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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

DÍPTEROS MUSCOIDES DE IMPORTÂNCIA SANITÁRIA: LEVANTAMENTO DE 

BACTÉRIAS RESISTENTES A ANTIMICROBIANOS 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAÚDE 

 

Jonathan Christian Oliveira Lopes 

Este trabalho teve como objetivo a prospecção e identificação de bactérias 

resistentes a β-lactâmicos transportadas por dípteros muscoides na cidade do 

Rio de Janeiro, além da pesquisa de genes de resistência a um grupo de 

antimicrobianos nas mesmas. Foram realizadas 18 coletas em vários pontos da 

cidade do Rio de Janeiro, obtendo dípteros das famílias Caliphoridae, 

Muscidae, Sarcophagidae, Fannidae, Ulidiidae e outros “acaliptrados”. Destas 

coletas, foram obtidos 172 isolados, dos quais 166 foram submetidos ao teste 

de sensibilidade aos antimicrobianos, baseado no Clinical & Laboratory 

Standards Institute (CLSI) 2014, utilizando-se empiricamente os critérios para 

Enterobacteriaceae, onde 80 apresentaram fenótipos intermediários ou de 

resistência. Estes isolados foram identificados por sequenciamento do gene 

16S rRNA e/ou Espectrometria de massa por ionização e dessorção a laser 

assistida por matriz: tempo de voo (MALDI-TOF EM). Amostras não resistentes 

também foram identificadas por MALDI-TOF EM para estimar a diversidade 

bacteriana. As técnicas de MALDI-TOF EM e/ou sequenciamento do gene 16S 

rRNA identificaram 82 estirpes dos gêneros Myroides, Proteus, Bacillus, 

Lactococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Micrococcus, Pseudomonas, 

Escherichia, Serratia, Enterobacter, Citrobacter e Acinetobacter. As amostras 

que, por MALDI-TOF EM foram identificadas como Proteus penneri/vulgaris 

foram diferenciadas por testes bioquímicos. A pesquisa dos genes de 

resistência apresentou resultados negativos. A pesquisa pelo gene de 

virulência hblA em Bacillus cereus apresentou resultado positivo. A análise de 

polimorfismo genético em Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas sp. 

revelou alta similaridade entre os nossos isolados provenientes de diversas 

localidades do Campus Fiocruz e do Campo de Santana. O presente trabalho 

mostrou a diversidade de bactérias patogênicas transportadas por dípteros 

muscoides, além da possibilidade destes dípteros estarem transportando 

bactérias pertencentes a um mesmo genótipo pelo Rio de Janeiro. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

HEALTH IMPORTANCE DIPTERAE: ANTIMICROBIAL RESISTANT BACTERIA 

ASSESMENT 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAÚDE 

 

Jonathan Christian Oliveira Lopes 

This study aimed to carry out the exploration and identification of bacteria 

resistant to β-lactam antibiotics transported by dipterae in Rio de Janeiro as well 

as the research for antibiotic resistance genes in these bacteria. 18 collections 

were made in various locations at Rio de Janeiro city, obtaining flies from  

Calliphoridae, Muscidae, Sarcophagidae, Fannidae and Ulidiidae families, 

besides other "acalyptrate" flies. From these collections, 172 bacterial samples 

were obtained, 166 among them were submitted to sensibility test to 

antimicrobial  agents, based on Clinical & Laboratory Standards Institute (CLS(I 

2014, using Enterobacteriaceae criteria empirically, where 80 showed 

intermediate or resistant phenotypes. These samples were identified by 16S 

rRNA gene sequencing and/or Matrix-Assistes Laser Desorption/Ionization 

Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). Not resistant samples 

were also identified by MALDI-TOF MS to assess bacterial diversity. Using 16S 

rRNA gene sequencing and/or MALDI-TOF MS, 82 bacteria strains from 

Myroides, Proteus, Bacillus, Lactococcus, Staphylococcus, Enterococcus, 

Micrococcus, Psseudomonas, Escherichia, Serratia, Enterobacter, Citrobacter 

and Acinetobacter genera were identified. Samples identified as Proteus 

penneri and Proteus vulgaris using MALDI-TOF MS were subjected to 

biochemical tests to confirm their identities. Resistance genes research 

obtained negative results. Virulence gene hblA research in Bacillus cereus 

showed positive results. Genetic polymorphism analysis in Pseudomonas 

fluorescens and Pseudomonas sp. strains revealed a high similarity among our 

isolates from various locations at Campus Fiocruz and Campo de Santana. The 

present study showed the high diversity of pathogenic bacteria carried by 

dipterae, as well as the possibility of the transport by dipterae of bacteria 

belonging to the same genotype in Rio de Janeiro. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Dípteros muscoides 

Dípteros muscoides são considerados importantes vetores de patógenos 

para humanos e animais devido aos seus hábitos alimentares e reprodutivos e 

comportamento sinantrópico. Possuem ampla movimentação e capacidade de 

voar longas distâncias. São atraídos por matéria orgânica em decomposição e 

se movimentam entre fezes e carcaças além de estarem associados aos seres 

humanos, presentes em grande quantidade em áreas urbanas com condições 

insalubres (Bouamamaa et al. 2010; Barreiro et al. 2013; Liu et al. 2013; Blaak 

et al. 2014; Chaiwong et al. 2014). 

Bactérias patogênicas associadas a espécies de dípteros muscoides são 

conhecidas. Existem relatos sobre Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) 

e Musca domestica (Linnaeus, 1758) carreando Aeromonas hydrophila, 

Citrobacter freundii, Pantoea agglomerans, Klebsiella oxytoca, Klebsiella 

pneumoniae, Burkholderia pseudomallei, Escherichia coli, Morganella morganii, 

Enterobacter cloacae e Proteus mirabilis (Chaiwong et al. 2014), entre outras. 

M. domestica foi relatada também como vetor de bactéria altamente virulenta, 

envolvida em surtos gastrointestinais, E. coli O157:H7 (Zurek & Gosh, 2014). 

Bactérias dos gêneros Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Enterococcus, 

Myroides, Proteus, Providencia, Staphylococcus, Aeromonas, Clostridium, 

Klebsiella e Serratia já foram isoladas a partir de larvas e adultos de 

sarcofagídeos (Gupta et al. 2014). 

1.1.1.  Muscidae 

Esta família possui cerca de 4500 espécies descritas, apresentando 

hábitos variados (predadores, hematófagos, saprófagos ou necrófagos). Suas 

larvas ocupam hábitats variados e, com isso, algumas (saprófagas e 

coprófagas) podem contribuir na reciclagem de nutrientes orgânicos, enquanto 
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outras (carnívoras), ao se alimentarem de larvas das espécies sinantrópicas, 

atuam na regulação destas populações (Couri & Carvalho, 2005b). 

 Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae) é uma espécie 

cosmopolita, sendo considerada um problema em áreas urbanas sem o devido 

manejo sanitário (Muñoz & Rodríguez, 2015). Pode disseminar bactérias, 

protozoários, vírus e ovos de helmintos, que podem causar disenteria, diarreia, 

febre tifoide, intoxicação alimentar, cólera, helmintíase, infecções nosocomiais, 

entéricas e antropozoonóticas (Liu et al. 2013; Hemmatinezhad et al. 2015).  

Em outras espécies de dípteros da mesma família, Muscina stabulans 

(Fállen, 1817) e Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758), já houve relato da 

presença de bactérias carreando o gene blaCTX-M-15 (Usui et al. 2013). 

1.1.2.  Calliphoridae 

Os dípteros desta família são conhecidos como moscas-varejeiras no 

Brasil e estão amplamente distribuídos ao redor do mundo, nos mais variados 

ambientes. No Brasil, a distribuição destes dípteros mudou com a introdução 

do gênero Chrysomya (Robineau-Desvoidy, 1830) (Sousa et al. 2010). 

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae), 

juntamente com M. domestica apresenta importância médica e forense, além 

de causar irritações e miíases, sendo que a primeira desempenha um papel 

mais importante na transmissão de ovos de helmintos (Sukontason et al. 2007).                                      

Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818) (Diptera: Calliphoridae) está 

fortemente associada a latrinas, carreando bactérias causadoras de diarreia, 

além de outros parasitas como polivírus tipo I e III, vírus Coxsackie e Giardia 

lamblia, além de ter a capacidade de invadir tecidos necrosados produzindo 

miíases secundárias (Oliveira et al. 2007; Lindsay et al. 2012). 
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1.1.3.  Sarcophagidae 

Esta família apresenta cerca de 2.600 espécies descritas, apresentando 

grande importância na Entomologia Forense, juntamente com Calliphoridae, 

Muscidae, Fanniidae e Stratiomyidae. Uma característica desta família é o fato 

de a maioria de suas espécies ser ovovivípara, eliminando larvas de primeiro 

instar, que iniciam imediatamente sua alimentação na carcaça (Barros et al. 

2008).  

Os dípteros desta família também são conhecidos como causadores de 

miíases e vetores mecânicos de patógenos, podendo apresentar hábitos 

variados, como necrófago, coprófago, predador e parasitoide (Dharne et al. 

2008; Yespes-Gaurisas et al. 2013). 

1.1.4.  Fanniidae 

 Esta família está presente em todas as regiões zoogeográficas, sendo 

mais comuns na Região Holártica. Os adultos são encontrados principalmente 

em áreas de floresta, enquanto suas larvas são saprófagas, habitando as mais 

variadas formas de matéria orgânica. Esta família também apresenta espécies 

que habitam ambientes com a presença humana, como Fannia canicularis 

(Linnaeus, 1761) e Fannia scalaris (Fabricius, 1794) e outras que habitam o 

peri-domicílio. Poucas espécies dessa família são registradas como produtores 

de miíases e vetores mecânicos de patógenos (Couri & Carvalho, 2005a). 

1.1.5.  Dípteros acaliptrados 

Este não é um grupo monofilético, porém compartilham algumas 

características, como a redução ou ausência da caliptra, a ausência da sutura 

longitudinal no pedicelo e a incompleta sutura do tórax. Suas 80 famílias estão 

amplamente distribuídas mundialmente e apresentam hábitos variados, 

podendo ser minadores, galhadores, aquáticos, predadores e saprófagos 

(Fernandes, et al. 2012).  
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1.2 Infecções relacionadas à assistência em saúde e bactérias 

patogênicas 

 

1.2.1.  Infecções relacionadas à assistência em saúde 

 

As infecções relacionadas à assistência em saúde (IRAS) são a principal 

causa de morte e morbidade em pacientes internados ao redor do mundo e 

entre as causas delas destacam-se os pacientes imunocomprometidos, os 

procedimentos invasivos, o ambiente hospitalar e o uso impróprio de 

antimicrobianos (Zhu et al. 2016).  

Bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa, E. coli, K. 

pneumoniae e Acinetobacter baumannii são um problema de saúde pública, 

principalmente em pacientes hospitalizados, que normalmente estão imuno-

comprometidos, apresentando comorbidades e possuem capacidade limitada 

para combater a infecção (Huwaitat et al. 2016). Entre os patógenos Gram-

positivos de importância estão enterococos resistentes à vancomicina (VRE), 

estreptococos multi-resistentes e Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina (Jones, 2001). 

A tabela 1 traz uma visão geral de alguns microrganismos pertencentes 

aos grupos que serão abordados neste tópico e ao longo do estudo (Public 

Health Agency of Canada, 2001, 2010a,b,c, 2011a,b,c; Dakic et al. 2005; Dortet 

et al. 2006; Dordet-Frisoni et al. 2007; Dharne et al. 2008; Tibra et al. 2010; 

Barros et al. 2012 Martins & Barth, 2013; Scales et al. 2014; Çıkman et al. 

2016; Feng et al. 2016). 

 
Tabela 1 - Dados epidemiológicos sobre alguns microrganismos isolados neste 
estudo. 
MICRORGANISMO Classe de 

risco 
DOSE  

INFECTANTE 
HOSPEDEIRO RESERVATÓRIO 

Acinetobacter sp. 2 ND humanos 
imunocomprometidos 

solo, água, animais,  
vegetais e humanos saudáveis 

Acinetobacter  
ursingii 

2 ND humanos 
imunocomprometidos 

solo, água e  
ambientes secos 

Acinetobacter  
johnsonii 

2 ND humanos ambientes aquáticos 

Bacillus  
anthracis 

3 8 a 50 mil  
células 

humanos e  
animais 

solo 
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Bacillus  
cereus 

2 104-109 

cel/g de 
alim. 

humanos 
imunocomprometidos 

e animais  

humanos, animais, fezes, organismos no 
solo, palha e alimentos 

Citrobacter sp. 2 107  
células 

homem,  
animais aquáticos 

solo, água 

Enterobacter  
aerogenes 

2 1000  
células 

plantas,  
homens e  
animais 

solo, água, trato intestinal, esgoto e leite 

Enterococcus  
faecalis 

2 ND humanos,  
animais domésticos e 

gado 

trato gastrointestinal de mamíferos, aves, 
répteis e insetos 

Escherichia  
coli 

2 106  
células 

humanos e  
animais  

humanos e animais 

Micrococcus  
luteus 

1 ND humanos,  
animais marinhos e 

mamíferos 

humanos e animais 

Myroides sp.  2 ND humanos ambientes úmidos, trato intestinal de 
insetos 

Proteus  
penneri 

2 ND humanos humanos, animais, solo, água, esgoto 

Proteus  
vulgaris 

2 ND humanos humanos, animais, solo, água, esgoto 

Pseudomonas  
fluorescens 

2 ND humanos,  
animais e plantas 

humanos infectados, animais, água 
contaminada e solo  

Pseudomonas sp. 2 ND humanos,  
animais  e plantas 

humanos infectados 

Serratia  
marcescens 

2 ND plantas,  
humanos e animais 

solo, animais e humanos 

Staphylococcus  
gallinarum 

2 ND humanos aves e humanos saudáveis 

Staphylococcus  
haemolyticus 

2 ND humanos ambiente hospitalar 

Staphylococcus  
sciuri 

1 ND humanos superfícies de animais e alimentos de 
origem animal 

Staplylococcus  
xylosus 

2 ND humanos pele e mucosas de mamíferos e aves, 
solos e superfícies 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

2 ND humanos  
com fatores de risco 

ambientes aquáticos, solo e plantas 

  

1.2.2.   Bastonetes Gram-negativos não-fermentadores 

 

Os Bastonetes Gram-negativos não-fermentadores (BGN-NF) são um 

grupo diversificado que tem uma grande distribuição na natureza, possuindo 

mais de 120 espécies consideradas patógenos oportunistas. As principais 

espécies envolvidas em infecções são P. aeruginosa, complexo A. baumannii-

calcoaceticus e Stenotrophomonas maltophilia (Radice et al. 2011). 
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Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii são consideradas 

causas importantes de IRAS, principalmente em Unidade de Terapia Intensiva 

(UTIs) e o desenvolvimento de mecanismos de resistência a antimicrobianos, 

bem como a falta de opções terapêuticas, leva a altas taxas de mortalidade e 

morbidade em infecções relacionadas a esses patógenos (Labarca et al. 2016). 

Pseudomonas aeruginosa é um patógeno de importância na saúde 

pública e veterinária, ocupando diversos nichos no ambiente hospitalar devido 

a sua versatilidade nutritiva, além de possuir vários fatores de virulência, que a 

tornam altamente patogênica (Lanini et al. 2011; Hemmatinezhad et al. 2015). 

As infecções por este patógeno têm sido tratadas com carbapenemas, porém 

tem crescido a incidência de isolados resistentes a estes antimicrobianos, 

devido a mecanismos como expressão de metalo-beta-lactamases, super-

expressão de bombas de efluxo e alterações na expressão de porinas da 

membrana (Labarca et al. 2016; Araujo et al. 2016). 

Em relação ao gênero Acinetobacter, na maioria das amostras clínicas é 

isolado o Complexo A. baumannii-calcoaceticus, formado pelas espécies A. 

baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter pitti e Acinetobacter 

nosocomialis (Radice et al. 2011; Martins & Barth, 2013). Em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento, 55% dos isolados de A. baumannii são 

resistentes aos carbapenemas e para tratamento, tem se recorrido a 

antimicrobianos como fosfomicina e polimixina B, o que também tem favorecido 

o aparecimento de isolados resistentes (Labarca et al. 2016; Menegucci et al. 

2016). No Brasil já foi reportada a presença da metalo-beta-lactamase SPM-1 

em A. baumannii (Jácome et al. 2016). Essa mesma espécie é capaz de lançar 

vesículas contendo DNA, e nessas vesículas já foram encontrados plasmídeos 

contendo genes para carbapenemases (Amábile-Cuevas, 2012). 

Stenotrophomonas maltophilia é considerado um patógeno oportunista 

em IRAS e infecções em pacientes imunocomprometidos, sendo 

intrinsecamente resistente a vários antimicrobianos devido à produção de 

enzimas que o degrada, mecanismos de bombas de efluxo ou 

impermeabilidade de sua membrana plasmática (Radice et al. 2011). Presente 

em recursos hídricos, apresenta vários fatores de virulência, como DNase, 
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RNase, fibrinolisina, lipases, hialuronidase, protease e elastase (Çıkman et al. 

2016). 

 

1.2.3.  Enterobacteriaceae 

 

As infecções por patógenos multi-resistentes desta família, produtores 

de ESBLs (β-lactamase de espectro estendido – em inglês “Extended spectrum 

beta-lactamase”) e carbapenemases, cujo principal reservatório é o trato 

gastrointestinal, causam também alta morbidade e mortalidade, sendo um 

problema de saúde pública de âmbito mundial (Bar-Yoseph et al. 2016). E. coli, 

Salmonella spp. e Klebsiella spp. são patógenos produtores de ESBL mais 

importantes do ponto de vista veterinário, sendo E. coli e K. pneumoniae 

frequentemente isolados em humanos também (Dahms et al. 2014). Os relatos 

de enterobactérias produtoras de carbapenemases aumentaram ao redor do 

mundo. No Brasil, por exemplo, foi relatada a presença da metalo-beta-

lactamase NDM-1 em Providencia rettgeri e a co-produção de NDM-1 e KPC-2 

em Enterobacter hormaechei (Poirel et al. 2012, Carvalho-Assef et al. 2013, 

Pereira et al. 2015). 

Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal humana, havendo 

cepas patogênicas que causam diarreia e infecções fora do trato intestinal. 

Essas cepas podem ser transmitidas por água e alimentos contaminados ou 

através do contato com pessoas e/ou animais. Podemos dividir as cepas 

causadoras de diarreia em seis tipos: E. coli produtora de toxina de Shiga 

(STEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteropatogênica (EPEC), E. 

coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli de 

aderência difusa (DAEC) (Centers for Disease Control and Prevention, 2015). 

O gênero Klebsiella é um patógeno frequente e importante em 

pneumonias, septicemias, infecções do trato urinário, de feridas e em UTIs, 

causando também bacteremia e infecções no fígado. É um importante 

patógeno oportunista em pacientes imunocomprometidos, apresentando 

diversos fatores como adesinas, polissacarídeos capsulares e toxinas, que 

contribuem para a sua patogenicidade. Como patógenos humanos temos as 
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espécies K. pneumoniae pneumoniae, K. pneumoniae ozaenae, K. pneumoniae 

rhinoscleromatis, K. oxytoca, K. granulomatis, K. variicola e K. singaporensis 

(Public Health Agency of Canada, 2011d). 

Salmonella spp. é uma bactéria entérica envolvida em intoxicações 

alimentares, causando surtos em vários países. A maioria dos sorotipos desse 

gênero são patogênicos ao homem, comoSalmonella typhi, causadora da febre 

tifoide e Salmonella paratyphi A, B e C, agente etiológico da febre entérica 

(Shinohara et al. 2008). 

 

1.2.4.  Enterococcus 

 

 O gênero Enterococcus está envolvido em infecções do trato urinário, 

feridas e tecidos moles, sendo associado também a bacteremia que pode levar 

a endocardite. A espécie isolada mais frequentemente a partir de amostras 

intestinais humanas é Enterococcus faecalis, seguida pela espécie 

Enterococcus faecium (Public Health Agency of Canada, 2010b).  

 Considerando que Enterococcus é intrinsecamente resistente às 

cefalosporinas, as cepas conhecidas como VRE (Enterococcus resistentes a 

vancimicina), resistente aos glicopeptídeos, podem ser consideradas um 

patógeno relevante em infecções sistêmicas, que se agravam em pacientes 

imunocomprometidos. Essa resistência pode ser adquirida através de 

elementos genéticos móveis, tendo os genes vanA e vanB um papel importante 

nesse fato. Isolados de E. faecalis e E. faecium apresentando essa resistência 

já foram obtidos a partir de homens e animais (Hörner et al. 2005; Dahms et al. 

2014). 

 

1.2.5.  Streptococcus 

 

 O gênero Streptococcus é altamente diversificado e está relacionado a 

doenças humanas como cárie dentária, febre puerperal e septicemias. São 

classificados de acordo com a sua capacidade de hemólise em α-hemolíticos, 

que produzem hemólise parcial, como a espécie S. pneumoniae; β-hemolíticos, 



9 
 

que produzem hemólise total e são subdivididos em grupos (A a V) de acordo 

com os polissacarídeos em sua parede celular, como o Streptococcus 

pyogenes; e γ-hemolíticos, que não produzem hemólise (Nogueira & Miguel, 

2010). 

 Streptococcus pneumoniae está presente nas mucosas da nasofaringe e 

trato respiratório superior. Ao migrar para partes estéreis do trato respiratório, 

causa inflamações. Está envolvido em agravos como pneumonia, otite média e 

meningite (Public Health Agency of Canada, 2011e).  

 As infecções por estreptococos do grupo A variam desde enfermidades 

leves como febre e impetigo até infecções sérias como fascite necrozante e 

síndrome do choque tóxico (TSS – “Toxic Shock Syndrome” em inglês). No 

caso do grupo B, as infecções acometem pessoas de todas as idades, como 

meningite, pneumonia e sepse em recém-nascidos e infecções em ossos, 

articulações, pele e tecidos moles em indivíduos adultos (Centers for Disease 

Control and Prevention, 2014, 2016a,b). 

  

1.2.6.  Staphylococcus 

 

 O gênero Staphylococcus apresenta mais de 30 espécies, sendo as 

espécies S. aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus 

saprophyticus frequentemente isoladas na prática clínica. Alguns destes 

microrganismos fazem a parte da microbiota da pele e mucosas, enquanto 

outros são patógenos que causam infecções, podendo levar a septicemias 

(Nogueira & Miguel, 2010). 

Devido à sua capacidade de resistir à dessecação e ao frio, S. aureus é 

uma espécie amplamente distribuída, presente em áreas de circulação humana 

e tendo o ser humano como principal reservatório. Na década de 1970, foram 

isoladas as primeiras cepas resistentes à meticilina (S. aureus resistentes à 

meticilina – MRSA), que apresentam resistência a todos os β-lactâmicos e 

também a outros antimicrobianos como quinolonas e macrolídeos. A 

resistência à meticilina é codificada pelo gene mecA. Estas cepas podem ser 

agrupadas em MRSA adquiridas no ambiente hospitalar (HA-MRSA), MRSA 
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associada à comunidade (CA-MRSA) e MRSA associado ao gado (LA-MRSA) 

(Santos et al. 2007, Dahms et al. 2014). 

 Os estafilococos coagulase-negativa (CoNS) são comensais em 

humanos e animais, e não eram tidos como bactérias patogênicas até que 

fossem isolados como agentes etiológicos em IRAS. As espécies S. 

saprophyticus, S. haemolyticus, S. xylosus, Staphylococcus epidermidis,  

Staphylococcus warneri, Staphylococcus hominis, Staphylococcus simulans e 

Staphylococcus lugdunensis são as principais envolvidas em infecções. Há 

cepas de CoNS resistentes à meticilina (MR-CoNS), cujo mecanismo de 

resistência é semelhante ao encontrado em MRSA. Estes patógenos 

apresentaram um impacto crescente nos últimos 20 anos, inclusive como 

patógenos animais, provocando mastite em vacas leiteiras e pequenos 

ruminantes (Teixeira, 2009; Dahms et al. 2014). 

 

1.2.7.  Bacillus 

 

 Os microrganismos pertencentes a este gênero são aeróbios ou 

aeróbios facultativos e formadores de esporos, sendo sua maioria saprófita. As 

espécies de maior relevância clínica ao ser humano são B. anthracis, causador 

do antraz ou carbúnculo hemático e doenças sistêmicas nas formas digestiva e 

pulmonar, e B. cereus, associado à infecções cutâneas, bacteremia, septicemia 

e, principalmente, a intoxicações alimentares. Estas duas espécies fazem parte 

do grupo dos grandes Bacillus, com largura de 1µm ou mais, que conta 

também com as espécies Bacillus mycoides, Bacillus weihenstephanensis, 

Bacillus cytotoxus e Bacillus thuringiensis (Nogueira & Miguel, 2010; 

Rabinovitch & Oliveira, 2015). 

 

1.3 Antimicrobianos 

 

Antimicrobianos são substâncias naturais ou sintéticas que podem 

interferir no crescimento bacteriano (ação bacteriostática) ou levar a bactéria à 

morte (ação bactericida). A maioria dos antimicrobianos utilizados na prática 
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clínica são naturais e seus derivados semi-sintéticos, que compreendem os β-

lactâmicos, tetraciclinas, aminoglicosídeos, macrolídeos, peptídeos cíclicos 

(glicopeptídeos e lipodepsipeptídeos), estreptograminas, lincosamidas, 

cloranfenicol, rifamicinas, etc. Já os antimicrobianos de origem sintética 

compreendem as sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (Guimarães 

et al. 2010). 

A combinação destes agentes pode produzir dois tipos de efeito, 

sinergismo e antagonismo. No sinergismo, os antimicrobianos tornam-se mais 

eficazes juntos do que individualmente, em contrapartida, no antagonismo, 

pode haver a inibição do efeito de um dos antimicrobianos envolvidos 

(Nogueira & Miguel, 2010). 

A figura 1 apresenta uma síntese das principais classes de 

antimicrobianos com seus respectivos mecanismos de ação. 

Figura 1 – Classificação dos antimicrobianos mais comumentes utilizados na 
prática clínica para tratamento de infecções bacterianas (Tenover, 2006). 
 

1.3.1.  β-lactâmicos 

 

Possuem em seu núcleo estrutural o anel ß-lactâmico, que promove a 

atividade bactericida. Neste grupo estão incluídas as penicilinas, as 

cefalosporinas, os carbapenemas e os monobactâmicos.  Seu mecanismo de 

atuação está na interferência da síntese do peptideoglicano (responsável pela 
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integridade da parede bacteriana). Para que isso ocorra é necessária a 

penetração através de porinas que estão localizadas na membrana externa de 

bactérias Gram-negativas e, consequentemente, uma ligação às proteínas 

ligadoras de penicilina (PBP), que cumprem a última parte no processo de 

síntese da parede bacteriana (Agência Nacional de Vigilância Sanitária, 

2007a). 

As penicilinas, devido ao seu baixo custo e boa eficácia, são os 

antimicrobianos de primeira escolha no tratamento de infecções por agentes 

encapsulados sensíveis (pneumonia pneumocócica, abscesso cerebral, 

meningite bacteriana), na sífilis (neurosífilis congênita, gestacional, associada 

ao HIV), e de profilaxia primária e secundária na febre reumática e na 

glomerulonefrite pós-estreptocócica (Rosário & Grumach, 2006). 

As cefalosporinas estão diretamente correlacionadas às penicilinas, 

estrutural e funcionalmente, possuindo análogos estruturais, as cefamicinas. 

Elas são classificadas em primeira, segunda, terceira, quarta e quinta geração. 

Juntamente com as penicilinas, atuam inibindo a transpeptidase, o que impede 

a última molécula de glicina de ligar-se ao quarto resíduo do pentapeptídeo, 

prejudicando a formação do peptideoglicano, e evitando a formação do 

glicopeptídeo na parede celular, devido a sua ligação às PBPs. As 

cefalosporinas são consideradas inibidores seletivos da síntese da parede 

celular (Nogueira & Miguel, 2010). 

Os carbapenemas atualmente são os antimicrobianos utilizados no 

tratamento de infecções por bactérias multi-resistentes aos antimicrobianos. 

Estão disponíveis no Brasil:  imipenem,  meropenem e  ertapenem. Imipenem 

apresenta atividade levemente superior contra Gram-positivos se comparado 

ao meropenem, cuja atividade é maior em Gram-negativos. Ertapenem não 

apresenta atividade contra P. aeruginosa e A. baumannii (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária, 2007b; Cantón et al. 2014). 

Os monobactâmicos são mais estáveis à hidrólise pelas β-lactamases, 

quando comparados aos demais β-lactâmicos. O aztreonam, por exemplo, é 

utilizado no tratamento de infecções por bactérias Gram-negativas há décadas 

na prática clínica, pois age por meio da interação com as PBPs, interrompendo 
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a síntese da parede celular. Outros representantes desta classe são  

carumonam,  tigemonam e  pirazminam (Nogueira & Miguel, 2010; Fu et al. 

2016). 

 

1.3.2.  Tetraciclinas 

 

 Devido ao seu amplo espectro de ação, baixa toxicidade, baixo custo, e 

possibilidade de serem administradas, na maioria dos casos, por via oral, as 

tetraciclinas são muito úteis na clínica médica, sendo utilizadas como terapia 

em diversas infecções, não apenas em humanos, como também em animais, 

onde são também promotores de crescimento. Tigeciclina e minociclina estão 

entre as poucas opções de tratamento contra MRSA. Seu mecanismo de ação 

consiste na ligação do antimicrobiano a um sítio na subunidade 30S do 

ribossomo bacteriano impedindo a ligação do aminoacil-t-RNA no sítio A do 

ribossomo, o que compromete a adição de aminoácidos e, consequentemente, 

a síntese protéica (Pereira-Maia et al. 2010). 

 

1.3.3.  Aminoglicosídeos 

 

São eficazes contra bastonetes Gram-negativos e apresentam 

sinergismo positivo quando combinados a outros antimicrobianos no tratamento 

de infecções por Gram-positivos. São utilizados como profilaxia e terapia de 

infecções pós-operatórias em cirurgia cardíaca. Como principal efeito colateral 

está a nefrotoxicidade, ocorrendo em até 20% dos pacientes. Seu mecanismo 

de ação é a ligação ao ribossomo bacteriano, mais especificamente na  

subunidade 30S, onde provoca a leitura incorreta do RNA mensageiro e 

consequentemente diminui a síntese proteica. Isso leva a alteração no 

funcionamento da membrana plasmática, perca de constituintes essenciais e 

consequente morte celular (Oliveira et al. 2006). 
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1.3.4.  Macrolídeos e lincosamidas 

 

Apresentam em sua composição um anel macrocíclico de lactona, ao 

qual ligam-se um ou mais açúcares. Como exemplos desta classe de 

antimicrobianos temos azitromicina, claritromicina, eritromicina, espiramicina, 

miocamicina, roxitromicina, etc. Atuam inibindo a síntese protéica dependente 

de RNA, por meio da ligação a receptores presentes na porção 50S do 

ribossomo, particularmente na molécula 23S do RNA, impedindo as reações de 

transpeptidação e translocação. Em relação ao seu espectro de ação, existem 

diferenças entre os representantes desta classe. A eritromicina atua sobre 

bactérias Gram-positivas e também em microrganismos dos gêneros 

Treponema, Mycoplasma e Chlamydia, sendo inativa contra enterobactérias e 

patógenos do gênero Pseudomonas. Já a claritromicina destaca-se pela sua 

atividade contra estreptococos e estafilococos resistentes à oxacilina. A 

azitromicina diferencia-se das demais pela sua atividade contra Gram-

negativos, como Haemophilus influenzae, porém as enterobactérias 

apresentam resistência intrínseca a este antimicrobiano (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária, 2007c). 

As lincosamidas apresentam o mesmo mecanismo de ação que os 

macrolídeos, sendo representadas pela lincomicina e clindamicina. A 

clindamicina se mostra eficaz em infecções por cocos Gram-positivos não 

enterocócicos e bactérias anaeróbias, como Bacteroides fragilis (Nogueira & 

Miguel, 2010). 

 

1.3.5.  Glicopeptídeos e lipodepsipeptídeos 

 

 Os glicopeptídeos são antimicrobianos que atuam interferindo a síntese 

da parede celular antagonizando competitivamente a polimerização das 

cadeias de peptideoglicano. São amplamente utilizados nas infecções por 

bactérias Gram-positivas, tendo como principais representantes a vancomicina 

e a teicoplanina (Nogueira & Miguel, 2010). 
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 Representado pela daptomicina, utilizada no tratamento de infecções por 

Gram-positivos, os lipodepsipeptídeos atuam na desorganização das funções 

da membrana celular bacteriana (Guimarães et al. 2010). 

 

1.3.6.  Estreptograminas 

 

 São representados pela quinupristina e dalfopristina, que são derivados 

semi-sintéticos de uma substância chamada pritinamicina. Essas duas 

substâncias atuam de maneira sinérgica na inibição da síntese proteica, sendo 

a quinupristina responsável por inibir a elongação da cadeia peptídica, 

enquanto a dalfopristina atua interferindo a transferência da cadeia peptídica de 

um RNA transportador (tRNA) para outro (Guimarães et al. 2010). 

 

1.3.7.  Cloranfenicol 

 

Possui um espectro de ação relativamente amplo, predominantemente 

bacteriostático, englobando Gram-positivos, Gram-negativos, riquétsias, 

clamídias e micoplasmas. Microrganismos do gênero Salmonella e das 

espécies H. influenzae e Neisseria meningitidis apresentam sensibilidade a 

este antibiótico (Fiol & Avallone, 2005). Seu mecanismo de ação consiste em 

inibir a fixação do RNA mensageiro aos ribossomos e impedir a união dos 

aminoácidos, interferindo assim na síntese proteica. Devido a sua alta 

toxicidade, só é utilizado em infecções graves e quando não há mais opções de 

tratamento (Nogueira & Miguel, 2010). 

 

1.3.8.  Rifamicinas 

 

 São antimicrobianos que atuam como inibidores da RNA polimerase, 

logo, interferem na transcrição. Seu principal representante é a rifampicina, que 

faz parte do conjunto de fármacos utilizados no tratamento da tuberculose. 

Possui ação bactericida e um amplo espectro de atividade. Além de 

Mycobacterium tuberculosis e micobactérias atípicas, como Mycobacterium 
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kansasii e Mycobacterium marinum, este antimicrobiano é ativo contra S. 

aureus, CONS, Rhodococcus equi, N. meningitidis, Neisseria gonorrhoeae e H. 

influenzae (Sánchez-Saldaña et al. 2004; Rothstein, 2016). 

 

1.3.9.  Polimixinas 

 

 É uma classe de antimicrobianos que se mostra ativa contra várias 

bactérias Gram-negativas. Representam esta classe as polimixinas A, B, C, D e 

E, sendo esta última chamada de colistina, porém apenas as polimixinas B e E 

são utilizadas clinicamente, pois as demais apresentam alta toxicidade. Entre 

os efeitos colaterais, os que mais se destacam são a nefrotoxicidade 

(principalmente insuficiência renal aguda) e neurotoxicidade. Seu mecanismo 

de ação leva à ruptura da membrana celular bacteriana e, consequentemente, 

sua morte, ao se ligar a componentes do envelope celular como fosfolipídeos e 

lipopolissacarídeos (LPS), deslocando competitivamente os íons cálcio (Ca) e 

magnésio (Mg), o que desestabiliza a membrana (Mendes & Burdman, 2009). 

 

1.3.10. Inibidores de β-lactamases 

 

 Representados pelo ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam, estes 

fármacos apresentam um anel beta-lactâmico, porém não possuem atividade 

antimicrobiana. Eles atuam inibindo a clivagem enzimática, impedindo a ação 

das enzimas β-lactamases e, consequentemente, inativando-as (Nogueira & 

Miguel, 2010). 

 

1.3.11. Nitrofuranos 

 

 São antimicrobianos de amplo espectro, tendo como principais 

representantes furazolidona, furaltadona, nitrofurantoína e nitrofurazona. Estas 

substâncias, devido ao seu potencial em causar alterações cromossômicas e 

neoplásicas, foram proibidas na criação de animais na Europa (Praxedes et al. 

2013).  
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Como um exemplo do mecanismo de ação dessa classe, a 

nitrofurantoína, ao ser metabolizada pela bactéria, inibe enzimas como a acetil 

conenzima A, o que ocasiona lesão no DNA bacteriano (Nogueira & Miguel, 

2010). 

 

1.3.12. Sulfonamidas 

 

São utilizadas no tratamento de infecções por bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas. Por serem análogos estruturais e antagonistas competitivos 

do ácido p-aminobenzóico (PABA), as sulfonamidas impedem que esta 

substância seja utilizada pelas bactérias na síntese do ácido fólico. Esta classe 

de antimicrobianos apresenta como representantes sulfanilamida, sulfisoxazol, 

sulfacetamida, sulfadiazina e sulfametoxazol. Este último fármaco é 

normalmente administrado junto ao trimetoprim, pois juntos, eles possuem um 

efeito sinérgico. Esta combinação é conhecida como cotrimoxazol, onde o 

sulfametoxazol inibe um passo intermediário da reação de sínteso do ácido 

tetra-hidrofólico (folínico) e o trimetoprim atua impedindo a formação do 

metabólito ativo no final do processo, o que impede a síntese de ácidos 

nucleicos (Alaburda et al. 2007; Agência Nacional de Vigilância Sanitária, 

2007d). 

 

1.3.13. Quinolonas e fluoroquinolonas 

 

 São uma classe de antimicrobianos sintéticos composta por fármacos 

utilizados de maneira eficaz no tratamento de infecções do trato urinário e em 

infecções em que o microrganismo é resistente a outros antimicrobianos. Seu 

mecanismo de ação é a inibição da replicação do DNA através da ligação, em 

Gram-positivos, à enzima topoismerase IV e, em Gram-negativos, à enzima 

topoisomerase II, também chamada de DNA girase. Seus principais 

representantes são o ácido nalidíxico e a ciprofloxacina (Guimarães et al, 2010; 

Souza et al. 2010). 
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1.3.14. Oxazolidinonas 

 

O mecanismo de ação destes fármacos consiste na inibição da síntese 

de proteínas, através da fixação à unidade 50S do ribossomo e consequente 

impedimento da formação do complexo 70S de iniciação. São ativos contra 

infecções por microrganismos Gram-positivos, tendo como principal 

representante o linezolide, que é ativo contra MRSA (Pigrau & Almirante, 

2009).  

 

1.4 Resistência aos antimicrobianos  

 A resistência bacteriana a antimicrobianos é um dos mais complexos 

problemas de saúde pública atualmente e pode ser resultado de seu uso 

abusivo, não apenas entre clínicos e farmacêuticos, mas também por parte da 

população, que se auto-medica com esses medicamentos para doenças que 

na maioria das vezes são auto limitantes (Amábile-Cuevas, 2013). 

1.4.1.  β-lactamases 

 O mecanismo mais comum de resistência aos β-lactâmicos é a produção 

de enzimas β-lactamases, que hidrolizam esses antimicrobianos, 

principalmente em bastonetes Gram-negativos (Dallene et al., 2010). Essas 

enzimas são classificadas em quatro classes moleculares, A, B, C e D, que se 

diferenciam em relação ao seu sítio ativo. As enzimas de classe A, C e D 

possuem serina em seu sítio ativo e as pertencentes a classe B são 

metaloenzimas que utilizam pelo menos um íon de zinco (Bush & Jacoby, 

2010). 

β-lactamases de espectro estendido (ESBLs) são enzimas de classe A 

que são efetivas contra β-lactâmicos como ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima 

e oximino-monabactâmicos. Carbapenemas e cefamicina são efetivos contra 

as amostras produtoras de ESBL (Ghafourian et al., 2014). 
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O aumento da resistência às cefalosporinas levou ao uso de 

carbapenemas e, com isso, houve a emergência e disseminação de amostras 

resistentes a estes antimicrobianos. A produção de carbapenemases é 

considerada o principal mecanismo de resistência a estes antimicrobianos em 

bastonetes Gram-negativos. Isolados de enterobactérias e não-fermentadores 

(como Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp.) produtores de 

carbapenemases são resistentes a diversas outras classes de antimicrobianos, 

limitando as opções terapêuticas (Woodford et al., 2014; Montezzi et al., 2015). 

As serino carbapenemases pertencem à classe A e os organismos que 

as produzem apresentam sensibilidade reduzida a imipenem. As metalo-β-

lactamases são enzimas de classe B que, além de hidrolizar carbapenemas, 

não são susceptíveis aos inibidores comerciais de β-lactamases. As OXA 

(“oxacillin hydrolyzing”) β-lactamases são enzimas de classe D e apresentam 

em seu espectro de ação resistência a oxacilina e cloxacilina (Queenan & 

Bush, 2007). 

1.4.2.  Multi-resistência 

Os fenótipos de multi-resistência a antimicrobianos são vistos porque os 

genes que codificam para carbapenemases são frequentemente carreados por 

plasmídeos, juntamente com genes que codificam determinantes de resistência 

a outros antimicrobianos. Esses plasmídeos, ao adquirirem ou perderem 

genes, aumentam a diversidade genética da bactéria, além de poderem ser 

transferidos entre as populações bacterianas. A transferência horizontal de 

genes é um outro meio importante de aquisição de determinantes de 

resistência. Os principais mecanismos de transferência horizontal de genes são  

transdução,  transformação e  conjugação (Carattoli et al. 2005; Amábile-

Cuevas, 2012; Montezzi et al., 2015). 

Os integrons, que funcionam como plataformas para carrear, rearranjar 

ou melhorar a expressão de elementos chamados “genes cassetes”, onde se 

encontram os genes de resistência aos antimicrobianos e/ou virulência, podem 

ser encontrados em elementos genéticos móveis. Este também é um fator que 
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colabora com o aumento da disseminação da resistência aos antimicrobianos. 

Além disso, os integrons desempenharam um papel importante em surtos de 

Shigella na década de 50 (Amábile-Cuevas, 2012). 

 A presença de bactérias multi-resistentes a antimicrobianos no ambiente 

é um fenômeno relatado no Brasil e no mundo. Há relatos de isolados 

produtores de KPC a partir de água em Portugal e no Brasil. O gene blaNDM foi 

descrito em isolados bacterianos provenientes da água na Índia. Bactérias 

produtoras de ESBLs foram isoladas a partir de moscas em fazendas de 

criação de aves e aeroportos. É sabido que o trato digestório de moscas é um 

ambiente propício para a transferência horizontal de genes e consequente 

disseminação de genes de resistência e virulência entre bactérias (Walsh et al. 

2011, Poirel et al., 2012; Liu et al., 2013; Blaak et al., 2014; Montezzi et al., 

2015). 

1.5 Métodos de identificação bacteriana 

 

1.5.1 Bioquímica convencional 

 

No diagnóstico clínico, as colônias bacterianas isoladas a partir do 

crescimento em meios de enriquecimento e meios seletivos são submetidas a 

vários testes bioquímicos que auxiliam em sua classificação (Nogueira & 

Miguel, 2010). 

 No diagnóstico de cocos Gram-positivos, a diferenciação entre 

Staphylococcus e Streptococcus é feita por meio do teste da catalase. Dentro 

do gênero Staphylococcus temos como métodos importantes na identificação 

os testes da coagulase, DNAse, crescimento em ágar manitol, novabiocina, 

trealose e ureia, estes três últimos utilizados na diferenciação de S. 

epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus, que são as principais espécies 

clínicas de CONS. No gênero Streptococcus temos os testes da bacitracina, 

sulfametoxazol-trimetoprim, fator CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen), 

PYR (pyrrolidonyl-aminopeptidase), hidrólise do hipurato, optoquina e bile 

solubilidade. Para a diferenciação com Enterococcus são utilizados os testes 
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do crescimento em NaCl 6,5% e da bile esculina (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária, 2004). 

 Para identificação de microrganismos da família Enterobacteriaceae, 

dispomos dos seguintes testes bioquímicos: prova da oxidase (as 

enterobactérias são negativas nesse teste), produção de indol, motilidade, 

produção de sulfeto de hidrogênio (H2S), vermelho de metila (VM), Voges-

Proskauer (VP), utilização do citrato, produção de urease, desaminação da 

fenilalanina, degradação do malonato, descarboxilação de aminoácidos (lisina, 

arginina e ornitina) e fermentação de açúcares (glicose, lactose, sacarose e 

manitol) (Prado et al. 2002; Nogueira & Miguel, 2010). 

 A identificação dos bastonetes Gram-negativos não-fermentadores é 

complexa, sendo necessários vários testes como oxidase, motilidade, 

oxidação-fermentação de glicose, descarboxilação de aminoácidos (lisina e 

arginina), redução de nitrato a nitrito, crescimento em 4°C e 42°C, utilização do 

citrato, discos de polimixina (Complexo Burkholderia cepacia é intrinsecamente 

resistente) e imipenem (S. maltophilia é intrinsecamente resistente), atividade 

da urease, produção de indol, hidrólise da esculina, hidrólise da gelatina, 

hidrólise do Tween 80 (hidrólise da lipase), ágar DNAse e ONPG (prova da β-

galactosidase). Além disso, as características morfológicas, macroscópicas e 

microscópicas são importantes auxiliadores no processo (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária, 2008). 

  

1.5.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

O gene 16S rRNA é utilizado em taxonomia e filogenia bacteriana por 

diversos motivos, tais como sua presença em quase todas as bactérias, 

existindo em operons ou famílias multigênicas; sua função inalterada ao longo 

da evolução; e o seu tamanho (1500 pb), que é suficiente para o uso de 

ferramentas informáticas. Este gene possui regiões variáveis suficientes que 

permitem o seu uso na identificação de bactérias, propriedade também vista no 

gene rpoB (Janda & Abbott, 2007; Schröttner et al. 2016).  
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O sequenciamento do gene 16S rRNA é uma ferramenta muito útil na 

taxonomia de bactérias que não são facilmente identificadas pelos métodos 

convencionais, com taxas de identificação de >90% em nível de gênero e 65-

83% em nível de espécie. Além disso, é um método que reduz o tempo 

necessário para a identificação de bactérias de crescimento lento, como as 

micobactérias, que podem levar de 6 a 8 semanas para crescer em meios de 

cultura convencionais, e que possibilita a identificação de microrganismos não-

cultiváveis (Woo et al. 2008). 

 

1.5.3 MALDI-TOF EM 

 

A técnica de MALDI-TOF EM (Espectrometria de massa por ionização e 

dessorção a laser assistida por matriz: tempo de voo – “Matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight mass spectometry” em inglês) permite 

identificação microbiana, caracterização e tipagem. A partir de uma única 

colônia bacteriana é possível obter um perfil proteico para aquele 

microrganismo. É uma ferramenta que requer um alto custo inicial, mas que 

reduz o tempo necessário na identificação bacteriana, consequentemente, 

reduzindo o custo de análise por amostra (Santos et al. 2016). 

Esta técnica foi proposta há mais de 30 anos, visto que os métodos 

convencionais de identificação, que incluem a coloração de Gram, 

características morfológicas e bioquímicas, requerem horas ou dias, 

principalmente em microrganismos fastidiosos. Esta ferramenta já se mostrou 

muito útil na identificação de patógenos envolvidos em fibrose cística (Seng et 

al. 2009).  

Consiste num sistema no qual uma colônia isolada de um microrganismo 

é colocada sobre uma placa de matriz polimérica, a qual receberá uma 

radiação por laser, vaporizando a amostra e ionizando várias moléculas. Estas 

moléculas são aspiradas num tubo de vácuo e levadas a um detector: o tempo 

de chegada ao detector (tempo de voo - “time of flight” em inglês) varia de 

acordo com a molécula. Essas variações são registradas graficamente como 

picos, que são específicos para cada espécie bacteriana. Estes resultados são 
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interpretados com o auxílio de uma base de dados computadorizada. 

Diagnósticos microbiológicos complexos, como de estafilococos coagulase 

negativos ou dos sorovares Salmonella enterica são facilitados por este 

método. Os bancos de dados tendem a ficar mais completos quanto mais esta 

técnica for utilizada. Uma desvantagem é que estes bancos de dados não são 

públicos, porém apresentam uma melhor acurácia nas suas atualizações 

(Pasternak, 2012). 

Esta técnica já foi utilizada na identificação de bactérias ambientais nas 

mais variadas amostras, como esponjas-do-mar, água, solo, lama, raízes e 

rizosfera, porém ainda é necessário um refinamento no método que lhe permita 

identificar melhor bactérias isoladas em ambientes extremos (Santos et al. 

2016). 

 

1.6 Métodos de tipagem 

 

1.6.1 PFGE 

 

A técnica de polimorfismo em eletroforese de campo pulsado (PFGE) foi 

desenvolvida por Schwartz e Cantor em 1983 para solucionar o problema que 

envolvia a separação de fragmentos maiores de DNA, que não era possível 

pela eletroforese convencional em gel de agarose, que separa bem fragmentos 

entre 0,5 e 20-30 kb (Magalhães et al. 2005). 

Nesta técnica, o pulso elétrico tem seu sentido constantemente alterado, 

de maneira que os fragmentos de DNA são constantemente reorientados no 

gel, mantendo a separação dos mesmos de acordo com o seu tamanho. Além 

disso, o ângulo obtuso (120°C) de reorientação dos fragmentos também é um 

fator que otimiza a sua separação (Herschleb et al. 2007). 

As moléculas de DNA que serão separadas são tratadas com enzimas 

de restrição, que irão dividir o DNA em pequenos fragmentos, que serão 

separados de acordo com seu tamanho no gel de agarose (Centers for Disease 

Control and Prevention, 2016c). 
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Esta técnica é considerada padrão-ouro em estudos epidemiológicos, 

sendo muito útil no estudo de pequenos e grandes surtos hospitalares, 

incluindo a comparação de populações bacterianas em diferentes países 

(Magalhães et al. 2005). 

Entre as vantagens desta técnica está o fato dela já estar padronizada 

para várias espécies bacterianas e ter um potencial discriminatório melhor do 

que técnicas como a ribotipagem e o MLST (multi-locus sequence typing). 

Porém ainda há algumas espécies bacterianas que não podem ser 

discriminadas por este método (Centers for Disease Control And Prevention, 

2016c).  

 

1.6.2 Outros métodos 

 

A análise de “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) 

consiste na diferenciação de sequências homólogas de DNA, que são clivadas 

por enzimas de restrição e separadas em fragmentos de acordo com seu 

tamanho por meio de uma eletroforese. O RFLP é um marcador molecular que 

é específico para cada combinação entre clone e enzima de restrição. Esta 

análise é muito utilizada em mapeamentos genéticos e análises de variação 

(National Center for Biotechnology Information, 2014). 

A técnica de hibridização por Southern blot é uma técnica empregada na 

interpretação das bandas geradas pelas enzimas de restrição, na qual o gel é 

submetido a uma desnaturação alcalina, neutralização e transferência para 

uma membrana de náilon. Essas membranas são hibridizadas juntamente com 

sondas específicas e, em seguida, incubadas com anticorpos 

quimioluminescentes e então radiografadas (Macieira et al. 2009). 

A ribotipagem consiste em digerir fragmentos de DNA cromossomal com 

enzimas específicas, separá-los por eletroforese e, em seguida identificar 

apenas os fragmentos que codificam o RNA ribossomal com o auxílio de uma 

sonda marcada de DNA. Os genes ribossômicos são conservados entre os 

filos, logo, uma sonda universal permite a caracterização de vários organismos 

(Bueno, 2007). 
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A análise de perfil plasmidial é uma técnica utilizada em estudos 

epidemiológicos por ser rápida, não muito cara e facilmente executável. Foi a 

primeira técnica utilizando DNA empregada em rastreamento epidemiológico. 

Nesta técnica o DNA é extraído por lise alcalina e tratado com enzimas 

específicas. A corrida eletroforética separa os fragmentos plasmidiais de 

acordo com o seu tamanho (Lázaro et al. 2004, Feizabadi et al. 2008). 

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma 

variante da técnica de PCR, baseada na amplificação de locos variados no 

genoma, a partir de um único iniciador de sequência arbitrária, logo, sua 

sequência alvo é desconhecida. Esta técnica foi desenvolvida para a detecção 

de mudanças de bases nitrogenadas ao longo do genoma, podendo ser 

aplicada no mapeamento genômico e no “fingerprinting”, quando fragmentos de 

DNA são gerados a partir de uma única amostra, e a partir destes fragmentos 

são obtidas informações genotípicas (Binneck et al. 2002; Araujo et al. 2003; 

Chial, 2008). 

Para realização de “fingerprinting” também é utilizada a técnica AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism), que é mais laboriosa do que o 

RAPD, mas apresenta resultados mais confiáveis. Com esta técnica, pequenos 

fragmentos podem ser utilizados para a obtenção de “fingerprinting”, que são 

específicos em cada espécie (Garcia et al. 2004; Chial, 2008). 

A análise de “Multilocus sequence typing” (MLST) consiste no 

sequenciamento de sete genes constitutivos específicos de uma determinada 

espécie. Estas sequências são comparadas com os alelos previamente 

identificados destes locos e recebem números para cada um dos sete genes. 

Estes números são combinados para definir um perfil, que é chamado 

“sequence type” (ST), que descreve aquela amostra. Esta técnica visa 

caracterizar, sem nenhum tipo de ambiguidade, espécies bacterianas ou de 

outros microrganismos (Aanensen & Spratt, 2005). 
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2  JUSTIFICATIVA 

 

A presença de bactérias  portadoras de genes que conferem resistência  

a  carbapenemas é um fenômeno relatado constantemente na literatura 

científica, sugerindo que os problemas de resistência observados nos hospitais 

muitas vezes são originários de bactérias ambientais. A presença de dípteros 

muscoides dos mais variados gêneros e espécies é algo comum em 

estabelecimentos como hospitais, restaurantes e escolas em áreas carentes e 

com pouco saneamento básico na cidade e região metropolitana do Rio de 

Janeiro. A capacidade destes insetos de se desenvolver em variados tipos de 

criadouros possibilita a sua rápida multiplicação e, consequentemente, a 

transmissão de patógenos.  

Em países em desenvolvimento como o Brasil, onde ainda existe 

carência no que diz respeito ao saneamento básico, a amostragem a partir de 

ambiente, principalmente em insetos transmissores de patógenos, pode ser 

quase tão importante quanto a amostragem clínica. 

 Este trabalho se propôs a estudar a presença de bactérias produtoras 

de ESBLs e carbapenemases, que são motivo de preocupação para a saúde 

pública, em dípteros muscoides, a fim de ser verificado o papel destes insetos, 

não apenas na disseminação, mas também como reservatórios de bactérias 

resistentes. 

3 OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Realizar a prospecção e caracterização molecular de amostras 

resistentes a antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos (cefalosporinas e 

carbapenemas) isoladas a partir de dípteros muscoides. 

3.2. Objetivos específicos 

 Coletar e identificar dípteros muscoides; 
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 Isolar e identificar bactérias possivelmente produtoras de 

cefalosporinases e/ou carbapenemases presentes em dípteros 

muscoides; 

 Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das 

amostras bacterianas isoladas; 

 Investigar a presença dos seguintes genes de resistência: blaSPM, 

blaNDM, blaKPC, blaVIM, blaIMP, blaOXA-23, blaOXA-143, blaOXA-48, blaSHV, 

blaTEM, blaGIM e blaSIM e, nos isolados pertencentes ao grupo 

Bacillus cereus, a presença do gene de virulência hblA; 

 Analisar o polimorfismo genético dos isolados pertencentes a 

espécie Pseudomonas fluorescens. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta e identificação de dípteros muscoides 

As coletas de dípteros muscoides foram realizadas em diferentes locais 

da cidade do Rio de Janeiro e por diferentes metodologias: a) numa caçamba 

de lixo na comunidade do Amorim, próximo ao Campus Manguinhos com 

auxílio de rede entomológica e atração por carne bovina putrefata; b) no campo 

de Santana em frente ao Hospital Souza Aguiar; c) na Quinta da Boa Vista, em 

frente ao Hospital Quinta D’or, em ambos os hospitais foi utilizada rede 

entomológica; d) no Campus Manguinhos da Fundação Oswaldo Cruz, na 

Armadilha Shannon montada próximo ao Pavilhão Arthur Neiva; e) ainda no 

Campus Manguinhos da Fundação Oswaldo Cruz, próximo ao abrigo de 

resíduos hospitalares do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas 

(INI), com armadilha de garrafa PET (Figuras 2 e 3); f) no setor de Saneantes 

do Departamento de Microbiologia do INCQS com um copo; g) foi feita uma 

coleta de indivíduos da espécie Chrysomya megacephala da geração F7 em 

uma gaiola de criação no laboratório como controle negativo. Além disso, 

apesar de não constar no objetivo do trabalho processamos cinco pupas da 

espécie Lucilia eximia que foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho 
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Ducke, em Manaus, pela equipe do Laboratório de Entomologia Médica e 

Forense, no dia 03 de outubro de 2014. 

As moscas coletadas foram identificadas com o uso de chaves 

dicotômicas para identificação de dípteros (Mello, 2003; Carvalho & Mello-

Patiu, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Isolamento de bactérias e estocagem 

 As moscas coletadas foram levadas ao insetário do laboratório para a 

sepração das diferentes famílias, gêneros ou espécies. As próximas etapas 

foram realizadas em cabine de segurança biológica. As moscas foram 

maceradas em microtubos estéreis do tipo Eppendorf 1,5mL contendo PBS 

0,85% com o auxílio de pistilos estéreis e descartáveis. Os macerados foram 

diluídos até 10-4, plaqueados em meio ágar Nutriente (Merck) contendo 

ceftriaxona, inicialmente a 0,5mg/L. Com o andamento do projeto, a 

concentração foi elevada a 0,75mg/L e, finalmente, a 1mg/L e incubados em 

temperatura ambiente por 48 horas. As diferentes colônias foram purificadas 

em meio com antibiótico e estocadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion - 

Merck) com 20% de glicerol (Sigma) a -20ºC. As figuras 4 e 5 mostram culturas 

feitas em meio com e sem antibiótico a partir da mesma diluição de um 

macerado da espécie C. megacephala. 

Figura 2 – Armadilha com garrafa PET 

colocada próxima ao abrigo de resíduos 

do INI. Acervo pessoal 

Figura 3 – Abrigo de resíduos 

hospitalares do INI. Acervo pessoal 
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4.3. Coloração de Gram 

 Para análise das características morfotintoriais foi realizada a coloração 

de Gram segundo Nogueira e Miguel (2010) com algumas modificações. Foi 

feito um esfregaço do microrganismo em salina sobre uma lâmina. Após secar, 

o esfregaço foi fixado com auxílio da chama do bico de Bunsen. Após a 

fixação, foi corado com cristal violeta por 1 minuto, seguido de lavagem em 

água. Em seguida, foi aplicado lugol 1%, como fixador do corante anterior, 

durante 1 minuto, seguido novamente de lavagem com água. O próximo passo 

foi a aplicação rápida de álcool-acetona para descorar o esfregaço, seguida de 

lavagem em água. Finalmente, como contra corante, a fucsina fenicada foi 

aplicada por 30 segundos, mais uma vez seguida de lavagem com água. Após 

o esfregaço corado secar, foi levado ao microscópio de luz para observação 

em objetiva de imersão (100X). 

4.4. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) 

 O TSA foi feito utilizando-se os seguintes antimicrobianos: cefepime 

(30µg), ceftazidima (30µg), imipenem (10µg) e meropenem (10µg) Sensifar. Foi 

feito pelo método da disco difusão em Ágar Mueller-Hinton (Acumedia). 

A partir de cultura recente em ágar nutriente (Merck) foram selecionadas 

de uma a duas colônias para obtenção de uma suspensão padronizada, em 

Figura 4 – Crescimento bacteriano 

proveniente da diluição 10-3 de 

macerado da espécie Chrysomya 

megacephala em meio ágar nutriente 

sem antibiótico. Acervo pessoal. 

Figura 5 – Crescimento bacteriano 

proveniente da diluição 10-3 de 

macerado da espécie Chrysomya 

megacephala em meio ágar nutriente 

com antibiótico. Acervo pessoal. 
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solução de salina fisiológica, com turbidez equivalente à do padrão 0,5 na 

escala de MacFarland. Esta suspensão foi semeada em toda a superfície do 

meio Ágar Mueller-Hinton para obtenção de crescimento semi-confluente. Após 

no máximo 15 minutos, foram aplicados os discos de antimicrobianos, 

mantendo-se um espaço de, no mínimo, 2,5 cm entre eles. 

Após aplicação dos discos, as placas foram incubadas em estufa a 

35ºC, em aerobiose por 18-24h e após esse período, foram avaliados os 

diâmetros dos halos de inibição para cada antimicrobiano de acordo com o 

Clinical and Laboratory Standards Institute, 2014 (CLSI 2014). Como controle 

do teste foi utilizada a amostra E. coli ATCC 25922. 

Foram utilizados, empiricamente, os pontos de corte para 

Enterobacteriaceae.  

As amostras que apresentaram perfis intermediários ou de resistência a 

pelo menos um dos antimicrobianos foram submetidas à identificação 

molecular por sequenciamento do gene 16S rRNA e/ou MALDI-TOF EM 

(bioMérieux). 

Para a realização da identificação por sequenciamento do gene 16S 

rRNA, foi necessária a extração de DNA pelo método do Tiocianato de 

Guanidina (Caetano-Anolles & Gresshoff, 1997). 

4.5. Extração de DNA 

A extração de DNA foi feita pelo método do Tiocianato de Guanidina. 

Células bacterianas a partir de cultura recente em meio ágar nutriente 

(Merck), foram suspensas em 3mL de caldo BHI (Merck) e submetidas a 

agitação “overnight” a 37ºC. Do caldo, 1,5 mL foram transferidos para um 

microtubo tipo Eppendorf, e em seguida, centrifugados por 10 minutos (10000 

rpm). O sobrenadante foi descartado, e em seguida, os 1,5 mL restantes do 

caldo foram adicionados ao microtubo, procedendo novamente a etapa de 

centrifugação (10 minutos a 10000 rpm). O sobrenadante foi novamente 
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centrifugado. Ao sedimento formado no fundo do tubo, foi adicionado 1 mL de 

salina 1M, seguida de homogeneização em vórtex. Essa última etapa foi 

repetida duas vezes, sendo intercalada por 10 minutos de centrifugação (10000 

rpm). O sedimento foi suspenso em 100 μL de tampão TE (100mM Tris / 10mM 

EDTA), e a ele foram adicionados 500μL da solução de Guanidina (5M 

tiocianato de guanidina, 0,1M de EDTA, sarcosil 0,5%), homogeneizado por 

inversão e incubado por 5 minutos a -20ºC. Depois, foram adicionados à 

mistura 250 μL de acetato de amônia (estocado a -20ºC), homogeneizada por 

inversão e incubada por 5 minutos à -20ºC. Em seguida foram adicionados 

500μL de solução de clorofórmio-álcool isoamílico, agitados em vórtex até a 

completa homogeneização, com a obtenção de uma solução de cor leitosa. 

Essa solução foi centrifugada por 10 minutos (10000 rpm), obtendo uma 

solução de três fases. Aproximadamente 750μL da fase superior foram 

retirados e transferidos para um microtubo tipo Eppendorf contendo 380μL de 

Isopropanol. A mistura foi levada ao freezer (-20ºC) "overnight”, e no dia 

seguinte, foi centrifugada por 10 minutos (10000 rpm). O sobrenadante foi 

desprezado e o DNA foi então mantido no fundo como um pequeno pellet. 

Foram adicionados 150μL de álcool 70% e foi feita a centrifugação por 10 

minutos (10000 rpm). Esta etapa foi repetida duas vezes. O sobrenadante foi 

desprezado e o sedimento foi colocado em temperatura ambiente para que 

todo o álcool evaporasse. Após isso, o sedimento foi ressuspenso em 100 μL 

de tampão TE, por 3h em banho-maria à 37ºC. O DNA foi posteriormente 

mantido em freezer a –20ºC.   

O DNA extraído foi quantificado com o auxílio de NanoDrop Lite 

Spectrophotometer Thermo Scientifics e diluído para a concentração de 5ng/µL 

para a utilização nos testes moleculares de identificação por sequenciamento 

do gene 16S rRNA e detecção de genes de resistência por PCR. 
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4.6. Identificação bacteriana 

4.6.1. Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 A PCR para o gene 16S rRNA foi feita utilizando primers universais 

(F:515: GCCAGCAGCCGCGGTAA e R:806: GGACTACCAGGGTATCTAAT), 

descritos por Relman (1993) que geram um produto de 240pb. 

As condições para reação foram: um ciclo a 95ºC por 12 min; 30 ciclos 

com desnaturação a 95ºC por 1 min; anelamento a 55ºC por 1min; extensão a 

72ºC por 1 min e extensão final a 72ºC por 1 min. 

 Os amplicons foram visualizados através de eletroforese em gel de 

agarose 0,8% em TBE 0,4X sob a voltagem de 80V por 40 min. Os produtos da 

reação de PCR foram purificados com o Kit de purificação de produtos do PCR 

(GFX). O sequenciamento foi realizado na plataforma PDTIS do IOC e as 

sequências foram analisadas em BLAST e comparadas no Genebank.  

4.6.2. MALDI-TOF EM 

A técnica de MALDI-TOF EM foi executada no Laboratório de Controle 

Microbiológico do Departamento de Controle de Qualidade, situado em Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ, sob supervisão da tecnologista Luciane Martins 

Medeiros, utilizando o sistema Vitek MS (bioMeriéux, Marcy I’Etoile, France).  

Uma colônia retirada de uma cultura recente em ágar nutriente foi 

colocada em uma lâmina de aço com poços. Estes poços foram cobertos com 

matriz saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico e deixados secar em 

temperatura ambiente. A lâmina de aço foi inserida no aparelho e o espectro de 

massas gerado foi analisado e comparado com um banco de dados fornecido 

pelo fabricante. 

 A técnica de MALDI-TOF EM foi empregada também em cepas não 

resistentes para poder dimensionar a diversidade bacteriana presente nas 

moscas coletadas.  
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4.6.3. Bioquímica convencional 

Algumas amostras que, na identificação por MALDI-TOF EM foram 

identificadas como Proteus vulgaris/penneri foram submetidas à bioquímica 

convencional para diferenciação das espécies. Foram realizados os testes da 

mobilidade, produção de H2S (sulfeto de hidrogênio) e produção de indol, 

utilizando-se o meio SIM (sulfeto, indol, mobilidade), utilização do citrato, 

descarboxilação da ornitina e oxidação-fermentação da glicose. 

4.7. Detecção de genes de resistência 

 A pesquisa de genes de resistência foi realizada segundo Dallene et al. 

(2010) para reações IMP, VIM e multiplex TEM/SHV; Poirel et al. (2011) para 

reações NDM, GIM e SIM e multiplex OXA-48/KPC e Higgins et al. (2010) para 

reação de OXA-143. Para as reações OXA-23 e SPM foram utilizados primers 

desenhados pelo Dr. Otavio Padula de Miranda. 

 Os primers utilizados são apresentados na tabela 2. 

Tabela 2 – Iniciadores utilizados na detecção de genes de resistência 

Gene Iniciadores Tamanho do  
Produto 

Referência 

blaIMP IMP-F: TTGACACTCCATTTACDG 139 pb Dallene et al. 2010 

IMP-R: GATYGAGAATTAAGCCACYCT  

blaNDM NDM-F: GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 pb Poirel et al. 2010 

NDM-R: CGGAATGGCTCATCACGATC  

blaSPM SPM-F: CGGATCATGTCGACTTGCCCTAC 513 pb Dr. Otávio Padula 

SPM-R: CGACGACATTATCGGGCGAGTG  

blaVIM VIM-F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 pb Dallene et al. 2010 

VIM-R: CGAATGCGCAGCACCAG  

blaOXA-23 OXA-23-F: TGACACCAGCGTAGGGCTT 402 pb Dr. Otávio Padula 

OXA-23-R: GCTCATCCAGAAGCGTCCGG  

blaOXA-48 OXA-48-F: GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438 pb Poirel et al. 2010 
OXA-48-R: CATCAAGTTCAACCCAACCG  

blaOXA-143 

 

OXA-143-F: TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 149 pb Higgins et al. 2010 

OXA-143-R: TAATCTTGAGGGGGCCAACC  

blaGIM GIM-F: TCGACACACCTTGGTCTGAA 477 pb Poirel et al. 2010 

GIM-R: AACTTCCAACTTTGCCATGC  

blaSIM SIM-F: TACAAGGGATTCGGCATCG 570 pb Poirel et al. 2010 

SIM-R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG  
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 Foram feitas modificações nos protocolos durante a execução do projeto 

a fim de otimizar o resultado final. 

 Todas as reações foram preparadas com um volume final de 50 μL e 

utilizando-se 5μL de DNA cromossômico. 

Para a detecção do gene blaGIM foi realizada a reação de PCR simples, 

utilizando-se 3μL dos iniciadores de blaGIM (10pmol/μL); 5μL de tampão Taq 

buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL de cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – 

Thermo Scientific), 7,5μL de dNTP (2mM – Thermo Scientific), 0,2μL de Taq 

DNA polimerase (5U/μL – Thermo Scientific) e 22,3μL de água RNAse free. As 

mesmas condições foram aplicadas para a detecção do gene blaSIM. 

No caso do gene blaNDM, a reação de PCR convencional foi preparada 

com o uso de 2μL dos iniciadores de blaNDM (10pmol/μL); 5μL de tampão Taq 

buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL de cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – 

Thermo Scientific), 5μL de dNTP (2mM – Thermo Scientific), 3µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma), 0,2μL de Taq DNA polimerase (5U/μL – 

Thermo Scientific) e 23,8μL de água RNAse free. 

A detecção do gene blaOXA-48 foi realizada através de reação de PCR 

convencional, preparada com o uso de 1μL dos iniciadores de blaOXA-48 

(10pmol/μL); 5μL de tampão Taq buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL de 

cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – Thermo Scientific), 7,5μL de dNTP 

(2mM – Thermo Scientific), 3µL de dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma), 0,2μL de 

Taq DNA polimerase (5U/μL – Thermo Scientific) e 23,3μL de água RNAse 

free. As mesmas condições foram utilizadas para a detecção do gene blaKPC.  

blaKPC KPC-F: CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 798 pb Poirel et al. 2010 

KPC-R: CTTGTCATCCTTGTTAGGCG  

blaTEM TEM-F: CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 pb Dallene et al. 2010 

TEM-R: CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC  

blaSHV SHV-F: AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC  713 pb Dallene et al. 2010 

SHV-R: ATCCCGCAGATAAATCACCAC  
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 Para todos estes genes, os ciclos de amplificação seguiram as 

seguintes condições: primeiro ciclo a 94ºC por 10 min; 36 ciclos a 94ºC por 30 

seg. para desnaturação; 51ºC a 40 seg. para anelamento e 72ºC por 50 seg. 

para extensão; seguidos de uma extensão final a 72ºC por 5 min.  

Em relação ao gene blaVIM, a reação de PCR simples foi preparada com 

2,5μL dos iniciadores de blaVIM (10pmol/μL); 5μL de tampão Taq buffer (10X - 

Thermo Scientific), 4μL de cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – Thermo 

Scientific), 7,5μL de dNTP (2mM – Thermo Scientific), 4μL de dimetilsulfóxido 

(DMSO – Sigma), 0,2μL de Taq DNA polimerase (5U/μL – Thermo Scientific) e 

19,3μL de água RNAse free. 

As condições da reação de PCR simples para o gene blaIMP foram 

semelhantes, utilizando-se porém 3μL dos iniciadores de blaIMP (10pmol/μL); 

5μL de dNTP (2mM – Thermo Scientific), 3µL de dimetilsulfóxido (DMSO – 

Sigma) e 21,8μL de água RNAse free. 

Os genes blaTEM e blaSHV foram detectados através de PCR multiplex, 

onde a reação foi preparada com a utilização de 2μL dos iniciadores de blaTEM 

e blaSHV (10pmol/μL); 5μL de tampão Taq buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL 

de cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – Thermo Scientific), 5μL de dNTP 

(2mM – Thermo Scientific), 0,2μL de Taq DNA polimerase (5U/μL – Thermo 

Scientific) e 22,8μL de água RNAse free.  

Para estes genes, as seguintes condições de amplificação foram 

seguidas: primeiro ciclo a 94ºC por 10 min; 30 ciclos a 94ºC por 40 seg. para 

desnaturação; 54ºC a 40 seg. para anelamento e 72ºC por 1 min. para 

extensão; seguidos de uma extensão final a 72ºC por 7 min. 

Para a detecção do gene blaOXA-23 foi realizada reação de PCR simples, 

utilizando-se 2μL dos iniciadores de blaOXA-23 (10pmol/μL); 5μL de tampão Taq 

buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL de cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – 

Thermo Scientific), 7,5μL de dNTP (2mM – Thermo Scientific), 3µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma), 0,2μL de Taq DNA polimerase (5U/μL – 
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Thermo Scientific) e 21,3μL de água MilliQ. As mesmas condições foram 

aplicadas no preparo da reação para a detecção do gene blaSPM.  

Os ciclos de amplificação para o gene blaOXA-23 seguiram as seguintes 

condições: primeiro ciclo a 95ºC por 3 min; 5 ciclos a 95ºC por 1 min. para 

desnaturação; 54ºC a 1 min. para anelamento e 72ºC por 1 min. para extensão; 

30 ciclos a 95°C por 30 seg. para desnaturação; 55°C por 30 seg. para 

anelamento e 72°C por 30 seg. para extensão; seguidos de uma extensão final 

a 72ºC por 3 min. 

Já no caso do gene blaSPM, a amplificação seguiu as seguintes 

condições: primeiro ciclo a 94°C por 2 min; 30 ciclos a 94°C por 30 segundos 

para desnaturação, 55°C por 1 min. para anelamento e 72°C por 1 min. para 

extensão; seguidos de uma extensão final a 72°C por 1 min.  

Finalmente, a detecção do gene blaOXA-143 foi realizada através de PCR 

simples, na qual foram utilizados 2μL dos iniciadores de blaOXA-143 (10pmol/μL); 

5μL de tampão Taq buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL de cloreto de 

magnésio (MgCℓ2 – 25mM – Thermo Scientific), 7,5μL de dNTP (2mM – 

Thermo Scientific), 0,2μL de Taq DNA polimerase (5U/μL – Thermo Scientific) e 

24,3μL de água RNAse free.  

Os ciclos de amplificação seguiram as seguintes condições: primeiro 

ciclo a 94ºC por 5 min; 30 ciclos a 94ºC por 25 seg. para desnaturação; 51ºC a 

40 seg. para anelamento e 72ºC por 50 seg. para extensão; seguidos de uma 

extensão final a 72ºC por 6 min.  

Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, a 

uma voltagem de 80V, e o tempo de corrida variou de acordo com o tamanho 

do produto: 20 minutos (blaIMP e blaOXA-143), 30 minutos (blaGIM, blaSIM, blaVIM, 

blaOXA-48, blaOXA-23 e blaSPM), 35 minutos (blaNDM) e 40 minutos (blaKPC). Apenas 

os amplicons da reação multiplex para os genes blaTEM e blaSHV foram 

submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, a uma voltagem de 80V 
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por 50 minutos, visto que os tamanhos dos produtos são muito próximos, para 

obter uma melhor visualização destes amplicons. 

4.8. Detecção do gene de virulência hblA em isolados de Bacillus 

A pesquisa do gene de virulência hblA nos isolados do grupo Bacillus 

cereus foi realizada segundo Zahner et al. (2005) com adaptações. Os primers 

utilizados foram hblA1 – GCTAATGTAGTTTCACCTGTAGCAAC e hblA2 – 

AATCATGCCACTGCGTGGACATATAA, para amplificar um produto de 883pb.  

A reação foi preparada com um volume de 50μL, sendo 5μL de DNA 

cromossomal, 0,8μL dos iniciadores de hblA (10pmol/μL); 5μL de tampão Taq 

buffer (10X - Thermo Scientific), 4μL de cloreto de magnésio (MgCℓ2 – 25mM – 

Thermo Scientific), 2,5μL de dNTP (2mM – Thermo Scientific), 0,1μL de Taq 

DNA polimerase (5U/μL – Thermo Scientific) e 30,8μL de água RNAse free.  

A amplificação seguiu as seguintes condições: primeiro ciclo a 94°C por 

5 min; 30 ciclos a 94°C por 30 segundos para desnaturação, 65°C por 1 min. 

para anelamento e 72°C por 1 min. e 30 segundos para extensão; seguidos de 

uma extensão final a 72°C por 10 min. 

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, com uma voltagem 

de 80 volts por 50 minutos para a visualização dos amplicons. 

4.9. Análise do polimorfismo genético através de PFGE 

A análise do polimorfismo genético de P. fluorescens e Pseudomonas 

sp. foi realizada através de eletroforese em gel de campo pulsado. 

Para a extração de DNA total, os isolados foram semeados em tubos 

com ágar nutriente e incubados a 37°C por 24 horas. Após a incubação, foi 

preparada uma suspensão bacteriana, adicionando 1mL de BSC (EDTA 0,5M 

pH 8.0, TRIS-HCl 1M pH 8) até alcançar o padrão de turvação 3 da escala de 

MacFarland. Em seguida, 200μL da suspensão foram transferidos para um 

microtubo tipo Eppendorf contendo 5μL de proteinase K (50mg/μL -  Sigma). 
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Foram adicionados à suspensão de células 200μL de agarose 1% (0,1g de 

agarose low melting [Seaken gold], 0,5mL de SDS 1%, 9,4mL de TE [TRIS-HCl 

10 mM pH 8.0, EDTA 0,1 MM pH 8.0]). A mistura foi homogeneizada e 

distribuída em moldes. Após a solidificação dos blocos de agarose contendo 

DNA bacteriano (plugs), os mesmos foram transferidos para tubos Falcon 

(15mL) contendo 2 mL de solução de lise (NaCl 1M, TRIS-HCl 6mM pH 7.6, 

EDTA 100mM pH 8.0, BRIJ-58 0,5%, desoxicolato 0,2%, sarcosina 0,5%, 

lisozima 1mg/mL) e 5μL de proteinase K (50 mg/μL) e incubados a 50°C por 2 

horas. Após a incubação, os blocos foram lavados 3 vezes com 10mL de água 

milliQ a 50°C por 15 minutos e uma vez com 7mL de Tampão TE a 50°C por 15 

minutos. Posteriormente os blocos foram armazenados em geladeira em 2ml 

de tampão TE. 

Para a realização da digestão enzimática, um pedaço correspondente a 

um terço de um bloco foi transferido para um microtubo tipo Eppendorf 

contendo solução tampão da enzima SpeI (90μL de água esterilizada e 10μL 

de solução tampão da enzima - Roche) e incubadas a 4°C por 30 minutos. 

Posteriormente, os blocos foram tratados com a enzima de restrição XbaI (20U) 

(Roche) por 3 horas a 36°C.  

Os fragmentos de restrição foram separados em gel de agarose 1,1% 

(Seaken gold), preparado em TBE 0,4X (TRIS 44,5mM, ácido bórico 44,5mM, 

EDTA 1mM pH 8.3), através de eletroforese de campo pulsado, utilizando o 

sistema CHEF-DRIII (Bio-Rad, Richmond, EUA). Foram utilizadas as seguintes 

condições para a eletroforese: tempo de pulso crescente de 0,5 a 35 segundos, 

por 15 horas a 6V/cm, na temperatura de 13°C. Foram utilizados padrões de 

peso molecular Lambda DNA Leader Pulse (50-1000Kb - Sigma) nas corridas.  

Após as corridas eletroforéticas, os géis foram corados com brometo de 

etídio (0,5g/L), visualizados sob luz ultravioleta e fotografados, utilizando-se 

ferramenta de fotodocumentação L-Pix EX- Loccus biotecnologia. 
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5  RESULTADOS 

5.1. Coleta e identificação de dípteros muscoides 

O trabalho baseou-se em 18 coletas, a partir das quais foram obtidas 

292 moscas. Foram coletados indivíduos das espécies C. megacephala, C. 

putoria, Chrysomya albiceps, Hemilucilia sp., Lucilia sp. (Diptera: 

Calliphoridae), M. domestica, Synthesiomyia nudiseta, Ophyra chalcogaster, 

Atherigona orientalis (Diptera: Muscidae), Fannia sp. (Diptera: Fannidae), além 

de exemplares das famílias Sarcophagidae e Ulidiidae (= Otitidae), outros 

dípteros “Acaliptrados” e das cinco pupas da espécie L. eximia (Diptera: 

Calliphoridae) provenientes de Manaus. As datas e locais de coleta, bem como 

os dípteros coletados estão representados na figura 7 e tabela 3. 

Figura 6 – Dípteros muscoides coletados ao longo deste estudo. 
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Tabela 3 – Datas, locais, modos de coleta e quantidades de dípteros 
muscoides coletados. 

Data Local Modo de coleta Dípteros 
coletados 

Quantidade 

24 de 
julho de 

2014 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Chrysomya 
megacephala 

6 

12 de 
agosto de 

2014 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Chrysomya 
megacephala 

1 
 

20 de 
agosto de 

2014 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

 
Chrysomya 

megacephala 

 
3 

23 de 
setembro 
de 2014 

Carne de peixe 
"desperdiçada" 
por comerciante 

na comunidade do Amorim 

Rede 
entomológica 

Chrysomya 
megacephala 

6 

23 de 
setembro  
de 2014 

Carne de peixe 
"desperdiçada" 
por comerciante 

na comunidade do Amorim 

Rede 
entomológica 

Chrysomya 
putoria 

1 

03 de 
outubro de 

2014 

Reserva Adolpho Ducke - 
Manaus 

Larvas coletadas 
em carcaça de 

porco 

Lucilia 
eximia (pupas) 

5 

29 de 
outubro de 

2014 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Chrysomya 
megacephala 

10 

19 de 
novembro 

de 2014 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Chrysomya 
megacephala 

2 

23 de 
dezembro 

de 2014 

Gaiola de criação no 
laboratório – 
geração F7 

Captura 
sem armadilha 

Chrysomya 
megacephala 

10 

23 de 
janeiro de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Chrysomya 
megacephala 

6 

29 de 
janeiro de 

2015 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Rede 
entomológica 

Chrysomya 
megacephala 

3 

29 de 
janeiro de 

2015 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Rede 
entomológica 

Chrysomya 
putoria 

2 

29 de 
janeiro de 

2015 

Caçamba de lixo 
na comunidade do Amorim 

Rede 
entomológica 

Musca 
domestica 

7 

28 de 
abril de 

2015 

Quinta da Boa Vista – 
em frente ao Quinta D'or 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

 

Fannia sp. 5 
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28 de 
abril de 

2015 

Quinta da Boa Vista – 
em frente ao Quinta D'or 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Sarcophagidae 1 

20 de 
maio de 

2015 

INI Armadilha – 
garrafa PET 

Chrysomya 
megacephala 

1 

20 de 
maio de 

2015 

INI Armadilha – 
garrafa PET 

Sarcophagidae 2 

20 de 
maio de 

2015 

INI Armadilha – 
garrafa PET 

Sarcophagidae 2 

02 de 
junho de 

2015 

INCQS –  
Setor de Sanenates 

Captura  
sem armadilha 

Ophyra 
calcogaster 

1 

02 de 
junho de 

2015 

INCQS –  
Setor de Sanenates 

Captura  
sem armadilha 

Atherigona 
orientalis 

1 

02 de 
junho de 

2015 

INCQS –  
Setor de Sanenates 

Captura  
sem armadilha 

Musca 
domestica 

1 

11 de 
junho de 

2015 

INI Armadilha – 
garrafa PET 

Chrysomya 
megacephala 

4 

11 de 
junho de 

2015 

INI Armadilha – 
garrafa PET 

Sarcophagidae 5 

11 de 
junho de 

2015 

INI Armadilha – 
garrafa PET 

Ulidiidae 
(=Otitidae) 

3 

01 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Chrysomya 
albiceps 

1 

01 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Sarcophagidae 13 

01 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Ulidiidae 
(=Otitidae) 

13 

07 de 
julho de 

2015 

INCQS – 
Setor de Saneantes 

Captura 
sem armadilha 

Sarcophagidae 1 

07 de 
julho de 

2015 

INCQS – 
Setor de Saneantes 

Captura 
sem armadilha 

Synthesiomyia 
nudiseta 

1 

07 de 
julho de 

2015 
 

Campo de Santana – 
Próximo ao Hospital Souza 

Aguiar 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Sarcophagidae 1 
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07 de 
julho de 

2015 

Campo de Santana – 
Próximo ao Hospital Souza 

Aguiar 

Atração das moscas 
com carne 
putrefata 

Muscidae 1 

07 de 
julho de 

2015 

Campo de Santana – 
Próximo ao Hospital Souza 

Aguiar 

Rede 
entomológica 

“Acaliptrados” 42 

15 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Ulidiidae 
(=Otitidae) 

84 

15 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Sarcophagidae 24 

15 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Chrysomya 
megacephala 

8 

15 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Chrysomya 
albiceps 

5 

15 de 
julho de 

2015 
 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Chrysomya 
putoria 

5 

15 de 
julho de 

2015 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

Armadilha 
Shannon 

Hemilucilia sp. 2 

06 de 
dezembro 

de 2015 

INCQS – 
Setor de Saneantes 

Captura 
sem armadilha 

Lucilia sp. 1 

06 de 
dezembro 

de 2015 

INCQS – 
Setor de Saneantes 

Captura 
sem armadilha 

Sarcophagidae 1 

06 de 
dezembro 

de 2015 

INCQS – 
Setor de Saneantes 

Captura 
sem armadilha 

Synthesiomyia 
nudiseta 

1 

 

5.2.  Isolamento de cepas bacterianas 

A partir dos dípteros coletados foram isoladas 172 cepas bacterianas em 

Ágar Nutriente com ceftriaxona. No começo deste projeto, a concentração de 

antibiótico utilizada foi de 0,5mg/L, e com o andamento do estudo, visando 

otimizar a seleção de isolados resistentes, essa concentração foi aumentada 

para 0,75mg/L e 1mg/L. Nos últimos isolamentos foi realizada a contagem de 

UFCs (Unidades Formadoras de Colônias) nas últimas diluições, representadas 

na Tabela 4. Os isolados foram submetidos a uma análise morfotintorial, por 
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meio da observação de suas colônias e coloração de Gram, e então foram 

estocados em caldo BHI com glicerol 20% e armazenados em “freezer”. As 

análises morfotintoriais estão representadas na tabela 5. 

Tabela 4 – Contagem de UFC/mL 
Díptero coletado Diluição UFC/mL Data da coleta 

Chrysomya 
megacephala 

10-4 (s/ATB) 3,6x105 

20/05/2015 
10-4 (c/ATB) 2,8x105 

10-3 (s/ATB) 2,8x105 

10-3 (c/ATB) 3,3x105* 

Chrysomya 
megacephala 

10-4 (s/ATB) 9,2x106 

11/06/2015 

10-4 (c/ATB) 1,2x107 

Sarcofagídeos 
10-4 (s/ATB) 1,2x107 

10-4 (c/ATB) 1x107 

Ulidídeos 
10-4 (s/ATB) 1,2x107 

10-4 (c/ATB) 1,1x107 

Chrysomya 
albiceps 

10-4 (s/ATB) 1,5x107 

01/07/2015 

10-4 (c/ATB) 1,4x107 

Sarcofagídeos 
10-4 (s/ATB) 1,3x107 

10-4 (c/ATB) 1,5x107 

Ulidídeos 
10-4 (s/ATB) 1,4x107 

10-4 (c/ATB) 1,3x107 

Chrysomya 
albiceps 

10-4 (s/ATB) 1,3x107 

15/07/2015 

10-4 (c/ATB) 1,2x107 

10-3 (s/ATB) 1,4x106 

10-3 (c/ATB) 1,3x106 

Chrysomya 
megacephala 

10-4 (s/ATB) 1,4x107 

10-4 (c/ATB) 1,2x107 

10-3 (s/ATB) 9,3x105 

10-3 (c/ATB) 7x105 

Chrysomya putoria 

10-4 (s/ATB) 1,6x107 

10-4 (c/ATB) 1,5x107 

10-3 (s/ATB) 1,9x106 

10-3 (c/ATB) 1,8x106 

Hemilucilia sp. 

10-4 (s/ATB) 2x107 

10-4 (c/ATB) 1,2x107 

10-3 (s/ATB) 1,9x106 

10-3 (c/ATB) 1,4x106 

Sarcofagídeos 

10-4 (s/ATB) 2,1x107 

10-4 (c/ATB) 1,5x107 

10-3 (s/ATB) 1,7x106 

10-3 (c/ATB) 1,2x106 

Ulidídeos 

10-4 (s/ATB) 1,6x107 

10-4 (c/ATB) 1,5x107 

10-3 (s/ATB) 1,7x106 

10-3 (c/ATB) 1,5x106 
* colônias mais separadas  
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Tabela 5 – Características morfotintoriais dos isolados bacterianos 
isolado morfologia colonial em ágar nutriente Gram morfologia celular 

1 pequena, redonda, mucoide e amarelada neg bastonetes 

2 grande, redonda, mucoide e com centro claro neg bastonetes 

3 pequena, arredondada e rugosa neg bastonetes 

4 pequena, redonda, mucoide e branca neg cocos 

5 pequena, redonda, seca e com centro côncavo neg bastonetes 

6 arredondada e branca neg cocobacilos 

8 redonda e amarelada neg cocos 

11 redonda e vermelha neg cocos 

13 grande, arredondada e branca neg cocos 

14 pequena, arredondada e transparente neg bastonetes 

16 arredondada, branca, com halo transparente neg cocos 

17 amarelada neg cocos 

18 possível produtora de swarming pos cocobacilos 

19 produtora de swarming com pigmento verde neg bastonetes 

20 pequena, arredondada e transparente neg bastonetes 

21 minúsculas e transparentes neg cocos 

22 redonda, transparente, não mucoide neg cocos 

23 amarelada neg bastonetes 

24 redonda e transparente neg bastonetes 

25 minúscula e transparente neg cocos 

26 grande, opaca e arredondada neg bastonetes 

27 mucoide, redonda e transparente neg bastonetes 

28 grande e branca neg bastonetes 

29 amarelada pos cocos em cachos 

30 redonda e branca neg bastonetes 

32 redonda e bege pos cocos em cachos 

33 grande e rugosa pos bastonetes esporulados 

34 redonda e branca neg cocos 

35 grande e mucoide neg cocos 

36 redonda, grande e transparente neg cocobacilos 

37 redonda, mucoide e opaca neg cocos 

38 pequena e transparente pos cocos em cachos 

39 redonda, branca, mucoide e pequena neg bastonetes 

40 transparente e irregular neg bastonetes 

41 redonda e amarelada neg bastonetes 

42 redonda, transparente e espraiada neg bastonetes 

43 redonda e alaranjada neg bastonetes 

44 amarelada e irregular pos bastonetes 

45 redonda e mais escura neg bastonetes 

46 grande, mucoide, redonda e branc neg cocobacilos 

47 grande, mucoide, redonda, branca, centro 
escuro 

neg cocos 
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48 grande, redonda, amarelada, transparente e 
mucoide 

neg cocos 

49 pequena, redonda, branca e mucoide neg cocos 

50 pequena, redonda, mucoide e transparente pos cocos 

51 grande, redonda, branca e mucoide neg cocobacilos 

52 grande, redonda, transparente, mucoide com 
centro claro 

neg cocos 

53 pequena, redonda, transparente, mucoide com 
centro vermelho 

neg cocos 

54 grande, redonda, transparente e espraiada neg cocos 

55 pequena, redonda e branca neg bastonetes 

56 redonda e amarela  pos cocos em cachos 

57 grande, redonda, branca, mucoide com centro 
vermelho 

neg cocos 

58 grande, mucoide, redonda e amarelada neg bastonetes 

59 pequena, redonda e transparente neg cocobacilos 

60 grande, irregular, transparente e espraiada neg cocobacilos 

61 pequena, branca e mucoide pos bastonetes 

62 pequena, transparente e mucoide neg cocobacilos 

63 pequena, transparente e rugosa pos bastonetes 

64 minúscula e transparente neg cocobacilos 

65 grande, branca e mucoide neg cocobacilos 

66 pequena, branca e mucoide neg bastonetes 

67 pequena, transparente e mucoide neg bastonetes 

68 minúscula e transparente neg cocobacilos 

69 transparente, não mucoide e com centro claro neg bastonetes 

70 grande, branca e mucoide neg bastonetes 

71 pequena, branca e mucoide pos cocos 

72 pequena, transparente e mucoide pos cocos 

73 média, branca e mucoide neg cocobacilos 

74 pequena e amarelada pos cocos agrupados 

75 grande, branca e mucoide neg cocos 

76 grande, branca e espraiada neg bastonetes 

77 média, branca e mucoide neg cocobacilos 

78 grande, transparente e mucoide neg cocos 

79 redonda, média e amarela neg cocos 

80 branca e rugosa pos bastonetes esporulados 

81 pequena e redonda neg cocobacilos 

82 pequena e transparente pos cocos 

83 clara, redonda, tamanho médio neg cocos 

84 transparente e redonda neg cocos 

85 branca e pequena neg cocos 

86 branca, redonda, mucoide e grande neg cocos 

87 clara e redonda neg cocos 

88 amarela e irregular pos cocos em cachos 
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89 transparente e redonda neg cocos 

90 branca, redonda e mucoide neg cocos 

91 amarela, pequena e redonda pos cocos em cachos 

92 transparente e redonda neg cocos 

93 rugosa neg bastonetes 

94 branca, redonda e mucoide neg cocos 

95 rugosa e irregular neg cocos 

96 pequena e redonda neg cocos 

97 clara e redonda neg bastonetes 

98 redonda e branca pos cocos 

99 redonda e transparente neg cocos 

100 irregular e amarelada pos cocos 

101 rugosa, transparente e irregular pos cocos agrupados 

102 redonda e branca neg  cocos 

103 redonda e transparente neg cocos 

104 irregular e amarelada neg cocobacilos 

105 irregular, rugosa e transparente neg cocos 

106 grande, branca e mucoide neg cocobacilos 

107 redonda e avermelhada neg cocobacilos 

108 redonda e branca neg cocobacilos 

109 redonda e transparente neg  cocos 

110 irregular e amarelada neg cocos 

111 branca, mucoide e irregular neg cocos 

112 grande, rugosa e irregular neg cocos 

113 redonda com centro vermelho neg  cocobacilos 

114 branca, mucoide, redonda, centro claro neg  cocobacilos 

115 transparente, mucoide, redonda, centro claro neg cocos 

116 pequena, mucoide, redonda, centro amarelado pos cocos em cachos 

117 branca, mucoide, redonda, centro claro neg  cocobacilos 

118 transparente, mucoide, redonda, centro claro neg bastonetes 

119 pequena, mucoide, redonda, centro amarelado neg bastonetes 

120 branca, mucoide, redonda, centro claro neg bastonetes 

121 transparente, mucoide, redonda, centro claro neg cocos 

122 branca, mucoide, redonda, centro claro neg bastonetes 

123 transparente, mucoide, redonda, centro claro neg cocobacilos 

124 pequena, redonda e transparente neg bastonetes 

125 branca, mucoide, redonda, centro claro neg cocos 

126 transparente, mucoide, redonda, centro claro neg bastonetes 

127 pequena, mucoide, redonda, centro amarelado neg bastonetes 

128 branca, redonda e mucoide neg cocos 

129 transparente e redonda neg cocos 

130 grande, redonda e amarelada pos cocos em cachos 

131 rugosa e irregular neg bastonetes 

132 pequena, branca e não mucoide pos  cocos em cachos 
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133 branca, redonda e mucoide neg cocos 

134 transparente e redonda neg  cocos 

135 amarelada e irregular neg bastonetes 

136 branca, redonda e mucoide neg cocos 

137 transparente e redonda neg cocobacilos 

138 transparente, redonda com centro claro neg cocobacilos 

139 redonda e amarelada neg cocos 

140 branca, redonda e mucoide neg cocobacilos 

141 transparente e redonda neg bastonetes 

142 transparente, rugosa e irregular neg bastonetes 

143 branca, redonda, brilhosa e espraiada neg cocobacilos 

144 opaca, rugosa e irregular neg bastonetes 

145 branca, redonda e mucoide neg cocos 

146 transparente e redonda neg cocos 

147 redonda, mucoide e amarelada neg bastonetes 

148 branca, redonda, brilhosa e espraiada neg cocos 

149 branca, redonda e mucoide neg bastonetes 

150 transparente e redonda neg cocos 

151 branca e irregular neg  cocos 

152 branca e arredondada neg cocobacilos 

153 leitosa com halo transparente pos cocobacilos 

154 amarelada e irregular neg bastonetes 

155 branca e arredondada pos cocos 

156 transparente com centro branco pos cocos 

157 amarelada e arredondada neg bastonetes 

158 branca e arredondada pos cocos agrupados 

159 amarelada, pequena e arredondada neg cocos 

160 leitosa, pequena e arredondada pos cocos em cachos 

161 amarelada, grande e arredondada neg cocobacilos 

JC39 grande, branca e espraiada neg bastonetes 

JC40 pequena e redonda neg bastonetes 

JC41 branca e pequena neg bastonetes 

JC42 transparente e redonda neg bastonetes 

JC44 transparente e redonda neg bastonetes 

JC45 rugosa neg bastonetes 

JC46 rugosa e irregular neg bastonetes 

JC47 redonda e transparente neg bastonetes 

JC48 redonda e transparente neg bastonetes 

JC49 redonda e transparente neg bastonetes 

JC50 transparente, mucoide, redonda, centro claro neg bastonetes 
Neg – negativo / Pos – positivo 
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5.3.  Teste de sensibilidade aos antimicrobianos e identificação  

  bacteriana 

 Durante o processo de recuperação dos isolados a partir do estoque 

para a realização do TSA, seis deles foram perdidos. Logo, 166 isolados foram 

submetidos ao teste. A partir deste momento, foi feita a identificação por 

sequenciamento do gene 16S rRNA e MALDI-TOF EM. A prioridade foi dada às 

amostras resistentes ou intermediárias ou que apresentaram sensibilidade 

dose-dependente ao cefepime. A figura 8 apresenta os resultados da 

identificação por MALDI-TOF EM, enquanto a Tabela 6 apresenta todos os 

resultados do TSA e identificação. 

 
Figura 7 – Quantidade de bactérias por espécie identificadas por MALDI-TOF 
EM. 
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Pseudomonas fluorescens Pseudomonas sp.

Proteus penneri/vulgaris Staphylococcus sciuri

Acinetobacter sp. Bacillus cereus group

Serratia marcescens Enterococcus faecalis

Staphylococcus xylosus Lactococcus lactis

Myroides sp. Micrococcus luteus

Acinetobacter ursingii Stenotrophomonas maltophilia

Acinetobacter johnsonii Escherichia coli

Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus gallinarum

Citrobacter sp. Enterobacter aerogenes

Pseudomonas sp./Proteus vulgaris/penneri Microbacterium sp.
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Tabela 6 – Identificação e resistência aos antimicrobianos dos isolados   
        bacterianos deste estudo 

isolado 
Identificação 

16S 
Identificação 

MALDI-TOF EM 
FEP CAZ IPM MEM 

isolada 
a partir de 

Local de coleta 

1 
Myroides 

sp. 
Proteus penneri/ 

vulgaris 
28 17 22 30 

Chrysomya 
megacephala 

Amorim 

2 ND ND >40 >40 >40 >40 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

3 ND ND >40 >40 >40 >40 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

4 ND ND 36 28 28 36 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

5 ND ND 32 28 32 38 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

6 ND ND 28 30 40 40 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

8 ND ND 30 26 27 27 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

11 ND ND 30 27 29 34 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

13 ND ND 30 26 24 30 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

14 ND ND 30 26 24 30 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

16 ND ND 30 24 28 32 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

17 ND ND 29 26 25 28 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

18 ND ND >40 >40 >40 >40 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

19 ND ND 30 28 25 28 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

20 ND ND 29 27 28 30 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

21 
Proteus 

sp. 
Proteus penneri/ 

vulgaris 
30 29 22 28 

Chrysomya 
megacephala 

Amorim 

22 ND ND 34 33 25 30 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

23 Myroides sp. Myroides sp. 21 9 21 24 
Lucilia 

eximia (pupa) 
Manaus 

24 Myroides sp. Myroides sp. 21 0 20 25 
Lucilia eximia 

(pupa) 
Manaus 

25 ND ND 24 24 32 38 
Lucilia 

eximia (pupa) 
Manaus 

26 ND ND 32 27 ND 34 
Lucilia 

eximia (pupa) 
Manaus 

27 
Proteus 

sp. 
Proteus penneri/ 

vulgaris 
31 28 22 32 

Lucilia 
eximia (pupa) 

Manaus 

28 
Proteus 

sp. 
Proteus penneri/ 

vulgaris 
32 30 22 28 

Lucilia 
eximia (pupa) 

Manaus 

29 ND 
Staphylococcus 

xylosus 
30 15 ND 36 

Chrysomya 
megacephala 

Amorim 

30 ND ND 21 26 30 20 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 
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32 ND 
Staphylococcus 

xylosus 
30 22 20 16 

Chrysomya 
megacephala 

Amorim 

33 
Bacillus 

cereus group 
Bacillus 

cereus group 
0 0 23 15 

Chrysomya 
megacephala 

Amorim 

34 ND ND 30 25 40 38 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

35 ND ND 30 26 25 32 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

36 ND ND 30 30 32 40 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

37 ND ND 36 30 32 32 
Chrysomya 

megacephala 
LEMEF 

38 ND 
Micrococcus 

luteus 
28 16 ND 36 

Chrysomya 
megacephala 

LEMEF 

39 ND ND 24 28 36 28 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

40 ND ND 34 30 30 38 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

41 ND ND 26 26 39 26 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

42 ND ND 28 30 30 30 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

43 ND ND 32 28 30 26 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

44 

Rummeliibacillus 
sp./ 

Kurthia gibsonii/ 
Bacillus sp. 

Proteus penneri/ 
vulgaris 

16 10 32 22 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

45 
Bacillus 

anthracis 
Bacillus 

cereus group 
34 44 ND 40 

Chrysomya 
megacephala 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

46 ND ND 31 28 26 30 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

47 ND ND 22 26 25 28 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

48 ND ND 29 22 25 26 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

49 ND ND 32 26 30 34 
Chrysomya 

putoria 
Amorim 

50 ND 
Lactococcus 

lactis 
32 22 ND 34 

Chrysomya 
putoria 

Amorim 

51 ND ND 30 26 30 34 
Musca 

domestica 
Amorim 

52 ND ND 27 24 36 30 
Musca 

domestica 
Amorim 

53 ND ND 34 34 30 34 
Musca 

domestica 
Amorim 

54 
Acinetobacter 

sp. 
Acinetobacter 

sp. 
28 20 34 26 

Musca 
domestica 

Amorim 

55 ND 
Acinetobacter 

ursingii 
22 20 36 30 

Musca 
domestica 

Amorim 

56 
Staphylococcus 

sciuri 
Staphylococcus 

sciuri 
26 20 40 30 

Musca 
domestica 

Amorim 

57 ND 
Acinetobacter 

sp. 
18 18 32 26 

Musca 
domestica 

Amorim 
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58 ND NI 24 24 32 32 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

59 ND NI 30 20 ND 30 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

60 ND ND 32 32 28 30 
Chrysomya 

megacephala 
Amorim 

61 ND ND >40 >40 >40 >40 
Fannia 

sp. 
Quinta da Boa 

Vista 

62 ND ND 32 34 34 38 
Fannia 

sp. 
Quinta da Boa 

Vista 

63 ND ND >40 >40 >40 >40 
Fannia 

sp. 
Quinta da Boa 

Vista 

64 ND ND 34 30 36 36 
Fannia 

sp. 

Quinta da Boa 
Vista 

 

65 ND ND 36 34 36 40 Sarcophagidae 
Quinta da Boa 

Vista 

66 ND ND 36 32 36 38 Sarcophagidae 
Quinta da Boa 

Vista 

67 ND ND 34 32 36 40 Sarcophagidae 
Quinta da Boa 

Vista 

68 ND ND 30 28 40 40 Sarcophagidae 
Quinta da Boa 

Vista 

69 ND ND >40 >40 >40 >40 Sarcophagidae 
Quinta da Boa 

Vista 

70 ND ND 39 30 31 33 
Chrysomya 

megacephala 
INI 

71 
Enterococcus 

sp. 
Enterococcus 

faecalis 
0 0 29 25 

Chrysomya 
megacephala 

INI 

72 ND Lactococcus lactis 12 0 35 20 
Chrysomya 

megacephala 
INI 

73 ND ND >40 >40 >40 >40 
Chrysomya 

megacephala 
INI 

74 ND 
Enterococcus 

faecalis 
24 25 20 19 

Chrysomya 
megacephala 

INI 

75 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

sp. 
28 29 18 20 Sarcophagidae INI 

76 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
32 22 ND 22 Sarcophagidae INI 

77 ND 
Stenotrophomonas 

maltophilia 
0 23 ND 0 Sarcophagidae INI 

78 ND ND 34 27 29 34 Sarcophagidae INI 

79 ND ND 26 21 40 30 Sarcophagidae INI 

80 ND 
Bacillus 

cereus group 
0 0 ND 20 Sarcophagidae INI 

81 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
23 26 18 17 Sarcophagidae INI 

82 ND 
Enterococcus 

faecalis 
10 0 30 16 Sarcophagidae INI 

83 ND 
Pseudomonas 

sp. 
24 18 ND 24 

Chrysomya 
megacephala 

INI 

84 ND 
Pseudomonas 

sp. 
20 24 20 18 

Chrysomya 
megacephala 

INI 
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85 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
21 23 17 17 

Chrysomya 
megacephala 

INI 

86 ND 
Acinetobacter 

johnsonii 
25 22 38 30 

Chrysomya 
megacephala 

INI 

87 ND Pseudomonas sp. 30 22 ND 34 Sarcophagidae INI 

88 ND NI 15 18 32 23 Sarcophagidae INI 

89 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
20 25 15 20 Ulidiidae INI 

90 ND 
Serratia 

marcescens 
31 30 28 30 

Ulidiidae  
(= Otitidade) 

INI 

91 ND 
Staphylococcus 

sciuri 
25 17 40 27 

Ulidiidae 
(=Otitidae) 

INI 

92 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
17 20 16 17 Sarcophagidae INI 

93 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
30 24 ND 22 

Chrysomya 
megacephala 

INI 

94 ND Escherichia coli 32 29 29 30 Sarcophagidae 
INI 

 

95 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
24 22 15 20 Sarcophagidae INI 

96 ND Pseudomonas sp. 24 18 ND 26 Sarcophagidae INI 

97 ND Pseudomonas sp. 20 24 ND 24 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
INI 

98 ND 
Staphylococcus 
haemolyticus 

25 16 14 16 
Chrysomya 

albiceps 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

99 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
28 28 ND 20 

Chrysomya 
albiceps 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

100 ND 
Staphylococcus 

sciuri 
27 20 38 30 

Chrysomya 
albiceps 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

101 ND 
Staphylococcus 

gallinarum 
21 15 ND 32 

Chrysomya 
albiceps 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

102 ND Citrobacter sp. 37 29 29 32 Sarcophagidae 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

103 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
20 20 16 18 Sarcophagidae 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

104 ND Pseudomonas sp. 20 20 ND 30 Sarcophagidae 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

105 ND Acinetobacter sp. 20 18 35 28 Sarcophagidae 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

106 ND 
Enterobacter 

aerogenes 
32 29 28 30 Sarcophagidae 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

107 ND 
Serratia 

marcescens 
37 32 29 33 Sarcophagidae 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

108 ND Pseudomonas sp. 26 24 ND 30 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

109 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
26 30 ND 22 

Ulidiidae 
(=Otitidae) 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

110 ND NI 28 25 40 28 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

111 ND Pseudomonas sp. 26 22 37 27 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

112 ND NI 28 25 34 29 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 
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113 ND 
Serratia 

marcescens 
37 35 30 35 

Ulidiidae 
(=Otitidae) 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

114 ND NI 28 24 ND 28 Sarcophagidae INCQS 

115 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
26 30 ND 25 Sarcophagidae INCQS 

116 ND 
Staphylococcus 

sciuri 
32 21 40 31 Sarcophagidae INCQS 

117 ND Pseudomonas sp. 34 28 ND 40 
Synthesiomia 

nudiseta 
INCQS 

118 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
26 24 19 20 

Synthesiomia 
nudiseta 

INCQS 

119 ND ND 30 34 ND 34 
Synthesiomia 

nudiseta 
INCQS 

120 ND NI 20 18 ND 28 “Acaliptrados” 
Campo de 
Santana 

121 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
28 24 18 22 “Acaliptrados” 

Campo de 
Santana 

122 ND NI 26 18 ND 26 Sarcophagidae 
Campo de 
Santana 

123 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
28 28 15 21 Sarcophagidae 

Campo de 
Santana 

124 ND NI 18 18 ND 18 Sarcophagidae 
Campo de 
Santana 

125 ND NI 22 20 ND 25 Muscidae 
Campo de 
Santana 

126 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
30 26 16 17 Muscidae 

Campo de 
Santana 

127 ND ND 30 36 ND 32 Muscidae 
Campo de 
Santana 

128 ND ND 26 26 ND 34 
Chrysomya 

albiceps 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

129 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
28 20 22 21 

Chrysomya 
albiceps 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

130 ND 
Staphylococcus 

sciuri 
25 17 37 31 

Chrysomya 
albiceps 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

131 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
30 26 20 22 

Chrysomya 
albiceps 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

132 ND NI 24 19 35 28 
Chrysomya 

albiceps 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

133 ND ND 26 24 ND 34 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

134 ND ND 30 30 ND 34 
Chrysomya 

megacephala 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

135 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
22 24 ND 30 

Chrysomya 
megacephala 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

136 ND ND 30 32 ND 40 
Chrysomya 

putoria 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

137 ND ND 30 30 ND 34 
Chrysomya 

putoria 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

138 ND ND 37 35 ND 27 
Chrysomya 

putoria 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

139 ND 
Proteus 

vulgaris/penneri 
 

36 36 ND 34 
Chrysomya 

putoria 
Pav. Arthur 

Neiva 
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140 ND 
Pseudomonas sp./ 

Proteus 
vulgaris/penneri 

33 30 20 30 
Hemilucilia 

sp. 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

141 ND NI 38 32 34 32 
Hemilucilia 

sp. 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

142 ND NI 34 30 28 32 
Hemilucilia 

sp. 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

143 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
33 32 ND 33 

Hemilucilia 
sp. 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

144 ND 
Pseudomonas 

fluorescens 
20 24 ND 19 

Hemilucilia 
sp. 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

145 ND NI 34 28 32 38 Sarcophagidae 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

146 ND NI 30 28 32 30 Sarcophagidae 
Pavilhão 

Arthur Neiva 
 

147 ND NI 32 30 32 34 Sarcophagidae 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

148 ND 
Acinetobacter 

sp. 
23 20 32 30 Sarcophagidae 

Pavilhão 
Arthur Neiva 

149 ND NI 36 30 32 32 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

150 ND NI 34 30 32 34 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

151 ND NI 34 30 34 34 
Ulidiidae 

(=Otitidae) 
Pavilhão 

Arthur Neiva 

152 ND ND 34 26 30 34 
Lucillia 

sp. 
INCQS 

153 ND 
Microbacterium 

sp. 
14 0 26 26 

Lucillia 
sp. 

INCQS 

154 ND ND 32 30 32 32 Lucillia sp. INCQS 

155 ND ND 26 32 36 30 Sarcophagidae INCQS 

156 ND ND 44 24 52 50 Sarcophagidae INCQS 

157 ND ND 33 28 32 36 Sarcophagidae INCQS 

158 ND NI 32 12 50 40 
Synthesiomyia 

nudiseta 
INCQS 

159 ND NI 15 0 30 22 
Synthesiomyia 

nudiseta 
INCQS 

160 ND NI 28 12 44 38 
Synthesiomyia 

nudiseta 
INCQS 

161 ND ND 34 26 30 36 
Synthesiomyia 

nudiseta 
INCQS 

JC39 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
23 20 20 20 

Ophyra 
chalcogaster 

INCQS 

JC40 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
23 25 19 20 

Ophyra 
chalcogaster 

INCQS 

JC41 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
24 26 16 20 

Ophyra 
chalcogaster 

INCQS 

JC42 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
26 25 19 16 

Ophyra 
chalcogaster 

INCQS 

JC44 

Pseudomonas 
fluorescens 

 

Pseudomonas 
fluorescens 

 
25 25 20 21 

Atherigona 
orientalis 

INCQS 
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JC45 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
16 23 20 21 

Atherigona 
orientalis 

INCQS 

JC46 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
23 19 20 18 

Atherigona 
orientalis 

INCQS 

JC47 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
30 16 17 21 

Musca 
domestica 

INCQS 

JC48 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
25 23 22 24 

Musca 
domestica 

INCQS 

JC49 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
23 25 18 18 

Musca 
domestica 

INCQS 

JC50 
Pseudomonas 

fluorescens 
Pseudomonas 

fluorescens 
25 28 18 18 

Musca 
domestica 

INCQS 

n° intermediário ou resistente/ n° sensibilidade dose-dependente/ ND – não determinado/ NI – não identificado/ negrito 
– identificação concluída a partir de provas bioquímicas 

  
 A figura 9 representa um dos resultados do teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos, onde as cefalosporinas (FEP e CAZ), apresentaram 

resistência e o carbapenema (IMP) apresentou perfil intermediário. 

 

 

 

 

 

 

 

As amostras que apresentaram resultado no MALDI-TOF EM como 

Proteus penneri/vulgaris foram submetidas a testes bioquímicos convencionais 

para confirmar a identificação. Estes resultados estão representados na tabela 

7 e nas figuras 10 e 11. 

Tabela 7 – Identificação bioquímica das amostras de Proteus penneri/vulgaris 

Cepa H2S Indol Motilidade Ornitina Citrato OF glicose Resultado 

1 neg pos pos pos neg Assacarolítico NI 
21 neg pos pos pos neg Fermentativo NI 
27 neg neg neg neg neg Fermentativo Proteus penneri 

Figura 8 – Resultado de antibiograma, que demonstrou resistência às 

cefalosporinas e apresentou resultado intermediário para o carbapenema. Acervo 

pessoal. 
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28 pos pos pos neg neg ND Proteus vulgaris 
44 neg pos neg ND neg ND NI 

139 pos pos pos neg neg ND Proteus vulgaris 
H2S – sulfeto de hidrogênio/ OF – oxidação-fermentação/ ND – não determinado/ NI – não identificado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.  Detecção de genes de resistência e virulência 

 O processo de extração não funcionou em 22 dos 80 isolados com perfil 

intermediário ou resistente no TSA, logo a pesquisa por genes de resistência 

foi realizada em 52 isolados, e apresentou resultados negativos. Já a pesquisa 

pelo gene de virulência hblA, feita nos isolados 033 e 080, ambos identificados 

como do grupo B. cereus, apresentou resultado positivo nos dois isolados. Na 

figura 12 estão representados os controles positivos utilizados na detecção dos 

genes de resistência. 

 

 

 

 

Figura 10 – Testes bioquímicos. Da 

esquerda para a direita – ornitina 

(negativa), SIM (H2S positivo, indol 

positivo, móvel) e citrato negativo. Acervo 

pessoal. 

Figura 9 – Testes bioquímicos. Da 

esquerda para a direita – ornitina 

(positiva), SIM (H2S negativo, indol 

positivo, móvel) e citrato negativo. 

Acervo pessoal. 
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5.5. Análise do polimorfismo genético por PFGE 

 Foram encontrados quatro genótipos entre os 38 isolados de P. 

fluorescens e Pseudomonas sp. estudados (A, B, C e D). Estes isolados foram 

oriundos de diferentes pontos do Campus Fiocruz e também do Campo de 

Santana. O perfil A foi encontrado em 26 (70,2%) dos isolados, já os perfis B, C 

e D foram encontrados, respectivamente em 1 (2,7%), 1 (2,7%) e 8 (21,6%)  

isolados. Além disso, tivemos 1 isolado (2,7%) no qual não foi possível a 

determinação do genótipo.  Estes resultados são demonstrados nas figuras 12, 

13, 14 e 15. 

 

 

 

 

Figura 11 – Gel de agarose 1,5% com controles postivos utilizados na reação de 

PCR para a detecção dos genes de resistência. Acervo pessoal. 

1       2      3        4       5      6       7      8        9     10   11     12    

1- Peso 

2- TEM/SHV (800/713 pb) 

3-  KPC (798pb) 

4- NDM (621pb) 

5- SIM (570pb) 

6- SPM (513pb) 

7- GIM (477pb) 

8- OXA-48 (438pb) 

9- OXA-23 (402pb) 

10- VIM (390pb) 

11- OXA-143 (149pb) 

12- IMP (139pb) 
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1       2      3      4     5      6      7      8      9    10     11    12   13   14    15 

1- Peso 

2- JC 39 Gen A 

3- JC 40 Gen A 

4- JC 41 ND 

5- JC 42  Gen A 

6- JC 44 Gen A 

7- JC 45 Gen A 

8- JC 46 Gen A 

9- JC 47 Gen A 

10- JC 48 Gen A  

11- JC 49 Gen A 

12- JC 50 Gen B 

13- 075 Gen A 

14- 076 Gen A 

15-Peso 

1       2      3      4      5      6      7       8      9    10     11     12   13   14     15 

1- Peso 

2- 81 Gen A 

3- 83 ND 

4- 84 ND 

5- 85 Gen A 

6- 87 ND 

7- 89 Gen A 

8- 92 Gen A 

9- 93 Gen A 

10- 95 ND  

11- 97 ND 

12- 99 Gen A 

13- 103 Gen A 

14- 104 ND 

15-Peso 

Figura 12 – Gel 1 de PFGE dos isolados identificados como Pseudomonas 

fluorescens e Pseudomonas sp. 

Figura 13 – Gel 2 de PFGE dos isolados identificados como Pseudomonas 

fluorescens e Pseudomonas sp. 
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1       2      3      4      5      6       7      8      9     10    11    12   13   14    15 

1- Peso 

2- 81 Gen A 

3- 84 Gen C  

4- 85 Gen A 

5- 108 Gen A 

6- 109 Gen A 

7- 115 Gen A 

8- 117 Gen D 

9- 121 Gen A 

10- 123 Gen A  

11- 126 Gen A 

12- 129 Gen A 

13- 144 ND 

14- 148 ND 

15-Peso 

1       2      3      4     5      6      7      8      9    10     11    12   13   14    15 

1- Peso 

2- 41 Gen A 

3- 41 Gen A 

4- 84 Gen C 

5- 87 Gen D 

6- 95 Gen D 

7- 96 Gen D 

8- 97 Gen D 

9- 104 Gen D 

10- 111 Gen D 

11- 117 Gen D 

12- 117 Gen D  

13- 144 Gen D 

14- 148 ND 

15-Peso 

Figura 15 – Gel 4 de PFGE dos isolados identificados como Pseudomonas 

fluorescens e Pseudomonas sp. 

Figura 14 – Gel 3 de PFGE dos isolados identificados como Pseudomonas 

fluorescens e Pseudomonas sp. 



60 
 

6 DISCUSSÃO 

 A resistência bacteriana aos antimicrobianos se deve a diversos fatores, 

tais como o seu consumo elevado e a sua utilização como fatores de 

crescimento em criação animal. Além disso, o deficiente controle de infecção, a 

mobilidade humana, o comércio de animais e alimentos e a associação a 

plasmídeos epidêmicos ou clones de sucesso favorecem o aparecimento e a 

disseminação da resistência a estas drogas. As bactérias multirresistentes 

deixaram de ser um problema restrito ao ambiente hospitalar, sendo 

encontradas em variados ambientes extra-hospitalares. 

Os dípteros muscoides apresentam alto grau de sinantropia, além de 

atuarem como agentes irritantes e espoliadores, produtores de miíases, 

hospedeiros intermediários de diversos parasitas e vetores mecânicos de 

agentes patogênicos, como bactérias, protozoários, helmintos (ovos e larvas), 

fungos e vírus, o que lhes confere alta importância sanitária, epidemiológica e 

epizoótica (Graczyk  et al. 2001; Oliveira et al. 2002). Este conjunto de fatores 

ressalta a importância da pesquisa de resistência aos antimicrobianos em 

bactérias presentes nestes dípteros, pois a sua disseminação pode agravar 

ainda mais a problemática da disseminação dessa resistência na comunidade. 

  

A presença de dípteros das espécies C. megacephala, C. putoria e M. 

domestica na caçamba de lixo na comunidade do Amorim próximo ao Campus 

Manguinhos corrobora com relatos da presença destas mesmas espécies 

nesse tipo de ambiente em outras localidades no Brasil (Oliveira et al. 2002), 

no Marrocos (Bouamamaa et al. 2010), na China (Liu et al. 2013) e na 

Tailândia (Chaiwong et al. 2014). 

As espécies C. megacephala e C. putoria foram encontradas também 

em carne de peixe não aproveitada por um comerciante local da comunidade 

do Amorim. A espécie C. megacephala também já foi coletada em locais como 

restaurantes e cafeterias (Liu et al. 2013; Chaiwong et al. 2014), sugerindo a 
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atração dessa espécie por alimentos preparados. A espécie C. putoria é atraída 

por carne fresca e peixe (Lindsay et al. 2012). 

A captura de dípteros das famílias Fanniidae e Sarcophagidae em área 

verde próximo a um hospital utilizando carne bovina putrefata como isca 

atrativa mostrou-se eficiente uma vez que dípteros dessas mesmas famílias 

foram coletados em floresta utilizando carne suína em processo de 

decomposição (Vasconcelos et al. 2013). Dípteros da família Sarcophagidae 

também foram coletados em mercados de carne (Dharne et al. 2008). 

Dípteros da espécie C. megacephala (Calliphoridae) e espécies da 

família Sarcophagidae foram coletados próximos a um hospital em armadilhas 

que continham carne de peixe putrefata como isca. Este tipo de atrativo já foi 

utilizado em outros estudos (Oliveira et al. 2002; Yepes-Gaurisas et al. 2013). 

Dípteros da família Ulidiidae (= Otitidae) foram coletados em armadilhas 

contendo carne de peixe em putrefação e também em armadilha Shannon 

utilizando-se animais mortos como isca. Isso se justifica pois há importantes 

gêneros desta família que possuem hábitos saprófagos (Goyal et al. 2012). 

O uso de armadilhas com iscas animais é eficiente na captura de 

dípteros da família Calliphoridae (Sousa et al. 2010), corroborando com nossos 

achados de dípteros das espécies C. albiceps, C. megacephala, C. putoria e 

Hemilucilia sp. na armadilha Shannon.  

Alguns membros da família Chloropidae, que é uma das componentes 

do grupo dos “acaliptrados”, se desenvolvem em excrementos (Fernandes et 

al. 2012). Logo, é possível encontrar “acaliptrados” sobrevoando fezes 

diarreicas, como aconteceu no Campo de Santana. 

Algumas espécies de dípteros foram coletadas em ambiente laboratorial 

que, assim como um hospital, é potencialmente contaminado devido à 

quantidade de microrganismos, alguns patogênicos, que são pesquisados 

nestes estabelecimentos. O fato de haver dípteros circulando nestes ambientes 
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é motivo de atenção, pois toda a contaminação ali presente pode ser levada ao 

meio extra-hospitalar ou extra-laboratorial. Além disso, estes contaminantes 

possivelmente patogênicos e resistentes a antimicrobianos podem entrar em 

contato com a microbiota presente no inseto, efetuando transferência horizontal 

de genes de resistência e/ou virulência.  

A fim de identificar a microbiota bacteriana presente em dípteros 

muscoides resistentes a antimicrobianos de importância clínica a partir de 18 

coletas, utilizamos ferramentas modernas de identificação que seriam rápidas e 

de baixo custo, uma vez que as provas bioquímicas e fisiológicas tradicionais 

para a identificação de uma alta gama de bactérias ambientais de diferentes 

gêneros e espécies seria inviável num projeto como este. Os resultados 

apresentados na tabela 5 mostram a eficiência do MALDI-TOF EM que foi 

capaz de identificar 47,7% das amostras. Infelizmente não foi possível neste 

trabalho sequenciar o gene 16S rRNA de todos os isolados, mas mesmo assim 

a tabela 5 apresenta a alta congruência entre as duas ferramentas moleculares 

de identificação bacteriana. Somente em 2 casos houve discrepância nos 

resultados. No isolado 1 foram identificados dois bastonetes Gram-negativos 

pertencentes a gêneros diferentes. No isolado 44, o sequenciamento do gene 

16S rRNA identificou Rummeliibacillus sp./ Kurthia gibsonii/ Bacillus sp. 

enquanto que o MALDI-TOF EM indicou Proteus penneri/vulgaris. Este 

resultado onde uma ferramenta indica uma bactéria Gram-positiva e a outra 

Gram-negativa, sugere que houve contaminação da amostra na etapa de 

processamento da mesma. 

 A técnica de MALDI-TOF EM, apesar de suas grandes vantagens, como 

qualquer outra ferramenta, apresenta limitações: é aplicável apenas para 

microrganismos cultiváveis e apresenta discordâncias em suas bases de 

dados. Estas limitações podem se dar devido a fatores como a composição da 

parede celular bacteriana ou influências do tratamento da amostra antes da 

execução da técnica de MALDI-TOF EM (Santos et al. 2016). Estas limitações 

são refletidas em nosso estudo nos isolados que foram identificados como 

Proteus penneri/vulgaris e em outros que não foram identificados (Tabela 5). 
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Desta forma a tabela 6 e as figuras 8 e 9 apresentam os resultados da 

identificação bioquímica dos isolados do gênero Proteus a fim de discriminá-los 

ao nível de espécie. Foi observada também uma incongruência no isolado 140, 

que foi submetido à técnica de MALDI-TOF EM duas vezes, apresentando 

identificações distintas, requerendo novas análises. 

 Nosso estudo buscou aliar as ferramentas moleculares a uma das 

ferramentas mais básicas da bacteriologia, que é a coloração de Gram. Em 

apenas dois isolados (44 e 45) foi observada discrepância entre os resultados 

de identificação com a coloração de Gram. Todos estes fatores apresentados 

demonstram a eficiência da técnica de MALDI-TOF EM, pois entre 83 isolados 

identificados por meio desta metodologia, em apenas 4 pudemos observar 

algum tipo de incongruência. 

 No começo de nosso estudo utilizamos o antibiótico ceftriaxona, uma 

cefalosporina de terceira geração, na concentração de 0,5 mg/L. Em um estudo 

feito na China (Liu et al. 2013) foi demonstrado que 48 amostras bacterianas 

isoladas em meio suplementado com cefalotina, uma cefalosporina de primeira 

geração, a 20mg/L apresentaram resistência a pelo menos oito 

antimicrobianos. No presente estudo, estávamos selecionando poucos isolados 

realmente resistentes até aquele momento, apesar de estar utilizando um 

antibiótico de maior espectro. Logo, decidimos aumentar a concentração de 

nosso antibiótico para 0,75 mg/L e, posteriormente, 1 mg/L. Os resultados 

seguintes mostraram que foi uma boa escolha, pois conseguimos isolar mais 

bactérias que apresentaram perfis intermediários ou resistentes. Novamente, 

ao comparar o nosso estudo com o estudo chinês, pudemos observar 

resistência a ceftazidima e cefepime, cefalosporinas de terceira e quarta 

geração, respectivamente, assim como observado por aqueles autores. Em 

contrapartida, encontramos resistência a imipenem e meropenem, que são 

antimicrobianos carbapenêmicos de maior espectro que as cefalosporinas, 

dado que não foi encontrado no estudo chinês. 
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 Um fato interessante que notamos foi que a quantidade de UFC/mL se 

elevou conforme aumentamos a concentração de ceftriaxona mas diminuiu a 

variabilidade. Sabemos que o antibiótico já exerce uma pressão seletiva e as 

bactérias sensíveis a ele ficam em desvantagem na competição. Se há menos 

bactérias para competir pelos nutrientes naquele meio de cultura, podemos 

sugerir que isso facilita o crescimento das bactérias que suportam a presença 

daquele antibiótico. 

 Podemos sugerir também que as bactérias possam estar utilizando o 

antibiótico como fonte de carbono, o que caracteriza o fenômeno chamado de 

subsistência, ou simplesmente a pressão do antibiótico pode estar induzindo a 

bactéria a suportar a sua presença (Amábile-Cuevas, 2012). As bactérias que 

suportam a presença do antibiótico, certamente, sairão em vantagem 

competitiva. 

Bactérias do gênero Proteus são patógenos oportunistas que podem 

causar infecções do trato urinário e outras infecções hospitalares, como 

infecções do trato respiratório e infecções de ferida (Kwil et al. 2013). Este 

gênero já foi visto em dípteros das espécies C. megacephala e M. domestica 

na Tailândia (Chaiwong et al. 2014) e foi verificado também que a espécie P. 

mirabilis é capaz de resisitr no trato digestório de M. domestica por até três dias 

(Wei et al. 2014). 

Já o gênero Myroides é reportado como patógeno oportunista que, 

apesar de raro, já causou infecções fatais em tecidos e surtos hospitalares e 

apresenta resistência a vários antimicrobianos. Foi identificado também como 

causa de infecções em feridas cirúrgicas e do trato urinário, septicemia, 

pneumonia, fasciculite, meningite e ventriculite (Dharne et al. 2008; Burghartz 

et al. 2015). As bactérias desse gênero foram abundantes em pupas das 

espécies Lucilia sericata e Lucilia cuprina (Singh et al. 2015). Esses achados 

se assemelham aos encontrados em nosso estudo nas pupas de L. eximia. 

Bacillus sp. foi uma das bactérias mais prevalentes isolada a partir de C. 

megacephala e M. domestica na Tailândia (Chaiwong et al. 2014). Devido a 
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sua capacidade de formar esporos resistentes ao calor, ser ubiquitária, formar 

biofilmes e produzir toxinas responsáveis pela intoxicação alimentar, B. cereus 

tornou-se um problema na indústria de alimentos. B. cereus enteropatogênico 

causa diarreia devido a produção de enterotoxinas no intestino humano 

(Jeßberger et al. 2015). Embora a priori não fosse um dos objetivos deste 

trabalho a pesquisa de genes de virulência, dada a importância da enterotoxina 

envolvida na síndrome diarreica, toxina  HBLA, no grupo B. cereus,  

pesquisamos a presença do gene hblA  que estava presente em todos os 

isolados do grupo B. cereus. As outras toxinas que podem estar envolvidas 

nesta síndrome são a enterotoxina não-hemolítica (NHE), a citotoxina K e as 

enterotoxinas T e FM (Ali & Hussain, 2015) que serão posteriormente 

pesquisadas quanto à sua presença. 

Micrococcus luteus é um microrganismo que ocasionalmente está 

associada a infecções como endocardite, artrite e meningite. No ambiente, 

quando exposto a condições desfavoráveis, pode assumir um estado de 

dormência. Este microrganismo já foi isolado a partir de exemplares de M. 

domestica coletados em uma fábrica de anchovas (Mukamolova et al. 2002; 

Nazni et al. 2005; Miltiadou & Elisaf, 2011). 

Lactococcus lactis foi originalmente isolado de leite e superfície de 

plantas e já há relatos de infecções por essa bactéria em pacientes 

imunocomprometidos (Karaaslan et al. 2014). A espécie Lactococcus garvieae 

já foi isolada a partir de M. domestica (Wei et al. 2013). 

Entre as espécies do gênero Acinetobacter, a mais comumente isolada 

em amostras clínicas é A. baumannii, havendo poucos casos de bacteremia 

relacionados à espécie Acinetobacter ursingii. Recentemente foi isolada uma 

cepa dessa espécie produtora da metalo-β-lactamase IMP-1, que hidroliza 

imipenem, penicilina, cefalosporinas de espectro estendido, mas não 

aztreonam (Queenan & Bush, 2007; Endo et al. 2012). A espécie Acinetobacter 

johnsonii é encontrada em ambientes aquáticos, mas pode colonizar o ser 

humano causando infecções e já foi relatada a presença da metalo-β-
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lactamase NDM-1 neste microrganismo (Feng et al. 2016). A presença de 

Acinetobacter sp. na superfície externa de M. domestica já foi relatada (Nazni 

et al. 2005). 

Entre as espécies de CoNS, Staphylococcus sciuri possui importância 

clínica devido estar associada com infecções como endocardite, infecções do 

trato urinário e infecções de feridas. S. xylosus é uma bactéria comensal na 

pele e mucosas de mamíferos e aves, mas pode atuar como patógeno 

oportunista em humanos e animais. É capaz de formar biofilmes, persistindo no 

solo e em superfícies e adaptando-se a diferentes ambientes. Staphylococcus 

gallinarum é uma espécie originalmente isolada da pele de galinhas, por isso o 

seu nome. Apesar de ser um patógeno raro, já foi relatada em um caso de 

endoftalmite. A espécie S. haemolyticus é, entre os CoNS, a segunda mais 

isolada em hemoculturas e a que apresenta os mais altos níveis de resistência 

a antimicrobianos. Há relatos da espécie S. aureus e outras espécies de 

estasfilococos coagulase-negativa isoladas a partir de M. domestica e C. 

megacephala (Dordet-Frisoni et al. 2007; Tibra et al. 2009; Bouanama et al. 

2010; Butler et al. 2010; Barros et al. 2012; Coimbra et al. 2011; Gupta et al. 

2012; Chaiwong et al. 2014). 

Enterococcus faecalis é a espécie mais distribuída do gênero 

Enterococcus, sendo encontrada no trato intestinal de animais e no meio 

ambiente. Esta bactéria apresenta sensibilidade reduzida aos antimicrobianos 

β-lactâmicos. Este microrganismo já foi isolado a partir de C. megacephala e M. 

domestica capturadas em áreas urbanas próximo a mercados de carne 

(Sukontason et al. 2007; Guzman-Prieto et al. 2016). Em nosso trabalho, este 

isolamento foi feito a partir das mesmas espécies de moscas coletadas com 

isca de peixe próximo ao abrigo de resíduos de um hospital. 

Pseudomonas fluorescens é uma bactéria que apresenta menor 

virulência, quando comparada a P. aeruginosa, o microrganismo mais isolado 

dentro do gênero Pseudomonas, porém está associada a casos de bacteremia 

relacionada principalmente a transfusão de sangue contaminado. Além disso, 
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apresenta grande versatilidade metabólica, o que lhe confere a capacidade de 

habitar em vários hospedeiros. Com os avanços das técnicas de comparação 

genômica, percebe-se que na verdade P. fluorescens é um complexo de 

espécies (Scales et al. 2014). A partir disso, nosso achado desta bactéria em 

califorídeos, sarcofagídeos, muscídeos e “acaliptrados” coletados no Campus 

Manguinhos da Fiocruz e no Campo de Santana é corroborado. Além disso, o 

fato de cepas identificadas como Pseudomonas sp. terem apresentado perfil 

semelhante na técnica de PFGE levanta a dúvida  sobre a possibilidade destas 

espécies fazerem parte do complexo P. fluorescens. Ainda, este achado abre 

caminhos para a investigação dos dípteros muscoides como reservatórios 

destas bactérias, por um lado e sobre a presença de dois clones majoritários, 

genótipo A e D, circulando em diferentes ambientes, sendo disseminados pelos 

dípteros muscoides. Vale ressaltar que, no Campo de Santana, os 

“acaliptrados” a partir dos quais esta bactéria foi isolada foram coletados 

sobrevoando fezes diarreicas. Considerando a possibilidade da pessoa que 

defecou estar infectada por uma EPEC, por exemplo, que é reconhecida por 

sua alta capacidada de compartilhar informações genéticas por meio de 

transferência horizontal de genes, P. fluorescens dos nossos estudos pode ter 

recebido genes de resistência e/ou virulência. E a partir do momento em que 

ela é transportada pela mosca, pode estar transferindo estes genes para a 

microbiota presente no inseto.   

Stenotrophomonas maltophilia é um patógeno oportunista resistente a 

várias classes de antimicrobianos, como beta-lactâmicos e aminoglicosídeos, 

devido a mecanismos como bombas de efluxo. Logo, as opções terapêuticas 

para este microrganismo ficam restritas a levofloxacina e sulfametoxazol-

trimetoprim. Esta bactéria já foi isolada a partir de M. domestica coletada em 

parque público (Gupta et al. 2012; Çıkman et al. 2016). Em nosso trabalho, 

isolamos a partir de sarcofagídeos coletados nas proximidades do INI.  

As espécies do gênero Microbacterium são encontradas tanto em 

ambientes terrestres quanto aquáticos, principalmente nos sedimentos dos 

lagos. Porém a espécie Microbacterium paraoxydans foi relatada em um caso 
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de bacteremia em uma criança de cinco anos com leucemia. Aliás, essa 

espécie foi descrita a partir deste caso. Outras espécies deste gênero 

(Microbacterium liquafaciens, Microbacterium esteraromaticum, Microbacterium 

lacticum e Microbacterium barkeri) foram isoladas a partir do trato intestinal de 

M. domestica (Zurek et al. 2000; Laffineur et al. 2003; Chen et al. 2016). 

Ao fazer uma correlação entre as bactérias isoladas e as moscas 

pudemos observar que a maior diversidade foi observada a partir de C. 

megacephala e dos sarcofagídeos. E entre essa diversidade estão as bactérias 

que são frequentemente isoladas em amostras clínicas e que estão envolvidas 

em IRAS. Estes dípteros são bem associados aos ambientes humanos, onde 

estes patógenos também estão presentes. É bom ressaltar também que a 

espécie C. megacephala foi introduzida no Brasil e se adaptou muito bem ao 

nosso ambiente, espalhando-se pelo nosso território (Dear, 1985). Logo, torna-

se plenamente possível o contato desta espécie com os microrganismos 

presentes em nossos ambientes. 

 Os relatos de infecções por bactérias multi-resistentes, tanto de espécies 

Gram-negativas quanto Gram-positivas são cada vez mais frequentes. Como 

compositores deste cenário de resistência bacteriana aos antimicrobianos 

temos os hospitais e as fazendas de criação animal. A partir destes 

componentes a resistência é disseminada para os mais diversos ambientes 

interligados, tais como: solo, esgotos sanitários, residências, restaurantes, 

comunidade em geral. Os dípteros muscoides são os componentes que 

frequentam todos esses ambientes e por isso requerem a nossa atenção como 

potenciais disseminadores dessa resistência. Essa disseminação através dos 

dípteros muscoides já vem sendo estudada no mundo, mas ainda há poucos 

relatos no Brasil.   

 De acordo com Kappel et al. (2013), insetos pertencentes à ordem 

Diptera possuem alta capacidade de movimentação e acesso praticamente 

ilimitado a fezes humanas, lixo, feridas abertas e instrumentos médicos 

contaminados, logo eles podem representar uma ligação entre áreas infectadas 
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e não infectadas, seja no ambiente hospitalar ou no ambiente externo. Os 

mesmos autores observaram moscas sinantrópicas voando em todos os 

quartos selecionados da enfermaria pediátrica e também na UTI neonatal.  

 

 Em bactérias Gram negativas, o fator mais importante de resistência aos 

β-lactâmicos, que estão entre os principais antimicrobianos utilizados na prática 

clínica, que podemos observar é a produção de enzimas β-lactamases (Ambler 

1980). Essas enzimas podem ter seus genes com localização cromossomal ou 

plasmidial. As enzimas codificadas por genes cromossomais são encontradas 

em menor número, e algumas espécies as produzem tanto de maneira 

constitutiva quanto de modo induzível (Pfaller & Segreti 2006). Em 

contrapartida, mais de 150 enzimas são mediadas por plasmídeos. O aumento 

da frequência de isolamento de amostras produtoras de ESBL levou ao elevado 

uso dos carbapenemas como alternativa para tratamento, o que gerou o 

aparecimento de bactérias resistentes a essas drogas, tendo o mecanismo 

enzimático como principal determinante de resistência. Dentre as 

carbapenemases mais comuns no Brasil na atualidade temos: KPC, IMP, VIM, 

NDM, GES, SPM e OXA.  Estas carbapenemases têm sido descritas 

associadas a elementos genéticos móveis, como plasmídeos e transposons 

(Pereira et al. 2013, Carvalho Assef et al. 2014, Chagas et al. 2014, Pilloneto et 

al. 2014). 

 

A presença de bactérias resistentes dos gêneros Klebsiella e 

Pseudomonas, patógenos hospitalares de importância, em dípteros muscoides 

coletados a partir de lixo proveniente de matadouros, restaurantes e descarte 

doméstico já foi relatada (Ahmed et al. 2013). Resistência a macrolídeos, 

tetraciclinas, quinolonas, aminoglicosídeos e β-lactâmicos foi detectada em 

microrganismos pertencentes aos gêneros Klebsiella, Pseudomonas, 

Escherichia e Aeromonas isolados a partir de califorídeos, muscídeos e 

sarcofagídeos nos arredores do aeroporto internacional Chengdu Shuangliu, na 

China (Liu et al, 2013) sendo algumas delas carreadoras do gene blaTEM. Este 
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foi o mesmo estudo que nos incentivou a elevar a concentração de nosso 

antibiótico. 

 

Rahuma et al. (2005), ao compararem moscas de ambiente hospitalar 

com outras de ambiente urbano e matadouros na cidade de Misurata, Líbia, 

perceberam a presença de bactérias multirresistentes em moscas oriundas 

todos os ambientes, apesar de as moscas encontradas no ambiente hospitalar 

carrearem mais bactérias resistentes do que as de outras áreas. Pela alta 

mobilidade apresentada por moscas é possível teorizar sua participação na 

transmissão de bactérias multirresistentes do hospital para o ambiente e vice-

versa. 

Outros estudos avaliaram e verificaram que bactérias como E. coli e E. 

faecalis podem proliferar no trato digestório de moscas domésticas e são 

transmitidas durante a alimentação dos insetos (Kobayashi et al. 1999; Doud e 

Zurek 2012). Petridis et al. (2006) observaram a transferência de genes de 

resistência ao cloranfenicol entre cepas de E. coli no trato digestório de mosca 

doméstica, uma hora após alimentação. Estudo semelhante realizado por 

Fukuda et al. (2016) detectou a transferência de genes de resistência a 

cefalosporinas. Esses resultados são importantes para a saúde pública, pois 

demonstram a capacidade de bactérias compartilharem genes de resistência 

no sistema digestório de insetos. 

 

 Embora tenhamos encontrado bactérias com fenótipo resistente ou 

intermediário a um, dois, três ou aos quatro antimicrobianos testados nenhuma 

delas apresentou, por PCR, algum dos genes de resistência pesquisado. Mas 

esse fato não diminui a importância deste estudo, pois entre os microrganismos 

isolados durante este trabalho encontramos patógenos frequentes em IRAS 

(Staphylococcus, Enterococcus, Acinetobacter e Pseudomonas), infecções 

urinárias (Proteus), intoxicações alimentares e diarreias (grupo B. cereus e E. 

coli), além de patógenos oportunistas ou raramente isolados em casos clínicos 

(Myroides, Micrococcus, Lactococcus e Microbacterium). 
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 Na tabela 1 podemos observar como os microrganismos isolados neste 

estudo estão amplamente distribuídos pelos mais variados ambientes, como 

solo, água, animais, esgoto, alimentos ou compondo a nossa microbiota. Vale 

ressaltar que quase todos estes microrganismos isolados pertencem à classe 

de risco 2, logo representam um risco moderado individualmente e limitado no 

âmbito da comunidade. Mas, apesar do risco moderado, estes microrganismos 

podem causar infecções graves em pacientes imunocomprometidos, que 

podem levá-los a óbito. 

Deve-se lembrar ainda que o ambiente pode conter reservatórios de 

genes e protogenes que possivelmente podem conferir resistência. Estes 

reservatórios são chamados de resistomas. Os genes e protogenes ali 

contidos, em condições ambientais normais, não conferem resistência. Mas 

caso haja pressão seletiva de antimicrobianos, podem haver mutações nestes 

genes, favorecendo a sua expressão e atividade. Estes genes de resistência 

podem ser constituintes de bactérias produtoras de antimicrobianos, visto que 

as mesmas poderiam se auto-destruir devido à produção de antimicrobianos 

(Walsh & Duffy, 2013; Perry et al. 2014). E como se não bastasse a presença 

destes genes naturalmente no ambiente, os hospitais também funcionam como 

disseminadores de bactérias multi-resistentes através de seu esgoto (Hocquet 

et al. 2016).  

A ausência dos genes de resistência pesquisados em nossos isolados 

pode ser atribuída a diversos fatores. Estes microrganismos podem possuir 

genes que codificam para bombas de efluxo, alteração do sítio de ação do 

antimicrobiano ou para alterações da expressão das porinas presentes em sua 

membrana, o que afeta diretamente a permeabilidade do antimicrobiano. Uma 

outra hipótese é que, devido às pressões existentes dentro da mosca, como os 

seus mecanismos de resposta imunológica, estes microrganismos podem ter 

perdido os plasmídeos que continham estes genes, ou então simplesmente 

pode ter ocorrido uma transferência para outras bactérias presentes na 

microbiota da mosca. E como temos o conhecimento de que a grande maioria 
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dos microrganismos ainda não são cultiváveis, as possíveis bactérias que 

receberam estes genes não puderam ser isoladas. 

 Embora não tenhamos encontrado nenhum gene de resistência 

pesquisado nas amostras isoladas a partir de dípteros muscoides, a relevância 

deste estudo se deve à evidenciação da presença de potenciais patógenos 

nestes insetos que estão adaptados aos mais diversos ambientes, o que os 

torna capazes de disseminar estes microrganismos nos mais diferentes 

ambientes. A complementação do entendimento da epidemiologia bacteriana 

contribui com os estudos de impacto e planejamento das ações ambientais, 

que dão subsídios às políticas públicas de controle de insetos destinadas à 

melhoria da qualidade do ambiente e vida da população. 

7 CONCLUSÕES 

 Os dípteros “acaliptrados” foram os mais numerosos nas coletas, porém 

a espécie melhor distribuída nos variados locais de coleta foi C. 

megacephala. 

 O crescimento em meio adicionado de cefalosporina na concentração 

1mg/mL é eficiente no isolamento seletivo de bactérias resistentes a 

cefalosporinas e/ou carbapenemas provenientes de amostras 

ambientais. 

 Dípteros da espécie C. megacephala e da família Sarcophagidae podem 

estar atuando na disseminação de patógenos hospitalares no Rio de 

Janeiro. 

 Bactérias pertencentes ao grupo B. cereus contendo genes que 

codificam para enterotoxinas podem ser encontradas na natureza sendo 

transportadas por dípteros muscoides. 

 Bactérias do complexo P. fluorescens com genótipos semelhantes 

podem estar sendo disseminadas pelo Rio de Janeiro por dípteros 

muscoides. 
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 Devido a ausência de genes que codificam para β-lactamases, devem 

ser pesquisados genes que codifiquem para outros mecanismos de 

resistência aos antimicrobianos.  
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