcia as quinolonas. Sua principal importancia esta relacionada ao favorecimento da
selecdo de bactérias que apresentam mutac6es no gene gyrA (que codifica a DNA girase),
que promovem altos niveis de resisténcia a estes antimicrobianos.®?

Entre as cinco E. coli carreadoras de gnrB isoladas de CRF, quatro apresentaram
resisténcia intermediaria ao acido nalidixico e sensibilidade as fluoroquinolonas; a outra E.
coli apresentou resisténcia ao é&cido nalidixico e a moxifloxacina, e resisténcia
intermediaria a enrofloxacina. Duas K. pneumoniae apresentaram resisténcia ao &cido
nalidixico e a enrofloxacina (Tabela 1 e Anexo 1). Nos isolados resistentes as
fluoroquinolonas, é possivel que tenham ocorrido mutagfes nos genes cromossdmicos
gyrA e parC, que codificam altos niveis de resisténcia.®

Com relacdo aos isolados de CRS, observamos que as duas Salmonella sdo
carreadoras de gnrB e a presenca em carne suina é importante e deve ser alvo de vigilancia,
considerando que a disseminacdo destes genes pode consistir em risco para a salude
publica, por selecionar alto nivel de resisténcia as fluoroquinolonas, que sdo importantes
opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccdes graves por este patdgeno.® Ja as trés
K. pneumoniae carreadores de gnrB isoladas de CRS apresentaram resisténcia apenas a
moxifloxacina e resisténcia intermediaria ao acido nalidixico e enrofloxacina.

Assim, pbde-se observar que entre as Enterobacteriaceae isoladas neste estudo, a
presenca isolada de gnrB também ndo promoveu altos indices de resisténcia. Neste

contexto, foi interessante observar que alguns isolados de CRS resistentes a todas as
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fluoroquinolonas testadas ndo apresentaram gnrB ou qualquer dos genes plasmidiais de
resisténcia as quinolonas investigados neste estudo. Nestes isolados é possivel tenham

ocorrido mutacdes nos genes cromossomicos gyrA e parC.®

4.3.2.2. Genes gnrS e gnrA

Entre as Enterobacteriaceae testadas, o gene qnrS, posteriormente sequenciado e
identificado como gnrS1, foi detectado em uma K. pneumoniae isolada de CRF (Figura
16), também carreadora de blactx-m-2, blaspvii € blarem-1. O gene gnrS tem sido descrito
em Salmonella isoladas da cadeia produtora de alimentos,*” mas este é o primeiro relato
de gnrS1 em Enterobacteriaceae isolada de carne no Brasil.

Além deste, no isolado S147 (Figura 16), identificado pelo Vitek® 2 Compact como
Aeromonas sobria, foi detectada a coexisténcia dos genes gnrA e gnrS. Esta espécie ndo
pertence a familia Enterobacteriaceae, mas pode se multiplicar nos meios de cultura
utilizados neste estudo. Apesar de inesperado, este resultado merece atencdo, pois
Aeromonas sobria € um patégeno humano oportunista comumente associado a infeccdes

do TGI.®?
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S147 gnrA Br M S147 S105 qnrs Br

580 pb

428 pb

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 2% referente a reacdo de PCR para deteccdo do
gene gnr. [M: marcador de peso molecular de 100 pb; gnrA: controle positivo (580 pb);
gnrS: controle positivo (428 pb); Br: controle negativo.]

4.3.2.3. Genes 0qxAB

O gene ogxAB foi detectado em sete E. coli (S94, S143, S178, S183, Lac60, Ec57 e
Ec61) e trés K. pneumoniae (S104, S105 e Lacl29) isoladas de CRF e quatro K.
pneumoniae (Lac3, Lac87, Lac88 e Lac98) e trés E. coli (Lac99, Lacl00 e Lacl05)
isoladas de CRS, como mostra nas Figuras 17, 18, 19 e 20, com tamanho aproximado de
6000 pb, acredita-se que os isolados que amplificaram em aproximadamente 3000 pb

também possam conter parte do ogqxAB, por se tratar de um operon.
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S§158 S192 S201 S222 Ec50 Lac3 Lac82 Lacl00 Br M

6000 pb

3000 pb

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
0gxAB. [M: marcador de peso molecular de 1 kb; Br: controle negativo.]

S94 S104 S105 S116 S137 M L3 L5 ™M L60 L61 Br

6000 pb
3000 pb

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
0gxAB. [M: marcador de peso molecular de 1 kb; L3: controle positivo; Br: controle

negativo.]
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$104 S116 S143 S178 S183 M S203 S205 S222 S223 Ec50 L3 L55 161 L8 L8 M L94 195 M

6000 pb
3000 pb

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
0ogxAB. [M: marcador de peso molecular de 1 kb; L3: controle positivo; Br: controle

negativo.]

L97 L98 L9 L100 L105 L106 L129 M Ec56  Ec57 Ec58  Ec61 C+(L3) L100* Br

6000 pb
3000 pb

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 1% referente a PCR para deteccdo do gene
0gxAB. [M: marcador de peso molecular de 1 kb; L3: controle positivo; Br: controle

negativo.]
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A bomba de efluxo OgxAB foi assim denominada por codificar resisténcia ao
olanquindox, um antimicrobiano da familia das quinoxalinas. Foi inicialmente descrita em
E. coli isoladas de esterco de porco.®® Anos apds, observou-se que conferia resisténcia a
diferentes antimicrobianos.®® Tem sido relacionada a baixos niveis de resisténcia as
quinolonas, como evidenciado pela suscetibilidade reduzida ao &cido nalidixico e a
ciprofloxacina em isolados carreadores do operon.®? Entretanto, este fenétipo favorece a
sobrevivéncia em baixas concentragdes de fluoroquinolonas, essenciais para a subsequente
geracdo de mutacbes cromossdémicas em gyrA e parC que promovem altos niveis de
resisténcia.®®

Em 2010, Zhao e colaboradores® descreveram a ampla disseminagdo de ogxAB
em bactérias isoladas de diferentes animais de producdo na China, o que relacionaram ao
amplo uso do olanquidox como promotor de crescimento. No Brasil, olanquidox foi usado
como promotor de crescimento até 2004, sendo adicionada na racdo destinada a
alimentacdo de suinos, frangos e bovinos.“? Esse fato pode ter favorecido a selecdo e
disseminacdo de bactérias carreadoras deste gene. Apesar disso, em nosso conhecimento,
este € o primeiro relato da deteccdo de oqxAB em bactérias isoladas de animais no pais.

K. pneumoniae, é descrita como considerada reservatorio natural de genes ogxAB.
Nesta espécie, estes genes sao conservados e tém localizagdo cromossémica,®® o que pode
justificar o fato de a maioria dos carreadores isolados neste estudo pertencerem a esta
espécie. Mas em E.coli, ogxAB esta localizado em plasmideo, sendo flanqueado por
elementos de insercdo que facilitam sua mobilizacdo e disseminagdo entre diferentes
cepas.“® Assim, consideramos o isolamento de E.coli carreadora de ogqxAB de grande
importancia. Este isolado, que apresentou resisténcia ao acido nalidixico e a todas as
fluoroquinolonas testadas, foi investigado quanto a presenca de genes da familia gnr e

gepA, mas estes ndo foram detectados.
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5. CONCLUSAO

Dentre os isolados obtidos de carnes de frango, suina e bovina:

- 75 bactérias apresentaram perfil fenotipico sugestivo para producdo de ESBL;

- 125 bactérias apresentaram perfil fenotipico de resisténcia ou resisténcia intermediaria
para quinolonas;

Em relag&o a detecgdo de genes de resisténcia:

- O gene blasyy foi detectado em 16% das cepas selecionadas, sendo que em uma foi
identificada a variante blaspy.2;

- O gene blatgm foi detectado em 6,6% das cepas selecionadas e todas as cepas foram
identificadas como blatgm-1. Assim como na identificacdo de blatgv, em blasyy, também
foram identificadas as variantes blasuy-1 € blaspyy-11, que apesar de serem genes de espectro
restrito encontradas em cepas possivelmente patogénicas e sendo isoladas de alimentos é
de extrema importancia, devido ao gene poder sofrer mutagdes que acarretem na expressao
de beta-lactamases de espectro estendido;

- O gene blacrx.v foi detectado em 6,6% das cepas selecionadas. Sendo que o
sequenciamento identificou todos os blactx.m detectados como codificadores da enzima
CTX-M-2 e todos foram isolados de carne resfriada de frango;

- O gene gnrA foi detectado em 0,8% das cepas selecionadas;

- O gene gnrS foi detectado em 1,6% das cepas selecionadas e seu sequenciamento
identificou como gnrS1;

- O gene ogxAB foi detectado em 13,6% das cepas selecionadas;

- O gene gnrB foi detectado em 19,2% das cepas selecionadas e o0 sequenciamento
identificou duas variantes, qnrB2 e qnrB19, corroborando com dados da literatura devido a
alta taxa de deteccdo de gnrB em relacdo as outras variantes de qnr encontrados em

Enterobacteriaceae;
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Este estudo mostrou que diferentes espéecies de Enterobacteriaceae multirresistentes
e sendo carreadoras de genes de ESBLs e de resisténcia as quinolonas estdo presentes em
carnes, podendo conferir um risco a satde publica. Indicando que é necessaria a vigilancia
na utilizacdo de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria, bem como instalacao

de programas que avaliem a cadeia produtiva destes alimentos.
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ANEXO 1. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos de todas as bactérias isoladas no estudo e a diversidade genética.
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local \centicade AMC SAM TzP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxF NA CIP Diversidade genética
Isolamento \solamento R<13 R<1l R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S$>15 $>21 S>18 S>18 $>26 $>23 $>23 S>18 $>21 $>21 $>23 $>23 $>15 $>15 $>17 $>17 $>21 $>16 $>20 S>19 $>21
S1  16/11/2010 A CRS Salmonella spp. 24 24 24 22 26 30 NT 28 24 26 30 26 26 18 20 17 24 NT 25 23 24 NT NR
S2  16/11/2010 A CRS Salmonella spp. 8 8 26 6 28 30 NT 26 24 24 34 24 28 22 24 22 30 NT 28 25 24 NT NR
S3  16/11/2010 A CRS Salmonella spp. 20 19 24 12 26 28 NT 29 18 24 30 24 26 18 20 16 24 NT 22 23 20 NT NR
S4  16/11/2010 A CRS Salmonella spp. 24 24 2 18 24 28 NT 28 19 24 30 26 26 18 20 17 24 NT 24 22 26 NT NR
S5 16/11/2010 A CRS Salmonella Rinsen 26 25 22 24 26 30 NT 28 22 26 30 25 24 18 20 18 26 NT 24 24 24 NT NR
S6  16/11/2010 A CRS Salmonella spp. 24 24 24 22 26 30 NT 30 24 24 30 26 30 18 20 18 28 NT 26 24 23 NT NR
S7  16/11/2010 A CRS Salmonella spp. 6 10 23 6 25 3 NT 30 14 26 30 20 18 20 22 18 30 NT 24 24 28 NT NR
S8  14/03/2011 A CRF Proteus mirabilis 22 7 32 18 26 27 30 28 21 27 37 18 16 19 22 19 19 11 14 9 6 NT Negativo gnr
S9  14/03/2011 A CRF Morganella morganii 6 12 23 6 24 21 30 24 14 21 34 16 6 22 24 19 27 26 26 25 22 NT NR
S10 14/03/2011 A CRF Proteus mirabilis 25 18 24 16 24 30 30 29 24 27 3 18 20 20 24 17 16 7 16 10 6 NT Negativo gnr
S11  14/03/2011 A CRF Proteus mirabilis 13 13 25 6 1 11 18 12 21 24 26 16 20 15 18 18 19 12 14 10 6 NT blacrxm.2 / Negativo gnr
S12  14/03/2011 A CRF Proteus mirabilis 2 2 24 24 24 31 28 36 22 20 34 22 18 18 22 6 24 12 19 16 6 NT Negativo gnr
S13  14/03/2011 A CRF Providencia stuartii 10 12 20 8 24 30 25 22 2 25 3% 2 18 6 19 20 26 26 25 25 24 NT NR
S14  14/03/2011 A CRF NR 6 14 22 6 30 24 24 26 24 18 26 30 26 18 8 18 30 NT 28 26 26 NT NR
S15  14/03/2011 A CRF NR 26 23 26 24 30 30 30 34 24 26 32 28 24 18 19 18 34 NT 32 30 23 NT NR
S16  04/04/2011 A CRB Enterobacter cloacae 6 18 2 6 28 24 23 25 6 20 26 30 24 16 18 14 30 NT 29 24 20 NT NR
S17  04/04/2011 A CRB NR 6 12 22 6 28 23 24 28 6 20 28 24 26 18 20 18 30 NT 30 28 24 NT NR
S18  04/04/2011 A CRB NR 29 23 24 20 28 28 24 29 12 23 26 24 28 20 23 18 30 NT 29 2 26 NT NR
S19  04/04/2011 A CRB NR NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NR
S20  04/04/2011 A CRB NR 8 18 24 12 28 28 26 30 6 24 28 28 28 18 22 18 30 NT 28 24 24 NT NR
S21  04/04/2011 A CRB NR 6 23 20 5 29 21 24 28 6 2 28 271 24 18 18 18 30 NT 26 26 22 NT NR
S22 04/04/2011 A CRB NR 8 9 24 6 28 24 23 28 6 22 24 14 26 18 18 18 28 NT 26 28 24 NT NR
S$23  04/04/2011 A CRB Citrobacter freundii 8 6 17 6 26 9 10 13 6 8 12 12 26 18 20 20 30 NT 28 28 26 NT NR
S24  04/04/2011 A CRB NR 6 8 8 6 26 14 12 14 6 6 18 18 24 18 18 18 34 NT 30 30 24 NT NR
S25 04/04/2011 A CRB  Enterobacter cloacae complex 10 7 17 6 26 12 12 13 6 8 13 12 24 18 22 18 30 NT 27 28 24 NT NR
S26  04/04/2011 A CRB NR 6 17 26 6 32 24 26 28 20 18 30 24 24 22 24 22 34 NT 32 32 26 NT NR
S27  25/04/2011 B CRB NR 28 24 30 18 34 34 30 25 22 30 35 26 28 22 22 23 NT NT 30 23 18 NT Negativo gnr
S28  25/04/2011 B CRB NR 30 28 34 24 38 40 36 42 24 24 4 30 24 20 26 24 40 NT 40 38 24 NT NR
S29  25/04/2011 B CRB NR 28 25 30 24 34 36 36 4 18 30 38 26 22 24 28 18 40 NT 38 36 6 NT Negativo gnr
S30  25/04/2011 B CRF NR 18 24 28 24 30 32 36 42 24 28 34 24 22 24 26 20 4 NT NT 36 23 NT NR
S31  25/04/2011 B CRF NR % 24 34 30 38 38 36 4 24 30 36 28 28 24 28 23 46 NT 42 38 22 NT NR
S32  25/04/2011 B CRF NR 30 26 36 24 40 48 36 42 24 36 36 32 24 20 22 22 34 NT 32 30 18 NT Negativo gnr
S33  25/04/2011 B CRB NR 24 18 30 18 34 36 30 36 24 30 36 30 24 24 26 24 36 NT 30 30 24 NT NR
S34  25/04/2011 B CRB NR 286 26 30 20 30 34 30 36 24 3 3 24 NT 22 26 24 30 NT 28 24 24 NT NR
S35 25/04/2011 B CRS Citrobacter freundii 9 12 23 6 3 23 2 21 11 19 25 30 28 24 26 24 32 NT 30 29 25 NT NR
S36  25/04/2011 B CRS Citrobacter youngae 6 8 20 6 30 1 1 12 8 1 18 28 24 23 24 24 32 NT 30 28 24 NT bla spy.iike
S37  25/04/2011 B CRS Morganella morganii 6 13 24 6 3 18 19 24 18 18 28 32 28 24 28 24 34 NT 32 30 29 NT NR
S38  25/04/2011 B CRS Morganella morganii 6 1 28 6 3 24 20 NT 14 22 28 30 23 24 24 20 26 NT 28 26 24 NT NR
S39  25/04/2011 B CRF Morganella morganii 6 7 3 6 38 26 26 30 17 24 32 30 23 28 30 28 36 NT 34 30 30 NT NR
S40  25/04/2011 B CRS Morganella morganii 8 12 24 6 34 23 22 NT 18 22 28 29 20 22 24 26 30 NT 28 24 26 NT NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local \dentidade AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX mMxFP NA CIP Diversicage genética
Isolamento Isolamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 S>26 S>23 S>23 S>18 S>21 S>21 S>23 S§>23 S>15 S>15 S>17 S>17 S>21 S>16 S>20 S>19 S=>21
S41  25/04/2011 B CRB NR 14 18 28 13 34 30 23 NT 20 28 30 30 26 24 24 24 30 NT 26 28 22 NT NR
S42  25/04/2011 B CRB NR 26 20 29 28 36 36 28 NT 28 32 36 33 30 26 28 28 32 NT 28 28 24 NT NR
S43  25/04/2011 B CRB NR 28 26 32 24 33 36 30 NT 34 24 36 30 26 23 25 23 32 NT 28 28 22 NT NR
S44  25/04/2011 B CRF NR 2 2 29 14 3B 33 28 29 17 29 32 34 303 26 24 25 30 NT 26 28 24 NT NR
S45  25/04/2011 B CRF NR 100 22 28 12 3B 34 24 30 6 29 36 34 25 23 26 25 35 NT 32 30 28 NT NR
S46  25/04/2011 B CRF NR 20 19 26 12 34 34 26 30 12 29 3B 32 28 24 26 24 30 NT 28 29 24 NT NR
S47  25/04/2011 B CRS NR 26 2 28 24 34 34 28 34 26 30 36 34 30 24 25 23 32 NT 28 30 25 NT NR
S48 25/04/2011 B CRS NR 12 20 26 8 2 32 26 28 12 24 33 32 26 2 23 20 26 NT 25 23 20 NT NR
S49  25/04/2011 B CRF Citrobacter youngae 6 6 26 11 28 29 24 29 6 6 3 15 26 22 24 18 23 NT 17 1220 NT qnrB
S50  25/04/2011 B CRF NR 13 18 24 12 30 28 24 28 1 24 22 30 26 22 23 20 23 NT 24 20 19 NT NR
S51  25/04/2011 B CRF Citrobacter youngae 1 20 25 14 34 6 6 10 6 29 34 3 26 23 24 23 23 NT 23 20 19 NT bla spv.iike
S52  25/04/2011 B CRF NR 24 2 30 21 32 34 30 36 22 33 33 30 25 24 26 20 36 NT 34 30 24 NT NR
S53  25/04/2011 B CRF NR 24 2 28 10 30 34 28 3B 23 3 36 29 23 2 25 23 34 NT 32 26 22 NT NR
S54  25/04/2011 B CRB NR 12 18 23 18 30 26 22 25 6 23 24 30 2 17 12 19 25 NT 15 18 16 NT qnrB
S55  25/04/2011 B CRB NR 26 24 29 20 31 18 14 36 2 32 38 31 24 24 22 20 34 NT 32 28 23 NT NR
S56  25/04/2011 B CRB NR 22 9 34 24 34 38 32 40 18 35 40 34 25 22 26 24 34 NT 32 26 21 NT NR
S57  25/04/2011 B CRB NR 23 2 3 18 29 334 23 3B 2 30 30 30 23 2 26 23 32 NT 34 28 22 NT NR
S58  25/04/2011 B CRS NR 6 12 26 6 30 28 23 21 6 26 28 28 22 20 16 18 25 NT 29 24 11 NT Negativo qnr
S59  11/07/2011  C CRS NR 18 2 26 16 32 32 26 30 12 28 32 28 30 18 23 23 26 18 NT 19 17 NT Negativo qnr
S60 11/07/2011 C CRB NR 30 16 3% 24 34 NT 36 40 24 32 NT 34 30 20 24 26 38 NT NT 32 24 NT NR
S61  11/07/2011 C CRB NR 16 23 28 13 30 NT 26 30 13 28 NT 30 29 20 24 23 30 NT NT 24 23 NT NR
S62 11/07/2011 C CRB NR 26 26 36 6 14 36 32 36 24 30 42 30 30 23 24 22 32 29 NT 30 24 NT NR
S63  11/07/2011 C CRB NR 9 7 25 12 28 30 25 28 6 27 31 28 26 20 NT 21 30 31 NT NT 23 NT NR
S64  11/07/2011 C CRB NR 8 6 25 10 30 30 24 28 6 25 30 26 24 18 NT 19 28 28 NT NT 21 NT NR
S65 11/07/2011  C CRB NR 6 24 28 16 34 32 26 30 6 24 32 14 29 23 24 24 28 24 NT 26 18 NT Negativo gqnr
S66  11/07/2011  C CRB NR 26 24 30 20 36 34 30 34 28 30 34 30 32 20 23 22 30 24 NT 24 20 NT NR
S67 11/07/2011 C CRB NR 6 19 26 12 30 30 24 30 6 26 28 30 25 23 20 20 32 28 30 30 24 NT NR
S68  11/07/2011 C CRB Citrobacter freundii 6 6 18 6 26 14 9 10 6 6 17 8 24 23 18 23 29 28 30 28 23 NT bla spv.iike
S69 11/07/2011 C CRB Serratia marcescens 6 6 24 6 28 24 14 24 6 24 28 20 24 16 11 6 25 18 20 17 23 NT Negativo gnr
S70  11/07/2011 C CRB NR 6 10 28 6 24 6 27 30 16 30 36 30 28 26 24 25 30 25 29 26 26 NT NR
S71  11/07/2011  C CRB NR 6 6 28 6 3% 30 26 30 18 32 34 24 24 23 20 24 28 24 26 23 24 NT NR
S72  11/07/2011 C CRB NR 29 2 30 26 36 36 30 34 30 30 36 30 34 2 24 24 32 31 NT 30 28 NT NR
S73  11/07/2011 C CRB NR 24 20 26 26 34 36 26 32 26 32 36 30 32 20 24 24 28 NT NT 28 20 NT NR
S74  11/07/2011 C CRB NR 3 18 32 26 36 38 30 36 30 34 40 32 36 20 24 22 20 NT NT 23 25 NT NR
S75  11/07/2011  C CRB NR 26 18 30 25 36 NT 6 34 30 32 NT 32 32 20 24 24 32 NT NT 30 26 NT NR
S76  11/07/2011 C CRB NR 24 16 32 28 40 42 32 36 30 36 42 34 36 20 24 20 32 NT NT 30 30 NT NR
S77  11/07/2011  C CRB NR 28 20 30 17 3B 36 30 30 26 32 36 30 30 20 24 23 40 NT NT 34 30 NT NR
S78  11/07/2011 C CRB NR 6 19 24 12 34 30 25 30 6 24 30 25 24 24 23 23 29 25 28 25 24 NT NR
S79  11/07/2011 C CRB NR 16 9 25 12 28 30 2 26 20 24 26 26 26 23 23 22 30 24 25 26 24 NT NR
S80 11/07/2011 C CRB NR 30 28 36 26 36 NT 36 34 26 12 NT 32 32 23 28 24 38 NT NT 34 24 NT NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolad Local Jentidace AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxFP NA CIP Diversicade genética
Isolamento Isolamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 $>23 S>23 S>18 S>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 $>17 S>17 $>21 S>16 $>20 S>19 S>21
S8l 11/07/2011 C CRB NR 28 22 3% 24 3B 40 36 42 28 34 46 3R 34 22 24 23 336 30 30 30 23 NT NR
S82 11/07/2011 C CRB NR 6 24 26 26 30 NT 32 36 24 30 NT 30 32 20 24 24 36 NT NT 30 24 NT NR
S83  11/07/2011 C CRB NR 30 28 3% 24 3% 3B 3R 3B 25 3B 4 30 30 24 25 22 34 29 30 30 24 NT NR
S84 11/07/2011 C CRB NR 30 26 35 28 34 NT 35 26 28 17 NT 34 30 22 25 24 38 NT NT 32 26 NT NR
sS85 11/07/2011 C CRB NR 28 26 34 26 30 NT 30 36 24 32 NT 30 28 22 24 23 40 NT NT 34 26 NT NR
S86  11/07/2011 C CRB Citrobacter freundii 20 23 30 20 23 3B 29 3R 26 R R 3R 36 20 24 23 3R 3R 30 30 24 NT NR
S87 11/07/2011  C CRB NR 23 24 30 22 33 36 29 37 23 30 36 27 24 24 25 22 34 28 32 30 26 NT NR
S88  11/07/2011 C CRS Citrobacter youngae 6 6 18 6 26 6 9 8 6 8 14 24 24 22 23 23 26 23 24 23 22 NT blatgma
S89  11/07/2011 C CRS NR 6 16 26 12 34 29 24 29 6 28 31 30 25 23 24 23 24 24 24 24 20 NT NR
S90 11/07/2011 C CRS NR 7 12 26 6 30 24 18 30 6 26 18 24 26 24 24 24 30 30 30 30 24 NT NR
S91  11/07/2011 C CRS NR 24 17 26 22 30 NT 26 30 23 26 NT 30 30 18 24 16 30 29 NT 26 25 NT NR
S92 11/07/2011 C CRS NR 6 20 26 24 34 34 28 32 26 30 3B 29 30 22 24 23 3 29 29 30 23 NT NR
S93  11/07/2011 C CRS NR 26 19 26 24 3R 32 28 34 28 30 34 29 3B 18 24 22 28 28 NT 28 22 NT NR
S94  23/08/2011 D CRF Escherichia coli 8 6 20 6 27 22 20 24 12 17 19 24 28 21 NT 19 22 19 NT NT 6 NT 0gxAB / Negativo gnr
S95  23/08/2011 D CRF NR 24 14 26 21 30 32 25 30 24 24 32 28 30 24 NT 24 27 27 NT NT 21 NT NR
S96  23/08/2011 D CRF NR 24 12 28 16 30 3% 30 30 24 30 30 28 30 20 NT 22 34 34 NT 30 30 NT NR
S97  23/08/2011 D CRF NR 7 10 28 6 30 30 25 30 6 28 32 20 22 20 NT 20 30 30 NT 27 24 NT NR
S98  23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S96 NT NR
S99 23/08/2011 D CRF NR 6 6 30 16 32 36 29 338 10 31 38 24 24 20 NT 22 35 34 NT NT 35 NT NR
S100 23/08/2011 D CRF NR 18 20 24 8 30 29 23 28 23 26 30 29 29 22 NT 22 28 26 NT NT 22 NT NR
S101 23/08/2011 D CRF NR 12 6 24 6 30 32 20 28 21 28 36 23 27 18 NT 22 30 30 NT 26 32 NT NR
S102 23/08/2011 D CRF Aeromonas sobria 14 6 30 6 32 34 28 36 24 30 36 18 22 18 NT 20 36 36 NT 30 35 NT NR
S103 23/08/2011 D CRF NR 32 28 36 28 34 39 33 39 26 34 3B 32 30 22 NT 21 36 NT NT NT 22 NT NR
S104 23/08/2011 D CRF Klebsiella pneumoniae 20 12 22 18 28 30 24 28 22 24 28 26 29 18 NT 18 18 15 NT 16 12 NT qgnrB19 / ogxAB
S105 23/08/2011 D CRF Klebsiella pneumoniae 14 6 20 6 13 10 9 9 25 20 17 22 26 10 NT 20 20 16 NT 16 16 NT blacrxma/blaspv.a/blarema/qnrSl / ogxAB
S106 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S105 NT NR
S107 23/08/2011 D CRF NR 8 19 24 6 29 29 24 28 6 26 30 26 21 18 NT 18 30 26 NT NT 21 NT NR
S108 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S107 NT NR
S109 23/08/2011 D CRF Citrobacter freundii 20 23 6 14 30 30 24 29 14 26 30 34 26 26 NT 22 24 21 NT NT 6 NT qnrB
S110 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S109 NT NR
S111 23/08/2011 D CRF NR 32 26 30 30 3R 3B 30 36 25 30 36 30 24 22 NT 21 36 NT NT NT 21 NT NR
S112  23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S111 NT NR
S113  23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S105 NT NR
S114  23/08/2011 D CRF NR 28 27 34 22 34 36 32 38 26 34 40 32 28 22 NT 22 36 28 NT NT 22 NT NR
S115 23/08/2011 D CRF NR 28 23 12 6 32 3 3 3B 30 3R 36 3B 32 20 NT 23 30 30 NT NT 28 NT NR
S116 23/08/2011 D CRF Klebsiella pneumoniae 15 13 18 6 16 14 12 13 24 17 22 22 29 18 NT 20 24 24 NT NT 22 NT bla sy,
S117 23/08/2011 D CRF NR 24 23 30 22 30 36 30 36 24 30 336 30 283 2 NT 21 19 NT NT NT 6 NT Negativo gnr
S118 23/08/2011 D CRF NR 20 22 28 8 31 32 26 30 29 30 32 29 30 20 NT 22 26 26 NT NT 24 NT NR
S119 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S118 NT NR
S120 23/08/2011 D CRF NR 23 18 29 6 30 32 29 3R 30 30 36 29 29 18 NT 20 30 29 NT NT 28 NT NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local Identidace AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxFP NA CIP Diversidade genética
Isolamento Isolamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<15
S>18 S>15 $>21 S>18 S>18 $>26 S>23 S>23 S>18 $>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 $>17 $>21 S>16 $>20 S>19 $>21
S121 23/08/2011 D CRF NR 24 2 28 25 30 3B 30 36 330 34 34 36 32 22 NT 22 30 32 NT NT 28 NT NR
S122  23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S121 NT NR
S123  23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S121 NT NR
S124 23/08/2011 D CRF NR 27 27 32 30 36 36 30 36 32 36 38 36 32 22 NT 21 30 NT NT NT 27 NT NR
S125 23/08/2011 D CRF NR 28 20 30 18 28 34 26 32 30 30 32 34 30 20 NT 19 30 NT NT NT 24 NT NR
S126 23/08/2011 D CRF NR 15 6 30 30 36 338 34 3B 36 332 38 22 23 21 NT 22 30 25 NT NT 6 NT Negativo gqnr
S127 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S126 NT NR
S128 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S124 NT NR
S129 23/08/2011 D CRF NR 147 30 14 3 3 NT 34 26 30 38 30 32 21 NT 22 32 28 30 26 8 NT Negativo qnr
S130 23/08/2011 D CRF NR 11 18 30 12 36 36 30 34 8 26 36 34 28 22 NT 22 32 32 NT NT 26 NT NR
S131 23/08/2011 D CRF NR 24 19 25 21 34 36 NT 30 24 26 28 30 30 20 NT 20 26 NT NT NT 22 NT NR
S132  23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S131 NT NR
S133 23/08/2011 D CRF NR 24 23 3% 30 34 36 30 36 32 32 3B 36 36 22 NI 20 24 17 NT NT 6 NT Negativo gnr
S134 23/08/2011 D CRF NR 12 6 25 24 30 32 24 35 30 26 36 21 20 18 NT 18 24 NT NT NT 6 NT Negativo gqnr
S135 23/08/2011 D CRF NR 6 10 28 16 34 3 NT 38 22 31 36 28 26 20 NT 21 34 32 32 30 34 NT NR
S136 23/08/2011 D CRF NR 1 12 30 6 6 32 27 30 26 26 36 33 32 24 NT 25 36 NT NT NT 30 NT NR
S137 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 6 10 26 6 8 15 14 14 29 26 21 32 32 22 NT 22 30 30 NT NT 22 NT bla crxm-2ike / PlaTem1
S138 23/08/2011 D CRF NR 9 6 26 6 32 32 23 30 25 28 32 18 21 200 NT 20 24 NT NT NT 6 NT Negativo qnr
S139 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S137 NT NR
S140 23/08/2011 D CRF NR 12 24 30 18 36 36 28 32 14 30 34 36 27 24 NT 24 32 30 NT NT 28 NT NR
S141 23/08/2011 D CRF NR 26 24 30 18 30 34 NT 36 24 32 36 30 26 21 NT 21 34 30 33 30 22 NT NR
S142 23/08/2011 D CRF NR 28 24 32 18 33 36 NT 36 24 32 39 34 26 21 NT 22 38 32 36 34 24 NT NR
S143 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 23 23 30 20 34 3 NT 30 27 30 34 34 30 2 NT 2 24 22 20 22 8 NT 0qgxAB / Negativo qnr
S144 23/08/2011 D CRF NR 10 12 30 6 32 26 NT 25 18 24 32 30 28 23 NT 24 36 30 32 32 24 NT NR
S145 23/08/2011 D CRF NR 15 19 27 8 35 30 NT 27 21 26 32 33 30 21 NT 22 30 30 30 28 25 NT NR
S146 23/08/2011 D CRF NR 28 26 32 24 34 37 NT 36 24 33 38 32 28 21 NT 21 36 28 32 28 21 NT NR
S147 23/08/2011 D CRF Aeromonas sobria 14 6 24 25 32 3 NT 36 30 30 36 18 19 20 NT 21 23 18 22 17 6 NT qnrA/gnrS
S148 23/08/2011 D CRF NR 28 26 3 29 36 40 NT 38 25 35 42 32 29 20 NT 20 36 30 36 30 22 NT NR
S149 23/08/2011 D CRF Proteus mirabilis 26 24 30 20 32 36 NT 36 24 32 36 30 24 22 NT 22 24 12 18 14 6 NT Negativo gnr
S150 23/08/2011 D CRF NR 18 8 25 26 32 36 NT 41 34 30 36 21 19 20 NT 22 29 26 26 24 7 NT Negativo gnr
S151 23/08/2011 D CRF NR 24 22 24 20 32 32 NT 30 25 28 30 30 28 13 NT 18 25 26 24 23 22 NT NR
S152 23/08/2011 D CRF NR 29 29 32 22 32 36 NT 38 24 32 36 30 24 14 NT 19 23 12 18 13 6 NT Negativo qnr
S153 23/08/2011 D CRF NR 16 7 19 6 3 36 NT 36 24 30 36 24 24 23 NT 24 24 24 23 22 10 NT Negativo qnr
S154 23/08/2011 D CRF NR 28 26 34 22 34 36 NT 36 24 36 40 32 26 21 NT 21 34 30 32 30 23 NT NR
S155 23/08/2011 D CRF NR 26 26 35 22 34 36 NT 36 22 32 38 32 26 20 NT 20 34 30 32 30 20 NT NR
S156 23/08/2011 D CRF NR 24 24 30 24 32 36 NT 36 24 32 36 30 24 200 NT 20 34 28 32 30 21 NT NR
S157 23/08/2011 D CRF NR 26 25 32 26 34 36 NT 36 24 32 38 32 26 21 NT 22 3 29 31 29 21 NT NR
S158 23/08/2011 D CRF NR 23 23 31 14 34 3B NT 34 26 32 34 36 32 20 NT 21 12 8 12 14 6 NT Negativo quinolonas
S159 23/08/2011 D CRF NR 16 8 27 10 32 36 NT 38 30 32 36 26 27 21 NT 22 30 28 28 24 6 NT Negativo gnr
S160 23/08/2011 D CRF NR 28 27 36 28 35 38 NT 38 24 34 40 34 28 20 NT 20 36 29 32 30 21 NT NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolad Local Jdentidace AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxF NA CIP Diversidade genética
Isolamento Isolamento R<13 R<1l R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 S>23 S>23 S>18 S>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 $>17 S>17 $>21 S>16 $>20 S>19 S$>21
S161 23/08/2011 D CRF NR 24 18 24 22 34 32 NT 32 26 28 32 30 26 20 NT 20 26 26 26 24 21 NT NR
S162 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S161 NT NR
S163 23/08/2011 D CRF NR 25 12 24 18 34 32 NT 30 26 26 30 35 30 20 NT 22 24 26 24 22 22 NT NR
S164 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S163 NT NR
S165 23/08/2011 D CRF NR 25 24 30 23 30 3B NT 35 23 30 3B 30 25 19 NT 20 32 28 30 28 18 NT Negativo qnr
S166 23/08/2011 D CRF NR 2 2 30 20 34 32 NT 32 24 30 3 34 30 21 NT 22 32 30 30 30 20 NT NR
S167 23/08/2011 D CRF NR 27 26 34 26 34 38 NT 38 26 34 39 32 26 20 NT 20 34 30 34 32 22 NT NR
S168 23/08/2011 D CRF NR 28 28 34 24 36 38 NT 38 24 34 40 32 26 2 NT 21 34 28 30 30 19 NT NR
S169 23/08/2011 D CRF NR 2 2 28 19 34 34 NT 30 26 30 34 32 26 18 NT 2 22 20 20 22 7 NT Negativo qnr
S170 23/08/2011 D CRF NR 2 22 28 17 32 32 NT 30 27 28 30 34 30 23 NT 21 22 18 19 2 6 NT Negativo qnr
S171 23/08/2011 D CRF NR 29 28 34 26 33 3B NT 36 25 33 38 32 26 21 NT 20 34 29 32 29 22 NT NR
S172  23/08/2011 D CRF NR 27 26 34 25 35 38 NT 36 24 33 38 32 29 21 NT 20 35 30 32 30 22 NT NR
S173  23/08/2011 D CRF NR 27 26 32 26 34 37 NT 37 24 32 38 30 24 19 NT 19 35 30 31 29 20 NT NR
S174  23/08/2011 D CRF NR 24 23 30 22 32 3 NT 35 19 30 36 30 21 18 NT 17 35 28 34 30 22 NT NR
S175 23/08/2011 D CRF NR 21 27 34 27 3B 38 NT 37 24 33 40 32 28 21 NT 22 34 30 32 30 22 NT NR
S176 23/08/2011 D CRF NR 28 26 34 28 34 38 NT 38 26 33 38 32 26 21 NT 21 34 28 34 32 20 NT NR
S177 23/08/2011 D CRF NR 28 26 34 30 36 40 NT 40 26 34 40 30 24 20 NT 20 32 28 32 30 20 NT NR
S178 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 24 24 28 20 32 32 NT 30 28 30 34 32 28 22 NT 2 25 20 20 20 7 NT 0gxAB / Negativo gnr
S179 23/08/2011 D CRF NR 30 26 32 20 32 34 NT 32 24 32 34 36 34 24 NT 25 34 36 32 34 28 NT NR
S180 23/08/2011 D CRF NR Mesma cepa que S179 NT NR
S181 23/08/2011 D CRF NR 26 26 36 24 36 40 NT 40 24 34 38 32 26 20 NT 18 36 26 34 30 20 NT NR
S182 23/08/2011 D CRF NR 30 30 36 24 36 40 NT 40 26 38 4 32 30 18 NT 18 34 28 34 32 21 NT NR
S183 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 22 22 30 18 36 34 NT 32 26 30 32 36 30 22 NT 22 24 19 19 21 6 NT 0gxAB / Negativo gnr
S184 23/08/2011 D CRF NR 28 26 30 22 34 36 NT 38 24 33 38 32 24 19 NT 19 38 32 36 32 24 NT NR
S185 23/08/2011 D CRF NR 28 27 34 24 34 38 NT 38 24 3 40 32 28 21 NT 22 3 30 32 3 18 NT Negativo qnr
S186 23/08/2011 D CRF NR 19 16 27 12 30 32 NT 32 25 30 32 32 30 19 NT 19 23 20 22 24 14 NT Negativo gnr
S187 20/03/2012 E CRS NR 7 10 25 6 26 22 18 22 14 20 28 25 21 10 15 19 24 14 21 15 6 0,5 Negativo ESBL e gnr
S188 20/03/2012 E CRS NR 14 18 30 14 32 34 31 34 26 30 38 30 26 10 21 22 6 6 6 6 6 4* Negativo gnr
S189 20/03/2012 E CRS NR 24 24 30 23 30 32 30 36 24 3 37 30 24 19 21 20 30 30 33 30 24 0015* NR
S190 20/03/2012 E CRS NR 7 6 20 14 30 34 25 32 21 28 36 20 21 18 20 18 23 23 22 20 24 012* NR
S191A 20/03/2012 E CRS NR 24 24 26 22 28 30 24 31 23 27 3B 25 2 19 2 20 12 6 8 6 6 2% Negativo qnr
S191B 20/03/2012 E CRS NR 25 24 28 20 28 30 26 30 22 28 34 24 18 18 24 19 12 6 6 6 6 4* Negativo gnr
S192 20/03/2012 E CRS NR 11 10 23 16 30 30 24 30 24 26 32 32 30 10 16 24 10 8 9 9 6 4* Negativo quinolonas
S193 20/03/2012 E CRs NR 13 12 28 20 32 32 27 32 26 28 34 33 30 10 18 24 13 8 7 8 6 2* Negativo gnr
S194 20/03/2012 E CRS NR 26 24 32 24 33 34 33 36 26 34 40 30 24 23 24 24 10 6 6 6 6 4* Negativo qnr
S195 20/03/2012 E CRS NR 24 18 32 22 34 3B 40 32 26 30 3B 30 24 22 24 22 3B 3B 38 33 26 0004* NR
S196 20/03/2012 E CRS NR 6 6 34 6 30 20 19 18 6 30 28 22 28 22 30 26 28 22 22 24 12 012* Negativo ESBL e gnr
S197 20/03/2012 E CRS NR 24 24 30 20 30 34 36 32 24 30 36 28 24 22 26 22 36 30 32 30 25 0,015* NR
S198 20/03/2012 E CRsS NR 16 14 26 18 31 30 25 32 26 28 34 30 33 10 18 22 10 8 7 8 6 2* Negativo gnr
S199 20/03/2012 E CRS NR 24 22 30 24 30 34 30 36 26 30 37 26 24 20 24 20 36 30 30 28 24 0008* NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local Identidace AMC SAM TzP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxFP NA CIP Diversidade genética
Isolamento Isolamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S$>18 S>18 $>26 S$>23 $>23 S>18 S>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 $>17 $>21 S>16 $>20 S>19 $>21
S200 20/03/2012 E CRS NR 28 26 34 22 34 36 33 36 26 34 42 32 30 21 24 22 36 32 38 34 28 0008 NR
S201 20/03/2012 E CRS Salmonella spp. 14 14 20 5 28 26 21 27 24 24 29 30 30 10 18 18 10 8 9 8 6 4* qnrB / Negativo ESBL
S202 20/03/2012 E CRS NR 20 2 26 18 26 30 28 31 21 26 31 24 2 19 20 19 27 18 24 21 18 025* Negativo qnr
S$203 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 18 22 20 28 28 24 28 23 24 27 22 24 17 18 18 18 18 17 16 15  05* qnrB2
S204 20/03/2012 E CRS Salmonella spp. 4 13 22 16 28 26 22 28 24 24 30 30 30 12 18 22 10 7 7 7 6 4* qnrB / Negativo ESBL
S205 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 16 24 19 30 28 22 30 24 24 29 27 29 122 19 18 18 17 17 15 18 05* bla sy / qnrB2
S206 20/03/2012 E CRS NR 6 6 22 6 26 24 20 24 6 2 28 24 20 18 18 17 30 28 28 29 22 0008* Negativo ESBL e qnr
S207 20/03/2012 E CRS NR 20 16 24 21 30 30 24 29 23 25 30 26 24 15 18 18 30 27 24 24 20 003 NR
S208  20/03/2012 E CRS NR 17 18 24 20 26 30 23 25 22 24 27 27 25 17 18 18 22 2 21 20 20 003 NR
S209 20/03/2012 E CRS NR 7 6 20 24 32 36 32 40 30 30 336 19 9 17 18 18 23 19 21 18 6 012* Negativo gnr
$210 20/03/2012 E CRS NR 20 2 26 18 26 30 28 30 22 28 32 24 19 16 20 19 34 28 32 30 21 0015* NR
S212  20/03/2012 E CRS NR 13 12 24 12 24 28 24 30 22 26 31 24 22 8 18 18 11 6 6 6 6 2% Negativo gnr
S215 20/03/2012 E CRS NR 6 6 27 14 32 3B 25 3B 20 30 36 24 22 20 22 21 25 25 25 22 26 025 NR
S221 20/03/2012 E CRS NR 7 7 30 6 26 18 14 20 7 26 24 28 26 19 27 24 26 21 23 22 9 012 Negativo ESBL e gnr
S222  20/03/2012 E CRS Escherichia coli 21 15 26 18 31 30 24 30 24 28 30 30 331 19 20 18 12 8 9 9 6 4* Negativo quinolonas
S223  20/03/2012 E CRS Escherichia coli 18 15 26 18 30 30 24 30 24 28 30 32 30 18 20 20 13 9 9 9 6 4* Negativo qnr
S224  20/03/2012 E CRS NR 10 10 24 6 30 27 24 26 6 25 30 26 23 18 20 18 26 30 26 24 22 0008* NR
S225 20/03/2012 E CRS NR 24 18 24 22 30 30 24 30 24 28 3R 3R 30 18 21 21 30 30 28 26 24 0015* NR
Ecl 16/11/2010 A CRS NR 2 2 3 18 3 3 NT 30 14 26 32 26 28 20 22 22 30 NT 30 24 22 NT NR
Ec2 16/11/2010 A CRS NR 2 24 30 18 32 34 NT 30 12 26 32 28 28 18 20 22 30 NT 34 30 26 NT NR
Ec3 16/1/2010 A CRS NR 24 24 28 28 32 30 NT 34 16 28 32 30 30 20 22 24 30 NT 30 26 26 NT NR
Ec4  14/03/2011 A CRF NR 9 13 23 NT 25 28 283 25 7 25 NT 19 21 18 23 20 27 20 25 25 19 NT Negativo gnr
Ec5 14/03/2011 A CRF NR 12 16 26 15 26 28 25 28 9 2 32 20 21 2 24 19 25 26 25 25 19 NT Negativo gnr
Ec6 14/03/2011 A CRF NR 19 18 26 17 24 25 25 28 22 25 30 24 25 20 19 20 29 27 30 28 24 NT NR
Ec7 14/03/2011 A CRF NR 12 2 25 12 25 28 29 27 12 28 34 24 2 19 20 21 3% 28 34 32 26 NT NR
Ec8 14/03/2011 A CRF NR 8 17 23 16 25 26 26 27 21 26 30 21 20 18 20 18 28 27 26 26 25 NT NR
Ec9 14/03/2011 A CRF NR 8 6 25 18 24 26 25 24 10 24 32 24 20 20 20 20 28 26 26 26 24 NT NR
Ec10 14/03/2011 A CRF NR 16 18 24 13 28 26 26 25 20 23 31 19 20 19 20 18 27 28 26 26 19 NT NR
Ecll 04/04/2011 A CRB NR 21 11 20 18 30 28 23 28 22 26 30 26 29 17 18 20 24 NT 26 21 18 NT Negativo gnr
Ecl2 04/04/2011 A CRB NR 4 20 25 11 31 29 25 30 9 26 31 26 26 19 18 20 28 NT 26 24 23 NT NR
Ec13 04/04/2011 A CRB NR 14 18 24 6 32 32 26 30 10 27 32 26 26 19 20 24 32 NT 30 26 22 NT NR
Ecl4 04/04/2011 A CRB NR 13 18 26 6 34 32 28 33 11 30 34 28 24 19 20 23 30 NT 29 27 22 NT NR
Ecl5 04/04/2011 A CRB NR 13 23 25 12 32 28 24 30 6 26 30 28 26 18 18 19 28 NT 18 24 16 NT Negativo gnr
Ec16 04/04/2011 A CRB NR 4 20 23 11 32 28 24 28 10 24 28 26 24 16 19 20 26 NT 26 24 18 NT Negativo gnr
Ecl7 04/04/2011 A CRB NR 20 2 24 10 31 28 24 28 8 24 30 27 26 NT 18 18 28 NT 24 24 21 NT NR
Ec18 04/04/2011 A CRB NR 18 18 24 6 30 26 24 26 10 24 30 24 30 NT 18 19 24 NT 22 18 20 NT Negativo qnr
Ec19 04/04/2011 A CRB NR 14 20 26 12 34 30 25 30 8 28 30 32 24 2 23 23 27 NT 29 26 24 NT NR
Ec20 04/04/2011 A CRB NR 18 20 26 12 32 30 26 30 9 28 31 26 27 NT 22 22 30 NT 30 24 24 NT NR
Ec2l 04/04/2011 A CRB NR 12 20 26 12 30 26 24 30 8 24 30 24 24 NT 14 6 24 12 30 19 7 NT Negativo gnr
Ec22 04/04/2011 A CRB NR 2 22 27 16 30 30 28 30 24 271 34 271 26 15 18 12 22 NT 24 24 22 NT NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

bata co Fonte e . AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxF* NA CIP — .
Isolado Local Identidade Diwersidade genética
Isolamento 1solamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 $>23 $>23 S>18 S>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 $>17 $>21 $>16 $>20 S>19 $>21
Ec23 04/04/2011 A CRB NR 6 22 24 14 32 30 24 28 6 28 25 32 24 23 24 24 29 NT 28 24 22 NT NR
Ec24 04/04/2011 A CRB NR 7 17 24 6 30 25 22 25 6 24 30 21 24 17 18 17 18 NT 22 20 10 NT Negativo qnr
Ec25 04/04/2011 A CRB NR 9 18 24 10 30 28 24 30 8 23 28 25 26 20 19 19 27 NT 28 28 19 NT NR
Ec26 04/04/2011 A CRB NR 7 10 24 6 28 26 23 25 6 24 29 16 22 20 18 17 20 NT 14 16 10 NT Negativo gnr
Ec27 25/04/2011 B CRB Citrobacter braakii 6 10 19 6 30 166 12 12 6 5 12 16 21 17 18 19 26 6 24 20 23 NT qnrB
Ec28 25/04/2011 B CRB Citrobacter braakii 6 6 19 6 31 24 17 16 6 19 24 14 26 16 21 20 24 6 24 21 2 NT qnrB
Ec29 25/04/2011 B CRB Citrobacter freundii 8 8 24 12 26 31 23 25 6 18 25 22 24 16 20 20 24 14 22 22 23 NT qnrB
Ec30 25/04/2011 B CRB Citrobacter braakii 12 18 27 12 28 30 24 30 6 2 30 25 30 18 23 18 30 12 25 22 23 NT qnrB
Ec31 25/04/2011 B CRF NR 16 20 25 14 31 30 26 30 8 24 28 24 29 16 18 18 27 22 27 23 24 NT NR
Ec32 25/04/2011 B CRF Citrobacter diversus 13 19 25 12 26 24 22 14 7 26 24 12 24 18 19 20 30 28 26 24 24 NT bla crxm2
Ec33 25/04/2011 B CRF Citrobacter freundii 6 6 26 6 NT 25 20 23 6 23 17 18 24 17 18 19 28 NT 26 20 10 NT qnrB
Ec34 25/04/2011 B CRF NR 10 20 24 11 30 28 27 30 6 26 18 22 27 17 17 18 32 NT 29 25 25 NT NR
Ec35 25/04/2011 B CRF Citrobacter braakii 6 6 22 6 34 22 10 9 6 16 22 14 30 20 22 26 35 34 34 32 28 NT NR
Ec36 25/04/2011 B CRS NR 26 26 30 32 38 3B 34 36 24 30 3R 26 36 22 25 28 3 30 30 28 29 NT NR
Ec37 25/04/2011 B CRS Citrobacter freundii 12 16 26 6 26 28 24 28 6 24 28 21 24 18 18 20 24 NT 22 22 16 NT qnrB
Ec38 25/04/2011 B CRS NR 18 22 26 20 30 30 28 30 24 28 30 24 30 18 22 22 30 30 30 30 24 NT NR
Ec39 25/04/2011 B CRS NR 6 18 24 6 32 28 24 26 6 24 28 22 25 18 22 22 30 28 26 30 22 NT NR
Ec40 25/04/2011 B CRS NR 24 20 30 24 30 32 28 32 24 24 30 28 32 24 24 26 28 30 24 24 26 NT NR
Ec4l 25/04/2011 B CRS NR 12 22 30 6 30 32 28 30 6 24 28 24 30 18 18 22 30 26 30 28 26 NT NR
Ec42 25/04/2011 B CRB NR 4 13 22 16 28 28 22 28 14 24 24 20 30 18 18 24 24 22 22 20 18 NT Negativo qnr
Ec43 11/07/2011 C CRS NR 11 26 32 14 40 36 30 3R 8 30 36 26 32 25 29 28 38 38 NT 34 30 NT NR
Ec44 11/07/2011 C CRs NR 16 24 30 15 36 35 30 30 14 32 36 30 33 24 26 26 36 36 NT 30 22 NT NR
Ec45 11/07/2011 C CRB Enterobacter cloacae 6 8 18 6 22 7 7 10 10 10 14 16 26 23 23 20 29 26 27 28 24 NT bla spy-ike
Ec46 20/03/2012 E CRS NR 21 18 26 9 30 30 26 27 22 28 34 28 22 19 20 20 24 24 24 18 20 30 Negativo gnr
Ec47 20/03/2012 E CRS Aeromonas sobria 12 6 26 15 39 42 31 40 36 338 3B 10 16 18 20 15 24 23 19 20 10 26 Negativo qnr
Ec48 20/03/2012 E CRS NR 15 24 36 6 36 33 30 34 21 32 336 34 24 22 24 22 30 28 28 24 24 32 NR
Ecd9 20/03/2012 E CRS E. cloacae spp. dissolvens 12 21 24 12 30 28 24 30 22 27 30 NT 24 16 18 18 24 24 17 19 20 0,008 Negativo gnr
Ec50 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 2 18 30 20 34 36 30 34 28 33 3B NT 34 17 18 17 12 8 9 6 6 4* Negativo qnr
Ec51 20/03/2012 E CRS NR 10 6 30 6 30 36 30 36 24 30 34 16 16 18 20 18 24 24 23 22 9 25 Negativo gnr
Ec53 20/03/2012 E CRS NR 8 16 30 6 30 32 29 32 18 30 34 30 18 18 20 20 24 29 29 24 24 34 NR
Ec55 20/03/2012 E CRS NR 18 24 28 16 30 31 25 30 18 28 32 34 30 20 22 18 30 30 30 30 26 36 NR
Lacl 16/11/2010 A CRS NR 10 10 26 6 28 26 NT 24 20 18 26 19 26 20 22 18 30 NT 28 24 24 NT NR
Lac2 16/11/2010 A CRS NR 18 18 24 12 28 30 NT 28 18 22 26 22 28 14 18 16 26 NT 26 26 22 NT NR
Lac3 16/11/2010 A CRS Klebsiella pneumoniae 24 22 25 18 28 30 NT 30 22 30 32 28 29 18 20 18 11 NT 8 10 6 NT 0gxAB / Negativo gnr
Lac4 16/11/2010 A CRS Raoultella planticola 20 20 26 15 28 30 NT 30 22 24 24 18 26 6 16 16 14 NT 10 10 6 NT Negativo gnr
Lacs 16/11/2010 A CRS NR 20 20 28 22 30 30 NT 28 24 26 30 24 30 18 20 18 28 NT 26 26 24 NT NR
Lac6 16/11/2010 A CRsS NR 22 20 26 22 28 30 NT 28 22 26 30 22 26 18 20 18 26 NT 26 24 22 NT NR
Lac7 14/03/2011 A CRF NR 8 10 23 6 28 24 2 2 6 27 3 23 25 19 18 20 26 NT 26 24 20 NT NR
Lac8 04/04/2011 A CRB NR 7 15 24 10 30 28 24 27 6 26 30 24 18 19 19 20 30 NT 28 24 22 NT NR
Lac9 04/04/2011 A CRB Citrobacter braakii 8 6 13 6 20 6 6 6 6 6 11 16 22 19 21 21 27 NT 26 24 21 NT NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local \dentidade AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxF NA CIP Diversicade genética
Isolamento Isolamento R<13 R<11 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 $>23 $>23 S>18 S>21 S>21 $>23 $>23 S$>15 S>15 S>17 S>17 S>21 S>16 $>20 S>19 $>21
Lacl0 25/04/2011 B CRB  Aeromonas hydrophila/caviae 6 6 26 6 34 30 24 24 6 28 36 13 20 22 24 22 30 28 30 24 30 NT NR
Lacll 25/04/2011 B CRB Citrobacter freundii 6 18 26 12 32 30 NT 30 6 24 28 20 NT 20 20 22 26 6 NT 24 18 NT bla spv.ike/ GNIrB
Lacl2 25/04/2011 B CRF Providencia rettgeri 6 10 22 6 30 28 22 28 18 22 28 18 24 18 18 22 26 24 22 24 16 NT Negativo gnr
Lac13 25/04/2011 B CRF NR 6 6 26 6 26 28 24 28 16 26 28 18 24 18 18 20 26 22 26 24 24 NT NR
Lacl4 25/04/2011 B CRF NR 12 12 30 6 % 36 32 36 14 34 36 20 30 22 22 26 3R 28 30 28 24 NT NR
Lacl5 25/04/2011 B CRS NR 24 18 28 6 % 34 26 32 18 28 32 18 30 18 18 20 30 25 26 24 20 NT NR
Lac16 11/07/2011 C CRS NR 12 18 28 14 34 34 28 34 6 30 3% 29 26 22 23 23 3 30 30 32 24 NT NR
Lacl7 11/07/2011 C CRS Citrobacter braakii 6 6 12 6 28 10 12 14 6 1 18 24 24 22 24 23 3H 30 32 30 24 NT NR
Lac18 11/07/2011 C CRS NR 18 20 29 14 30 30 28 30 7 30 34 29 24 24 24 2 3B 3R 34 36 28 NT NR
Lac19 11/07/2011 C CRS NR 6 18 29 12 30 30 28 30 6 3 3% 26 24 23 22 23 34 32 3B 32 28 NT NR
Lac20 11/07/2011 C CRS NR 19 12 26 20 30 30 24 32 24 28 25 18 24 20 22 20 26 22 23 26 20 NT NR
Lac2l 11/07/2011 C CRS NR 1 28 32 16 40 38 30 3B 10 32 40 3R 32 26 330 30 40 38 36 36 27 NT NR
Lac22 11/07/2011 C CRS Citrobacter freundii 10 14 23 6 % 30 25 30 6 28 34 26 17 18 24 22 22 18 19 19 6 NT qnrB
Lac23 11/07/2011 C CRS NR 12 2 28 12 32 32 26 30 6 28 34 26 26 22 24 24 26 26 NT 24 23 NT NR
Lac24 11/07/2011 C CRS NR 22 6 28 24 3% 3B 28 34 22 3 3k 30 30 20 24 24 30 30 28 28 22 NT NR
Lac25 11/07/2011 C CRS NR 28 22 30 6 3 36 30 36 26 36 40 32 36 22 NT 24 30 NT NT 28 22 NT NR
Lac26 11/07/2011 C CRS NR 30 18 32 27 3k 36 330 36 30 36 40 32 36 18 24 22 34 NT NT 30 30 NT NR
Lac27 11/07/2011 C CRS NR 23 19 30 27 36 36 28 3B 26 32 40 30 30 20 24 23 30 28 NT 28 22 NT NR
Lac28 11/07/2011 C CRS NR 2 18 24 22 29 NT 24 29 20 26 NT 30 30 22 24 24 30 NT NT 30 24 NT NR
Lac29 11/07/2011 C CRS NR 28 24 30 26 34 3% 29 3B 12 32 36 30 3B 22 25 24 34 NT NT 30 26 NT NR
Lac30 11/07/2011 C CRS NR 26 18 28 24 34 34 26 32 26 30 34 28 30 20 24 22 30 23 NT 28 20 NT NR
Lac3l 11/07/2011 C CRS NR 18 13 26 16 30 NT 26 30 8 28 NT 30 30 18 11 20 30 30 NT 30 24 NT NR
Lac32 11/07/2011 C CRS NR 6 20 28 12 34 3 28 30 12 30 3 29 32 20 20 22 30 3R NT 32 24 NT NR
Lac33 11/07/2011 C CRB NR 28 24 30 28 36 36 30 36 30 34 36 32 36 22 24 22 30 NT NT 30 28 NT NR
Lac34 11/07/2011 C CRB Citrobacter freundii 10 19 30 11 36 34 28 30 6 6 % 30 16 22 24 23 36 NT NT 30 24 NT NR
Lac35 11/07/2011 C CRB NR 12 24 30 12 34 34 30 30 8 28 34 28 28 20 24 23 30 30 NT 28 24 NT NR
Lac36 11/07/2011 C CRB NR 4 18 26 13 30 NT 25 28 6 25 NT 30 26 18 NT 24 22 NT NT 18 22 NT Negativo gnr
Lac37 11/07/2011 C CRB Enterobacter cloacae complex 6 6 22 6 3 13 11 14 6 5 14 20 24 18 23 24 35 30 30 30 24 NT NR
Lac38 11/07/2011 C CRB NR 23 6 24 20 29 NT 26 30 22 28 NT 30 30 18 20 23 26 NT NT 28 20 NT NR
Lac39 11/07/2011 C CRB NR 28 18 3 26 36 3B 28 34 28 34 36 28 32 23 24 24 32 32 NT 30 28 NT NR
Lac40 11/07/2011 C CRB NR 24 20 28 24 3% 3% 30 36 28 30 36 30 34 20 24 22 30 30 26 28 22 NT NR
Lac4l 11/07/2011 C CRB NR 24 18 26 18 32 NT 30 32 29 20 NT 30 28 22 24 24 32 NT NT 30 24 NT NR
Lac42 11/07/2011 C CRB NR 1 24 30 10 36 34 30 31 6 3 3% 29 29 22 2 24 32 3B NT 34 27 NT NR
Lac43 11/07/2011 C CRB Enterobacter cloacae 8 18 24 9 32 30 24 25 8 12 32 26 28 20 25 21 32 31 NT 31 24 NT NR
Lac44 11/07/2011 C CRB NR 11 24 28 11 30 NT 26 32 6 30 3% 27 28 18 24 2 30 NT NT 30 22 NT NR
Lacd5 11/07/2011 C CRB NR 6 NT 28 13 33 30 26 28 14 26 31 27 28 18 20 21 28 24 NT 24 24 NT NR
Lac46 11/07/2011 C CRB NR 17 19 30 12 34 NT 30 30 18 32 NT 30 28 22 24 24 36 NT NT 34 28 NT NR
Lac47 23/08/2011 D CRF NR 14 6 26 27 33 3 NT NT 3 3 3 20 21 20 NT 20 26 26 26 23 6 NT Negativo gnr
Lac48 23/08/2011 D CRF NR 8 12 27 6 30 30 NT 30 6 29 32 28 22 20 NT 20 32 3 30 30 22 NT NR
Lac49 23/08/2011 D CRF NR 22 20 26 17 32 3 NT 30 24 28 30 32 28 20 NT 20 22 20 19 22 7 NT Negativo gnr




108

Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local \dentidade AMC SAM TZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX mMxFP NA CIP Diversicage genética
Isolamento Isolamento R<13 R<1l R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<I5
S>18 S>15 S>21 S$>18 S>18 $>26 $>23 $>23 S>18 $>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 $>17 $>21 S>16 $>20 S>19 $>21
Lac50 23/08/2011 D CRF NR 27 24 3 26 33 36 NT 36 24 32 38 30 26 20 NT 20 36 29 32 29 20 NT NR
Lac51 23/08/2011 D CRF NR 26 25 32 24 32 3B NT 36 24 31 37 30 24 20 NT NT 34 29 30 26 20 NT NR
Lac52 23/08/2011 D CRF NR 20 18 29 17 32 3 NT 32 23 30 34 3 28 2 NT 20 35 32 30 34 24 NT NR
Lac53 23/08/2011 D CRF NR 24 23 29 26 34 34 NT 3 29 30 34 32 3 2 NI 23 32 30 30 26 24 NT NR
Lac54 23/08/2011 D CRF NR 20 17 25 16 32 32 NT 30 28 28 30 34 30 22 NT 23 22 20 18 2 6 NT Negativo qnr
Lac55 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 4 12 23 6 18 16 NT 14 25 24 22 29 26 20 NT 20 22 16 18 16 10 NT qnrB19 / bla gy
Lac56 23/08/2011 D CRF NR 14 7 26 18 30 32 NT 36 24 28 34 19 18 18 NT 20 24 22 23 20 6 NT Negativo qnr
Lac57 23/08/2011 D CRF NR 17 11 29 12 36 38 NT 38 30 34 37 26 22 21 NT 21 36 34 34 30 34 NT NR
Lac58 23/08/2011 D CRF NR 18 9 30 28 34 36 NT 40 34 31 38 28 32 19 NT 21 26 25 24 22 6 NT Negativo gnr
Lac59 23/08/2011 D CRF NR 18 25 30 16 36 34 NT 33 10 31 34 34 28 22 NT 22 32 30 30 30 24 NT NR
Lac60 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 18 10 28 6 15 10 NT 10 28 24 16 30 30 22 NT 22 20 14 17 17 6 NT bla cry.v-2/ 0GXAB / Negativo gnr
Lac6l 23/08/2011 D CRF Escherichia coli 17 10 26 6 15 10 NT 9 28 24 17 28 30 23 NT 22 18 14 16 16 6 NT Negativo gnr
Lac62 23/08/2011 D CRF NR 28 28 33 26 36 40 NT 40 27 36 40 32 26 21 NT 21 3 32 36 30 21 NT NR
Lac63 23/08/2011 D CRF NR 28 28 34 24 34 38 NT 38 26 3 38 34 26 20 NT 22 3 30 34 30 22 NT NR
Lac64 23/08/2011 D CRF NR 23 20 29 20 35 3B NT 34 30 31 34 3B 30 21 NT 22 34 30 31 30 22 NT NR
Lac65 23/08/2011 D CRF NR 2 20 28 20 34 3B NT 34 29 30 34 3B 30 22 NI 22 32 30 30 29 20 NT NR
Lac66 23/08/2011 D CRF NR 32 31 40 24 38 38 NT 41 24 38 43 32 29 21 NT 22 34 30 30 30 22 NT NR
Lac67 23/08/2011 D CRF NR 26 24 3 20 32 3 NT 40 24 34 40 34 24 20 NT 20 35 32 36 36 23 NT NR
Lac68 23/08/2011 D CRF NR 18 16 26 17 34 3 NT 32 26 30 32 3 30 22 NT 20 30 29 30 29 22 NT NR
Lac69 23/08/2011 D CRF NR 19 15 29 14 36 36 NT 34 24 30 35 32 30 22 NT 23 33 32 3 30 24 NT NR
Lac70 23/08/2011 D CRF NR 29 28 3B 24 3B 3B NT 38 26 36 42 32 26 20 NT 20 36 30 35 30 24 NT NR
Lac7l 23/08/2011 D CRF NR 28 26 3B 22 36 3B NT 38 25 36 40 34 28 21 NT 21 36 30 34 30 22 NT NR
Lac72 23/08/2011 D CRF NR 20 19 30 16 33 3B NT 32 23 31 34 30 30 22 NI 22 36 34 30 34 28 NT NR
Lac73 23/08/2011 D CRF NR 20 2 28 14 30 32 NT 30 22 25 30 30 30 21 NT 20 32 32 32 3 23 NT NR
Lac74 23/08/2011 D CRF NR 2 2 28 21 34 33 NT 33 27 28 3 34 30 20 NT 21 32 30 3 3 21 NT NR
Lac75 23/08/2011 D CRF NR 21 20 26 18 32 32 NT 32 28 30 32 32 29 22 NT 21 30 28 30 27 19 NT NR
Lac76 23/08/2011 D CRF NR 28 26 34 22 36 38 NT 39 25 34 40 31 24 20 NT 20 26 30 36 33 20 NT NR
Lac77 23/08/2011 D CRF NR 24 24 30 23 31 32 NT 32 18 30 36 30 18 17 NT 17 32 30 30 27 24 NT NR
Lac78 23/08/2011 D CRF NR 19 16 28 17 32 3 NT 30 24 28 30 34 30 23 NT 23 30 29 29 30 20 NT NR
Lac79 23/08/2011 D CRF NR 2 19 29 20 34 3B NT 32 29 30 32 32 30 22 NI 22 34 29 30 29 20 NT NR
Lac80 23/08/2011 D CRF NR 23 2 2 20 32 3 NT 30 29 29 30 31 29 20 NT 20 30 30 30 29 22 NT NR
Lac8l 23/08/2011 D CRF NR 23 2 28 21 3B 3B NT 34 29 30 34 36 30 22 NI 23 3B 32 32 31 24 NT NR
Lac82 23/08/2011 D CRF NR 18 13 26 14 32 32 NT 32 22 30 34 35 3 11 NT 22 8 6 6 6 6 NT Negativo quinolonas
Lac83 23/08/2011 D CRF NR 18 16 30 18 36 36 NT 3 29 32 36 36 34 22 NT 22 34 34 34 30 24 NT NR
Lac84 23/08/2011 D CRF NR 18 14 29 17 36 3 NT 3 26 30 35 3 30 21 NT 22 31 30 30 29 24 NT NR
Lac85 23/08/2011 D CRF NR 18 14 26 16 34 32 NT 32 28 30 34 34 30 21 NT 20 32 30 30 30 24 NT NR
Lac86 20/03/2012 E CRS Citrobacter freundii 17 22 24 14 30 26 24 30 8 27 30 28 26 18 20 10 16 18 13 15 6 0,5 Negativo gnr
Lac87 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 17 24 20 28 24 22 30 24 26 30 30 26 10 18 18 18 18 17 14 17 19 qnrB2 / ogxAB / bla g1
Lac88 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 20 18 24 19 26 24 18 29 22 25 28 28 30 18 18 18 25 28 25 22 23 28 blagyy.1 / 0xAB
Lac89 20/03/2012 E CRS NR 24 16 24 24 30 30 24 26 24 27 28 31 31 20 21 20 24 26 26 24 24 29 NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de
Isolado Local \centicade AMC SAM TzZP KF FEP CTX EFT CRO FOX CAZ ATM ETP IPM CN TOB AK LEV ENO OFX MxF NA CIP Diversidade genética
solamento Jolamento R<I13 R<1l1 R<17 R<14 R<14 R<22 R<19 R<19 R<14 R<17 R<17 R<19 R<19 R<12 R<12 R<14 R<13 R<15 R<12 R<16 R<13 R<15
S>18 S>15 S>21 S>18 S>18 $>26 S>23 $>23 S>18 $>21 $>21 $>23 $>23 S>15 S>15 S>17 $>17 $>21 S>16 $>20 S>19 $>21
Lac90 20/03/2012 E CRS NR 18 15 25 14 26 29 24 26 6 26 28 30 25 20 24 21 30 30 27 24 22 0015* NR
Lac9l 20/03/2012 E CRS NR 10 2 24 6 30 27 24 27 6 26 28 26 24 16 18 17 24 26 22 19 19 0,008* Negativo gnr
Lac92 20/03/2012 E CRS NR 24 19 26 20 26 28 29 30 24 30 30 28 26 18 18 18 24 24 24 24 22 0015* NR
Lac93 20/03/2012 E CRS NR 24 18 24 21 30 30 24 30 24 29 30 28 30 16 18 18 26 26 26 24 22 003 NR
Lac94 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 21 19 30 20 30 30 28 30 25 22 32 31 30 19 20 20 12 10 10 6 6 4* Negativo gnr
Lac95 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 20 18 30 20 34 3R 26 32 26 30 122 30 3R 18 19 19 12 8 9 9 6 4 Negativo gnr
Lac96 20/03/2012 E CRS Citrobacter braakii 10 20 28 12 36 3R 26 34 7 8 34 30 3 17 17 18 20 20 22 18 11 025 qnrB19
Lac97 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 9 16 28 16 27 30 26 32 26 30 34 32 330 20 20 212 14 100 11 11 6 4% Negativo gnr
Lac98 20/03/2012 E CRS Klebsiella pneumoniae 19 16 18 18 24 24 22 29 20 24 26 24 26 18 21 18 25 26 21 24 24 26 bla syyv.11 / 0gXAB / Negativo gnrB
Lac99 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 6 13 24 13 24 26 22 26 24 24 26 30 26 18 18 18 7 6 8 6 6 12 0gxAB / Negativo gnr
Lac100 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 20 18 26 18 30 30 24 30 26 28 30 32 30 14 20 19 8 6 7 7 6 7 0gxAB / Negativo gnr
Lac101 20/03/2012 E CRS NR 4 19 21 8 26 23 18 19 7 23 29 22 20 18 20 20 24 21 23 2 23 28 Negativo ESBL
Lac102 20/03/2012 E CRS NR 20 20 30 6 30 30 28 30 19 20 35 29 22 19 20 20 24 22 24 18 14 28 Negativo gnr
Lac103 20/03/2012 E CRS NR 2 24 29 18 30 30 30 34 22 30 34 3R 24 19 16 18 19 28 30 31 24 36 NR
Lacl04 20/03/2012 E CRS NR 6 18 24 6 30 28 24 24 6 26 30 30 22 14 18 18 23 30 24 22 21 30 NR
Lacl05 20/03/2012 E CRS Escherichia coli 18 18 24 16 30 30 20 28 26 26 30 334 30 19 18 18 12 7 8 8 6 12 0gxAB / Negativo ESBL e qnr
Lac106 20/03/2012 E CRS NR 18 18 25 15 29 NT 20 24 24 27 27 30 28 19 21 20 14 10 12 9 6 14 blasyy / blatey / Negativo gnr
Lac108 20/03/2012 E CRS NR 17 16 27 6 30 30 26 26 24 30 36 30 24 20 24 22 36 30 30 28 30 A4 NR
Lac109 20/03/2012 E CRS NR 19 18 30 7 30 32 29 3R 24 30 3B 330 24 18 24 20 26 22 24 18 20 29 NR
Lac110 20/03/2012 E CRS NR 7 18 24 6 24 26 24 24 6 26 20 24 21 18 18 18 19 24 28 24 24 30 NR
Laclll 20/03/2012 E CRS NR 12 18 30 6 30 30 28 30 19 30 32 31 22 18 22 20 31 30 30 24 27 32 NR
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de

. AMC CTX EFT FOX CAZ CN AK CIP ENO NA TE FOS . . L

Isolado Local Identidade Diwersidade genética
Isolamento olamento R<13 R<22 R<19 R<14 R<17 R<12 R<14 R<15 R<15 R<13 R<11 R<12 R<1I2
S>18 8>26 $>23 S>18 S>21 S>15 S>17 S>21 S$>21 8>19 S>15 S>16 S>18

S226  27/08/2012 F CRF NR 23 36 30 20 32 18 16 42 3B 29 8 29 NT Negativo gnr
S227  27/08/2012 F CRF NR 24 36 30 24 30 20 20 36 30 24 6 26 NT NR
S228  27/08/2012 F CRF NR 25 3H 30 24 3R 2 24 36 30 24 6 30 NT NR
S229  27/08/2012 F CRF NR 25 34 29 20 30 22 22 35 30 22 6 34 NT NR
S230  27/08/2012 F CRF NR 25 3B 330 24 3R 20 20 36 30 26 6 28 NT NR
S231  27/08/2012 F CRF NR 24 32 29 22 29 22 20 34 29 22 6 34 NT NR
S232  27/08/2012 F CRF NR 28 36 32 24 33 21 20 32 22 18 7 24 NT Negativo gnr
S233  27/08/2012 F CRF NR 24 34 29 22 30 22 22 20 10 6 6 12 NT Negativo gnr
S234  27/08/2012 F CRF NR 26 36 32 23 32 22 23 30 18 20 7 30 NT Negativo gnr
S235  27/08/2012 F CRF NR 25 34 32 23 30 13 22 36 30 20 6 24 NT NR
S236  27/08/2012 F CRF NR 29 3»H 32 24 28 12 19 36 30 23 7 24 NT NR
S237  27/08/2012 F CRF NR 24 32 30 23 30 23 22 34 29 23 6 34 NT NR
S238  27/08/2012 F CRF NR 25 3H 30 24 3R 20 24 36 30 24 6 26 NT NR
S239  27/08/2012 F CRF NR 24 3% 30 24 30 20 20 36 30 24 6 26 NT NR
S240  27/08/2012 F CRF NR 25 31 28 2 30 2 2 34 28 22 6 25 22 NR
S241  27/08/2012 F CRF NR 25 32 28 22 30 2 22 32 28 20 8 27 20 NR
S242  27/08/2012 F CRF NR 26 34 30 24 30 24 24 34 30 24 8 25 22 NR
S243  27/08/2012 F CRF NR 26 32 30 22 30 2 2 36 30 24 7 28 22 NR
S244  27/08/2012 F CRF NR 28 32 30 24 30 14 22 32 2 22 9 30 19 NR
S245  27/08/2012 F CRF NR 28 38 34 24 3R 21 22 30 21 22 8 26 20 NR
S246  27/08/2012 F CRF NR 26 32 30 24 30 13 2 36 30 16 7 26 18 NR
S247  27/08/2012 F CRF NR 2r 32 30 23 30 13 22 40 30 25 7 26 20 NR
S248  27/08/2012 F CRF NR 25 32 28 22 30 22 22 18 9 6 7 14 NT Negativo gnr
S249  27/08/2012 F CRF NR 26 36 32 23 32 20 20 30 19 20 7 30 NT NR
S250  27/08/2012 F CRF NR 24 32 26 20 30 22 20 36 28 20 6 24 NT NR
S251  27/08/2012 F CRF NR 26 3 30 23 322 12 2 18 10 6 7 12 NT Negativo gnr
S252  27/08/2012 F CRF NR 26 3B 30 23 332 12 2 18 8 6 6 13 NT Negativo gnr
S253  27/08/2012 F CRF NR 26 32 30 23 28 22 22 15 6 6 7 14 NT Negativo gnr
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Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)*

Data do Fonte de

. AMC CTX EBEFT FOX CAZ CN AK CIP ENO NA TE FOS . . L

Isolado Local Identidade Diwersidade genética
Isolamento Isolamento R<13 R<22 R<19 R<14 R<17 R<12 R<14 R<15 R<15 R<13 R<11 R<12 R<12
S>18 $>26 $>23 S>18 S>21 S>15 S>17 S>21 S$>21 S>19 S>15 S>16 S>18

S254  27/08/2012 F CRF NR 26 3 30 24 24 20 19 14 6 6 6 12 NT Negativo gnr
S255  27/08/2012 F CRF NR 26 30 28 23 30 13 20 36 30 24 8 38 20 NR
S256  27/08/2012 F CRF NR 26 32 36 22 30 14 20 36 30 22 8 37 18 NR
Ec56  27/08/2012 F CRF Escherichia coli 18 30 24 26 28 20 19 28 19 16 6 10 NT gnrB19
Ec57 27/08/2012 F CRF Escherichia coli 24 32 26 28 30 6 2 30 22 18 6 29 NT gnrB19 / oqxAB
Ec58  27/08/2012 F CRF Escherichia coli 20 30 24 24 26 20 20 24 18 14 6 13 NT gnrB
Ec59 27/08/2012 F CRF NR 20 32 26 23 29 20 16 36 30 24 6 30 NT NR
Ec60 27/08/2012 F CRF NR 7 32 28 24 30 20 24 26 20 7 6 28 NT NR
Ec6l 27/08/2012 F CRF Escherichia coli 23 3B 26 27 30 6 22 28 22 18 6 30 NT gnrB / ogxAB
Lacl12 27/08/2012 F CRF NR 3 19 16 25 25 19 21 31 30 24 6 18 NT NR
Lac'113 27/08/2012 F CRF NR 188 36 25 25 30 22 24 36 34 30 29 36 NT NR
Lacl14 27/08/2012 F CRF NR 14 28 24 24 28 24 24 32 30 30 22 18 NT NR
Lacl1l5 27/08/2012 F CRF NR 6 30 21 24 28 22 20 30 28 24 6 28 NT NR
Lacl16 27/08/2012 F CRF NR 2 30 24 24 26 18 18 28 28 22 22 26 NT NR
Lac'117 27/08/2012 F CRF NR 2 30 24 24 28 20 21 34 28 24 8 30 NT NR
Lacl18 27/08/2012 F CRF NR 5 28 24 24 26 18 20 30 26 24 6 26 NT NR
Lacl19 27/08/2012 F CRF NR 21 30 24 24 26 10 20 30 28 24 6 22 NT NR
Lac120 27/08/2012 F CRF NR 15 30 24 25 21 23 24 30 32 30 22 19 NT NR
Lacl21 27/08/2012 F CRF NR 24 34 30 21 30 19 20 24 24 11 6 10 NT Negativo gnr
Lac122 27/08/2012 F CRF NR 14 18 16 24 26 19 20 30 30 24 6 28 NT NR
Lac'123 27/08/2012 F CRF NR 20 20 17 13 20 23 22 30 30 22 10 14 NT NR
Lac124 27/08/2012 F CRF NR 6 25 23 23 28 23 24 30 28 28 22 19 NT NR
Lacl25 27/08/2012 F CRF NR 21 28 23 24 25 10 19 30 30 22 6 27 NT NR
Lacl26 27/08/2012 F CRF NR 13 18 17 25 24 20 21 30 30 25 6 30 NT NR
Lac127 27/08/2012 F CRF NR 2 31 25 24 28 10 21 36 30 24 6 30 NT NR
Lac128 27/08/2012 F CRF NR 21 21 21 24 25 16 18 24 18 9 7 24 NT Negativo gnr
Lacl29 27/08/2012 F CRF Klebsiella pneumoniae 22 30 24 24 26 9 20 18 14 13 7 18 NT gnrB19 / oqxAB
Lac'130 27/08/2012 F CRF NR 26 34 30 27 30 2 22 W 26 7 6 31 NT Negativo gnr
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* De acordo com CLSI (2008; 2011).

Local: estabelecimento comercial onde foi obtida a amostra de carne.

AK: amicacina; AMC: amoxicilina/acido clavulénico; ATM: aztreonam; C: cloranfenicol; CAZ: ceftazidima; CIP:
ciprofloxacina; CN: gentamicina; CRO: ceftriaxona; CTX: cefotaxima; EFT: ceftiofur; ENO: enrofloxacina; ETP: ertapenem; FEP:
cefepima; FOS: fosfomicina; FOX: cefoxitina; IPM: imipenem; KF: cefalotina; LEV: levofloxacina; MXF: moxifloxacina; NA: &cido
nalidixico; OFX: ofloxacina; SAM: ampicilina/sulbactam; TE: tetraciclina; TOB: tobramicina; TZP: piperacilina/tazobactam.

NR: teste ndo realizado ou inconclusivo. NT: antibidtico ndo testado. “Mesma cepa”: cepas com o mesmo perfil de ERIC-PCR.

R: tamanho do halo que indica resisténcia ao antimicrobiano (nimeros marcados em vermelho); S: tamanho do halo que indica
sensibilidade ao antimicrobiano (nimeros marcados em preto); valores intermediarios a R e S indicam resisténcia intermediaria ao

antimicrobiano (nimeros marcados em verde).



