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Detecção de Salmonella, estudo serológico e perfil de resistências a 

antibióticos em animais selvagens e domésticos em Portugal  

 
 

Resumo 

 
Nos últimos anos, observou-se um rápido e preocupante aumento da resistência aos 

antibióticos e a emergência de estirpes multirresistentes de Salmonella sp. isoladas em 

animais e humanos. Tal facto, torna-se ainda mais preocupante pela sua associação a 

uma grande biodiversidade de serótipos.  

Este trabalho teve 5 objectivos principais: isolamento de Salmonella sp. de amostras 

de diferentes origens, serotipificação, determinação da resistência a diferentes 

antibióticos, detecção dos genes responsáveis por essas mesmas resistências e, avaliar 

os perfis proteicos obtidos a partir de análise proteómica. No entanto, a concretização 

desta investigação só foi possível graças a uma cooperação entre, a Universidade de 

Trás-os-Montes e Alto Douro (Vila Real, Portugal) e a Universidade de La Rioja 

(Logroño, Espanha) 

Nesta investigação, foram analisadas 243 amostras fecais de diferentes animais. 

Assim, a partir de 77 amostras fecais de javali, 77 amostras fecais de coelho selvagem, 

35 amostras fecais de porco bísaro e  54 amostras fecais de avestruz  procedeu-se ao 

isolamento de Salmonella sp. através do método descrito no anexo D da norma ISO 

6579:2002. De seguida, foram isoladas e serotipificadas as várias colónias e estudada a 

susceptibilidade a 16 antibióticos diferentes de acordo com as normas do CLSI. De 

acordo com o fenótipo de resistência detectado, foi utilizada a técnica de PCR para 

testar os vários genes responsáveis por essas mesmas resistências. Finalmente, 

extraíram-se as proteínas totais de 14 estirpes de Salmonella com origem, serótipo e 

perfil de resistência aos antibióticos distintos e, de seguida procedeu-se à técnica de 

electroforese SDS-PAGE. 

A detecção de Salmonella foi detectada em maior percentagem (85,7%) nos isolados 

de porco bísaro.  Para os isolados de coelho selvagem e javali, a detecção de Salmonella 

foi verificada em 49,4% e 22,1%, respectivamente.  Pelo contrário, as amostras de 

avestruz apresentaram uma percentagem de positividade muito baixa de 5,56%. 

Relativamente à serotipificação, foram detectados 5 serótipos diferentes sendo os 
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serótipos Salmonella Typhimurium e Salmonella Rissen os detectados em maior 

percentagem e presente em todas as diferentes origens. 

Apesar da inexistência de estirpes produtoras de β-lactamases de amplo espectro 

a maioria demonstrou resistência à ampicilina, tetraciclina e estreptomicina. Foi 

possível estabelecer uma relação entre o serótipo e a resistência a determinados 

antibióticos. Verificou-se que os isolados pertencentes ao serótipo S. Typhimurium 

apresentaram sempre resistência á ampicilina e cloranfenicol. Por sua vez, o serótipo S. 

Rissen apresentou sempre resistência à tetraciclina embora nunca ao cloranfenicol. A 

resistência ao ácido nalidíxico esteve sempre presente no serótipo S. Enteritidis. 

Recorreu-se à técnica de PCR para a caracterização de diferentes genes: tetA e 

tetB nos isolados com resistência à tetraciclina, aadA para os isolados que 

apresentavam resistência à estreptomicina e sul1 nas amostras resistentes ao 

sulfametoxazol-trimetoprim. Nenhum dos isolados com resistência à tetraciclina 

apresentou o gene tetB e, apenas os pertencentes ao serótipo S. Rissen apresentaram o 

gene tetA. Por sua vez, 63,8 % dos isolados com resistência à estreptomicina 

apresentaram o gene aadA. Finalmente, o gene sul1 foi verificado em 60,6% dos 

isolados resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim. 

Relativamente ao estudo dos integrões, nenhum isolados apresentou o Int-2 no 

entanto o Int-1 foi detectado em 75,8% dos isolados resistentes ao sulfametoxazol-

trimetoprim. Verificou-se ainda, que os isolados que apresentaram integrões possuem 

resistência a vários antibióticos.  

As evidências dos resultados do SDS-PAGE revelaram perfis proteicos distintos 

consoante as resistências estudadas. De facto, os resultados preliminares da avaliação do 

proteoma destas estirpes sugerem a possibilidade de algumas comparações através da 

electroforese bidimensional do tipo IEFxSDS-PAGE e a sua identificação através de 

espectrometria de massa com recurso à bioinformática.  

Estes resultados são preocupantes uma vez que, a maioria destes animais não estão 

expostos directamente a estes antibióticos, tendo sido possível, no entanto, isolar 

serótipos multirresistentes. Assim, é importante continuar a aperfeiçoar os sistemas de 

vigilância epidemiológica, para desta forma contribuir para uma melhor identificação, 

caracterização e combate de doenças infecciosas e o aumento da taxa de resistência.   

 

Palavras chave: Salmonella sp., javali, porco bísaro, coelho bravo, avestruz resistência 

a antibióticos. 
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seg. – Segundo. 

SRT – Estreptomicina. 

SXT – Trimetoprim-sulfametoxazol. 

Taq-polimerase – Thermus aquaticus-polimerase. 

TBE – Tris-borate-EDTA 

TCA – ácido tricloroacético  

TET – Tetraciclina. 

TET – Tetraciclina. 

TOB – Tobramicina. 

TSI – Triple Sugar Iron. 

μl - Microlitro. 

UR – Universidade de La Rioja. 

UTAD - Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro. 

UV - Ultra Violeta. 

V – Volts. 

W – Watt. 

XLD - Xilose Lysine Desoxycholate. 

 %— Percentagem. 

  



Preâmbulo 
 

Este trabalho encontra-se estruturado em sete capítulos os quais se passam, 

sumariamente, a descrever. 

 A tese inicia-se com uma revisão bibliográfica com a informação que suportou o 

trabalho de investigação. Assim no capítulo 1, começa-se por descrever o género 

Salmonella referindo as suas características gerais, a sua importância clínica e ainda, os 

métodos de detecção. Em seguida, apresenta-se uma breve descrição da Reacção em 

Cadeia pela Polimerase (PCR), utilizada neste trabalho, referindo as suas vantagens e 

desvantagens. Depois descrevem-se e classificam-se os antibióticos, descrevendo-se o 

impacto do seu uso e as possíveis alternativas. Segue-se a explicação sobre a resistência   

bacteriana aos antibióticos e sobre os mecanismos bioquímicos dessas resistências. 

Finalmente, na última parte deste capítulo são referidos e descritos três elementos 

genéticos responsáveis pela dispersão de genes de resistência: os plasmideos, os 

elementos genéticos transponíveis e os integrões.  

 No capítulo 2, são apresentados os objectivos propostos a alcançar com a 

realização desta investigação. 

O terceiro capítulo, é referente à componente prática, onde se encontram 

descritas todas as etapas do desenvolvimento experimental. Primeiramente descreve-se 

as amostras e a sua proveniência, e as técnicas utilizadas para isolar e serotipificar 

Salmonella sp., para determinar a sensibilidade a antibióticos, para a análise de genes 

responsáveis pelas resistências e, para a análise proteómica. 

No capítulo 4, são apresentados e descritos todos os resultados obtidos ao longo 

de todo o trabalho. 

O capítulo 5, é dedicado à discussão dos resultados obtidos ao longo do trabalho 

experimental. Neste capítulo os resultados do nosso trabalho são comparados com os 

obtidos em investigações semelhantes, e as semelhanças e diferenças entre os trabalhos 

são analisadas e explicadas. 

A conclusão final deste trabalho e a análise das perspectivas futuras, apresenta-

se no capitulo 6. 

Finalmente, o trabalho termina no capítulo 7, com a apresentação de  toda a 

bibliografia consultada e referida ao longo da tese.  

É ainda de referir que no final, são apresentados 3 anexos relativos à composição 

dos meios utilizados para o isolamento de Salmonella, das provas bioquímicas e, dos 
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meios utilizados nos teste de sensibilidade aos antibióticos. Finalmente, no anexo 4 

apresentam-se várias tabelas referentes às diferentes origens onde, estão expostos os 

resultados de resistência e sensibilidade a cada um dos antibióticos testados. 



3 

Capítulo 1 – Revisão Bibliográfia 

 

1.1. Introdução 

 

1.1.1. O género Salmonella 

 

As bactérias do género Salmonella, são microrganismos pertencentes à família 

Enterobacteriaceae, sendo conhecida há mais de um século (Poppe et al., 2005). 

Theobald Smith e Daniel Salmon foram os primeiros bacteriologistas a identificar o 

género quando, em 1885 isolaram Salmonella do intestino de porco (Araújo, 1996; 

Hald, 2001; Calva, 2005).  

Morfológica e bioquimicamente, as bactérias deste género apresentam-se na 

forma de bacilos rectos Gram-negativos, com metabolismo anaeróbio facultativo, são 

móveis (à excepção de S. Gallinarum e S. Pullorum), apresentam flagelos perítricos e 

não formam esporos (Holt et al., 1994; D’Aoust, 2000).  

Através da figura 1, é possível observar a morfologia das bactérias do género 

Salmonella. Uma das características morfológicas mais facilmente visível, são os 

flagelos perítricos os quais, permitem a mobilidade e favorecem o contacto entre a 

célula bacteriana e a célula alvo contribuindo desta forma para a sobrevivência deste 

tipo de bactérias e para a invasão das células do hospedeiro. No entanto, esta 

característica é considerada, por diversos autores, como não essencial para a invasão 

(Murray, 1986; McDonough et al., 1989).  

 

 

Figura 1 – Bactéria do género Salmonella vista por microscopia electrónica.  

(Fonte: www.uea.ac.uk/.../images/ large/salmonella.jpg) 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
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O género Salmonella encontra-se dividido em duas espécies distintas: 

Salmonella enterica e Salmonella bongori, as quais são diferenciadas entre si por 

características metabólicas. A espécie Salmonella enterica está por sua vez, dividida em 

6 subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizone, houtenae e indica. A 

diferenciação destas subespécies é feita através das suas características bioquímicas e 

genéticas (D’Aoust, 2000; Popoff, 2001; Calva, 2005)  

A nomenclatura deste género é muito complexa e tem evoluído ao longo dos 

tempos em que se utilizaram diferentes sistemas de nomenclatura. Os vários esquemas 

taxonómicos utilizados foram baseados em características bioquímicas, características 

serológicas, em padrões de electroforese de enzimas e na homologia de DNA (D’Aoust, 

2000). Por sua vez na nomenclatura dos serótipos, apenas os nomes dos serótipos da 

subespécie enterica mantiveram os seus nomes. Os nomes dos serótipos não se 

escrevem em itálico e a sua primeira letra é maiúscula. Apenas os serótipos da 

subespécie enterica têm um nome, os restantes serótipos são designados pela sua 

fórmula antigénica (Popoff, 2001). 

Cada subespécie contém, por sua vez vários serótipos definidos pela sua fórmula 

antigénica ou seja, tendo como base a estrutura antigénica do microrganismo (Sousa, 

2000; Calva, 2005). Assim, é necessário distinguir os três tipos principais de antigénios: 

- Somáticos ou O -  encontram-se presentes na parede celular constituídos por 

unidades repetidas de oligossacáridos. Existem mais de 60 antigénios O distintos sendo, 

distinguidos através de números árabes (Radcliffe and Holbrook, 2000; Calva, 2005); 

- Flagelares ou H – são constituídos por proteínas flagelares (flagelinas) 

(Radcliffe and Holbrook, 2000); 

- Capsulares ou K ou Vi – São constituídos por exopolissacáridos superficiais. 

Este tipo de antigénios é encontrado nos serótipos Typhi, Paratyphi e Dublim (D’Aoust, 

1997). 

 Tal como é possível visualizar na tabela 1, existem mais de 2500 serótipos de 

Salmonella descritos. (Molbak et al., 1999). 
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Tabela 1 – Número de serótipos das espécies de Salmonella enterica e Salmonella bongori (Adaptado de 

Popoff, 2001). 

Espécie Subespécie Nº de serótipos  

 

 

Salmonella enterica 

Enterica 1478  

Salamae 498  

Arizonae 94  

Diarizone 327  

Houtenae 71  

Indica 12  

Salmonella bongori                                         21  

Total 2501 

 

Mais de 99% dos serótipos identificados pertencem à espécie Salmonella enterica 

e, dentro desta, a subespécie enterica agrupa a maioria dos serótipos. É também esta 

subespécie que apresenta os serótipos com maior importância clínica. Por sua vez, a 

ocorrência da outra espécie do género Salmonella é extremamente rara (Holt et al., 

1994; Popoff, 2001). 

 Todos os serótipos de Salmonella sp. são considerados, desde há muito, como 

potencialmente patogénicos para o homem, sendo uns mais virulentos do que outros 

(Hughes, 1991). Segundo Notermans e Hoogenboom-Verdegaal (1992),  Salmonella 

Enteritidis e Salmonella Typhimurium são considerados serótipos muito invasivos. 

As bactérias do género Salmonella podem surgir em humanos, animais de 

sangue quente ou frio e ainda, no meio ambiente adoptando desta forma, um perfil 

ubiquitário (Notermans and Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Holt et al. 1994). A 

subespécie enterica está normalmente associada à ocorrência de doenças nos animais de 

sangue quente e no homem. Por sua vez, as restantes subespécies e também a espécie S. 

bongori são habitantes do ambiente e associadas a doenças nos animais de sangue frio 

(Swanenburg, 2000; Hald, 2001; Porwollik et al.,2004). As crianças, idosos e 

indivíduos com deficiência ao nível do sistema imunitário são considerados os mais 

susceptíveis ao desenvolvimento de sintomas mais severos após a infecção (Araújo, 

1996; McKane and Kandel, 1996). 

São vários os factores que podem influenciar o desenvolvimento de Salmonella 

sp. dos quais podemos destacar, a temperatura, o pH, a concentração em sais, a 

actividade da água (aw) e o nível de nutrientes (D’Aoust, 1991). As bactérias deste 

género apresentam uma elevada capacidade de adaptação a condições ambientais 
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extremas de uma forma muito rápida e, num amplo espectro de temperaturas que podem 

ir de 2ºC a 54ºC. No entanto, a temperatura considerada óptima para o seu 

desenvolvimento é de 37ºC (Wilcock and Schwartz, 1992; D’Aoust, 1997; Jordano, 

2002). Por sua vez, as bactéria do género Salmonella têm um pH óptimo entre 6,5 a 7,5. 

No entanto, segundo Araújo (1996), esta bactéria é capaz de sobreviver em meios com 

pH entre 4,5 e 9,5. A inactivação desta bactéria ocorre a pH menor que 5 e a 

temperaturas superiores a 60ºC (Araújo, 1996;  D’Aoust, 1997).  

Na tabela 2, estão representadas algumas características que podem ser utilizadas 

na diferenciação das subespécies de Salmonella sp. 

 

Tabela 2 – Característica diferenciais das espécies e subespécies de  Salmonella sp. (Adaptado de Popoff, 

2001). 

Espécie S. enterica S. bongori 

Subespécie Enterica Salamae arizonae Diarizone houtenae indica 

Malonato - + + + - - - 

Gelatinase - + + + + + - 

Sorbitol + + + + + - + 

Galacturonato - + - + + + + 

Β-glucuronidase D D - + - d - 

Salicina - - - - + - - 

Lactose - - - + - d - 

y-glutamiltransferase + + - + + + + 

Legenda: + » 90% ou mais dos resultados positivos; - » 90% ou mais dos resultados negativos; d » 

resultados diferentes consoante os serótipos. 

 

Os isolados de Salmonella sp. são facilmente reconhecidos através dos 

resultados de provas especificas. Assim, os isolados em agar Triple Sugar Iron (TSI) 

produzem ácido e gás a partir da glucose e H2S. Por sua vez, em meios com lisina 

devem produzir uma reacção alcalina resultante da descarboxilação da lisina. Por outro 

lado, estes isolados são incapazes de hidrolisar a ureia. Existem ainda outras provas 

bioquímicas que se realizam para identificar os isolados de Salmonella tal como, a 

catalase (positiva) e a oxidase (negativa) (D’Aoust, 1997; Holt et al., 1994). 
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1.1.2. O papel de Salmonella sp. nas doenças de origem alimentar 

 

Os microrganismos patogénicos por provocarem doenças de origem alimentar, 

constituem uma preocupação permanente. Destes microrganismos patogénicos, destaca-

se Salmonella sp. uma vez que, esta é a responsável pelo grande aumento de surtos 

distribuídos por todo o mundo (Tokumaru et al., 1990; Arnold et al., 2004; Poppe et al., 

2005).  

A salmonelose humana é por definição, uma doença maioritariamente de origem 

alimentar que afecta um grande número de pessoas e, os seus veículos de transmissão 

são tão amplos que é considerada uma das mais importantes toxinfecções alimentares 

(D’Aoust, 1999). A salmonelose humana pode classificar-se em dois grandes grupos 

que originam condições clínicas distintas: a febre entérica e a enterocolite causada por 

microrganismos não tifóides  (Tietjen and Fung, 1995; Araújo, 1996). 

A febre entérica (tifóide e paratifóide) pode ser resultado de um contacto com o 

individuo infectado ou, através de ingestão de alimentos ou água contaminada. Para que 

esta doença infecciosa grave se estabeleça é necessário apenas uma pequena dose 

infectante (D’Aoust, 2000; Swanenburg, 2000). Por sua vez, a salmonelose não tifóide 

provocada por microrganismos não tifóides, é registada como uma das mais importantes 

causas de toxinfecções alimentares de origem bacteriana (Calva, 2005). 

No Homem, os sintomas associados à salmonelose variam de acordo com a 

estirpe envolvida e a resistência do hospedeiro. Normalmente, os sintomas clínicos são 

característicos de uma gastroenterite febril que se define pela ocorrência de diarreia, dor 

de estômago, febre acima de 40ºC, dor de cabeça, vómito, náuseas e mal-estar. Nos 

quadros clínicos mais violentos 2% dos pacientes morrem. Os casos fatais resultam da 

desidratação, falência renal e/ou choque septicémico (Baird-Parker, 1994; Mead et al., 

1999). 

Pode-se afirmar no entanto, que raramente se morre de infecção provocada por 

Salmonella sp. (Swanenburg, 2000). Apesar disso, este tipo de toxinfecções leva a 

custos elevados resultantes do tratamento da doença e da investigação a nível de saúde 

pública. Leva ainda, a perdas económicas graves dos fabricantes dos alimentos dito 

contaminados causadores das toxinfecções (Notermans and Hoogenboom-Verdegaal, 

1992; D’Aoust, 1994; Sockett and Todd, 2000). Cerca de 4 biliões de dólares é o 

prejuízo anual na economia norte americana decorrente do problema da salmonelose no 

homem e em animais (Mead et al. 1999). 
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As bactérias deste género são umas das principais responsáveis por doenças de 

origem alimentar humana. No mundo elas representam cerca de 10-15% de casos de 

gastroenterite aguda (Jay, 2000). São vários os alimentos responsáveis pela transmissão 

de Salmonella sp. para o homem nomeadamente, a carne, os ovos, o peixe, as frutas e 

vegetais, o leite e os seus derivados (Berends et al., 1998; Giovannacci et al., 2001). 

Destas fontes, a carne de frango, ovos e suínos são consideradas as principais fontes de 

transmissão de Salmonella sp. para o homem (Blaha, 2001; Cortez et al., 2006).  

A distribuição ubíqua de Salmonella sp. no meio ambiente, a sua prevalência na 

cadeia alimentar global, a sua adaptação fisiológica a diferentes ambientes, a sua 

resistência a condições adversas, a sua virulência, a patogenicidade das suas estirpes 

invasivas, a sua resistência a inúmeros antibióticos, o continuo aumento global dos 

casos de salmonelose humana e o impacto económico na indústria alimentar, tornam 

necessária a continua vigilância e investigação desta bactéria (D’Aoust, 1994; 

Fernández, 2006).  

Nos últimos anos tem-se verificado um aumento dos registos em alguns países 

industrializados, contituindo a sua prevenção um motivo de crescente preocupação na 

Europa (Heijden, 1995; Jordano, 2002). Portugal não constitui uma excepção, tendo-se 

constatado que, Salmonella sp. foi entre 1992 e 2001, a principal responsável pelos 

casos de toxinfecções alimentares (Novais, 2003).  

Para este aumento de casos de salmonelose, têm surgido diferentes justificações 

por parte de vários investigadores. Destaca-se o comércio internacional de alimentos em 

crescimento, o aumento do consumo de alimentos pré-confeccionado, o consumo de 

alimentos crus ou mal cozinhados e, o armazenamento inadequado dos alimentos 

quando guardados a temperatura inadequada. Devido aos elevados níveis de higiene que 

actualmente são impostos pelos países mais desenvolvidos, também levou a uma 

diminuição da resistência humana às infecções (Araújo, 1996; Hogue et al., 1998; 

Vieira-Pinto, 2006). 

Desta forma, é recomendado que a nível interno os países desenvolvam e 

melhorem a investigação dos incidentes de Salmonella sp. Ao mesmo tempo, a nível 

internacional, devem ser elaboradas medidas que levem a uma melhoria na investigação 

e na vigilância (Novais, 2002). 

 

 

 



9 

1.1.3. Métodos de detecção de Salmonella sp. 

 

Segundo vários investigadores, o controlo de Salmonella sp. tem de ser feito 

recorrendo a métodos eficazes e sensíveis por forma a obter resultados positivos em 

tempo apropriado para a tomada de medidas rápidas e eficazes (Groody, 1991; Wyatt et 

al., 1991; Hill and Jinneman, 2000). O método de cultura microbiológica para pesquisa 

de Salmonella baseia-se na capacidade de multiplicação dos microrganismos até ao 

aparecimento de colónias visíveis (Beckers et al., 1985). Na figura 2 encontram-se 

ilustradas as várias etapas do método baseado na norma ISO de referência que, apesar 

de estar bem definido e ser amplamente aplicado, é complexo e bastante moroso (no 

mínimo 5 dias), devido às inúmeras fases analíticas que antecedem o seu isolamento e a 

sua identificação (Groody, 1991; Hill and Jinneman, 2000; Dazi et al., 2001). Este 

método encontra-se dividido em 4 fases (Beckers et al., 1985; Bernardo and Machado, 

1990; D’Aoust et al., 1992; Tietjen and Fung, 1995; Taveira, 2000): 

 

i. Fase de pré-enriquecimento não selectivo - permite a revitalização de 

células debilitadas até uma condição estável para multiplicação; 

 

ii. Fase de enriquecimento selectivo - realizada com recurso a um meio com 

substâncias inibidoras, para promover a multiplicação selectiva de 

Salmonella; 

 

 

iii. Sementeira em meios de ágares selectivos e diferenciais - restringe o 

desenvolvimento de outras bactérias, permitindo o isolamento de 

colónias sugestivas de Salmonella sp.;  

 

iv. Caracterização das colónias – através de provas bioquímicas e 

sorológicas. 
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Figura 2  -  Diagrama ilustrativo da sequência de passos necessários para o isolamento de Salmonella sp. 

em fezes de animais descrito no anexo D Norma 6579:2002. 

 

 Este método apresenta no entanto algumas desvantagens tais como, ser um 

método pouco sensível uma vez que, a detecção de Salmonella por vezes é impedida 

pela presença de outros microrganismos (Beckers et al., 1987). Além disso, segundo 

alguns autores não é capaz de dar uma resposta rápida que permita um controlo eficaz 

do agente, não lhe permitindo, igualmente ser considerado um método ideal para 

monitorização de rotina de um grande número de amostras (De Medici et al., 1998; Seo 

et al., 1999).  

Muitos outros métodos têm sido estudados e aperfeiçoados para tentar combater 

as desvantagem do método anterior (Tietjen and Fung, 1995). Aqueles que despertam 

mais interesse e os que são mais utilizados são os métodos genéticos e os imunológicos 

(Blackburn, 1993; Feng, 2001). A grande vantagem destes métodos em relação ao  

método de cultura microbiológica é o facto de serem muito específicos e sensíveis uma 
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vez que, permitem a detecção de microrganismos mesmo quando estes se encontram a 

baixas concentrações (Barbour and Tice, 1997; Hill and Jinneman, 2000).  

No entanto, para um eficiente controlo de Salmonella sp. não basta detectar este 

agente mas, também definir e identificar as fontes e as vias de disseminação (Millemann 

et al., 1995; Giovannacci et al., 2001). Par tal, têm sido testados diversos métodos e 

existe actualmente uma grande diversidade. Dentro destes métodos, pode-se destacar 

pela sua especificidade, sensibilidade e eficácia, os métodos genéticos (Fang et al., 

2003; Oliveira et al., 2003). 

 Os métodos imunológicos baseiam-se na detecção antigénica por sua vez, os 

métodos genéticos baseiam-se na avaliação dos ácidos nucleicos (Blackburn, 1993; 

Taveira, 2000; Feng, 2001). No entanto, tendo em conta algumas desvantagens dos 

métodos imunológicos, tais como o facto da expressão dos genes das características a 

analisar poder ser afectada por factores ambientais (Fitts, 1985; Versalovic et al., 1993) 

para além da detecção de falsos-positivos devido a reacções cruzadas (D’Aoust, 2000), 

consideram-se os métodos genéticos mais sensíveis e menos dispendiosos na detecção 

de Salmonella sp. (Versalovic et al., 1993). 

Um dos métodos genéticos mais aplicados em microbiologia alimentar são os 

que se baseiam em reacções de hibridação ou de amplificação por PCR (Hartamn, 1997; 

Wiedemann, 2004). A grande vantagem deste métodos é a grande sensibilidade que 

apresentam na detecção de microrganismos patogénicos quando estão presentes em 

número reduzido (Feng, 2001). 

 

 

1.2. A técnica de Reacção em Cadeia pela Polimerase (PCR)  

 

A vigilância e o controlo epidemiológico efectivo de Salmonella sp. bem como 

de outros microrganismos patogénicos, necessitam de métodos de tipificação precisos e 

sensíveis para que o sucesso e credibilidade das investigações sejam garantidos 

(Gautom, 1997).  

Em muitas ocasiões, a amostra de DNA era demasiado pequena ou demasiado 

antiga para poder ser analisada no entanto, esta limitação deixou de ser um problema 

quando em 1985, Kary Mullis desenvolveu uma técnica que hoje designamos por 

reacção em cadeia pela polimerase (PCR). Esta técnica é hoje um instrumento de uso 
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rotineiro nos laboratórios de genética molecular que a utilizam para amplificar 

rapidamente regiões de DNA (Tamarin, 1999). 

Esta técnica de PCR veio revolucionar a ciência e passou a ser aplicada nas mais 

diversas áreas. Por exemplo, esta técnica pode ser usada no diagnóstico médico, na 

detecção de doenças hereditárias e infecciosas, no mapeamento genético, nos testes de 

paternidade e testes forenses, na avaliação da presença ou ausência de mutações e 

estudos moleculares de evolução (Matos, 2001; Videira, 2001). 

No nosso trabalho, após a detecção de resistência a antibióticos para cada uma 

das estirpes, utilizamos esta técnica para a detecção de genes responsáveis por essas 

mesmas resistências. 

Esta técnica tem como base a propriedade do DNA de poder ser desnaturado 

quando se encontra em solução líquida, a temperatura elevada, e replicado em presença 

de uma polimerase termoestável e de primers adequados. Tal permite a amplificação in 

vitro de um fragmento compreendido entre dois primers (Saiki et al., 1985). Um 

fragmento de DNA pode ser amplificado mais de 10
6
 vezes, em cada uma das reacções 

de PCR (Olsen,1999). 

Num ciclo de PCR, para que a síntese de novas cadeias de DNA ocorra,  é 

necessário a intervenção de vários componentes tais como, a Taq-polimerase, primers 

para iniciar a síntese de DNA, desoxirribonucleosídos trifosfato ―dNTPs‖, tampão para 

manter o pH, água ultra pura e o DNA molde (Videira; 2001). 

 Cada amplificação é constituída por três etapas repetidas ciclicamente, tal como 

se pode observar pela figura 3. Cada uma é efectuada a temperatura apropriada e 

controlada e, durante um período de tempo determinado (Taveira, 2000): 

1. Desnaturação térmica das cadeias duplas de DNA (92º-95ºC); 

2. Hibridação (ligação) dos primers às sequencias iniciadoras, que lhe são 

complementares. Ocorre a determinada temperatura conforme as condições 

de restringência; 

3. Extensão das pequenas regiões de cadeia dupla originadas. Inicia-se pela 

extremidade 3’-OH livre dos primers e a Taq polimerase adiciona 

nucleótidos complementares da cadeia. Esta etapa realiza-se a temperaturas 

entre 68º-72ºC.  
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Figura 3  – Esquema representativo da reacção de PCR. 

(Fonte: http://www.sobiologia.com.br/Biotecnologia/PCR.php) 

 

Os primers são desenhados e sintetizados de modo a ligarem-se às extremidades 

opostas (3’) de cada uma das cadeias de DNA molde que se pretende amplificar. O 

emparelhamento dos primers é realizado através de pontes de hidrogénio, segundo o 

emparelhamento convencional Adenina-Timina e Citosina-Guanina (Videira, 2001). 

Este método apresenta inúmeras vantagens tais como, a quantidade de DNA a 

utilizar ser reduzida, o material genético a utilizar poder estar em estado de conservação 

não perfeito, a quantidade de material gerado ser elevada, serem necessários poucos  

equipamentos e reagentes, a simplicidade, sensibilidade e especificidade do método. 

Além disso, é um método muito rápido e os custos são relativamente mais baixos 

(Versalovic et al., 1993; Hald, 2001; Eriksson et al., 2005). 

No entanto, esta técnica também tem algumas limitações das quais se podem 

destacar, a necessidade de se conhecer a sequência de DNA a amplificar para que 

possam ser sintetizados os primers específicos e o facto de esta técnica ser muito 

sensível e por isso, facilmente poder sofrer contaminação da amostra por DNA estranho  

(Van Belkum et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

http://www.sobiologia.com.br/Biotecnologia/PCR.php
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1.3. Os antibióticos 

 

1.3.1. Descrição e Classificação 

 

Os antibióticos são de uma forma geral, definidos como substâncias naturais 

produzidas por microrganismos como bactérias e fungos (Poeta, 2006).  Na sua maioria, 

os antibióticos são apenas parcialmente metabolizados pelos organismos, e poucos são 

biodegradáveis em meio aquático (Kummerer, 2004). Segundo o tipo de acção, os 

antibióticos podem ser classificados de bacteriostáticos se inibem o crescimento ou a 

proliferação de bactérias, ou de bactericidas se provocam a sua morte (Poeta,2006).  

Dada a natureza procariótica da célula bacteriana, os antibióticos usados na 

terapêutica devem distinguir as diferenças biológicas entre esta célula e a célula 

humana. O grupo dos antibióticos é muito heterogéneo, desde os activos na parede 

celular até aos antibióticos inibidores de síntese proteica (Sousa et al., 1999). Assim, 

segundo o seu tipo de acção, os antibióticos podem classificar-se como: 

 

Antibióticos inibidores da síntese do peptidoglicano 

 Os β-lactâmicos são um grupo de antibióticos constituídos por, penicilinas, 

cefalosporinas, monobactâmicos, carbapenemos e os inibidores das β-lactamases. Estes 

antibióticos actuam na síntese da parede celular mediante a inibição de enzimas 

importantes para a formação do peptidoglicano (Livermore, 1995).  

Todos os elementos deste grupo apresentam um anel β-lactâmico constituído por 

3 átomos de carbono e um de nitrogénio, com radicais substituintes. Este anel, nas 

penicilinas encontra-se fundido com um anel tiazolidina mas, nas cefalosporinas 

encontra-se fundido com um anel di-hidrotiazina (Sousa et al., 1999). 

 Este grupo constitui o grupo mais amplo utilizado na clínica veterinária e 

humana (Livermore, 1995) pois, apresentam uma toxicidade selectiva uma vez que, as 

células humanas não contém parede celular (Sefton, 2002).  

 

Antibióticos inibidores da síntese proteica 

 Estes antibióticos actuam nos ribossomas 70S bacterianos e, de uma forma geral, 

não afectam a síntese proteica nas células eucarióticas (Sousa et al., 1999). No grupo 

dos aminoglicósidos estão incluídos vários antibióticos de amplo espectro e 

bacteriocinas tais como, apramicina, estreptomicina, canamicina, neomicina, 
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gentamicina, netilmicina (Sefton, 2002). Estes são constituídos por um anel 

aminociclitol, derivado do inositol, unido a açucares aminados através de ligações 

glicosídicas (Sousa et al., 1999). 

 Os antibióticos que pertencem ao grupo das tetraciclinas são: a oxitetraciclina, 

tetraciclina, clorotetraciclina e doxiciclina (Walsh, 2003). Todos têm em comum um 

núcleo hidroxinaftaceno, formado por 4 anéis benzénicos fundidos, o que originou a sua 

designação. A clorotetraciclina foi o terceiro antibiótico a ser utilizado terapeuticamente 

(Sousa et al., 1999). Por sua vez, a tetraciclina apresenta um efeito bacteriostático uma 

vez que é capaz de inibir a síntese de proteínas evitando a união do local aminoacil 

ARNt à subunidade ribossomal 30S (Walsh, 2003). 

 Finalmente, o cloranfenicol inibe a síntese proteica a nível da subunidade 50S 

dos ribossomas bloqueando desta forma, a peptidil transferase e impedindo a formação 

de pontes peptídicas entre os aminoácidos da cadeia em crescimento (Sefton, 2002).   

 

Antibióticos inibidores da síntese dos ácidos nucleicos 

As quinolonas são agentes antibacterianos de síntese, derivados do ácido 

nalidíxico. Quimicamente são 4-oxo-1,4-dihidroquinolinas, mas normalmente são 

designados de 4-quinolonas (Sousa et al., 1999). 

Este grupo inclui vários antibióticos entre os quis se podem destacar, 

ciprofloxacina, ácido nalidíxico, danofloxacina, flumequina e marbofloxina. Estes 

antibióticos exercem a sua acção depois de penetrarem no citoplasma bacteriano e, no 

interior da célula, actuam sobre a replicação de DNA através de mecanismos complexos 

inibindo, a DNA girase e a topoisomerase IV (Walsh, 2003). 

Actualmente, a maioria destes agentes utilizados em clínicas são fluorados uma 

vez que, são consideravelmente mais activos e possuem um espectro de acção maior 

(Sousa et al., 1999). 

 

Antibióticos inibidores da síntese de ácido fólico 

As sulfonamidas como o sulfametoxazol e o trimetoprim, são agentes 

antibacterianos sintéticos de amplo espectro e com actividade frente a uma grande 

variedade de microrganismos. Estes antibióticos actuam bloqueando a síntese de ácido 

fólico (Masters et al., 2003).  
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As sulfonamidas são análogos estruturais do ácido p-aminobenzoico.  Por sua 

vez, o trimetoprim é um análogo estrutural da porção pteridina do ácido dihidrofólico e 

pode actuar sinergicamente com o sulfametoxazol (Sousa et al., 1999).  

 

1.3.2. Impacto do uso de antibióticos 

 

Alexandre Fleming marcou a história da medicina quando, em 1928 descobriu 

da penicilina. Mais tarde foi descoberta a estreptomicina, iniciando, desta forma, a era 

dos antibióticos inibidores da síntese proteica. Uma vez que, a utilização dos 

antibióticos simbolizava  o triunfo dos antibióticos contra as bactérias patogénicas 

responsáveis por graves doenças, a aplicação de antibióticos foi considerado o maior e 

mais importante sucesso do século XX (Ferber, 2003). 

No entanto, nos últimos anos a comunidade científica tem mostrado um grande 

interesse no problema da resistência aos antibióticos, devido às graves consequências no 

tratamento de doenças infecciosas. Muitos trabalhos científicos têm mostrado a relação 

íntima entre os antibióticos utilizados em animais e humanos e, o aparecimento de altas 

resistências em bactérias de elevada importância em patologia humana e animal 

(Piddoch, 1996; Witte, 1998; Torres and Zarazaga, 2002). 

Um antibiótico ao ser administrado apenas provoca a selecção dos mutantes 

resistentes da população. O antibiótico inibe ou mata as bactérias, mas não afecta os 

poucos indivíduos que, por mutação espontânea adquiriram resistência. Estes indivíduos 

multiplicam-se, de modo a que no final, são os que prevalecem (Goodman and Guilman, 

1996).    

Pelo facto de poderem ocorrer amplas variações na sensibilidade de diferentes 

estirpes da mesma espécie bacteriana aos agentes antimicrobianos, antes de se escolher 

um antibiótico, é necessário obter informação sobre o padrão de sensibilidade do 

microrganismo infectante. Assim, pode-se afirmar que o êxito da terapia baseada nos 

antibiogramas depende, do conhecimento da sensibilidade do agente etiológico in vitro. 

O método da dupla difusão em disco é o mais utilizado para detectar a sensibilidade das 

bactérias aos antibióticos. Uma das aplicações dos antibiogramas tem como finalidade 

orientar o médico na escolha do antibiótico mais indicado para combater a bactéria 

isolada no processo infeccioso (Goodman and Guilman; 1996).     
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  1.3.3. As alternativas actuais 

 

O uso exagerado de antibióticos leva a uma diminuição da eficiência destes ao 

mesmo tempo que, aumenta a morbilidade e a mortalidade, criando-se uma maior 

dificuldade em encontrar um tratamento adequado. Assim, os tratamentos são cada vez 

mais prolongados tornando-se necessária a substituição dos fármacos por outros 

antibióticos mais caros e mais tóxicos (Luna et al., 2001; Camargo, 2003). 

Uma das alternativas recomendadas é o uso de probióticos que são 

microrganismos que se incluem na dieta estimulando o sistema imunitário e actuando no 

metabolismo intestinal, tornando-o mais eficiente (Anadon et al., 2006). Outras 

alternativas são as enzimas adicionadas às dietas de suínos e frangos que melhoram o 

nível de digestão e, consequentemente, o aproveitamento dos nutrientes (Errecalde, 

2004). Também os ácidos orgânicos, extractos vegetais, óleos essenciais e os 

probióticos, são algumas das opções aos antibióticos usados como promotores (Anjos, 

2006). As bacteriocinas podem também oferecer uma solução alternativa uma vez que, 

permitem diminuir a intensidade de selecção de resistência a antibióticos (Riley and 

Wertz, 2002). 

O Homem pode aproveitar esta grande diversidade de moléculas para as utilizar 

como inibidores de microrganismos patogénicos nos alimentos e como antibióticos 

alternativos em medicina humana e veterinária de forma a evitar o aparecimento de 

estirpes multirresistentes (Rojas, 2004). 

Desta forma, é importante e imprescindível continuar com os estudos 

relacionados com a vigilância da resistência aos antibióticos e dos factores de 

virulência. 
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1.4. A resistência bacteriana aos antibióticos e a sua importância na 

saúde humana e animal 

 

A primeira descrição de resistência bacteriana a antibióticos foi feita em 1940, 

por Abraham e Chain, quando isolaram estirpes S. aureus produtoras de penicilinases ou 

seja, de enzimas inactivadoras de penicilinas. Em 1950 surgiu, no Japão estirpes de 

Shigella resistentes às sulfonamidas e, dois anos mais tarde, estirpes co-resistentes às 

sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina (Neva and Brown, 1994).  

Nos últimos anos, a resistência a antimicrobianos tem aumentado 

significativamente. As bactérias Campylobacter e Salmonella são dois exemplos de 

microrganismos que se têm apresentado cada vez mais resistentes a antibióticos, 

particularmente a quinolonas e cefalosporinas de terceira geração (Angulo et al., 2004). 

A resistência antimicrobiana tem constituído um assunto amplamente estudado 

em todos géneros bacterianos, sendo que, no caso dos responsáveis por zoonoses 

merece especial atenção, pois pode ser transmitida via alimentos para os seres humanos 

(Aaerestrup, 1999). Tem-se vindo a assistir ao aumento global do uso de antibióticos na 

medicina, veterinária e agricultura, bem como a persistência destes compostos no meio 

ambiente constitui um sério problema (Kummerer , 2003; Schluter et al., 2007; Kim and  

Aga, 2007).  

O fraco controlo do uso de antibióticos como promotores do crescimento de 

animais de consumo, levantou durante muitos anos, controvérsia sobre o seu uso. No 

entanto, em 1970, na então Comunidade Económica Europeia (CEE), publicou-se a 

directiva 70/524 que estabeleceu que, apenas os antibióticos que tivessem efeito 

demonstrado sobre o crescimento animal poderiam ser utilizados. Desta forma, na 

Europa, as tetraciclinas e β-lactâmicos foram proibidas (Phillips et al., 2004). Uma vez 

que naquela altura ainda não havia provas concretas sobre a relação causa-efeito do uso 

dos antibióticos, estas proibições geraram grande problemática. Esta lista de proibições 

sofreu, ao longo dos tempos, modificações (Turnidge, 2004). 

A selecção e disseminação de clones e genes é também muito elevada a nível 

hospitalar onde o uso de antimicrobianos é inevitável. A ligação entre os antibióticos 

utilizados em hospitais e o aumento das resistências, pode ser demonstram através de 

vários factores, tais como (McGowan, 1987):  

- A resistência ser mais prevalente em estirpes hospitalares;  
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- Mudanças na prescrição da antibióticos induzem alterações nos padrões de 

resistência;  

- As Unidades de Cuidados Intensivos, uma vez que são zonas hospitalares com 

maior uso de antibióticos, apresentam maior prevalência de estirpes resistentes;   

-  O uso prolongado da terapia anti-bacteriana induzem aumentos na resistência; 

-  O risco de infecções mais graves pode aumentar devido ao aumento de doses de 

antibiótico elevadas. 

 

O desenvolvimento de resistência bacteriana, para além de determinar uma menor 

eficácia do antibiótico, também pode representar um potencial de risco para a saúde 

pública, uma vez que, o contacto dos animais com o Homem pode aumentar a 

ocorrência de resistência a bactérias (Bongers et al., 1995). 

O uso crescente de antimicrobianos tem sido acompanhado da emergência de 

linhagens resistentes em diversos microrganismos, inclusive patogénicos (Fedorka-Cray 

et al., 1998). A resistência bacteriana pode ser transferida por diversos mecanismos, 

podendo estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma população ou de 

diferentes populações, como da microflora animal para humana e vice-versa (Nijsten et 

al., 1993). 

Durante décadas a ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram 

os agentes antimicrobianos recomendados para o tratamento de infecções causadas por 

Salmonella. Taxas elevadas de resistência a esses agentes têm reduzido 

significantemente a eficácia desses antibióticos para o tratamento dessas infecções 

(Bradford et al., 1998). A resistência a antimicrobianos surgiu de forma crescente. Além 

da pressão selectiva exercida pelo uso excessivo de antibióticos, há evidências na 

literatura que sugerem o aparecimento de espécies multirresistentes devido a utilização 

de antibióticos em pecuária (Hakanen et al., 1999).  

A resistência antimicrobiana é comum entre os serótipos de Salmonella. Muitas 

das estirpes apresentam grande potencial zoonótico provocando doença tanto em 

animais domésticos como nos humanos, sendo os alimentos de origem animal o 

principal veículo de transmissão destes organismos resistentes (Varma et al., 2005). S. 

Typhimurium e S. Newport são os serótipos de Salmonella que têm apresentado mais 

estirpes multirresistentes (Angulo et al., 2004; Yan et al. 2003). 

Estudos realizados revelaram que a necessidade de hospitalizações para seres 

humanos é 2,5 vezes maior em surtos ocasionados por estirpes de Salmonella resistentes 
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a antibióticos quando, comparada com os ocasionados por estirpes sensíveis. Tal facto, 

demonstra a importância do estudos sobre a resistência a antibióticos em Salmonella sp. 

e sua importância na saúde humana e animal (Farrinton et al., 2001; CDC, 2002).  

As bactérias apresentam uma elevada diversidade de mecanismos de resistência 

aos antibióticos. Podem-se destacar quatro tipos de mecanismos de resistência 

principais:  

 

1. Modificação dos locais alvo 

 

As bactérias podem adquirir mutações que modificam certas características do 

alvo, diminuindo a afinidade com o medicamento (Poeta et al., 2007). A modificação do 

alvo devido às enzimas alteradas dihidropteroato sintetase e dihidrofolato redutase, 

conferem resistência às sulfonamidas e trimetoprim respectivamente (Sefton, 2002).  

Por sua vez, a resistência às quinolonas e à novobiocina podem surgir através de 

mutações nos gene gyrA,  gyrC e gyrD (Reynolds, 1984; Sefton, 2002).  

 

2. Acumulação reduzida do antibiótico 

 

Este tipo de resistência pode ser intrínseco ou adquirido (Nikaido and Vaara, 

1985; Nikaido, 1988). A este mecanismo tem sido associada a resistência a vários 

antibióticos, nomeadamente, aminoglicosídeos, quinolonas, cloranfenicol, tetraciclinas e 

β-lactâmicos (deGroot, 1991). 

Os genes plasmídicos podem codificar proteínas membranares (tet A, B e C), as 

quais funcionam como bombas de efluxo de extrusão da tetraciclina, à custa de ATP. A 

tetraciclina, geralmente, inibe a síntese proteica bacteriana, interagindo com a 

subunidade ribossomal 30s (Bryen, 1989; Hancock and Woodruff, 1988). 

 

3. Inactivação do antibiótico 

 

Este mecanismo de resistência consiste na inactivação do antibiótico por 

intermédio de enzimas. Existem três grupos principais de enzimas:  

- Enzimas de modificação de aminoglicosídeos – estas enzimas podem ser de três 

tipos: acetiltransferases, adeniltransferases e fosfotransferases (Bryen, 1988); 
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- Cloranfenicol acetil transferases (CAT) – esta enzima encontra-se em 

plasmídeos ou transposões, e cataliza a desacetilação do cloranfenicol com a Coenzima 

A (CoA) . O composto resultante é inactivo na inibição da síntese proteíca (Bajanca-

Lavado, 1996); 

-  β-lactamases - Os antibióticos β-lactâmicos representam uma das classes 

terapêuticas mais utilizadas no tratamento de infecções bacterianas, tanto no meio 

hospitalar como na clínica veterinária, devido à sua baixa toxicidade e ampla margem 

terapêutica (Marín and Gudiol, 2003; Li et al., 2007). Estes antibióticos bloqueiam a 

síntese da parede celular bacteriana, através da inibição das enzimas transpeptidases, 

carboxipeptidases e transglicosidases, essenciais para a formação do peptidoglicano. 

Estas enzimas denominam-se de proteínas fixadoras da penicilina (Penicilin Binding 

Proteins - PBP) (Tipper,1985). 

 

4. Desvio metabólico 

 

A resistência exibida aquando a existência de um desvio metabólico caracteriza-

se pela síntese de um local alvo alternativo, para o antibiótico. Este é o principal 

mecanismo de resistência às sulfonamidas e ao trimetoprim. A resistência ao 

trimetoprim é uma consequência resultante da síntese de uma dihidropteroato sintetase 

alterada, normalmente localizada em plasmídeos (deGrott, 1991). 
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1.5. Elementos genéticos responsáveis pela dispersão de genes de 

resistência 

 

Os antibióticos não são os causadores de resistência mas, permitem que as 

resistências que surgem naturalmente numa população sobrevivam em relação a outras 

que não apresentam esse mesmo factor de resistência. A localização dos genes que 

codificam a resistência específica a um dado antibiótico, em elementos genéticos 

móveis permite a transmissão dessa resistência entre bactérias (Poppe et al., 2005).  

Existem quatro processos diferentes de transferência de genes de um 

microrganismo para outro: 

 1. A transformação é o processo muito eficiente de transferência genética em 

que o DNA que se encontra no ambiente é incorporado no genoma do receptor através 

de recombinação (Madigan et al, 1996; Lewin, 1996).  

2. A conjugação é um processo de transferência  unidireccional através do qual o 

DNA é transferido por contacto celular. Os genes que codificam a resistência a 

antibióticos encontram-se, frequentemente, em plasmídeos conjugativos (Davies and 

Smith, 1978). 

3. A transdução é o processo de transferência genética mediada por 

bacteriófagos. Através deste processo ocorre incorporação de DNA bacteriano no 

interior do bacteriófago, posteriormente pode ser transferido, através de infecção pelo 

fago, para outra bactéria (Madigan et al, 1996; Lewin, 1996). 

4. Finalmente, a transposição é o processo de transferência mediado por 

transposões. Este mecanismo envolve plasmídeos conjugativos, não conjugativos e 

cromossomas (Lupski, 1987). 

A multirresistência e certos factores de virulência em bactérias tem sido 

relacionada com a presença de plasmídeos e integrões, elementos que podem ser os 

responsáveis pela sua disseminação. A maioria dos isolados multirresistentes a 

antibióticos apresenta um gene localizado em cassete o qual codifica a resistência a 

vários antimicrobianos como ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol-

trimetoprim e tetraciclina (Poppe et al., 2005). 

 A localização de genes de resistência específicos nesses elementos genéticos 

moveis (plasmídeos, transposões ou genes cassete em integrões), permite a transferência 

da resistência entre bactérias que podem, inclusive, pertencer a géneros ou espécies 
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diferentes (Jacoby and Archer, 1991; Caratolli, 2001; Poppe et al., 2005). Tal é possível 

uma vez que, o conjunto destes elementos facilita a transferência horizontal de genes de 

resistência entre linhagens distintas e entre espécies de grupos filogenéticos bastante 

afastados (Coelho, 2001). 

É possível encontrar-se num mesmo elemento genético, vários genes implicados 

na resistência a distintas famílias de antibióticos, levando desta forma, ao surgimento de 

bactérias com fenótipo de multirresistência (Fluit and Schmitz, 2004).  

 

 

1.5.1. Plasmídeos 

 

Os plasmideos são moléculas de DNA de cadeia dupla, circulares e unidos 

covalentemente. Estes, são definidos como sendo elementos genéticos 

extracromossómicos com capacidade de replicação autónoma (Fernández, 2006). 

A transferência do plasmídeo entre estirpes e espécies bacterianas próximas é 

estabelecida por transferência genética entre duas bactérias (uma dadora e outra 

receptora) através do processo de recombinação genética. Desta forma, o DNA da 

bactéria dadora é incorporado no DNA da bactéria receptora (Hughes and Datta, 1983). 

  Estes elementos genéticos, normalmente, contém genes que não são essenciais à 

sobrevivência da bactéria, tais como genes que afectam a replicação, o metabolismo, a 

fertilidade bacteriana, a produção de toxinas, entre outros (Lewin, 1996). Estes 

elementos podem transportar um ou mais genes que lhe conferem a resistência a certos 

antibióticos. Na figura 4, o gene selectivo amp
r
 codifica a enzima  β-lactamase, que 

inactiva a ampicilina enquanto que o gene tet
r
 codifica a resistência a tetraciclina. No 

entanto, a bactéria não necessita de plasmídeos para a sua sobrevivência (Madigan et 

al., 2000). 
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Figura 4 – Diagrama representativo de um plasmídeo. 

(Fonte: www.dbio.uevora.pt/LBM/Foco/Hospedeiros/Image35.gif) 

 

 

1.5.2. Transposões 

 

Os elementos genéticos transponíveis podem ser também designados como 

elementos genéticos móveis. Estes elementos genéticos são caracterizados como sendo 

pequenos fragmentos de DNA móveis que, constituem partes de cromossomas ou de 

plasmídeos para além de apresentarem capacidade de movimento de um lugar para 

outro dentro do genoma (Haren et al., 1999).  

Na maioria dos casos, esse movimento é aleatório e acontece com uma 

frequência muito reduzida. Os elementos genéticos móveis incluem transposões, que se 

movem apenas numa única célula, e os bacteriófagos que se movem entre bactérias. 

Assim podem-se considerar  três classes de tranposões (Lewin, 2001):  

- Transposões exclusivos de DNA; 

- Retrotransposões semelhantes a retrovírus; 

- Retrotransposões de origem não-retroviral.  

No entanto, ao contrário dos plasmídeos definidos no ponto anterior, estes 

elementos não apresentam capacidade de replicação autónoma (Haren et al., 1999). 

Estes elementos facilitam a transmissão da resistência a antibióticos, que também pode 

estar codificada nos genes do cromossoma bacteriano, para novas linhagens bacterianas 

(Coelho, 2001). Desta forma, têm um profundo impacto na estrutura e função dos genes, 

bem como na organização dos cromossomas na espécie (Daboussi, 1997). 
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Segundo vários autores, os elementos genéticos móveis são responsáveis por um 

elevado número de mutações espontâneas, o que leva a modificações na expressão dos 

genes, alteração das sequências de bases e a modificações estruturais nos cromossomas 

(Langin et al., 1995; Deschamps et al., 1999; Hua-Van et al., 2000). 

 

1.5.3. Integrões 

 

Os integrões são elementos genéticos que foram descobertos no inicio da década 

de 80, através de um estudo molecular a determinados genes de resistência onde se 

verificou a existência de uma sequência comum na região 59 que apresentava um 

promotor e, um gene codificante de uma integrase semelhante às descritas nos 

bacteriófagos (Sabaté and Prats, 2002). 

Estes elementos assemelham-se aos transposões, mas não possuem sequências 

terminais repetidas, nem codificam as proteínas necessárias para a sua transposição. 

Estes podem ser caracterizados pela presença de sequências específicas para o alvo de 

integração. Apresentam a capacidade de adquirir diversos genes para a resistência aos 

antibióticos e de os expressar através de promotores intrínsecos (Stokes and Hall, 1989). 

De uma forma geral e, tal como é possível observar pela figura 5, os integrões 

são constituídos por 3 elementos essenciais à captura e expressão de genes exógenos: 

um gene que codifica uma integrase (intI); o lugar de recombinação sítio-específico 

(attI) e, um promotor (Pant) necessário para a  expressão dos genes cassete integrados. 

Por vezes, pode ainda surgir um segundo promotor mais forte (P2), localizado 39pb do 

primeiro promotor (Fluit and Schimtz, 1999). 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática da estrutura geral dos integrões 

 (adaptado de Fernández, 2006) 
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Os integrões não são móveis mas encontram-se, frequentemente, associados a 

transposões localizados em plasmídeos conjugativos (Olsen, 1999; Mazel, 2006). 

A presença de integrões é frequentemente descrita em estirpes clínicas de 

humanos no entanto, existem alguns estudos que descrevem a presença de integrões em 

estirpes isoladas de animais de companhia, animais para consumo, água, solo e 

alimentos (Roe et al., 2003; Sáenz et al., 2004).   

Os integrões caracterizam-se pela capacidade de reconhecimento de uma ampla 

variedade de sequências de recombinação, e pela capacidade ilimitada de intercâmbio e 

reserva de genes cassete. Além disso, estas estruturas funcionam como sistemas de 

captação de genes, o que confere vantagens selectivas e, raramente captam genes 

considerados indispensáveis para a bactéria (Nield et al., 2001). 

A classificação das várias classes de integrões é feita de acordo com a sequência 

da integrase. Assim, actualmente são conhecidas nove classes distintas de integrões. Os 

que contêm os genes de resistência antimicrobiana são as classes 1, 2 e 3 (Arakawa et 

al., 1995; Recchia and Hall., 1995). Por outro lado, os das classes 4, 5, 6 e 7 contêm 

genes cassete que não codificam a resistência a antibióticos (Clark et al., 2000; Nield et 

al., 2001). Os integrões que não apresentam nenhum gene cassete são os da classe 8 e 

finalmente, os da classe 9 são os que apresentam um gene cassete, dfrA1, que confere 

resistência ao trimetoprim (Hochhut et al., 2001). 

Para além dos integrões possuírem um elevado número de possibilidades de 

recombinações e de intercâmbio, os genes de resistência proporcionam às bactérias que 

os possuem uma grade versatilidade frente aos antibióticos (Fernández, 2006).  

Os integrões que se encontram com maior frequência são os pertencentes à 

classe 1. Este tipo de integrões caracteriza-se por apresentar a sequência 59 conservada 

(59-CS), que contem um gene responsável por codificar a integrase. Para além desta 

sequência, a maioria dos integrões deste tipo possui ainda outra sequência, a sequência 

39 conservada (39 –CS), que por sua vez apresenta um gene que confere resistência a 

componentes de amónio quaternário (qacEΔ1) e um gene de resistência às sulfamidas 

(sul1) (Fluit et al., 1999; Koseoglu, 2004). 

Este tipo de integrões fui descrita em diversos géneros de bactérias Gram-

negativas, dos quais se podem citar, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, 

Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Shigella e Vibrio (Fluit et al.,2004). 
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Por sua vez, os integrões da classe 2 encontram-se no transposão 7 e, apresentam 

um segmento conservado 5’ idêntico aos presentes nos integrões da classe referida atrás 

(Ploy et al., 2000). 
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Capítulo 2 – Objectivos 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS-2007) "a salmonelose constitui 

um dos mais comuns problemas de saúde pública. Milhares de casos humanos são 

reportados anualmente no mundo, originando milhares de mortos e verificando-se, nos 

últimos anos, um aumento na incidência e severidade da infecção".  

Este aumento significativo de salmoneloses nos últimos trinta anos, tem sido 

verificado até mesmo em países com excelentes serviços de saúde. Tal facto, torna-se 

ainda mais preocupante pela sua associação a uma grande biodiversidade de serótipos. 

Outro rápido e preocupante aumento é o da resistência aos antibióticos e a 

emergência de estirpes multirresistentes de Salmonella sp. isoladas em animais e 

humanos.  

 Assim, este trabalho teve como principais objectivos: 

- O isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras fecais de diferentes origens 

(javali, porco bísaro, coelho bravo e avestruz); 

 

- Identificar o serótipo correspondente para cada um dos isolados e verificar a 

importância desta avaliação ao nível da saúde pública e animal; 

 

- Estudar as resistência a antibióticos em estirpes de Salmonella sp. isoladas a partir de 

diferentes origens (javali, porco bísaro, coelho bravo e avestruz); 

 

- Realçar a importância da vigilância da resistência aos antibióticos em estirpes de 

origem animal, principalmente no caso do controlo de espécies bacteriana 

potencialmente patogénicas para o Homem, como é o caso da Salmonella.  

 

- Caracterizar geneticamente os mecanismos de resistência aos antibióticos, de acordo 

com o fenótipo de resistência obtido para cada estirpe; 

 

- Detectar e estudar os integrões de classe 1 e 2 e respectivas regiões variáveis; 

 

- Comparar estirpes de origens, serótipos e fenótipos de resistência diferentes ao nível 

dos perfis proteicos. 
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Capítulo 3 - Material e Métodos 

 

3.1. Amostras fecais 

 

As amostras fecais de javali foram recolhidas entre 2006 e 2007, no Norte de 

Portugal. Graças à colaboração de vários intervenientes, as amostras foram retiradas do 

intestino de javalis capturados em montarias. De igual forma, foram recolhidas amostras 

fecais de coelho bravo caçados no mesmo período de tempo. Por sua vez, as fezes de 

porco bísaro foram recolhidas igualmente do intestino de cada animal nas instalações 

para animais no campus da Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro em Outubro 

de 2007. Finalmente, as fezes de avestruz, retiradas da mesma forma que nas origens 

anteriores, foram-nos cedidas gentilmente pelo proprietário de uma exploração situada 

no Alentejo em 2007.  

De cada animal foram recolhidas, com auxilio de uma espátula, para um frasco 

apropriado, aproximadamente 7g de fezes que, foram mantidas a 4°C até chegarem ao 

nosso laboratório. 

Neste estudo, foram utilizadas no total 243 amostras fecais  (77 javalis, 77 

coelhos bravos, 35 porcos bísaro, 54 avestruzes). Cada frasco utilizado correspondeu a 

uma amostra e portanto, a um animal distinto. 

 

3.2. Meios de cultura e provas de identificação utilizadas para o isolamento  

 

Ao longo deste trabalho, foram utilizados vários meios de cultura e soluções 

necessárias para a correcta realização das metodologias. A composição e as quantidades 

necessárias a utilizar estão descritas nos anexos 1, 2 e 3 deste trabalho.  

 

3.3. Isolamento de estirpes de Salmonella sp.  

 

De cada animal recolheu-se, para um frasco apropriado, aproximadamente 7g de 

fezes que, foram mantidas a 4°C até chegarem ao nosso laboratório. Cerca de 2 a 3g de 

cada amostra foi, posteriormente, diluída em caldo BHI, na proporção de 1:10, para 

depois poder ser semeada em placas de agár. O restante de cada amostra guardou-se a 

temperaturas de congelação. Utilizou-se o método descrito no Anexo D da norma ISO 
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6579:2002 para o isolamento de Salmonella sp. em amostras fecais da produção 

primária. 

 Colocou-se aproximadamente 5 ml de amostra num frasco contendo 45 ml de 

água peptonada durante 18 horas a 37ºC. Fez-se a sementeira numa placa de meio semi-

sólido Rappaport-Vassiliadis (MSRV) durante 24 horas a 41ºC e utilizou-se um controlo 

positivo e um negativo. De todas as placas de MSRV positivas, eram efectuadas 

repicagens para 2 agáres selectivos: Xilose Lysine Desoxycholate (XLD) com 

novobiocina e Hektoen com novobiocina, estas eram incubadas a 37ºC durante 24 

horas. De seguida, as colónias sugestivas de salmonella eram repicadas e isoladas em 

agár XLD. 

 

3.4. Identificação fenótipica das bactérias 

 

Após o isolamento descrito no passo anterior, permitiu-se o crescimento e 

multiplicação das bactérias no meio agar nutritivo para, desta forma se proceder às 

provas bioquímicas. Assim, cada colónia isolada foi submetida à prova do TSI(Triple 

Sugar Iron), da lisina, da ureia e do indol. Nestas provas era sempre utilizado um 

controlo positivo (Salmonella) e um negativo. 

Identificaram-se como Salmonella sp. os isolados que em agar Triple Sugar Iron 

(TSI) produzem ácido e gás a partir da glucose e H2S. Por sua vez, nos meios com lisina 

ocorreu a descarboxilação da lisina. Nas restantes duas provas, considera-se Salmonella 

sp. no caso de darem negativos. No entanto, é importante referir que nenhuma destas 

provas é, por si só conclusiva. Apenas se considera positivo quando a conclusão 

resultante das 4 provas em conjunto nos dão evidencias de isso.  

 Ureia (Pg.260 do manual da Merk):   

-  Inocular massivamente o meio com colónias puras;  

- Incubação a 35ºC > 48 horas;  

- O meio é vermelho-alaranjado; 

- Ureia positiva (Meio vermelho):  

- Proteus (P. vulgaris; P. mirabilis), Morganella, etc. 

- Ureia negativa ou fracamente + (Meio amarelo): 

- Shigella, Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, etc. 
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 Lisina descarboxilase caldo (ISO – 6579: 2002) (Pg. 2-134 da OXOID): 

- Inocular o meio imediatamente abaixo da sua superfície; 

- Incubar a 35º C por 24 horas e examinar em intervalos regulares; 

- O meio por incubar deve ser azul esverdeado; 

- Reacção positiva:  

- Turbidez do meio e alteração da cor para rosa (Salmonella) 

- Reacção negativa:  

- Coloração amarela 

 

 

 TSI (ISO – 6579: 2002): 

- Semear a superfície do agár e inocular o fundo numa só picada; 

- Incubar a 37ºC + 1ºC durante 24 + 3 horas; 

- Nas culturas típicas de Salmonella apresenta a cunha alcalina (vermelha) e o 

fundo ácido (amarelo) com formação de gás e, em cerca de 90% formação de H2S 

(escurecimento do agár). 

 

 Indol  

- Inocular o meio imediatamente abaixo da sua superfície; 

-  Incubar numa estufa a 37°C durante 24 horas; 

- Após incubação, adiciona-se a cada tubo o reagente de Kovax;  

- Reacção positiva:  

- Após agitação há formação de um anel de cor vermelha. 

- E. coli  

- Reacção negativa:  

- Após agitação não há reacção nenhuma. 

- Salmonella 

 

Todas as estirpes identificadas como sendo pertencentes ao género Salmonella, foram 

guardadas em meio de leite (Constituição em Anexo) para serem congeladas (-21ºC) e, 

posteriormente re-utilizadas.  

 

3.5. Determinação da sensibilidade a antibióticos 

 

Para os isolados obtidos, analisou-se a sensibilidade a antibióticos utilizando o 

método de difusão em disco ou antibiograma, seguindo as normas do CLSI. O 
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antibiograma define a actividade in vitro de um antibiótico perante um determinado 

microrganismo e reflecte a sua capacidade para inibir o crescimento de uma bactéria ou 

população bacteriana (Fernández, 2006). Foram testados os seguintes antibióticos: 

ampicilina (AMP); amoxicilina + acido clavulanico (AMC); cefoxitina (CTX); cefoxitin 

(FOX); ceftazidima (CAZ); aztreonam (AZT); imipenemo (IMP); gentamicina (GEN); 

amicacina (AK); tobramicina (TOB); estreptomicina (STR); acido nalidixico (NAL); 

ciprofloxacina (CIP); trimetoprim-sulfametoxazol (SXT); tetraciclina (TET) e 

cloranfenicol (CHL).  

Na tabela 3, enunciam-se os respectivos ―Break-points‖ e concentrações usadas 

durante o procedimento experimental. 

 

Tabela 3 - Concentração dos discos de antibióticos usados nos antibiogramas e ―Break-points‖ dos halos 

de inibição, utilizados no presente estudo (CLSI, 2007). 

Antibiótico  

Carga por 

disco (μg) 

 

“Break-points” dos halos de inibição (mm) 

 R 

(Resistente) 

I 

(Intermédio) 

 

S 

(Sensível) 

 

amoxicilina + acido clavulanico (AMC) 20/10 

 

≤13 14-17 ≥18 

ceftazidima (CAZ); 30 

 

≤14 15-17 ≥ 18 

cefoxitina (CTX); 30 

 

≤14 15-22 ≥ 23 

aztreonam (AZT); 30 

 

≤15 16-21 ≥ 22 

cefoxitin (FOX); 30 

 

≤14 15-17 ≥ 18 

Ampicilina (AMP)  

 

10 ≤13 14-16 ≥17 

Imipenemo (IMP)  

 

10 ≤13 14-15 ≥16 

Ciprofloxacina (CIP)  

 

5 ≤15 16-20 ≥21 

Gentamicina (GEN)  

 

10 ≤12 13-14 ≥15 

Tetraciclina (TET)  

 

30 ≤14 15-18 ≥19 

Amicacina (AK)  

 

30 ≤14 15-16 ≥17 

Tobramicina (TOB)  

 

10 ≤12 13-14 ≥15 

Estreptomicina (STR)  

 

10 ≤11 12-14 ≥15 

Acido nalidíxico (NAL)  

 

30 ≤13 14-18 ≥19 

Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT)  

 

23,75 

μg/1,25 

≤10 11-15 ≥16 

Cloranfenicol (CHL)  

 

30 ≤12 13-17 ≥18 
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Este método de difusão em agar foi realizado seguindo as normas do CLSI 

(2007). Assim o procedimento pode ser dividido em duas fases: 

- Preparação do inóculo: semeou-se uma colónia, proveniente de uma placa 

com a estirpe pura, em BHI e incubou-se a 37°C, durante 24h. Desta placa, recolheram-

se 1 a 2 colónias para 3 ml de solução salina esterilizada (NaCl a 0,9%) até se obter uma 

turvação equivalente a 0,5 da escala de McFarland.  

- Inoculação da placa: com o auxilio de uma zaragatoa esterilizada, semeou-

se a superfície de uma placa de MH na sua totalidade de uma forma homogénea. 

Colocaram-se, de seguida e com a ajuda de uma pinça, os discos de antibiótico (ate um 

máximo de 6 discos por placa). Incubaram-se as placas a 37°C durante 24h e mediram-

se, posteriormente, os diâmetros dos halos de inibição. 

 

3.6. Extracção de DNA (adaptado de Riaño et al., 2006) 

  

O método tradicional de extracção de DNA em enterobacterias não é eficaz para 

o estudo de Salmonella uma vez que, o DNA que se obtém apresenta muitas impurezas. 

Assim, neste trabalho, foi necessário recorrer a uma técnica de extracção mais complexa 

que nos permitiu obter um DNA de elevada pureza e adequado para a sequenciação de 

diferentes fragmentos.  

 Coloca-se a crescer cada uma das estirpes num tubo de BHI liquido a uma 

temperatura de 37ºC durante 12 horas. Recolhe-se 1 ml dessa solução para um 

eppendorf e centrifuga-se durante 10 minutos a 7000 r.p.m.. De seguida retira-se o 

sobrenadante, com 1 ml de água destilada resuspende-se a fracção bacteriana e, 

centrifuga-se novamente. Retira-se, novamente, o sobrenadante e resuspende-se o pellet 

com 500µL de tampão SET, 25µL de SDS a 20% e 1 µL de lisozima (50mg/ml). Deixa-

se durante 1 hora a 37ºC.  

De seguida, adiciona-se 220 µL de NaCl 5M e 700 µL de clorofórmio e agita-se. 

Depois de uma nova centrifugação de 10 minutos a 10000 r.p.m. há formação de duas 

fases separadas. A fase superior é transferida para um eppendorf e adiciona-se 700 µL 

de isopropanol frio (-20ºC). Mistura-se e deixa-se durante uma hora a -20ºC.  

Depois deste período a -20ºC, centrifuga-se durante 10 minutos a 10000 r.p.m.. 

De seguida, retira-se o sobrenadante e junta-se 800 µL de etanol frio a 70% (-20ºC). O 

etanol tem de ser depositado no eppendorf no lado oposto ao que se encontra o pellet. 

De seguida, procede-se a uma última centrifugação de 10000 r.p.m. durante 5 minutos. 
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Finalmente, retira-se o etanol, deixa-se secar e resuspende-se com100 µL de água 

destilada. 

 

3.7. Quantificação de DNA 

 

A determinação da concentração e pureza de DNA extraído foi feita com o 

auxilio do aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc., 

USA). Após medido o branco com agua esterilizada, inocularam-se 3μl de DNA da 

amostra testada, a partir do qual o programa determinou a curva de absorvância do 

amostra 260nm. A pureza das amostras foi determinada pelo quociente de absorvância 

obtido a 260 e 280nm, o qual indica uma concentração pura entre os valores 1,8 a 2, 

diminuindo no caso de contaminação com proteínas. 

 

3.8. Reacção em cadeia pela polimerase (PCR)  

 

As reacções de PCR realizaram-se num termociclador Perkin Elmer (GeneAmp 

PCR System 2400) e os produtos de PCR foram posteriormente visualizados por 

electroforese em gel de agarose. 

Na Tabela 4, estão descritos os componentes e as respectivas quantidades usadas 

em cada tubo de PCR. Cada tubo de PCR apresentou um volume final de 25μl.  

 

Tabela 4 - Componentes usados na técnica de PCR. 

Componentes Concentração stock Volume por tubo 

1
Primer foward 25 μM 0,5 μl 

1
Primer reverse 25 μM 0,5 μl 

Tampão de reacção NH4 (Bioline) 10 X 2,5 μl 

MgCl2 (Bioline) 50 mM 0,75 μl 

2
dNTPs (Bioline) 100 mM 0,5 μl 

BioTaq X polimerase (Bioline) 5U/ μl 0,15 μl 

DNA ----- 5 μl 

Agua miliQ esterilizada ----- 15,1 μl 

1 Os primers de trabalho (25μM) foram preparados a partir de um stock de 100μM: 25μl de primer + 75μl H20. 

2 Os dNTPs foram preparados com 10μl de cada um dos seguintes nucleótidos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) + 360 μl 

de H20. 
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É ainda necessário preparar, para cada reacção, três tubos de controlo: controlo 

sem DNA (tubo sem DNA ao qual se adicionaram 20μl de água miliQ esterilizada 

(Sigma)), o controlo sem ―primers‖ (tubo sem primers ao qual se adicionaram 2 μl de 

água miliQ esterilizada (Sigma)) e o controlo positivo (da colecção de estirpes de E. coli 

da Universidade de La Rioja). 

As tabelas seguintes apresentam os genes investigados, as sequências dos 

primers, as condições de amplificação e o tamanho dos fragmentos de DNA 

amplificados. 

 

 

Tabela 5 – Primers utilizados e condições utilizadas nas reacções de PCRs para a amplificação de genes 

codificantes de β-lactamases . 

Primers (sequência 5’→3’) 

 
Condições de amplificação 

 
Referência 

(tamanho da banda obtida) 

 

blaTEM 

 

F: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 

R: TTCTTGAAGACGAAAGGGC 

94ºC 

 

3 min. 1 ciclo  

 

Belaaouaj et al., 1994 

(1150 pb) 

 

94ºC 1 min.  

60ºC 1 min. 30 ciclos 

72ºC 

 

1 min.  

72ºC 3 min. 1 ciclo 

 

blaSHV 

 

F: CACTCAAGGATGTATTGTG 

R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 

 

96ºC 15 seg. 1 ciclo  

 

Pitout et al., 1998 

(885pb) 

 

96ºC 15 seg.  

52ºC 15 seg. 24 ciclos 

72ºC 2 min.  

72ºC 3 min. 1 ciclo 

 

blaOXA-1 

 

F: ACACAATACATATCAACTTCGC 

R: AGTGTGTTTAGAATGGTGATC 

96ºC 5 min. 1 ciclo  

 

 

Steward et al., 2001 

(813pb) 

 

96ºC 1 min.  

61ºC 1 min. 35 ciclos 

72ºC 2 min.  

72ºC 10 min. 1 ciclo 
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Tabela 6 – Primers utilizados e condições utilizadas nas reacções de PCRs para a amplificação de genes 

resistência relacionados com a resistência ao cloranfenicol. 

Primers (sequência 5’→3’) 

 
Condições de amplificação 

 
Referência 

(tamanho da banda obtida) 

 

cmlA 

 

F: TGTCATTTACGCCATACTCG 

R: ATCAGGCATCCCATTCCCAT 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

Sáenz et al., 2004 

(455 pb) 

 

94ºC 1 min.  

55ºC 1 min. 30 ciclos 

72ºC 

 

1 min.  

72ºC 7 min. 1 ciclo 

 

Tabela 7 – Primers utilizados e condições utilizadas nas reacções de PCRs para a amplificação de genes 

resistência relacionados com a resistência à tetraciclina. 

Primers (sequência 5’→3’) 

 
Condições de amplificação 

 
Referência 

(tamanho da banda obtida) 

 

tetA 

 

F: GTAATTCTGAGCACTGTCGC 

R: CTGCCTGGACAACATTGCTT 

 

95ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

Sáenz et al., 2004 

 (937 pb) 

 

95ºC 30 seg.  

62ºC 30 seg. 23 ciclos 

72ºC 

 

45 seg.  

72ºC 7 min. 1 ciclo 

 

tetB 

 

F: CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 

R: CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 

 

95ºC 5 min. 1 ciclo  

 

Sáenz et al., 2004 

 (416 pb) 

 

95ºC 30 seg.  

57ºC 30 seg. 25 ciclos 

72ºC 20 seg.  

72ºC 7 min. 1 ciclo 
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Tabela 8 – Primers utilizados e condições utilizadas nas reacções de PCRs para a amplificação de genes 

resistência relacionados com aminoglicósidos. 

Primers (sequência 5’→3’) 

 
Condições de amplificação 

 
Referência 

(tamanho da banda obtida) 

 

aac (3’)-I  
(confere resistência à gentamicina) 

 

F: AACCTACTCCCAACATCAGCC 

R: ATATAGATCTCACTACGCGC 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

Sáenz et al., 2004 

(169 pb) 

 

94ºC 30 seg.  

60ºC 45 seg. 30 ciclos 

72ºC 

 

2 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

aac (3’)-II 
(confere resistência à gentamicina) 

 

F: ACTGTGAATGGGAATACGCGTC 

R: CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 

 

94ºC 5 min. 1 ciclo  

 

Sáenz et al., 2004 

( 237 pb) 

 

94ºC 30 seg.  

60ºC 45 seg. 32 ciclos 

72ºC 2 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

aadA  
(confere resistência à estreptomicina) 

 

F: GCAGCGCAATGACATTCTTG 

R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG 

 

94ºC 5 min. 1 ciclo  

 

Madsen et al., 2000 

(282 pb) 

 

94ºC 1 min.  

60ºC 1 min. 35 ciclos 

72ºC 1 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

 

 

Tabela 9 – Primers utilizados e condições utilizadas nas reacções de PCRs para a amplificação de genes 

resistência relacionados com a resistência ao sulfametoxazol. 

Primers (sequência 5’→3’) 

 
Condições de amplificação 

 
Referência 

(tamanho da banda obtida) 

 

sul1 

 

F: TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 

R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

Mazel et al., 2000 

(789 pb) 

 

94ºC 30 seg.  

63ºC 30 seg. 30 ciclos 

72ºC 

 

1 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 
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Tabela 10 – Primers utilizados e condições utilizadas para o estudo de integrões. 

Primers (sequência 5’→3’) 

 
Condições de amplificação 

 
Referência 

(tamanho da banda 

obtida) 

 

Intl1 

 

F: GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 

R: ACATGGGTGTAAATCATCGTC 

 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

Mazel et al., 2000 

(483 pb) 

 

94ºC 30 seg.  

62ºC 30 seg. 30 ciclos 

72ºC 

 

1 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

Região variável de Intl1 

 

F: GGCATCCAAGCAGCAAG 

R: AAGCAGACTTGACCTGA 

94ºC 5 min. 1 ciclo 

 

 

Lévesque and Roy, 1993 

(variável) 

 

94ºC 1 min.  

55ºC 1 min. 35 ciclos 

72ºC 8 min.  

 

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

Intl2 

 

F: CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

R: GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

Mazel et al., 2000 

(788 pb) 

94ºC 30 seg.  

62ºC 30 seg. 30 ciclos 

72ºC 

 

1 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

Região variável de Intl2 

 

F: 

CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA 

R: GATGCCATCGCAAGTACGAG 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

White et al., 2001 

(variável) 

94ºC 1min.  

60ºC 1 min. 35 ciclos 

72ºC 

 

6 min.  

72ºC 8 min. 1 ciclo 

 

qacEΔF/sulR  

 

F: GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 

R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 

 

 

94ºC 

 

5 min. 1 ciclo  

 

 

Saenz et al., 2004 

(1125 pb) 

 

94ºC 30 seg.  

63ºC 30 seg. 30 ciclos 

72ºC 

 

1 min.  

72ºC 

 

8 min. 1 ciclo 

 

RVInt1/aadA 

 

F: GGCATCCAAGCAGCAAG 

R: ATCCTTCGGCGCGATTTTG 

 

94ºC 

 

94ºC 

60ºC 

72ºC 

 

72ºC 

5 min. 

 

1min. 

1min. 

1 min. 

 

1 min. 

1 ciclo 

 

 

35 ciclos 

 

 

1 ciclo 

 

 

 

 

Madsen et al., 2000 
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3.9. Electroforese em gel de agarose 

 

Depois de recorrer à PCR, analisa-se o DNA amplificado recorrendo-se à técnica 

de electroforese.  

Para a preparação do gel, pesou-se 1g de agarose D-1 (Pronadisa, Conda). A 

agarose foi colocada num frasco de vidro onde se adicionou 100ml de tampão TBE 1X 

(TBE 5X: 54g de Tris-base, 27,5g de ácido bórico e 20ml EDTA 0,5M pH=8 a partir de 

um stock de 250ml EDTA 0,5M  pH=8). Colocou-se o frasco (com alívio da tampa) no 

microondas durante poucos minutos para dissolver a agarose. De seguida adicionou-se 

5μl de Brometo de etidio (BioRad). A solução foi colocada num suporte de 

electroforese onde, previamente, foi colocado um pente de tamanho adequado, que criou 

os poços necessários para deposito de 10μl de produto de PCR misturado com tampão 

de carga (Em agua destilada: 0,025g de azul de bromofenol, 0,025g de xileno cianol e 

40% sacarose). 

Depois de depositadas as amostras procedeu-se à electroforese. O suporte foi 

emergido numa tina de electroforese, cheia do mesmo tampão TBE 1X, e submetida a 

um campo eléctrico de 96 V, durante 45 minutos (tempo necessário para a completa 

separação dos fragmentos).  Posteriormente, visualizaram-se as bandas obtidas com luz 

ultra-violeta e foram fotografadas mediante o uso de um sistema informático (GenSnap 

from SynGene). 

 

3.10. Análise SDS-PAGE dos extractos proteicos 

 

 Solubilização de proteínas das células bacterianas 

 

Cultivaram-se as células bacterianas até atingirem uma fase exponencial de 

crescimento. Depois, foi necessário centrifugar as células a 10.000 g durante 3 minutos, 

à mesma temperatura utilizada durante o crescimento das células.  

O volume inicial foi de 10 ml de cultura, com uma densidade óptica de 

aproximadamente 0,5. Após centrifugação, o pellet bem visível foi resuspendido num 

volume igual de PBS pré-aquecido para ser centrifugado novamente. 

Depois de se suspender o pellet em 0,2 ml de tampão de solubilização de SDS, fez-

se a transferência do mesmo para um tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. De seguida, 
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realizou-se a sonicação da amostra recorrendo a um homogeneizador ultrasónico (seis 

vezes 10 pulses; intervalo: 1 Hz; duração do pulse: 0,3 segundos; 20 kHz homogeneous 

sound; power output: 60 W). 

As células rompidas foram de seguida centrifugadas a uma velocidade máxima de 

centrífuga (14.000 g), durante 30 minutos a 4ºC. Colheu-se o sobrenadante 

cuidadosamente em pequenas quantidades de 50 μl a -80ºC.  

 

 Montagem das placas de electroforese SDS-PAGE 

 

A montagem das placas da tina de electroforese é realizada de véspera, sem 

contudo apertar os parafusos. No próprio dia da migração electroforética, terminou-se a 

montagem das placas, apertou-se os parafusos e de seguida, fechou-se a base dos vidros, 

rodando os parafusos no mesmo sentido, evitando desta forma qualquer fuga. Por 

último, fez-se uma marca a 4 cm do topo dos vidros, colocando as placas (vidros+base) 

numa posição perfeitamente horizontal. 

 

 Preparação dos géis de acrilamida 

 

Preparou-se um gel SDS-PAGE (T = 12,52% e C = 0,97%) de 16 cm x 18 cm, 1 

mm de espessura e de 15 poços (Tabela 11). 

Com o auxílio de uma seringa aspirou-se o gel do gobelé e depositou-se nas 

placas de vidro até à marca dos 4 cm. 

 

Tabela 11 - Preparação dos géis de separação (quantidades referentes a 2 géis). 
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De seguida, preparou-se o gel de concentração (T = 2,88 e C = 1,42%) (Tabela 

12). 

 

Tabela 12 - Preparação dos géis de concentração (quantidades referentes a 2 géis). 

 

 

As amostras foram introduzidas nos poços com auxílio de uma seringa de ponta 

muito fina.  

Depois de se introduzir o conjunto na tina de electroforese, ajustou-se o volume 

de tampão de electroforese. Tapou-se a tina de electroforese e ligou-se à fonte de 

alimentação. As condições de migração foram de 30 mA/gel a 14 °C. 

Quando a frente de migração começou a sair das placas, parou-se a migração. De 

seguida, os géis foram colocados num recipiente com cerca de 400 ml (por gel) de 

solução de coloração, onde permaneceram 24 horas e em agitação. 

Os géis foram descorar em água destilada durante uma noite e na manhã 

seguinte foram passados para uma solução de ácido tricloroacético (TCA) a 6%, onde  

permaneceram durante 5 horas. Posteriormente, foram colocados numa solução de 

glicerol a 5% onde permaneceram durante 2 horas. 
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Capítulo 4 - Resultados  

 

Recorremos ao método de cultura microbiológica para pesquisa de Salmonella 

num total de 243 amostras fecais de animais de diferentes origens. As colónias 

sugestivas depois de isoladas foram analisadas através de provas bioquímicas para desta 

forma, confirmarmos a presença de Salmonella. Para algumas amostras de animais 

positivas foram isoladas mais do que uma colónia. 

 As amostras foram designadas por uma letra maiúscula correspondente à origem, 

um número do animal e, seguido entre parênteses um número correspondente à colónia. 

Nesta investigação, das 77 amostras fecais de javali pertencentes a animais 

diferentes, foram isolados 17 animais positivos, dos quais foram obtidos 23 isolados. 

Relativamente às 77 amostras fecais de coelho, obtivemos 40 isolados pertencentes a 38 

animais positivos. As amostras de porco bísaro foram as que apresentaram uma 

percentagem de animais positivos mais elevada uma vez que, a partir de 35 amostras 

fecais de porco bísaro pertencentes a diferentes animais, foram isolados 30 animais 

positivos dos quais se obtiveram 36 isolados para analisar. Ao contrário, as amostras de 

avestruz apresentaram uma percentagem de positividade muito baixa de 5,56% pois das 

54 amostras fecais pertencentes a diferentes animais, inicialmente testadas, apenas 

obtivemos 3 positivos , dos quais testamos 5 isolados. Estes dados estão esquematizados 

na tabela 13. 

 

Tabela 13 – Nº de amostras de amostras fecais analisadas e positivas  e respectiva % de positividade para 

cada uma das origens analisadas. 

Origem (nº de amostras analisadas) Nº de amostras positivos % de positividade 

Javali (77) 17 22,1% 

Porco bísaro (35) 30 85,7% 

Coelho selvagem (77) 38 49,4% 

Avestruz (54) 3 5,56% 

 

Desta forma, após confirmação bioquímica e sorológica das colónias sugestivas 

de Salmonella sp. isoladas pelo método descrito pela norma ISO 6579:2002, estas foram 

enviadas para o Laboratório Nacional de Investigação Veterinária (LNIV) para estas 

serem serotipificadas de acordo com o esquema Kauffmann-White (Popoff, 2001). Por 

uma questão de custos, apenas as amostras de avestruz não foram enviadas para 

serotipificação uma vez que apenas 3 das 54 amostras fecais resultaram positivas, no 
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total 5 isolados. Assim, achamos melhor aguardar pelos resultados dos testes de 

resistência para verificar se valeria a pena mandar então para análise no LNIV. 

No nosso trabalho foram detectados 5 serótipos distintos. Através da 

serotipificação, foi-nos já possível encontrar algumas diferenças entre as diferentes 

origens animais. A distribuição dos serótipos pelos isolados totais está representada no 

gráfico 1. 

 

Gráfico 1 – Distribuição dos diferentes serótipos pelos isolados de diferentes origens. 

 

Tendo em conta o conjunto de isolados das diferentes origens, verifica-se que o 

serótipo mais detectado neste estudo foi S.Rissen uma vez que, dos 99 isolados 

analisados, foi detectado em 30. Seguido dos serótipos S. Typhimurium e S. Enteritidis, 

que surgiram respectivamente em 26 e 25 dos isolados testados. No plano oposto, o 

serótipo S. Derby apenas foi detectado em uma das origens surgindo por isso em menor 

percentagem no gráfico 1. 

Apenas os serótipos S. Rissen e S. Typhimurium, foram detectados nas 3 origens 

animais (javali, porco bísaro e coelho bravo). Por sua vez, os serótipo S. Enteritidis e S. 

Havana, surgiram nos isolados de porco bísaro e coelho bravo. Relativamente, a S. 

Derby, foi detectado apenas em 2 isolados de coelho selvagem. 

 Depois de apresentar este gráfico com uma visão dos resultados da 

serotipificação para as amostras totais, é importante analisar as origens de uma forma 

individual para verificar as diferenças existentes relativamente aos serótipos detectados 

nas diferentes origens. 

Desta forma, nos gráficos seguintes são apresentados os diferentes serótipos 

detectados nos isolados de javali, porco bísaro e coelho selvagem. Para isolados de 
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javali, apenas foram detectados 2 serótipos distintos: S. Rissen e S. Typhimurium. Tal 

como é possível observar através do Gráfico 2, o serótipo S. Typhimurium, representado 

a cor laranja, foi detectado em 16 isolados de Javali. Os restantes 7 isolados foram 

classificados como pertencentes aos serótipo S. Rissen, correspondendo desta forma aos 

30% representados a verde no gráfico. Esta foi a origem que apresentou menor 

diversidade de serótipos. 

 

Gráfico 2 – Serótipos detectados nos isolados de Javali. 

 

 

 Tal como é possível observar no gráfico 3, os isolados de porco bísaro 

encontram-se distribuídos por 4 serótipos: S. Enteritidis, S. Havana, S. Rissen e S. 

Typhimurium. O maior número de isolados corresponde ao serótipo S. Enteritidis, 

detectado em 14 dos 36 isolados testados. Por sua vez, S. Rissen e S. Havana, foram 

detectados em 11 e 7 isolados, respectivamente. Finalmente, e ao contrário do que 

verificamos para os isolados de javali representados no gráfico anterior,  S. 

Typhimurium foi o serótipo menos detectado nos isolados de porco bísaro. 

 

Gráfico 3 – Serótipos detectados nos isolados de Porco Bísaro. 
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Finalmente, os 40 isolados de coelho selvagem do nosso trabalho, pertencem a S. 

Derby, S. Enteritidis, S. Havana, S. Rissen e S. Typhimurium  (Gráfico 4). Nestas 

amostras surgiu o serótipo S. Derby não detectado nas restantes origens, ainda que em 

apenas 2 dos 40 isolados serotipificados. Assim, esta foi a origem que apresentou uma 

maior diversidade de serótipos. Apesar do serótipo S. Rissen, tal como demonstrado no 

gráfico 1, ter sido o mais detectado a nível dos isolados totais, apenas nos isolados de 

coelho, surgiu com maior percentagem. De seguida surgem os serótipos S. Enteritidis e 

S. Havana detectados em 11 e 9 dos isolados, respectivamente. Finalmente, o segundo 

serótipo menos detectado nos isolados desta origem foi S. Typhimurium em apenas 6 

dos  isolados testados. 

 

Gráfico 4 – Serótipos detectados nos isolados de Coelho Selvagem. 

 

 

Apesar de o serótipo S. Rissen ter sido considerado, na nossa investigação, como 

sendo o serótipo mais identificado quando temos em conta as amostras totais, ao 

analisar as 3 origens individualmente, verificamos que cada uma apresenta um serótipo 

distinto como o mais frequente. Assim, em termos individuais, para os isolados de 

javali, divididos entre apenas dois serótipos, Salmonella Typhimurium representou o 

serótipo mais identificado. Por sua vez, para os isolados de porco bísaro foi o serótipo 

Salmonella Enteritidis enquanto que, para os isolados de coelho selvagem foi  

Salmonella Rissen. 

 O passo seguinte no nosso trabalho foi definir os fenótipos de resistência aos 

diversos antibióticos testados. Para tal, recorremos ao método do antibiograma 

utilizando 16 antibióticos. Os halos de inibição formados foram definidos como 

resistentes, intermédios e sensíveis, segundo as normas estabelecidas pelo CLSI.  
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 Para cada uma das amostras, isolamos 2 ou 3 isolados. A grande maioria desses 

isolados, revelaram pertencer ao mesmo serótipo e apresentaram o mesmo fenótipo de 

resistência, como tal, apenas foi contabilizado um dos isolados por amostra. E neste 

caso, apenas um dos isolados prosseguiu para os seguintes passos do nosso estudo. 

Assim, como os isolados C22(1) e C22(2), pertencem ao mesmo animal e apresentaram 

o mesmo serótipo e as mesmas resistências, apenas C22(1) foi contabilizada. Do mesmo 

modo, para o isolado AVT14 apenas a colónia 1 foi contabilizada. 

 Na tabela 14, são apresentadas as resistências verificadas pelos isolados de javali 

e as percentagens de incidência correspondentes. Assim, dos 16 antibióticos testados, os 

isolados de javali apresentaram resistências a 5. A resistência mais observada foi à 

ampicilina ultrapassando os 90%. A resistência aos antibióticos cloranfenicol, 

estreptomicina e tetraciclina foi também verificada num grande número de isolados. Por 

outro lado, a resistência ao trimetoprim-sulfametoxazol apenas foi detectada em 5 

isolados.  

 Depois de registarmos as resistências, analisamos individualmente cada isolado 

tendo em conta o perfil de resistências e o serótipo. Depois de uma breve organização 

de dados verificamos que podíamos estabelecer uma relação entre os serótipos e as 

resistências a alguns dos antibióticos. Desta forma, nos isolados de javali verificamos 

que todos os isolados S. Typhimurium apresentaram resistência à ampicilina e ao 

cloranfenicol e que, todos os isolados S. Rissen apresentaram resistência à tetraciclina 

mas não ao cloranfenicol. 

 É ainda de salientar que, apenas um dos isolados de javali não apresentou 

resistência a mais do que um antibiótico. O isolado J30 (2) pertencente ao serótipo S. 

Rissen apresentou resistência apenas à tetraciclina. 

 

Tabela 14  – Resistências a antibióticos detectadas nos isolados de javali (nº de isolados = 23). 

Antibióticos N.º de resistências 

(J1) 

% de resistências 

(J1 ÷ 23) 
Ampicilina (AMP) 21 91,3% 

Tetraciclina (TET) 13 56,5% 

Estreptomicina (STR) 15 65,2% 

Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) 5 2,17% 

Cloranfenicol (CHL) 16 69,6% 

 

As resistências verificadas para os isolados de porco bísaro, são apresentadas na 

Tabela 15. Para estes isolados, foram detectadas resistências a 6 antibióticos distintos. 
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As resistências mais detectadas foram aos antibióticos tetraciclina, ampicilina e ácido 

nalidíxico.  

É ainda de salientar que 3 isolados não apresentaram resistência a nenhum dos 

antibióticos testados. Dos 36 isolados analisados, 12 demonstraram resistência a apenas 

um dos antibióticos (neste caso ao ácido nalidíxico) sendo que, 8 pertenciam a S. 

Enteritidis e 4 a S. Havana. 

Tal como nos isolados de javali, também nos isolados de porco bísaro, 

verificámos que existia uma relação entre o serótipo e as resistências a alguns 

antibióticos. Todos os isolados pertencentes a S. Rissen apresentaram resistência à 

AMP, TET, SXT enquanto que, os isolados testados pertencentes a S. Typhimurium 

apresentaram resistência à AMP, TET, STR, CHL. Verificamos que todos os isolados 

pertencentes ao serótipo S. Enteritidis apresentaram resistência ao ácido nalidíxico. Por 

sua vez, todos os isolados pertencentes ao serótipo S. Havana apenas apresentaram 

resistência ao ácido nalidíxico. 

 

Tabela 15 – Resistências a antibióticos detectadas nos isolados de porco bísaro (nº de isolados = 36). 

Antibióticos N.º de resistências 

(B1) 

% de resistências 

(B1 ÷ 36) 
Sem resistências 3 8,33% 

Ampicilina (AMP)  20 55,6% 

Tetraciclina (TET) 21 58,3% 

Estreptomicina (STR)  13 36,1% 

Acido Nalidixico (NAL)  20 55,6% 

Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT)  15 41,7% 

Cloranfenicol (CHL) 6 16,7% 

 

Os isolados de coelho foram os que apresentaram uma maior diversidade de 

resistências. As resistências aos antibióticos estreptomicina, tetraciclina e ampicilina 

foram as mais detectadas (Tabela 16). No entanto, foi também nesta origem que 

surgiram um maior número de isolados sem resistências. Dos 9 isolados de coelho que 

não apresentaram resistências, 6 pertenciam ao serótipo S. Havana e os restantes 3 a S. 

Enteritidis.  

Os dois isolados pertencentes ao serótipo S. Derby, apresentaram o mesmo perfil 

de resistência a antibióticos (TET+STR). Por outro lado, todos os isolados de S. Rissen 

apresentaram resistência a AMP, STR e SXT enquanto que, todos os isolados de S. 
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Typhimurium foram resistentes a AMP, STR e CHL. Os isolados de S. Enteritidis por 

sua vez, apenas apresentaram em comum a resistência a NAL. 

 

Tabela  16 – Resistências a antibióticos detectadas nos isolados de coelho selvagem (nº de isolados = 39). 

Antibióticos N.º de resistências 

(C1) 

% de resistências 

(C1 ÷ 36) 
Sem resistências 9 23,1% 

Amoxicilina + acido clavulanico (AMC) 1 2,56% 

Ampicilina (AMP)  20 51,3% 

Gentamicina (GEN)  1 2,56% 

Tetraciclina (TET)  21 53,8% 

Amicacina (AK)  1 2,56% 

Estreptomicina (STR)  23 59% 

Acido nalidixico (NAL)  10 25,6% 

Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT)  14 35,9% 

Cloranfenicol (CHL)  6 15,4% 

 

 Para os isolados de avestruz, apenas foram testados 4 isolados nos quais, foram 

detectadas resistências a 4 antibióticos (Tabela 17). A resistência ao ácido nalidixico foi 

a mais detectada. 

 

Tabela 17  – Resistências a antibióticos detectadas nos isolados de avestruz. 

Antibióticos N.º de resistências 

(A1) 
Tetraciclina (TET)  1 

Ácido nalidíxico (NAL)  3 

Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT)  1 

Cloranfenicol (CHL)  1 

 

 Depois da explicação dos dados resumidos nas tabelas anteriores, onde se 

analisou cada uma das origens individualmente, é importante avaliar os resultados dos 

antibiogramas e a relação dos fenótipos de resistência a antibióticos e os respectivos 

serótipos, tendo em conta todos os isolados testados. 

 Assim, independentemente da origem, verificamos que todos os isolados 

identificados como S. Typhimurium apresentaram em comum, a resistência à ampicilina 

e ao cloranfenicol. Também a resistência à estreptomicina esteve presente na maioria 

dos isolados deste serótipo uma vez que, apenas 3 dos isolados S. Typhimurium de 

javali não apresntaram esta resistência. 
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 Com a análise dos resultados obtidos verificamos, à excepção dos isolados de 

coelho, que todos os pertencentes ao serótipo S. Rissen apresentaram resistência à 

tetraciclina. Os isolados pertencentes a esse mesmo serótipo, apresentaram ainda, 

resistência à ampicilina em mais de 90%. No entanto, verificamos que nenhum desses 

isolados apresentou resistência ao cloranfenicol.   

 Relativamente ao isolados pertencentes ao serótipo S. Enteritidis, verificamos 

que todos apresentaram resistência ao ácido nalidíxico. Por sua vez, nos isolados de S. 

Havana, verificamos que apenas um dos isolados apresentou resistência a mais do que 

um antibiótico. 

 A Tabela 18 relaciona os serótipos de Salmonella com os fenótipos de 

resistência, a origem e o número de isolados, para desta forma termos uma melhor e 

mais fácil visualização dos resultados atrás descritos. 
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Tabela 18  – Fenótipos de resistência a antibióticos e a relação com os serótipos de Salmonella e a 

origem dos isolados. 

Serótipos Fenótipo de resistência Origem e número de isolados 

Javali Bísaro Coelho 

 

 

 

 

S. Rissen 

(n = 30) 

TET 1 - - 

AMP-TET 1 - - 

TET-SXT 1 - - 

AMP-TET-STR 1 - - 

AMP-TET-SXT 2 3 - 

AMP-STR-SXT - - 1 

AMP-TET-STR-SXT 1 6 9 

AMP-TET-NAL-SXT - 1 - 

AMC-AMP-TET-STR-SXT - - 1 

AMP-GEN-TET-STR-SXT - - 1 

AMP-TET-STR-NAL-SXT - 1 - 

 

 

 

S.Typhimurium 

(n = 26) 

AMP-CHL 3 - - 

AMP-STR-CHL 6 - 1 

AMP-TET-STR-CHL 6 3 2 

AMP-STR-SXT-CHL 1 - - 

AMP-TET-AK-STR-CHL - - 1 

AMP-TET-STR-NAL-CHL - - 1 

AMP-TET-STR-SXT-CHL - 1 1 

 

 

 

S. Enteritidis 

(n = 24) 

NAL - 8 4 

STR-NAL - - 2 

AMP-TET-NAL - 1 - 

TET-NAL-SXT - 1 - 

AMP-TET-NAL-SXT - 2 1 

AMP-TET-S-NAL-CHL - 2 - 

Sem resistências - - 3 

 

S. Havana 

(n = 16) 

NAL - 4 2 

AMP-TET-STR-SXT - - 1 

Sem resistências - 3 6 

 

S. Derby 

(n = 2) 

TET-STR - - 2 

Legenda:  ampicilina (AMP); amoxicilina + ácido clavulanico (AMC); cefoxitina (CTX); cefoxitin 

(FOX); ceftazidima (CAZ); aztreonam (AZT); imipenemo (IMP); gentamicina (GEN); amicacina (AK); 

tobramicina (TOB); estreptomicina (STR); ácido nalidixico (NAL); ciprofloxacina (CIP); trimetoprim-

sulfametoxazol (SXT); tetraciclina (TET) e cloranfenicol (CHL). 
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Depois de concluído o estudo de resistência aos antibióticos, extraímos  DNA 

dos vários isolados para de seguida, realizarmos o estudo dos genes responsáveis por 

essas mesmas resistências recorrendo, para tal, à técnica da PCR. Tal estudo, só foi 

possível graças ao protocolo estabelecido com a Universidade de La Rioja, na Espanha.  

Para os isolados que apresentaram resistência à ampicilina, foram testados os 

genes  do tipo blaSHV, blaOXA, blaTEM, blaCTX-I. Todos os isolados foram negativos para 

estes testes, tal como podemos observar pela figura 6, com os resultados para o teste do 

gene blaOXA onde, se verifica que as nossas estirpes são negativas e apenas o marcador e 

a estirpe positiva são visíveis. 

 

 

Figura 6 – Electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos genes blaOXA. 

(Legenda: M _ Marcador de peso molecular; + _  Controlo positivo) 

 

Os genes tetA e tetB foram testados para os isolados resistentes à tetraciclina. Os 

resultados obtidos estão apresentados na tabela 19 através da qual, podemos verificar 

que nenhum dos isolados apresentou o gene tetB. Por sua vez, o gene tetA apenas se 

encontrou presente nos isolados pertencentes ao serótipo S. Rissen. 
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Tabela 19  – Relação entre a resistência à tetraciclina e a presença dos genes tetA e tetB. 

Origem Serótipos N.º de isolados 

TET
r 

tetA tetB 

Javali S. Typhimurium 5 0 0 

 S. Rissen 6 4 0 

     

Porco Bísaro S. Typhimurium 3 0 0 

 S. Rissen 10 5 0 

 S. Enteritidis 5 0 0 

     

Coelho selvagem S. Typhimurium 5 0 0 

 S. Rissen 11 2 0 

 S. Enteritidis 1 0 0 

 S. Derby 2 0 0 

 S. Havana 1 0 0 

 

Os genes aac (3’)-I e aac (3’)-II são responsáveis por conferir resistência à 

gentamicina. Assim, estes genes foram testados apenas para um dos nossos isolados 

uma vez que apenas C15(1) apresentou resistência a este antibiótico. O resultado foi 

negativo para ambos os genes, tal como podemos observar na figura 7. 

 

 

Figura 7 – Electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR dos genes aac (3’)-I e aac (3’)-II. 

(Legenda: 1_ Marcador de peso molecular; 2 e 5 _ C15(1); 3 e 6 _ Controlo positivo; 4 e 7_ Controlo 

negativo ) 

 

Por sua vez, gene aadA é responsável pela resistência à estreptomicina. Assim, 

verificámos a presença deste gene para todos os nossos isolados com resistência a este 

antibiótico. Tal como é possível verificar pelos resultados expostos na Tabela 20, 63,8% 

dos isolados STR
r
 surgiram positivos a este gene.  
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Tabela 20  – Relação entre a resistência à estreptomicina e a presença do gene aadA. 

Origem 

 

Serótipo N.º de isolados 

STR
r 

aadA 

Javali S. Typhimurium 11 10 

  S. Rissen 2 2 

    

Porco Bísaro S. Typhimurium 3 2 

 S. Rissen 6 6 

 S. Enteritidis 2 1 

    

Coelho selvagem S. Typhimurium 6 2 

 S. Rissen 12 5 

 S. Enteritidis 2 1 

 S. Derby 2 0 

 S. Havana 1 1 

 

A presença do gene sul1 foi testada para todos os isolados resistentes ao 

sulfametoxazol-trimetoprim. Verificamos que 60,6% dos isolados resistentes ao 

antibiótico referido apresentaram o gene sul1. Verificamos ainda que, os isolados que 

apresentaram o gene sul1 apresentaram qacEΔ1F/sulR (Tabela 21).  

 

Tabela 21  – Relação entre a resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim e a presença dos genes sul1 e 

qacEΔF/sulR. 

Origem Serótipo N.º de isolados 

SXT
r 

sul1 qacEΔF/sulR 

Javali S. Typhimurium 1 1 1 

 S. Rissen 4 4 4 

     

Porco Bísaro S. Typhimurium 1 1 1 

 S. Rissen 10 9 9 

 S. Enteritidis 2 1 1 

     

Coelho selvagem S. Typhimurium 1 4 4 

 S. Rissen 12 0 0 

 S. Enteritidis 1 0 0 

 S. Havana 1 0 0 

 

Para além do gene sul1, foram também testados os integrões do tipo 1 e 2, as 

regiões variáveis Intl1 e as regiões variáveis Intl1/aadA para todos os isolados com 

resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim. Em nenhum dos 33 isolados com resistência 
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a este antibiótico, se detectou o integrão do tipo 2. No entanto, o Intl1 foi detectado em 

75,8% desses isolados. Podemos salientar que todos os isolados de javali SXT
r 

apresentaram o integrão do tipo1. 

Na Tabela 22, foram registados os resultados referentes às regiões variáveis. Tal 

como seria de esperar, uma vez que se verificou a ausência de integrão do tipo 2 nos 

isolados em estudo, todos os isolados foram negativos para região variável Intl2.  

Por sua vez, a região variável Intl1, foi testada para todos os isolados resistentes 

ao sulfametoxazol-trimetoprim e, verificamos a sua presença nos isolados positivos para 

Int1 apenas com excepção de 4 isolados de coelho selvagem (3 S. Rissen e 1 S. 

Enteritidis) em que, apesar de positivos para Intl1, revelaram-se negativos para a região 

variável. Dos 20 isolados com  região variável Intl1, verificamos que apenas 30% 

apresentaram integrão duplo. 

 

Tabela 22  – Relação entre a resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim e a presença do integrão 1 e o 

tipo de região variável. 

Origem Serótipo N.º de isolados 

 

SXT
r 

 

Intl1 

Região variável Intl1 Região variável  Intl1/aadA 

Integrão 

duplo 

1200pb Neg aadA aadA/dfA Neg. 

Javali S. Typhimurium 1 1 1 0 0 1 0 0 

 S. Rissen 4 4 1 2 1 1 1 2 

          

Porco  S. Typhimurium 1 1 1 0 0 1 0 0 

Bísaro S. Rissen 10 8 1 7 2 7 3 0 

 S. Enteritidis 2 1 1 0 1 1 0 1 

          

Coelho  S. Typhimurium 1 0 0 0 1 0 0 0 

Selvagem S. Rissen 12 8 0 5 7 3 2 7 

 S. Enteritidis 1 1 1 0 0 1 0 0 

 S. Havana 1 1 0 0 1 1 0 0 

 

Escolhemos 14 isolados para análise monodimensional através de SDS-PAGE 

(Tabela 23). Pretendemos desta forma comparar isolados com origem, serótipo e perfil 

de resistência iguais, isolados de origens diferentes, igual serótipo e perfil de resistência 

e, isolados da mesma origem mas com serótipo e perfil de resistência distintas. 
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Tabela 23  – Perfis de resistência de Salmonella sp. nas diferentes amostras estudadas  (Legenda: nd- 

Não determinado). 

 

Poço Isolado Serótipo Perfil de Resistência 

1 

 

J27 (1) S. Typhimurium AMP; TE; S; C 

2 J32 (2) S. Typhimurium AMP; TE; S; C 

3 C71 (1) S. Typhimurium AMP; TE; S; C 

4 I40 (a) S. Typhimurium AMP; TE; S; C 

5 B16 (1) S. Typhimurium AMP; TE; S; C 

6 B20 (2) S. Enteritidis AMP; TE; S; NAL; C 

7 B29 (2) S. Rissen AMP; TE; S; NAL; SXT 

8 J45 (1) S. Rissen AMP; TE; SXT 

9 B1 (1) S. Enteritidis AMP; TE; NAL; SXT 

10 AVT14 (1) n.d. TE; SXT 

11 C12 (1) S. Rissen AMC; AMP; TE; S; SXT 

12 C16 (1) S. Typhimurium AMP; TE; AK; S; C 

13 C40 (2) S. Typhimurium AMP; S; C 

14 Marcador 

15 I57 (c) S. Enteritidis TOB; S 

 

Através da análise electroforética, verificamos que os isolados com perfis de 

resistência distintos conferem ao nível da SDS-PAGE, bandas diferentes. Pelo contrário, 

os isolados pertencentes a diferentes origens mas perfis de resistência iguais apresentam 

perfis de bandas iguais. Esta comparação de perfis de bandas pode ser visualizada 

através da figura 8. 

 

Figura 8 – Gel de SDS-PAGE dos extractos proteicos totais de Salmonella sp. 

(Legenda: 1– J27(1); 2-J32(2); 3-C71(1); 4-I40(a); 5-B16(1); 6-B20(2); 7-B29(2); 8-J45(1); 9-B1(1); 

10-AVT14(1); 11-C12(1); 12-C16(1); 13-C40(2); 14- Marcador; 15-I57(c).) 



56 

Assim, observando a imagem pode-se constatar que os cinco primeiros perfis de 

resistência são iguais e correspondem a isolados que apesar de diferentes origens, são 

pertencentes ao mesmo serótipo e com o mesmo perfil de resistência. Prova-se desta 

forma que o perfil de bandas não são influenciados pela origem. 

Nos restantes poços foram colocadas amostras das várias origens que, 

apresentavam serótipos e perfis de resistência distintos. O resultado foram bandas 

distintas sendo que umas apresentavam mais ou menos diferenças em relação às outras. 

Desta forma, podemos afirmar que a análise electroforética é considerada uma 

ferramenta complementar para a diferenciação de estirpes uma vez que, através deste 

estudo se confirma que, com a electroforese SDS-PAGE é possível a distinção de 

estirpes que apresentam diferentes perfis de resistência. 
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Capítulo 5 - Discussão 

 

O Centro de Controlo de Doenças (CDC) nos EUA verificou que, das doenças 

transmitidas por alimentos causadas por bactérias patogénicas durante o período de 

1973 a 1987, Salmonella sp. foi responsável por 42,3% dos surtos (Bean and Griffin, 

1990). Por sua vez, em 1999, ficou registado que esta mesma bactéria era responsável 

por 51,3% dos surtos (Bean e Griffin, 1990). Mais tarde em 2005, nos Estados Unidos 

da América, verificou que mais de 50% de infecções alimentares provocadas por 

Salmonella  sendo o serótipo Typhimurium responsável pela maior percentagem dos 

surtos (CDC, 2006). A respeito da mortalidade, estima-se ainda que em média 65 

pessoas morrem, directa ou indirectamente desta infecção anualmente (Berends et al., 

1998). O nosso país não é excepção, tendo-se constatado que, entre 1992 e 2001, 

Salmonella sp. foi o principal responsável pelos surtos e casos de toxi-infecções 

alimentares (Novais, 2003). 

 Podemos afirmar que este trabalho por utilizar estirpes isoladas de animais 

selvagens, é inovador. Por sua vez, testes para animais de consumo realizam-se com 

frequência em todo o mundo, verificando a presença de Salmonella sp. numa grande 

percentagem de isolados (Wegener et al., 1994; Baggesen et al., 1996; Berends et al., 

1998). Uma vez que, os animais selvagens não estão em contacto directo com os 

antibióticos, seria de esperar que as nossas estirpes apresentassem uma baixa resistência 

a esses mesmos antibióticos. No entanto, à excepção dos isolados de avestruz, as 

restantes origens testadas apresentaram uma percentagem bastante elevada em relação 

ao apontado na bibliografia referente a estudos com animais de consumo.   

Nesta investigação, foram analisadas 77 amostras fecais de javali, 77 amostras 

fecais de coelho, 35 amostras fecais de porco bísaro e  54 amostras fecais de avestruz. 

As amostras de porco bísaro foram as que apresentaram uma maior presença de 

Salmonella sp. uma vez que, das 35 amostras analisadas, 85,7% resultaram positivas. 

De seguida seguiram-se as amostras de coelho selvagem e javali, com percentagens de 

positividade de 49,4% e 22,1%, respectivamente. Finalmente, as amostras de avestruz 

apresentaram um resultado bastante afastado das restantes origens estudadas uma vez 

que, apenas foi detectada Salmonella em 3 amostras de avestruz. 

Em estudos realizados com suínos abatidos para consumo em 2001, por Davies 

et al. e Sorensen et al. evidenciaram o isolamento de Salmonella sp. em 35 e 23% das 

amostras fecais analisadas, respectivamente. Um cenário semelhante foi também 
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verificado por Castagna et al. (2004), que detectou Salmonella em 61% das amostras 

fecais de suínos analisadas. Mais tarde, em 2006, o cenário foi também semelhante 

onde, 27,7% das amostras fecais analisadas de porcos para consumo, revelou presença 

de Salmonella (Vieira-Pinto, 2006). 

Por sua vez, estudos idênticos realizados com frangos de consumo, revelaram 

igualmente, taxas elevadas de presença de Salmonella superando os 50%, considerando-

se impróprios para consumo (Tirolli and Costa, 2006). Nos estudos realizados em 

Espanha por Capita et al. (2003)  e, no Brasil por Almeida et al. (2000),  também com  

frangos de consumo registaram-se taxas de positividade de 55% e 86,7%, 

respectivamente.  

Segundo Vieira-Pinto (2006), a identificação dos serótipos dos isolados de 

Salmonella sp. é fundamental para conhecer o potencial impacto não só, na saúde 

pública mas, também, animal uma vez que o grau de patogenicidade é variável entre 

serótipos. Além disso, permite estabelecer comparações entre os diferentes serótipos 

detectados neste trabalho e os identificados nos casos de toxi-infecções alimentares. 

Na nossa investigação foram detectados 5 serótipos distintos: S. Typhimurium, 

S. Rissen, S. Enteritidis, S. Havana e S. Derby. Tendo em conta as diferentes origens 

(javali, porco bísaro e coelho bravo) verificou-se que, apenas os serótipos S. Rissen e S. 

Typhimurium, foram detectados em todas. Por sua vez, os serótipo S. Enteritidis e S. 

Havana, surgiram nos isolados de porco bísaro e coelho bravo.  

Salmonella Derby, é considerado por diversos autores como um serótipo muito 

isolado em suínos (Davies et al., 1999). No entanto, no nosso trabalho, os únicos 2 

isolados pertencentes a este serótipo, foram isolados a partir de amostras fecais de 

coelho. 

Nos isolados de javali, divididos entre apenas dois serótipos, Salmonella 

Typhimurium representou o serótipo mais identificado. Este serótipo é considerado por 

vários autores como o serótipo de origem alimentar que se encontra com maior 

frequência em amostras de suínos, em todo o mundo (Jay, 2000; Olsen et al. 2001; 

Mukesh & Mukesh, 2002). Também em Portugal, segundo Machado et al. (1999), este 

foi considerado o serótipo mais identificado em amostras de suínos.   

 No entanto, analisando os isolados numa visão global, S. Rissen foi o serótipo 

mais identificado contrariando, tal como foi já referido atrás, vários autores que 

descrevem S. Typhimurium como o serótipo mais detectado em suínos (Davies et al., 

2000; Giovannacci et al., 2001; Castagna et al., 2004) ao contrário da ocorrência de 
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Salmonella Rissen que de uma forma geral, surge reduzida em várias investigações 

(Castagna et al., 2001; Ranucci et al., 2004).  

O mesmo se verificou com amostras ambientais e clínicas num estudo 

semelhante realizado por Antunes et al. (2006), onde se verificou a grande 

predominância (61%) do serótipo S. Typhimurium, seguido do serótipo S. Enteritidis 

surgindo o serótipo S.Rissen em apenas 9% dos casos. 

Por sua vez, num estudo semelhante utilizando alimentos, S. Enteritidis foi 

considerado o segundo serótipo mais detectado (Landgraft & Franco, 1996). 

Actualmente, na Europa este é o principal serótipo isolado em produtos avícolas e 

amostras clínicas de pacientes com gastroenterites devido a surtos alimentares (Capita et 

al. 2000; Olsen et al. 2001). 

Analisando os resultados da serotipificação tendo em conta os dados de natureza 

epidemiológica, verificámos que os isolados positivos correspondentes a um mesmo 

animal apresentaram sempre o mesmo serótipo de Salmonella sp., o que nos levou a 

concluir que estivessem afectados pela mesma estirpe. Tal, só não foi verificado para os 

isolados de porco bísaro B30(1) e B30(2) que, embora pertencentes ao mesmo animal o 

primeiro pertence ao serótipo S. Typhimurium e o segundo a S. Rissen e, nos isolados 

de coelho selvagem C41(1) e C41(2) pertencentes a S. Typhimurium e S. Rissen, 

respectivamente.  

Foi possível estabelecer uma relação entre os diferentes serótipos detectados e a 

resistência a determinados antibióticos. A resistência à ampicilina, cloranfenicol e 

estreptomicina foi detectada em todos os isolados pertencentes ao serótipo S. 

Typhimurium. Por sua vez, o serótipo S. Rissen apresentou sempre resistência à 

ampicilina e à tetraciclina embora nunca ao cloranfenicol. Algumas das relações 

verificadas no nosso estudo foram, também, detectadas na investigação de Fernandéz 

(2006) onde, se verificou que os isolados pertencentes ao serótipo S. Typhimurium 

apresentaram sempre resistência à estreptomicina e ao cloranfenicol enquanto que, a 

resistência à ampicilina, foi detectada em 100% dos isolados de S. Rissen. 

Tendo em conta a origem dos isolados testados neste trabalho, a presença de 

fenótipos de multirresistência (68,3%), foi também um ponto surpreendente nesta 

investigação. Apenas 19, 8% dos isolados apresentou resistência a um único antibiótico 

e 11,9% dos isolados não apresentou resistência a nenhum dos antibióticos. Por sua vez, 

numa investigações realizada por Antunes et al. (2006) verificou-se que, 33% de 

isolados apresentavam resistência a um único antibiótico. 
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É importante ter em conta que S. Typhimurium é considerado o serótipo mais 

virulento tanto para o ser humano como para os animais e, o que  apresenta maior taxa 

de resistência (Botteldoorn et al., 2004). No nosso estudo, S. Rissen e S. Typhimurium 

apresentaram uma elevada taxa de resistências a antibióticos apresentando perfis de 

multirresistência e, verificando-se que todos os isolados pertencentes a estes dois 

serótipos apresentaram resistência a pelo menos um dos antibióticos testados. 

Este resultado não é totalmente inesperado, pois a multirresistência tem sido 

apresentada em alguns serótipos de Salmonella como S. Typhimurium (Ribot et al., 

2002) e S. Enteritidis (Cardoso et al., 2006). 

 Apesar de nenhum dos isolados ter apresentado resistência a β-lactâmicos (à 

excepção de C12(1) que, apresentou resistência à AMC), utilizou-se a técnica da PCR 

para analisar a presença de genes de β-lactamases do tipo TEM, SHV e OXA. No 

entanto, os resultados destes testes resultaram negativos para todos os isolados testados.  

O inverso foi verificado num estudo em que, uma elevada percentagem das estirpes 

apresentavam o gene TEM e, por sua vez, o gene SHV foi identificado em 11,1% das 

estirpes analisadas (Fernández, 2006).  

 A resistência à ampicilina foi verificada num elevado número dos isolados 

analisados uma vez que, esta resistência foi revelada em 60,4% dos isolados testados. 

Delicato et al. (2004), investigou o perfil de resistência a antimicrobianos de estirpes de 

Salmonella isoladas de infecções humanas, sendo que a maior percentagem (85,7%) de 

resistência foi observada em relação à ampicilina.  

A elevada resistência à ampicilina foi também registada noutros estudos 

semelhantes em que, a resistência a este antibiótico foi registada em 67,3% (Bokany et 

al., 1990) e 86,2% (Cortez et al., 2006) dos isolados de Salmonella sp. de aves. 

No nosso trabalho, a resistência ao ácido nalidíxico foi verificada em trinta e três 

(32,4%) isolados. Esta resistência ao ácido nalidíxico tem sido observada por outros 

autores (Mayrhofer et al., 2004; Antunes et al., 2003; Calixto et al., 2002). No entanto, 

Carraminãna et al. (2004), Fernandes et al. (2003) e Oliveira et al. (2005) verificaram 

mais de 90% de sensibilidade ao ácido nalidíxico de Salmonella isolada de animais de 

consumo e humanos. 

A resistência à tetraciclina foi verificada para todos os isolados das diferentes 

origens testadas e com elevada percentagem (54,5%). Num outro estudo semelhante, 

utilizando isolados de Salmonella de suínos, a resistência à tetraciclina (37,4%) foi a 

segunda resistência mais detectada (Castagna et al., 2001). Percentagens ainda mais 
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elevadas, foram verificadas num estudo realizado com frangos (Rezende et al., 2005)  e 

com aves (Cortez et al., 2006) em que, a resistência a este antibiótico foi detectada em 

84,2% e 72,4% dos isolados, respectivamente.  

Em estudos anteriores, tanto em animais de companhia como animais selvagens, 

foram descritos como predominantes na resistência à tetraciclina, os genes tet (Costa et 

al., 2007; Costa et al., 2008). Desta forma, na nossa investigação, para todos os isolados 

com resistência à tetraciclina, foram testados os genes tetA e tetB. No entanto, nenhum 

dos isolados apresentou o gene tetB enquanto que, o gene tetA apenas se encontrou 

presente nos isolados pertencentes ao serótipo S. Rissen.  

Segundo alguns autores existem 8 genes tet sequenciados (Schwarz et al., 2001). 

Desta forma, e tendo em conta os resultados descritos para além dos dois genes 

analisados, deveríamos analisar os restantes genes tet. Devido à falta de tempo, foi-nos 

impossível testar todos os genes. Numa investigação levada a cabo por Fernandéz 

(2006) foram testados os genes tetC e tetD nos isolados com resistência à tetraciclina.   

Relativamente à resistência à estreptomicina, esta foi registada em 51,5% dos 

isolados testados, contrariando desta forma o verificado em investigações com suínos 

em que, apenas 14,1% dos isolados de Salmonella apresentaram resistência a este 

antibiótico (Castagna et al., 2001). O mesmo foi verificado, numa investigação com 

frangos em que esta mesma percentagem não foi além dos 5,3% (Rezende et al.,2005). 

Para os isolados resistência à estreptomicina, foi testado a presença do gene 

aadA. Verificou-se que dos isolados resistentes à estreptomicina, 63,8% apresentaram o 

gene aadA.  Em investigações recentes com animais de consumo e humanos, verificou-

se que o gene aadA conferia resistência à estreptomicina, de tal forma que surgiu numa 

percentagem bastante elevada (83,33%) (Fernández, I., 2006).  

  Por sua vez, a resistência ao cloranfenicol também foi verificada neste trabalho 

numa percentagem de 28,7%. Uma percentagem um pouco mais inferior (16,1%), foi 

registada numa investigação de Castagna et al. (2001) em isolados de suínos. Por sua 

vez, num estudo de Cortez et al. (2006), verificou-se para estas bactérias, uma 

percentagem de resistência próximo dos 50% em amostras com aves enquanto que, mais 

recentemente, esta resistência foi a mais detectada, em 94,1% dos isolados testados 

(Conceição et al., 2007). 

A presença de resistência à gentamicina apenas foi verificada no isolado de 

coelho selvagem identificado como C15(1). Esta baixa incidência foi também verificada 

noutro estudo onde, 96,5% das amostras de aves apresentaram sensibilidade à 
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gentamicina (Cortez et al., 2006). Santos et al. (2000), numa pesquisa de Salmonella sp. 

em amostras de carcaças de frango congeladas, verificaram também uma baixa 

resistência a este antibiótico.  

A resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim foi registada em 35,6% dos 

isolados testados sendo, por isso, a quarta resistência mais detectada neste trabalho. Em 

investigações realizadas em animais de consumo e humanos saudáveis, a percentagem 

de resistência a esse mesmo antibiótico foi de 47% (Riaño et al., 2006).  Por sua vez 

num outro estudo de Antunes et al. (2006), realizado com amostras alimentares, de 

clínica e do ambiente, a resistência ao SXT foi verificada em 24% dos isolados.  

A resistência ao SXT associada à resistência à ampicilina e tetraciclina foi a 

mais prevalente neste estudo, sendo a resistência à estreptomicina e ao cloranfenicol as 

que menos surgiram nos nossos isolados resistentes ao SXT. Num estudo semelhante, a 

resistência a SXT surge na sua maioria associada à resistência a ampicilina, tetraciclina 

e estreptomicina (Antunes et al., 2006). Por sua vez, na investigação de Peirano (2005), 

a resistência ao SXT surgiu associada à estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e 

ácido nalidíxico.  

No nosso trabalho, a relação entre a resistência ao SXT e a presença do gene 

sul1, foi sempre entre 90 e 100%. No trabalho de Fernández (2006), com isolados de 

animais de consumo e humanos, essa relação foi de 88,8%. No entanto, outros estudos 

realizados revelam que a resistência ao SXT é mediada pelos genes sul2 e sul3 (Peirano, 

2005).  

Tal como já foi referido anteriormente, a localização de genes de resistência em 

elementos genéticos móveis torna possível a transmissão de resistência entre bactérias. 

Os integrões são um tipo de elemento genético dinâmico de especial importância. 

Assim, analisou-se através da PCR a sequência de genes de integrões do tipo 1 e 

do tipo 2. De seguida, para assegurar a presença ou não dos integrões procedeu-se à 

amplificação das regiões variáveis. 

No nosso trabalho, o Intl1 foi detectado em 75,8% desses isolados ao contrário 

do integrão do tipo 2 que não foi detectado em nenhum dos isolados testados. Como é 

evidente, verificámos a ausência da região variável Intl2.  

Os testes a nível da proteómica são considerados por alguns autores, quando se 

pretende provar a relação entre o genoma dos microrganismos analisando os perfis 

proteicos representativos das características fenotípicas (Hook et al., 1991). 
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Neste trabalho, verificamos que os isolados com diferentes perfis de resistência 

conferem ao nível da SDS-PAGE, bandas marcadamente distintas. Por outro lado, os 

isolados de origem distintas e perfis de resistência iguais também foram comparados e, 

verificamos que estes apresentam perfis de bandas iguais. Em estudos realizados 

anteriormente, os resultados indicam tal como neste trabalho que, através da análise dos 

perfis proteicos é possível verificar quais as espécies mais próximas ou mais afastadas 

umas em relação às outras (Hook et al., 1991). 

Apesar de este tipo de metodologia em Salmonella isolada de animais selvagens, 

ser pioneiro, existem já vários trabalhos publicados sobre investigações realizadas com 

esta técnica. Foram já vários os autores que, analisaram as resistências a antibióticos 

através do estudo de proteomas, diferenciando as suas características recorrendo à 

técnica de electroforese (Merquior et al., 1991; Miranda et al., 1991; Giard et al., 2001)  

Por exemplo, num estudo de Martinez and Collins (1991), onde se pretendia 

distinguir diferentes espécies de Enterococcus, recorreu-se à proteómica e foi possível 

verificar as diferenças entre elas e inclusive, considerar a espécie E. faecium como a 

mais afastada das restantes espécies. 

Assim, podemos afirmar, tal como outros investigadores que, a proteómica é um 

instrumento adicional para a caracterização e distinção entre espécies o que, 

normalmente é difícil de diferenciar através de testes fisiológicos (Merquior et al., 

1994). 

É importante salientar que neste trabalho apenas foi efectuada electroforese 

monodimensional, via SDS-PAGE.  Em estudos futuros seria importante tratar estes 

resultados agora obtidos ao nível da electroforese bidimensional com sequenciação via 

MALDI-TOF (análise proteómica).  
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Capítulo 6 – Conclusões e Perspectivas  

 

 Os resultados apresentados no decorrer deste trabalho, comprovam a presença de 

diferentes serótipos de Salmonella sp. em distintas origens animais e com perfis de 

resistência a diferentes antibióticos. Além disso, os isolados apresentaram uma 

diversidade de genes responsáveis por essas mesmas resistências. 

 Desta forma, no final desta investigação, podemos referir como principais 

conclusões: 

- As amostras provenientes de porco bísaro foram as que evidenciaram um 

maior número de isolados de Salmonella sp., o que vai de encontro com resultados de 

investigações anteriores com animais de consumo e domésticos.  

- Apesar da presença de Salmonella sp. ter sido pouco detectada nos isolados 

de avestruz, nas restantes amostras de animais silvestres (javali e coelho selvagem) 

estudadas a presença de Salmonella foi detectada em percentagem superior a 20%.  

- Nesta investigação foram detectados 5 serótipos distintos. Os resultados da 

serotipificação são também um pouco preocupantes uma vez que, os serótipos 

Salmonella Rissen e Salmonella Typhimurium, classificados como dos mais virulentos 

para o Homem, foram os mais detectados. 

- Outro dado preocupante é o facto de os isolados pertencentes a estes dois 

serótipos apresentarem uma elevada taxa de resistências a antibióticos evidenciando 

perfis de multirresistência.  

- Para além da colonização dos animais por Salmonella sp., as estirpes 

manifestaram resistência a vários antibióticos. O aparecimento de isolados de 

Salmonella resistentes a agentes antimicrobianos é indicativo da necessidade de maior 

controlo no uso desses fármacos. 

- Foram detectados genes responsáveis por resistência a diferentes antibióticos. 

No entanto seria importante, num estudo futuro continuar com os estudo de genes para 

estes isolados. Nomeadamente, poder-se-ia estudar mais genes do tipo tet e sul. 

- A presença destes genes é, responsável pela rápida disseminação de 

resistências. 

- Relativamente ao estudo de integrões, verificou-se que os isolados que 

apresentam integrões possuem resistência a vários antibióticos.  
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- A análise electroforética revelou-se ferramenta indispensável para 

complementar a informação relativa à diferenciação de estirpes uma vez que, através 

deste estudo, se confirma a possibilidade de distinção de serótipos que apresentam 

perfis de resistência diferentes. Tal foi verificado através da análise dos géis de 

electroforese SDS-PAGE, onde foi possível visualizar perfis proteicos nitidamente 

distintos, para isolados com perfis de resistência diferentes. 

 

Tendo em conta estes resultados seria importante continuar com este tipo 

investigações uma vez que, apesar de animais selvagens, estes são muitas vezes caçados 

para alimentação. 

Para combater este problema de multirresistência aos antibióticos é necessário 

um esforço global e de consciencialização da população sobre as consequências de 

aquisição de resistência dos microrganismos aos antibióticos. 

Assim, torna-se importante e necessário um estudo mais profundo sobre a 

resistência a antibiótico e sobre os mecanismos responsáveis pela sua evolução e 

dispersão. Só desta forma será possível no futuro, um controlo mais eficaz da evolução 

da resistência bacteriana aos antibióticos. 

No futuro, pretende-se ainda continuar com a análise dos isolados a nível 

molecular para caracterizar os mecanismos de resistência a antibióticos assim como 

proceder à conclusão da análise proteómica das estirpes de modo a melhor entender a 

epidemiologia e consequências nefastas em termos de saúde pública no que respeita aos 

factores que afectam a ocorrência, emergência e disseminação de resistências. Tais 

estudos foram impossíveis de concluir para esta tese de dissertação de mestrado devido 

à limitação de tempo. 
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Anexo 1 – Composição dos meios utilizados para o isolamento de Salmonella sp. 

 

 Água peptonada (BPW – Buffered Peptone Water) 

Composição: 

- Digestão enzimática da caseína -----  10 g 

- Cloreto de sódio ------------------------  5 g 

- Na2HPO4 . 12 H2O  ---------------------  9 g 

- KH2PO4  -------------------------------  1,5 g 

- Água  -------------------------------  1000 ml 

 

Procedimento: 

- Dissolver os componentes em água (se necessário, através de calor); 

- Ajustar o pH (7,0 + 0,2 a 25ºC); 

- Esterilizar na autoclave durante 15 minutos a 121 ºC. 

 

 Meio Semi-sólido Rappaport-Vassiliadis (MSRV) 

Composição: 

- Triptose ----------------------------------------  4,59 g/l 

- Hidrolisado de caseína  ----------------------  4,59 g/l 

- Cloreto de sódio  ------------------------------ 7,34 g/l 

- Dihidrogeno-fosfato de potássio  ----------- 1,47 g/l 

- Cloreto de magnésio anidro  --------------- 10,93 g/l 

- Verde de malaquita  ------------------------  0,037 g/l 

- Agár  ---------------------------------------------  2,7 g/l 

 

Procedimento: 

-  Para 500 ml de água destilada, pesar 15,8 gramas de meio; 

- Colocar em banho de água a ferver até o meio de cultura de se dissolver 

completamente. 
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 Xilose Lysine Desoxycholate (XLD) 

Composição: 

- Extracto de levedura em pó  ---------------------- 3 g 

- Cloreto de sódio  -----------------------------------  5 g 

- Xilose  -------------------------------------------  3,75 g 

- Lactose  -------------------------------------------  7,5 g 

- Sacarose  ------------------------------------------  7,5 g 

- Hydrocloridrato de L-lysina ---------------------  5 g 

- Tiosulfato de sódio  -----------------------------  6,8 g 

- Citrato de amónio e ferro (III)  ----------------  0,8 g 

- Vermelho de fenol  ----------------------------  0,08 g 

- Desoxicolato de sódio  --------------------------  1,0 g 

- Agár  ---------------------------------------   de 9 a 18 g  

- Água  ------------------------------------------  1000 ml 

 

Procedimento: 

- Dissolver o pó em água através de aquecimento, com agitação frequente, até o meio 

começar a ferver. Evitar o sobreaquecimento; 

- Colocar em banho-maria até à distribuição do meio pelas placas.  

 

 Hektoen 

Composição: 

- Peptone  -------------------------------  15 g/l 

- Cloreto de sódio  -----------------------  5 g/l 

- Extracto de levedura ------------------ 3 g/l 

- Sacarose  ------------------------------  14 g/l 

- Lactose  -------------------------------  14 g/l 

- Salicina  ---------------------------------  2 g/l 

- Tiosulfato sódico  ---------------------  5 g/l 

- Citrato de amónio e ferro (III)  --- 1,5 g/l 

- Mistura de sais biliares  ---------------  2 g/l 

- Azul de bromotimol  --------------  0,05 g/l 

- Fucsina ácida  ----------------------  0,08 g/l 

- Agár  ---------------------------------  13,5 g/l 
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Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada pesar 75 gramas de meio; 

- Deixar repousar durante 10 minutos; 

- Dissolver, aquecendo o meio em banho maria de água a ferver.  

 

 Solução de novobiocina 

Composição: 

- Sal sódico de Novobiocina -------------------  0,04 g 

- Água  ----------------------------------------------  5 ml 

 

Procedimento: 

 - Dissolver em água e esterilizar por filtração; 

 - O armazenamento pode ser de 4 semanas a 3ºC + 2ºC. 
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Anexo 2 – Composição das provas bioquímicas 

 

 Lisina 

Composição: 

- Mono-Hydrocloridrato de L-lysina -----  5 g 

- Extracto de levedura -------------------  3 g 

- Glucose  ----------------------------------  1 g 

- Vermelho de bromocresol --------  0,015 g 

- Água  -------------------------------  1000 ml 

 

Procedimento: 

- Colocar 5 ml de água destilada em cada um dos tubos; 

- Colocar uma pastilha de lisina em cada um dos tubos; 

- Levar a esterilizar na autoclave a 121ºC durante 15 minutos; 

- Identificar os tubos 

 

 - Indol 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 1,35 g do meio em pó;  

- Dissolver sem utilizar a acção do calor; 

- Distribuir 3 ml por cada tubo esterilizado; 

- Identificar os tubos 

 

 Ureia (culmited 413822) 

Composição: 

- Ureia ---------------------------------- 20,0 g/l 

- Extrato de levedura ------------------ 0,1 g/l 

- Dihidrogénio fosfato de potássio -- 9,1 g/l 

- Vermelho de fenol ------------------ 0,01 g/l 

- Dihidrogénio fosfato de sódio ----- 9,1 g/l 

 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 38,7 g do meio em pó;  

- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados; 
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- Esterilizar por calor húmido no autoclave durante 15 minutos a 121ºC; 

- Identificar os tubos 

 

 TSI (Triple Sugar Iron) (Oxoid CM277) 

Composição: 

- Bacto extracto de carne de boi ----- 3,0 g/l 

- Bacto extracto de levedira ---------- 3,0 g/l 

- Bacto peptona ----------------------- 15,0 g/l 

- Proteose peptona --------------------- 5,0 g/l 

- Bacto dextrose ----------------------- 1,0 g/l 

- Bacto dextrose ----------------------- 1,0 g/l 

- Bacto lactose ------------------------ 10,0 g/l 

- Sulfato de ferro ---------------------- 0,2 g/l 

- NaCl ----------------------------------- 5,0 g/l 

- Tiossulfato de sódio ----------------- 0,3 g/l 

- Vermelho de fenol ---------------- 0,024 g/l 

- Agar ---------------------------------- 12,0 g/l 

 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 65 g do meio em pó;  

- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados; 

- Esterilizar por calor húmido no autoclave durante 15 minutos a 121ºC; 

- Identificar os tubos 
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Anexo 3 – Composição dos meios para testar a resistência a antibióticos 

 

 Meio de BHI ( Brain Heart Infusion) (Oxoid CM 225) 

Composição: 

- Cérebro de boi ---------------------- 200 g/l 

- Carne e coração --------------------- 250 g/l 

- Peptona proteose ---------------------- 10 g/l 

- Bacto-dextrose ----------------------- 2,0 g/l 

- Cloreto de sódio --------------------- 5,0 g/l 

- Fosfato de sódio --------------------- 2,5 g/l 

 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 37,0g de BHI;  

- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados; 

- Esterilizar por calor húmido no autoclave durante 15 minutos a 121ºC; 

- Identificar os tubos 

 

 Brain Hert Infusion (BHI) agar (Difco) 

Composição: 

- Cérebro de boi ---------------------- 200 g/l 

- Carne e coração --------------------- 250 g/l 

- Peptona proteose ---------------------- 10 g/l 

- Bacto-dextrose ----------------------- 2,0 g/l 

- Cloreto de sódio --------------------- 5,0 g/l 

- Fosfato de sódio --------------------- 2,5 g/l 

 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 52,0 g do meio;  

- Esterilizar por calor húmido no autoclave durante 15 minutos a 121ºC; 

- Distribuir o meio em placas de Petri esterilizadas na câmara de fluxo laminar; 

- Identificar as placas. 
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 Soro fisiológico 

Composição: 

- NaCl ----------------------------------- 7,0 g/l 

- Água destilada ---------------------- 1000ml 

 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 7 g de NaCl;  

- Distribuir 3 ml em tubos de tampa de rosca e esterilizados; 

- Esterilizar por calor húmido no autoclave durante 15 minutos a 121ºC; 

- Identificar os tubos. 

 Agar Mueller- Hinton difco, (Oxoid CM 337) 

Composição: 

- Infusão de carne desidratada ---- 300,0 g/l 

- Hidrolizado de caseína ------------- 17,5 g/l 

- Amido --------------------------------- 1,5 g/l 

- Agar ---------------------------------- 17,0 g/l  

 

Procedimento: 

- Para 1 litro de água destilada dissolver 38,0 g de Mueller-Hinton; 

- Aquecer em banho-maria até entrar em ebulição durante um  minuto; 

- Esterilizar no autoclave durante 15 minutos a 121ºC; 

- Distribuir o meio em placas de Petri esterilizadas na câmara de fluxo laminar; 

- Identificar as placas. 

 

 Meio de leite desidratado (Difro) – Utilizado para guardar as estirpes congeladas. 

Procedimento: 

- Para 100 ml de água destilada, pesar 10 g de pó; 

- Aquecer no microondas; 

- Distribuir pelos tubos (2 ml em cada); 

- Colocar as tampas sem fechar completamente; 

- Autoclavar durante 10 minutos a 121ºC;  

- Fechar os tubos. 
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Anexo 4  – Tabelas de resultados relativo ao teste de sensibilidade e resistência ao antibióticos. 

Tabela 1 – Tabela de resultados para os isolados de javali relativo ao teste de resistência a antibióticos (23 isolados). 

Antibióticos AMC CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR NAL SXT CHL 

Origem Colónia 

J 4  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 

J 4 3 I S S S S R S S S I S S I S S R 

J 10  4 S S S S S S S S S R S S S S R S 

J 12  2 S S S S S R S S S R S S R S R S 

J 15  1 S S S S S R S S S S S S R S S R 

J 15  3 S S S S S R S S S R S S R S S R 

J 27  1 I S S S S R S S S R S S R S S R 

J 27  3 S S S S S R S S S S S S R S S R 

J 30  1 S S S S S R S S S R S S R S S S 

J 30  2 S S S S S S S S S R S S S S S S 

J 32  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 

J 33  1 S S S S S R S S S I S S R S S R 

J 33  3 S S S S S R S S S S S S I S S R 

J 41  1 I S S S S R S S S R S S R S S R 

J 42  1 S S S S S R S S S R S S S S S S 

J 44  1 S S S S S R S S S R S S I I R S 

J 45  1 S S S S S R S S I R S S S S R S 

J 47  3 I S S S S R S S S I S S R S R R 

J 53  1 S S S S S R S S S I S S R S S R 

J 57  1 S S S S S R S S S I S S R S S R 

J 58  1 S S S S S R S S S I S S I S S R 

J 58  3 I S S S S R S S S I S S R S S R 

J 61  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 
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Tabela 2 – Tabela de resultados para os isolados de porco bísaro relativo ao teste de resistência a antibióticos (36 isolados). 

Antibióticos AMC CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR NAL SXT CHL 
Origem Colónia 

B1  1 S S S S S R S S I R S S I R R S 

B1  2 S S S S S S S S S R S S I R R S 

B2  1 S S S S S R S S S R S S S R S S 

B3  1 S S S S S R S S S R S S I R R S 

B4  1 S S S S S R S S S R S S I S R S 

B4  2 S S S S S R S S S R S S R S R S 

B5  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

B6  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

B7  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B8  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

B9  2 S S S S S S S S S S S S S S S S 

B10  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B11  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B12  2 S S S S S S S S S S S S S S S S 

B14  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 

B16  1 S S S S S R S S S R S I R S S R 

B17  2 I I I S S R S S I R S I R S R R 

B18  2 S S S S S R S S S R S S R S R S 

B19  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B19  2 S S S S S R S S S R S S R R S R 

B20  2 S S S S S R S S S R S S R R S R 

B21 2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B22  2 S S S S S S S S S S S S I R S S 

B23  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B24  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B25  1 S S S S S R S S S R S S I S R S 

B26  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 
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(Continuação) 

Antibióticos  AMC CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR NAL SXT CHL 

Origem Colónia                 

B27  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B27  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B28  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

B29  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

B29  2 S S S S S R S S S R S S R R R S 

B30  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 

B30  2 S S S S S R S S S R S S R S R S 

B31  1 S S S S S R S S S R S S I S R S 

B34  1 S S S S S R S S S R S S S R R S 

 

 

Tabela 3 – Tabela de resultados para os isolados de avestruz relativo ao teste de resistência a antibióticos (5 isolados). 

Antibióticos AMC CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR NAL SXT CHL 

Origem Colónia 

AVT 1   1 S S S S S S S S S S S S I R S R 

AVT 1  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

AVT 7  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

AVT 14  1 S S S S S S S S S R S S I S R S 

AVT 14  2 S S S S S S S S S R S S I S R S 
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Tabela 4 – Tabela de resultados para os isolados de coelho selvagem  relativo ao teste de resistência a antibióticos (40 isolados). 
Antibióticos AMC CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR NAL SXT CHL 

Origem Colónia 

C2  1 S S S S S S S S S S S S R R S S 

C3  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

C5  1 S S S S S S S S S S S S I R S S 

C6  2 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C8  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 

C10  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

C11  2 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C12  1 R S S S S R S S S R S S R S R S 

C13  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C15  1 S S S S S R S S R R S S R S R S 

C16  1 I S S S S R S S S R R S R S S R 

C17  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C20  1 S S S S S S S S S S S S I S S S 

C21  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C22  1 S S S S S S S S S S S S I R S S 

C22  2 S S S S S S S S S S S S S R S S 

C31  2 S S S S S R S S S R S S I R R S 

C32  2 S S S S S R S S S R S S R R S R 

C34  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C35  1 S S S S S S S S S S S S S R S S 

C36  2 S S S S S S S S S S S S I R S S 

C37  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C38  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C39  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C40  2 S S S S S R S S S I S S R S S R 
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(Continuação) 

Antibióticos  AMC CAZ CTX AZT FOX AMP IMP CIP GEN TET AK TOB STR NAL SXT CHL 

Origem Colónia                 

C41  1 S S S S S R S S S R S S R S R R 

C41  2 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C43  1 S S S S S S S S S S S S R R S S 

C45  1 S S S S S S S S S S S S S S S S 

C47  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C49  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C51  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C53  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C54  1 S S S S S R S S S S S S R S R S 

C56  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C62  1 S S S S S S S S S R S S R S S S 

C64  1 S S S S S S S S S R S S R S S S 

C65  1 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C69  2 S S S S S R S S S R S S R S R S 

C71  1 S S S S S R S S S R S S R S S R 

 


