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RESUMO 

 

 

A resistência antimicrobiana é um dos maiores problemas de saúde da atualidade pois afeta e 

restringe as opções terapêuticas para diversas infecções. As enterobactérias são 

microrganismos gram-negativos ubiquitários, sendo a E. coli a principal bactéria colonizadora 

do trato gastrintestinal de humanos e de animais. Essa família de microrganismos 

frequentemente possui cefalosporinases, seja no cromossomo ou em elementos genéticos 

móveis. Como exemplo podemos citar as AmpC β-lactamases, que são cefalosporinases que 

conferem resistência contra penicilinas, primeira, segunda e terceira gerações de 

cefalosporinas, e que são resistentes à inibição por ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam. 

CMY-2 é a AmpC β-lactamase mais comum em animais, mas sua prevalência mundial ainda 

é baixa em comparação com os genes de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Assim, 

o objetivo do trabalho foi determinar a presença de blaCMY-2 em isolados de E. coli 

provenientes de frango de corte, visto que os animais podem servir como reservatório deste e 

de outros genes de resistência. Foram analisados 33 isolados através do teste de disco difusão, 

para determinar o perfil de susceptibilidade contra ceftazidima, cefotaxima, meropenem, 

imipenem, ciprofloxacino, cefepime, doxicilina, amoxicilina/ácido clavulânico, 

ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam, amicacina, gentamicina, 

sulfametoxazol/trimetoprima e ampicilina; e de microdiluição em caldo, para a determinação 

da concentração inibitória mínima (CIM) para ceftazidima e cefotaxima. A técnica de PCR foi 

utilizada para detectar o gene blaCMY-2. Dos 33 isolados analisados, 25 (75,76%) foram 

positivos para blaCMY-2. Todos os isolados exibiram perfil multirresistente, além de todos 

terem apresentado resistência a ceftazidima e cefotaxima. Tanto o CIM50 quanto o CIM90 de 

ceftazidima foram de 64 µg/mL, enquanto que para cefotaxima o CIM50 foi de 16 µg/mL e o 

CIM90 foi de 32 µg/mL. Oito isolados foram negativos para blaCMY-2 mas apresentaram perfil 

de resistência contra as cefalosporinas de terceira geração, indicando que podem possuir outro 

mecanismo associado. A detecção do gene nos isolados provenientes dos frangos de corte 

sugere que esses animais podem estar servindo como reservatório genético dessa AmpC β-

lactamase. O número de isolados positivos para blaCMY-2 encontrados em nosso trabalho foi 

superior ao encontrado em outros estudos realizados no Brasil e no mundo, mostrando que a 

disseminação do gene vem aumentando gradativamente.   

  

 

 

Palavras-chave: Resistência aos antimicrobianos. CMY-2. AmpC β-lactamases. 

Cefalosporinases. Frango de corte. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Antimicrobial resistance is one of the biggest health concerns currently, because it affects and 

restricts therapeutic options for several infections. Enterobacteriaceae are ubiquitous gram-

negative microorganisms, with E. coli being the main colonizing bacteria in humans and 

animals gastrointestinal tract. This family of microorganisms often carries cephalosporinase 

genes, either on chromosome or on mobile genetic elements. As an example we can cite 

AmpC β-lactamase, which are cephalosporinases that confer resistance against penicillins, 

first, second and third generation of cephalosporins, and which are resistant to inhibition by 

clavulanic acid, sulbactam and tazobactam. CMY-2 is the most common AmpC β-lactamases 

in animals, but its worldwide prevalence is still low comparing with extended spectrum β-

lactamases (ESBL) genes. The purpose of this research was to determine the presence of 

blaCMY-2 in E. coli isolates from broiler chicken, since these animals may serve as reservoirs 

for this and for others resistance genes. Thirty-three isolates were analyzed by disc-diffusion 

method, to determine the susceptibility profile against ceftadizime, cefotaxime, meropenem, 

imipenem, ciprofloxacin, cefepime, doxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, 

ampicillin/sulbactam, piperacillin/tazobactam, amikacin, gentamycin, 

sulfamethoxazole/trimethoprim and ampicillin; and by microdilution broth, to determine the 

minimum inhibitory concentration (MIC) against ceftazidime and cefotaxime. The PCR 

technique was used to detect blaCMY-2. From 33 isolates analyzed, 25 (75, 76%) were blaCMY-2 

positive. All isolates showed multidrug-resistant profiles, and they all were resistant to 

ceftazidime and cefotaxime. For ceftazidime, both MIC50 and MIC90 were 64 µg/mL, 

whereas for cefotaxime MIC50 was 16 µg/mL and MIC90 was 32 µg/mL. Eight isolates 

blaCMY-2 negative showed a resistant profile to third generation cephalosporins, indicating that 

they may express different resistant mechanisms. Finding this gene in broiler chicken isolates 

suggests that these animals may serve as genetic reservoir of this AmpC β-lactamase. The 

number of blaCMY-2 producer isolates found in our work was higher than those found in other 

researches performed in Brazil and worldwide, showing that the spread of this gene has been 

increasing gradually. 

 

Keywords: Antimicrobial resistance. CMY-2. AmpC β-lactamases. Cephalosporinase. Broiler 

chicken. 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

 

1        INTRODUÇÃO COMPREENSIVA ............................................................................ 8 

1.1     ENTEROBACTÉRIAS .................................................................................................... 9 

1.1.1  Escherichia coli ................................................................................................................ 9 

1.2     RESISTÊNCIA AOS ΒETA-LACTÂMICOS ............................................................... 10 

1.2.1  AmpC β-lactamases ...................................................................................................... 12 

1.2.1.2 CMY-2 .......................................................................................................................... 13 

1.3     JUSTIFICATIVA ........................................................................................................... 14 

1.4    OBJETIVOS .................................................................................................................... 15 

1.4.1 Objetivo geral ................................................................................................................. 15 

1.4.2 Objetivos específicos ...................................................................................................... 15 

2       ARTIGO CIENTÍFICO ................................................................................................ 16 

3       CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS .......................................................................... 31 

         REFERÊNCIAS ............................................................................................................ 32 

         APÊNDICE A – PADRONIZAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR .................................. 36 

         ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA VETERINARY 

MICROBIOLOGY ....................................................................................................... 39 

 

 



8 

 

1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

 A resistência antimicrobiana é a capacidade dos microrganismos resistirem aos efeitos 

dos antimicrobianos, dificultando o tratamento de infecções. Ela restringe as opções 

terapêuticas disponíveis para o tratamento, além de aumentar os custos relacionados às 

internações (LEVY; MARSHALL, 2004).  

Diferentes fatores contribuem para esse processo adaptativo dos microrganismos, 

incluindo a interação entre humanos, animais e ambiente (KÖCK et al., 2017). Essa 

interconexão entre esses três grupos é refletida no conceito “One Health” (BUTAYE et al., 

2014). O “One Health” correlaciona a saúde humana, animal e o ambiente num só contexto. 

Utiliza uma abordagem colaborativa, trabalhando multidisciplinarmente, para entender como 

as doenças se disseminam entre os diferentes temas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL 

AND PREVENTION (CDC), 2017).  

Fundamentalmente, as bactérias apresentam suscetibilidade a novos antimicrobianos, 

mas em decorrência de sua utilização começam a emergir cepas resistentes, que apresentam 

concentrações inibitórias mínimas maiores, e a pressão seletiva exercida sobre o 

microrganismo favorece a multiplicação das cepas resistentes em detrimento das suscetíveis 

ao fármaco (KÖCK et al., 2017; MARTINEZ, 2014). Os genes de resistência podem ser 

transferidos entre diferentes populações bacterianas horizontalmente, o que permite a troca de 

elementos genéticos móveis, como plasmídeos e transposons, de uma bactéria para outra, 

permitindo que se disseminem rapidamente (LEVY; MARSHALL, 2004). O processo de 

transferência pode ocorrer entre diferentes espécies nos mais variados ecossistemas.  

Com a utilização irracional dos antimicrobianos, que não só são empregados no 

tratamento de doenças, mas na prevenção, controle, e melhoramento do ganho de peso animal, 

os animais de produção podem servir como reservatórios de genes de resistência (MCEWEN; 

COLLIGNON, 2018). O uso indiscriminado estimula a seleção e disseminação de cepas 

resistentes, possibilitando a transferência aos seres humanos através do contato direto e/ou 

alimentação (TOLLEFSON; KARP, 2004). 

 



9 

 

 

1.1 ENTEROBACTÉRIAS 

 

As enterobactérias são bacilos Gram-negativos anaeróbios facultativos que se 

locomovem por flagelo e que não formam esporos. Formam um dos grupos bacterianos mais 

importantes, fazendo parte da microbiota do trato gastrintestinal de humanos e animais, e são 

o maior grupo e o mais heterogêneo entre os bacilos Gram-negativos de importância clínica. 

São fermentadoras de glicose, reduzem nitrato a nitrito, são catalase-positivas e oxidase-

negativas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 

2012). 

Estes microrganismos são ubiquitários, sendo encontrados no solo, na água e na 

vegetação. São responsáveis por causar diversas infecções clínicas em humanos, como 

bacteremias, infecções do trato urinário e infecções intestinais (MURRAY; ROSENTHAL; 

PFALLER, 2014). Algumas bactérias da família Enterobacteriaceae, como todos os sorotipos 

de Shigella e alguns de Salmonella estão sempre associadas a doenças humanas, enquanto 

outras, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, são microrganismos comensais que 

podem causar infecções oportunistas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As infecções 

podem se originar de reservatórios animais, de humanos carreadores, ou por transmissão 

endógena do microrganismo, por exemplo, por ruptura intestinal (MURRAY; ROSENTHAL; 

PFALLER, 2014).  

As enterobactérias possuem fímbrias que auxiliam na aderência a superfícies e 

mucosas. A troca de informação genética entre as bactérias Gram-negativas pode ocorrer 

através de pili sexuais, que são projeções da superfície da célula doadora que entram em 

contato com a célula receptora, permitindo a troca de genes de resistência e de outros fatores 

de virulência (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). 

 

1.1.1 Escherichia coli  

 

A Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo anaeróbio facultativo. É geralmente 

móvel, possui flagelos e fímbrias. É fermentadora de lactose, o que dá a coloração rosa 

característica às colônias no ágar MacConkey; os testes do indol e do vermelho de metila são 
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positivos, enquanto os testes de Voges-Proskauer e da utilização do citrato são negativos. Não 

é produtora de H2S, não hidrolisa a uréia, e é produtora de lisina descarboxilase (MURRAY; 

ROSENTHAL; PFALLER, 2014; QUINN et al., 2007). 

A E. coli é a bactéria mais abundante da microbiota do intestino delgado de homens e 

animais (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). Sua presença na água e nos 

alimentos é um indicador de contaminação fecal. É o patógeno mais comum das infecções do 

trato urinário, como a cistite e a pielonefrite; podendo causar gastrenterite, infecções extra-

intestinais, meningites e sepse (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). As linhagens 

de E. coli que colonizam o trato gastrintestinal não possuem virulência para desenvolver 

infecções nesse local, mas na presença de uma perfuração intestinal, por exemplo, podem 

causar infecções oportunistas extra-intestinais. Já as linhagens toxigênicas possuem fatores de 

virulência que favorecem a colonização das mucosas, permitindo o desenvolvimento de 

patologias mais graves (QUINN et al., 2007; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). 

 

1.2 RESISTÊNCIA AOS ΒETA-LACTÂMICOS 

 

Os β-lactâmicos são antimicrobianos que inibem a síntese de peptideoglicano da 

parede celular bacteriana pela inibição da transpeptidase ou por ligação as proteínas de 

ligação de penicilinas (PLP) (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). A utilização 

indiscriminada desses antimicrobianos estimulou as bactérias a desenvolverem mecanismos 

de resistência a essas drogas. Os principais mecanismos são a diminuição da absorção do 

fármaco pela perda de porinas, modificação da proteína alvo de ligação do fármaco, 

hiperexpressão de bombas de efluxo e mecanismos enzimáticos de degradação 

(GIEDRAITIENĖ et al., 2011). 

As porinas são proteínas transmembrana formadoras de canais, e são responsáveis por 

permitir que os antimicrobianos entrem na célula bacteriana (TORTORA; FUNKE; CASE, 

2012); a perda das porinas impede a absorção adequada do antimicrobiano pela falta dessas 

proteínas. A ocorrência de mutações nas proteínas ligantes do fármaco diminui a afinidade 

deste por seu receptor alvo, impedindo que ele exerça seu efeito sobre a bactéria (LEVY; 

MARSHALL, 2004). As bombas de efluxo são responsáveis por retirar o fármaco do interior 

celular, impedindo que o fármaco consiga atuar (GIEDRAITIENĖ et al., 2011). Por fim, os 

mecanismos enzimáticos são os mais importantes, envolvendo enzimas capazes de degradar 
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ou inativar o fármaco, e dessas enzimas, as β-lactamases são as mais prevalentes 

(GIEDRAITIENĖ et al., 2011).  

As β-lactamases são enzimas responsáveis pela hidrólise dos β-lactâmicos e podem ser 

classificadas de duas principais formas. Segundo Ambler, (1980), elas são divididas em 4 

classes. As classes A, C e D incluem as enzimas que hidrolisam uma serina residual no sítio 

ativo, enquanto a classe B são metalo-proteinases dependentes de zinco para facilitar a 

hidrólise do anel β-lactâmico. Já Bush e Jacoby, (2010) classificam estas enzimas conforme 

sua funcionalidade. São divididas em 3 grupos: no grupo 1 se encontram as cefalosporinases, 

mais ativas sobre as cefalosporinas e resistentes aos inibidores de β-lactamases; no grupo 2 

estão as β-lactamases de espectro estendido (ESBLs), que são ativas contra as cefalosporinas 

de primeira à quarta gerações, e suscetíveis aos inibidores de β-lactamases; e no grupo 3 as 

metalo-β-lactamases (MBLs), capazes de hidrolisar os carbapenêmicos (BATCHELOR; 

THRELFALL; LIEBANA, 2005; BUSH; JACOBY, 2010; LIEBANA et al., 2013).  

As MBLs necessitam de um íon zinco como cofator em seu sítio ativo para hidrolisar 

o seu substrato, que são os carbapenêmicos, e não são inibidas por ácido clavulânico ou 

tazobactam. Podem ser inibidas por quelantes de íons metálicos, como o EDTA e ácido 

dipicolínico. Algumas enzimas desse grupo incluem IMP, VIM e NDM.  Outras 

carbapenemases de importância clínica que não estão nesse grupo são a OXA e a KPC 

(BUSH; JACOBY, 2010).  

As ESBLs apresentam atividade tanto contra as penicilinas como também contra as 

cefalosporinas de espectro estendido, como cefotaxima e ceftazidima. Dentre as enzimas 

pertencentes a esse grupo podemos citar TEM-2, SHV-1, CTX-M, entre outras. São sensíveis 

às cefamicinas e aos carbapenêmicos, assim como aos inibidores de β-lactamases. As cepas 

produtoras de ESBLs podem ser multirresistentes, pois os plasmídeos que carreiam os genes 

de ESBLs podem carrear também genes que conferem resistência a outras classes de 

antimicrobianos, como aos carbapenêmicos, fármacos que costumam ser usados para tratar 

infecções graves causadas por bactérias produtoras de ESBLs (ALVES et al., 2004; BUSH; 

JACOBY, 2010).  

Genes que codificam cefalosporinases frequentemente são encontrados nos 

cromossomos de bactérias da família Enterobacteriaceae, além de serem adquiridos nos 

elementos genéticos móveis por transferência gênica horizontal. Eles conferem resistência às 
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cefalosporinas e, em menor proporção, às penicilinas. Não são inibidos pelo ácido clavulânico 

ou pelo tazobactam. As AmpC β-lactamases estão incluídas neste grupo.  

 

1.2.1 AmpC β-lactamases 

 

As AmpC β-lactamases são cefalosporinases encontradas no DNA cromossômico de 

muitas bactérias Gram-negativas, como a Escherichia coli. São enzimas capazes de degradar 

as penicilinas, as cefalosporinas, as cefamicinas, e em menor taxa, os monobactâmicos. Não 

são capazes de degradar a 4ª geração de cefalosporinas (cefepime) e nem os carbapenêmicos 

(EFSA PANEL ON BIOLOGICAL HAZARDS (BIOHAZ), 2011; JACOBY, 2009). São 

resistentes à inibição por ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam, embora existam estudos 

mostrando que pode ocorrer a inativação de β-lactamases da classe C por tazobactam 

(BABINI et al., 1998; BONOMO et al., 2001). Segundo a classificação funcional de Bush e 

Jacoby, as enzimas cefalosporinases se enquadram no grupo 1; e segundo a classificação de 

Ambler, pertencem a classe molecular C (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY, 2010). 

Tem ocorrido um aumento dos relatos de genes AmpC encontrados em plasmídeos, o 

que significa que a disseminação destes genes pode ser facilitada pela transferência de 

elementos genéticos móveis. Dos genes AmpC encontrados em plasmídeos, o CMY-2 é o 

mais comum (EFSA PANEL ON BIOLOGICAL HAZARDS (BIOHAZ), 2011; JACOBY, 

2009). Outros exemplos de genes AmpC promotores de resistência às cefalosporinas são 

FOX, MOX, DHA, ACC, MIR, ACT e LAT (BATCHELOR; THRELFALL; LIEBANA, 

2005). 

A resistência causada por enzimas do tipo AmpC pode ocorrer não só pelo mecanismo 

de resistência adquirida, que envolve a troca de elementos genéticos móveis entre as bactérias, 

como também por resistência cromossômica, que envolve a expressão do gene ampC por 

indução pela proteína AmpR, cujo gene fica adjacente ao ampC (BATCHELOR; 

THRELFALL; LIEBANA, 2005). O mecanismo de indução, entretanto, não ocorre em 

Escherichia coli, pois o gene ampR não fica adjacente ao ampC, não sendo possível induzir a 

expressão de AmpC. O mecanismo pode funcionar quando ocorre mutação no promotor do 

gene ampR, levando a uma hiper-expressão da proteína que acaba  por induzir resistência em 

E. coli (PARTRIDGE, 2015). 
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1.2.1.2 CMY-2 

 

A bla CMY-2 é a AmpC β-lactamase plasmidial mais comum no mundo, tendo em vista 

sua ampla disseminação geográfica (JACOBY, 2009). Tem sido encontrada em bactérias de 

origem humana e de origem animal. É uma cefalosporinase pertencente a classe molecular C 

de Ambler, e não sofre inibição pelos inibidores de β-lactamases (JACOBY, 2009). Ainda que 

seja capaz de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas até a terceira geração, o seu substrato de 

preferência é a ceftazidima (PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002). 

Embora a prevalência de AmpC β-lactamases seja baixa, tem se notado o aumento de 

casos identificados com o decorrer dos anos, sendo que a maioria deles corresponde a enzimas 

do tipo CMY-2, e os estudos epidemiológicos demonstraram que, dentre as AmpC β-

lactamases identificadas em bactérias como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, mais 

de 80% correspondem a CMY-2 (DENISUIK et al., 2013; MIRÓ et al., 2013; PASCUAL et 

al., 2015). Além das AmpC β-lactamases terem sido identificadas na população humana, já é 

de conhecimento sua presença em bovinos, suínos e aves, visto que o número de relatos de 

isolamento de bactérias carreadoras do gene blaCMY-2 em animais de produção ao redor do 

mundo também tem aumentado  (BEN SALLEM et al., 2012; FANG et al., 2015; PARK et 

al., 2012).  

 No Brasil, o primeiro relato da presença de CMY-2 ocorreu em um isolado clínico de 

E. coli resistente a carbapenêmicos em São Paulo (PAVEZ et al., 2008). Ainda assim, são 

poucos os estudos reportando a detecção do gene blaCMY-2, sendo que os trabalhos mais atuais 

apontaram a presença de CMY-2 em isolados de Salmonella sp. provenientes de carne de 

frango e também de peru,  e os isolados carreadores dos genes foram encontrados, em sua 

maioria, no estado de São Paulo (ALVES et al., 2004; CAMPANA et al., 2013; CUNHA et 

al., 2017; DA SILVA et al., 2017; MONTE et al., 2017; MOURA et al., 2018). O que todos 

os estudos têm em comum é a baixa prevalência de CMY-2.  
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1.3 JUSTIFICATIVA 

 

O uso indiscriminado de antimicrobianos tanto na medicina humana quanto na 

medicina animal propicia a emergência e disseminação dos microrganismos resistentes. O 

contato entre os animais e os produtores permite que os genes de resistência de origem 

humana sejam transferidos para o animal de produção, assim como os genes de origem animal 

podem ser transferidos para os seres humanos; além do contato direto, essa troca também 

pode ocorrer através do meio ambiente e da cadeia alimentar.   

O monitoramento de bactérias carreadoras de genes de resistência, como as AmpC β-

lactamases, presentes em animais de produção é de extrema importância, pois caracteriza 

esses animais como reservatórios de genes de resistência antimicrobiana. Estudos na área de 

resistência antimicrobiana são importantes para que sejam estabelecidas medidas preventivas 

contra a disseminação da resistência para os mais variados segmentos do planeta, sendo eles 

ambientais ou animais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

1.4 OBJETIVOS 

 

1.4.1 Objetivo geral 

 

Determinar a presença da AmpC β-lactamase CMY-2 em isolados de Escherichia coli 

provenientes de frangos de corte.  

1.4.2 Objetivos específicos 
 

1. Estabelecer o perfil de susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos; 

2. Padronizar a reação de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) para o gene blaCMY-2; 

3. Determinar a presença do gene blaCMY-2 nos isolados do estudo; 

4. Correlacionar os resultados do teste de susceptibilidade aos β-lactâmicos com a 

detecção do gene blaCMY-2. 
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Resumo 

A prevalência das AmpC β-lactamases tem aumentado no mundo todo, sendo que as 

enzimas do tipo CMY-2 correspondem a cerca de 80% das AmpC β-lactamases. A CMY-2 é 

uma cefalosporinase que não é inibida pelos inibidores de β-lactamases, e vem causando 

preocupação, visto que é capaz de degradar os β-lactâmicos utilizados na medicina humana e 

na animal, levando à restrição terapêutica no tratamento de infecções principalmente quando 

associada a outros genes de resistência, como as ESBLs. Sua presença em animais de 

produção já foi descrita em diversos estudos, e isso pode indicar que os animais podem estar 

servindo como reservatório para o gene.  O objetivo do trabalho foi determinar a presença de 

CMY-2 em isolados de Escherichia coli provenientes de frango de corte no Brasil. Foram 

analisados 33 isolados de E. coli provenientes de suabe cloacal das aves, coletados em 2015; o 

mailto:andrezafm20@gmail.com
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perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinado pelo teste de disco-difusão, de 

acordo com o CLSI; e a técnica de PCR in house foi utilizada para detecção do gene. Um total 

de 25 (75,76%) dos 33 isolados foram positivos para CMY-2. Todos os isolados apresentaram 

multirresistência, sendo 100% deles resistentes a cefotaxima e a ceftazidima. Obtivemos um 

alto índice de CMY-2, resultado incomum em comparação com dados da literatura. Estes 

dados causam preocupação e ressaltam a importância dos órgãos de saúde pública investirem 

em medidas para regular o uso de antimicrobianos e prevenirem a disseminação da 

resistência. 

Palavras-chave: resistência aos antimicrobianos; CMY-2; AmpC β-lactamases; 

cefalosporinases.  

 

1 Introdução 

Os β-lactâmicos são antimicrobianos muito importantes para o tratamento de diversas 

infecções (Essack, 2001). Por esse motivo, o aumento da resistência contra esses fármacos 

preocupa os órgãos de saúde, pois restringe as opções terapêuticas para o tratamento de 

infecções que costumavam responder bem a esses antimicrobianos.    

A pesquisa para detecção da presença de genes de resistência codificadores de β-

lactamases em bactérias tem sido realizada extensivamente no mundo todo. As ESBLs e as 

AmpC β-lactamases são os principais tipos de β-lactamases encontrados, e elas estão 

fortemente associadas com infecções causadas por microrganismos Gram-negativos, como 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Liebana et al., 2013).  

As AmpC β-lactamases são cefalosporinases que atuam sobre as penicilinas, 

cefalosporinas de primeira, segunda e terceira gerações, monobactâmicos e cefamicinas, além 

de não sofrerem os efeitos dos inibidores de β-lactamases (Jacoby, 2009). A CMY-2 é a 
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AmpC plasmidial mais prevalente (Miró et al., 2013). Em estudos prévios, foi descrita em E. 

coli colonizante de animais de produção, como frangos e suínos, e também de pacientes com 

suspeita de infecção urinária (Park et al., 2012; Fang et al., 2015; Rocha et al., 2016).   

Neste estudo, realizou-se a pesquisa de blaCMY-2 em isolados de E. coli provenientes de 

frango de corte na região Sul do Brasil. Além disso, foi determinado o perfil de 

susceptibilidade dos isolados frente a diversas classes de antimicrobianos e correlacionou-se 

os resultados de susceptibilidade para cefalosporinas com a presença do gene.  

 

2 Materiais e métodos 

2.1 Amostras 

Os 33 isolados de Escherichia coli selecionados neste estudo fazem parte do banco de 

amostras do Laboratório de Microbiologia Aplicada da UFRGS. A totalidade das amostras 

(340) foi originalmente coletada através da realização de suabe cloacal em aves, em um 

abatedouro frigorífico existente no RS, entre agosto e outubro de 2015. De acordo com os 

boletins sanitários dos animais, as aves foram provenientes de 17 lotes, de 12 unidades 

produtoras diferentes, e não receberam cefalosporinas de terceira geração. Para a realização 

deste estudo, selecionamos pelo menos 1 isolado de cada lote, que apresentaram crescimento 

em caldo TSB contendo ceftazidima e que foram negativos à pesquisa dos genes de ESBLs 

(blaTEM, blaSHV e blaCTX-M) realizada previamente. Estes isolados estavam estocados em caldo 

BHI com glicerol à 16% em temperatura de -20°C. 

Os isolados foram inoculados em 3 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB – KASVI®), e 

a incubação ocorreu por 24 horas a 37 °C. Após o crescimento em caldo, foi realizada 

semeadura por esgotamento em Ágar MacConkey (KASVI®) e as placas foram incubadas por 

18 a 24 horas à 37 °C. 
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2.2 Determinação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de Kirby-

Bauer por disco-difusão em Ágar Mueller-Hinton (KASVI®) conforme o protocolo do CLSI, 

2017. A suspensão das colônias bacterianas foi feita em solução salina na escala 0,5 

McFarland. A suspensão foi inoculada em Ágar Mueller-Hinton com um suabe estéril e em 

seguida foram aplicados os discos de antimicrobianos. Escherichia coli ATCC 25922 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram utilizadas como controle de qualidade do 

experimento.  

 Os antimicrobianos utilizados foram: ceftazidima (30 µg - BD®), cefotaxima (30 µg - 

BD®), meropenem (10 µg - BD®), imipenem (10 µg - BD®), ciprofloxacino (5 µg - BD®), 

cefepime (30 µg - BD®), doxiciclina (30 µg - BD®), amoxicilina/ácido clavulânico (20 µg/10 

µg - BD®), ampicilina/sulbactam (10 µg/10 µg - BD®), piperacilina/tazobactam (100 µg/10 

µg - BD®), amicacina (30 µg - BD®), gentamicina (10 µg - BD®), 

sulfametoxazol/trimetoprima (1,25 µg/23,75 µg - BD®) e ampicilina (10 µg - OXOID®). Os 

resultados foram interpretados segundo o CLSI 2017, classificando os isolados em resistentes 

(R), intermediários (I) ou sensíveis (S). 

 Para determinar a concentração mínima inibitória para as cefalosporinas, cefotaxima 

(Sigma®) e ceftazidima (ABL®), utilizou-se a técnica de microdiluição em caldo conforme 

preconiza o CLSI, 2017. Preparou-se uma suspensão das colônias bacterianas em solução  

salina 0,9% na escala 0,5 MacFarland. A partir dessa suspensão, foi preparado um inóculo à 

1% em Caldo Mueller-Hinton Cátion Ajustado (BD®). A microdiluição foi realizada com os 

antimicrobianos em uma faixa de concentração de 0,25 – 128 µg/mL para a ceftazidima e de 

0,125 – 64 µg/mL para a cefotaxima, em duplicata. E. coli ATCC 25922 foi utilizada como 

controle de qualidade.  
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2.3 Pesquisa genotípica para detecção do gene blaCMY-2 

 A detecção do gene blaCMY-2 foi realizada pela técnica de PCR. O DNA das amostras 

foi extraído por lise térmica, em 1000 µL de tampão TE (Tris-EDTA, pH 7,8), a 80 °C por 20 

minutos seguidos de -20 °C também por 20 minutos. Após, foram centrifugados a 5000rpm 

por 4 minutos, e o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um novo tubo. 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram CMY-2F 5’-

ATGATGAAAAAATCGTTATGCTGC-3’ e CMY-2R 5’-

GCTTTTCAAGAATGCGCCAGG-3’, baseados no trabalho de Dierikx et al., 2010, e o 

fragmento possui um tamanho de 1094pb. Cada 25 µL de reação continha tampão de reação 

1x (quatroG®), 0,48 µM de cada um dos primers (invitrogen®), 2,4 mM de dNTP (quatroG®), 

2,8 mM de MgCl2 (quatroG®), 2,5 U de Taq Platinum (invitrogen®) e 10 ng de DNA. As 

condições de amplificação foram de 94 °C por 3 minutos; seguidos por 30 ciclos de 94 °C por 

1 minuto, 57 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto; e extensão final de 72 °C por 10 minutos. 

A amplificação ocorreu no termociclador Thermal Cycler Applied Biosystems ProFlex PCR 

System.  Para observação dos produtos da PCR, foi realizada eletroforese em gel de agarose 

1,5%. Após a corrida eletroforética o gel foi observado em transiluminador. O controle 

negativo utilizado foi água ultrapura e o controle positivo foi a cepa de E. coli SL215, que faz 

parte do banco de amostras do Laboratório de Microbiologia Aplicada, e que teve seu genoma 

completo previamente sequenciado, evidenciando a presença do gene blaCMY-2. 

 

3 Resultados 

 No disco difusão, todos os 33 isolados apresentaram sensibilidade ao meropenem, 

amicacina e piperacilina/tazobactam (figura 1A), e resistência a amoxicilina/ácido 

clavulânico, ampicilina e cefotaxima (figura 1B). Trinta isolados (90,91%) foram resistentes à 

ceftazidima e três (9,09%) apresentaram resultado intermediário, não havendo nenhum 



22 

 

isolado sensível a ceftadizima. Segundo a definição de Magiorakos et al., 2011, que classifica 

multirresistência como a não sensibilidade de um isolado a pelo menos 1 antimicrobiano de 3 

ou mais categorias diferentes de antimicrobianos, 100% dos isolados foram considerados 

multirresistentes e o perfil de resistência mais encontrado foi amoxicilina/ácido clavulânico, 

ampicilina, doxicilina, sulfametoxazol/trimetoprima, ciprofloxacino, ceftazidima e 

cefotaxima, presente em 9 das 33 amostras analisadas (27,27%) (tabela 1). 

 A microdiluição mostrou que todos os isolados apresentaram resistência contra 

ceftadizima e cefotaxima (tabela 1), sendo que para ceftazidima obteve-se MIC50 e MIC90 de 

64 µg/mL, e para cefotaxima obteve-se MIC50 de 16 µg/mL e MIC90 de 32 µg/mL. O gene 

blaCMY-2 foi encontrado em 25 isolados (75,76%), sendo que todos eles foram resistentes tanto 

a cefotaxima quanto a ceftazidima. Apenas o lote 10 não teve isolados positivos para blaCMY-2, 

mas os animais são provenientes do mesmo produtor do lote 11, que apresentou isolados 

positivos. Todos os produtores tiveram isolados positivos para blaCMY-2. Os 8 isolados 

negativos para o gene também foram resistentes a essas cefalosporinas.  

 4 Discussão 

 Este estudo demonstrou que apesar dos animais não terem sido expostos à 

cefalosporinas de terceira geração, segundo os boletins sanitários, todos apresentaram 

resistência contra ceftazidima e contra cefotaxima. Essa é uma situação preocupante já que 

fontes desconhecidas podem estar induzindo a seleção destas cepas resistentes.  

Considerou-se a possibilidade de que outros lotes de animais possam ter recebido 

cefalosporinas, selecionando cepas resistentes que se disseminaram no ambiente, bem como a 

permanência de possíveis resíduos de antimicrobianos. Assim, a falta de boas práticas de 

produção poderia contribuir para que os genes de resistência se disseminassem para outros 

lotes de animais (Sunde et al., 2017).  
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O gene blaCMY-2 foi detectado em um grande número de amostras (75,76%), o que foi 

inesperado, pois a prevalência do gene costuma ser baixa, cerca de 1,6% em estudo realizado 

com carne suína na Alemanha (Schill et al., 2017), e de 3% em perus de produção no Brasil 

(da Silva et al., 2017). Todos os isolados de E. coli do trabalho em que o gene blaCMY-2 foi 

detectado apresentaram resistência às cefalosporinas de terceira geração, indicando que essas 

bactérias estavam expressando o gene. É importante salientar que os isolados analisados são 

de diferentes lotes de animais e de diferentes produtores, o que exclui a possibilidade de terem 

sido avaliados clones genéticos. 

Já havia conhecimento de que os isolados deste trabalho eram negativos para os genes 

de ESBLs (blaCTX-M, blaSHV e blaTEM). Portanto, a resistência dos isolados que não continham 

CMY-2 pode ter ocorrido pela presença de outro mecanismo não avaliado. Como exemplo, 

outro gene da família AmpC, como o DHA-1, que é o segundo mais prevalente depois de 

CMY-2, e que é capaz de conferir resistência as cefalosporinas de terceira geração (Jacoby, 

2009) poderia estar presente nesses isolados. O gene blaDHA-1 já foi descrito em isolados 

clínicos de E. coli, na Europa e na Índia, e em isolados de Salmonella spp. provenientes de 

uma granja de frangos na Coréia do Sul (Pham et al., 2010; Rayamajhi et al., 2010; Ingti et 

al., 2017).  

Outra possibilidade seria a presença de mecanismos não enzimáticos, como a perda 

das porinas OmpF e/ou OmpC da parede celular bacteriana, através de mutação 

cromossômica que tenha desencadeado a diminuição da expressão dos genes codificadores 

dessas proteínas (De La Cruz and Calva, 2010; Mahendran et al., 2010; Lovelle et al., 2011); 

ou ainda a possibilidade dessas bactérias estarem colocando os antimicrobianos para fora da 

célula através de bombas de efluxo na membrana celular, mecanismo comum em 

microrganismos multirresistentes por ter a habilidade de bombear uma variedade de 

antimicrobianos para o ambiente extracelular (Piddock, 2006; Lim and Nikaido, 2010).  
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 Desde a primeira detecção de blaCMY-2 no Brasil, por Pavez et al., 2008, ainda são 

poucos os estudos sobre a prevalência do gene no país. Nos trabalhos disponíveis, todos 

demonstraram uma prevalência baixa para blaCMY-2 (Alves et al., 2004; Campana et al., 2013; 

da Silva et al., 2017). Este trabalho é o primeiro a detectar alta prevalência de blaCMY-2 no 

Brasil. 

 

5 Conclusão 

 A prevalência de CMY-2, ainda que seja menor em comparação com genes de ESBLs, 

vem aumentando no mundo todo. Os altos índices encontrados no estudo alertam para o fato 

dos frangos, mas não exclusivamente esses animais, estarem servindo como reservatórios 

genéticos dessa AmpC. A resistência antimicrobiana é um problema de saúde pública, e 

demanda que os órgãos governamentais imponham fiscalizações efetivas no controle do uso 

de antimicrobianos tanto na veterinária e agricultura quanto na população em geral.   
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Tabelas  

Tabela 1: Características dos isolados de E. coli utilizados no estudo 

Isolados Lote 

 
Produtor Perfil de resistência antimicrobianaa 

 

MIC (µg/mL) 
CMY-2 

CAZb CTXc 

7 2 H AMC, AM, CAZ, CTX, SXT 16 16 + 

10 2 H AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SAM, SXT 32 16 + 

26 1 G AMC, AM, CTX, CIP, DOX, GM, SXT 32 16 + 

27 1 G AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX 64 16 - 

81 5 I AMC, AM, CTX, CIP, DOX, SXT 64 16 + 

98 6 J AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SAM, SXT 64 16 + 

105 7 J AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, GM, SXT 32 8 + 

121 7 J AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, GM, SAM 32 4 + 

130 8 K AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, GM, SXT 32 16 + 

137 8 K AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SAM 64 16 + 

145 5 I AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 64 16 - 

152 6 J AMC, AM, CTX, CIP, DOX, SXT 16 16 + 

160 9 D AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 64 16 + 

170 9 D AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 64 8 + 

188 10 Y AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 32 16 - 

190 10 Y AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SAM, SXT 32 32 - 

201 11 Y AMC, AMP, D, CAZ, CTX 64 32 + 

216 11 Y AMC, AMP, D, GM, SXT, CAZ, CTX 64 16 + 

218 12 X AMC, AMP, SAM, D, GM, SXT, CIP, CAZ, CTX 64 32 + 

223 12 X AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, GM, SXT 64 16 - 

231 13 L AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 64 16 + 

245 13 L AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, GM, SAM, SXT 32 16 + 

247 14 L AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX 32 16 - 

250 15 Z AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 64 32 - 

256 15 Z AMC, AM, CAZ, CTX, DOX, SXT 128 8 + 

269 14 L AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 64 16 + 

313 16 M AMC, AM, CAZ, CTX, DOX, GM, SAM, SXT 64 16 + 

322 17 M AMC, AM, CAZ, CTX, DOX, GM, SXT 32 16 + 

324 17 M AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 32 8 + 

334 18 N AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, SXT 32 16 + 

337 18 N AMC, AM, CAZ, CTX, DOX, GM, SAM, SXT 128 16 + 

357 19 
N 

AMC, AM, CAZ, CTX, CIP, DOX, FEP, GM, SAM, 

SXT 

32 64 + 

405 16 M AMC, AM, DOX, SXT 32 8 - 

aAntimicrobianos testados: AMC – amoxicilina/ácido clavulânico, AM – ampicilina, SAM – 

ampicilina/sulbactam, FEP - cefepime, CAZ – ceftazidima, CTX – cefotaxima, CIP – ciprofloxacino, DOX – 

doxiciclina, GM – gentamicina, IPM – imipenem, SXT – sulfametoxazol/trimetoprima. 

bCeftazidima 

cCefotaxima 
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Figuras 

 

Figura 1: resultados do teste de disco-difusão. A) número de isolados sensíveis (em %) aos antimicrobianos 

testados, e B) número de isolados resistentes (em %) aos antimicrobianos testados.  

TZP: piperacilina/tazobactam; AN: amicacina; MEM: meropenem; IPM: imipenem; FEP: cefepime; GM: 

gentamicina; CIP: ciprofloxacino; SXT: sulfametoxazol/trimetoprima; DOX: doxicilina; SAM: 

ampicilina/sulbactam; AMC: amoxicilina/ácido clavulânico; AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: 

ceftazidima. 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o porquê é tão importante investir 

em medidas para reduzir a resistência antimicrobiana, que está disseminada por todos os 

lugares do mundo. O fato de todos os isolados terem apresentado multirresistência contra 

antimicrobianos utilizados diariamente na prática clínica humana, assim como na veterinária é 

preocupante.  Além disso, as cefalosporinas de terceira geração, que são recomendadas para o 

tratamento de infecções humanas, não foram capazes de atuar nesses microrganismos, pois 

nenhum dos isolados foi suscetível a essa classe de antimicrobianos.  

Obtivemos uma alta prevalência do gene CMY-2 em nosso estudo, justificando por 

que as Escherichia coli foram resistentes as cefalosporinas. O Brasil ainda carece de estudos 

sobre as AmpC β-lactamases, e esse é um importante resultado que poderá contribuir com 

estudos futuros para determinar a prevalência de CMY-2 no país, assim como também para 

que seja possível começar a traçar as regiões com índices mais elevados da presença do gene.  

Aumentando o número de lotes de animais a serem analisados, provenientes de 

produtores diferentes e de regiões diferentes do país, e pesquisando por outros genes de 

AmpC β-lactamases, seria possível enriquecer os dados gerados nesse trabalho, assim como 

auxiliar na disseminação do conhecimento sobre a presença de CMY-2. 
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APÊNDICE A – PADRONIZAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR 

 

 

O principal desafio para a realização do trabalho foi padronizar a reação de PCR para 

o gene blaCMY-2. Dierikx et al. (2010), Fang et al. (2015), Silva et al. (2017), entre outros 

estudos que contêm pesquisa genotípica de CMY-2, são publicados sem conter a reação de 

PCR utilizada, no máximo contendo as condições de temperatura e os oligonucleotídeos 

iniciadores. Sabendo disto, foram cerca de três meses de trabalho para chegarmos na reação 

que foi utilizada, já citada na sessão Artigo Científico (página 21). 

Os oligonucleotídeos iniciadores foram selecionados de acordo com Dierikx et al., 

2010, bem como as condições de PCR. O tamanho do fragmento de interesse é de 1094pb. As 

condições de PCR e protocolo de reagentes iniciais foram os da reação 1 (Tabela A1), em que 

foi utilizado MasterMix para PCR convencional 2X (quatroG®). Nesta primeira reação 

apareceram bandas inespecíficas no controle positivo, sendo que uma banda de tamanho 

próximo a 300 pb ficou tão marcada quanto o fragmento de interesse. Ainda utilizando 

MasterMix, alterou-se a concentração de oligonucleotídeos iniciadores (reação 2) e também a 

temperatura de anelamento (reação 3) na tentativa de retirar as bandas inespecíficas da reação, 

mas o fragmento de interesse ficou ainda mais fraco em comparação com as reações 

anteriores. 

Como a reação com MasterMix permaneceu com bandas inespecíficas, passamos a 

utilizar os insumos separados, tornando possível alterações não apenas da concentração dos 

oligonucleotídeos iniciadores como também de dNTP, MgCl2 e Taq DNA-Polimerase 

(quatroG®). O protocolo de reagentes utilizados inicialmente foram os da reação para o gene 

de ESBL blaCTX-M (reação 4). Ainda assim, a banda inespecífica continuou a aparecer na 

reação. A partir dela, foi aumentada a concentração de magnésio (reação 5), o que levou a 

inibição da enzima pelo excesso de cofator presente, não amplificando a banda de interesse. 

Testes com concentrações menores de dNTP também foram realizados, como exemplifica a 

reação 6 da tabela A1, mas acabaram gerando um número maior de bandas inespecíficas.  

A partir do momento em que foi obtida uma banda de interesse clara e evidente no gel 

de agarose, mas ainda com a presença da banda inespecífica na altura de 300pb, resolvemos 

mudar a enzima para Taq Platinum DNA-polimerase (invitrogen®), que apresenta maior 

especificidade e portanto, geraria menos fragmentos inespecíficos. A Taq Platinum 

intensificou a banda de interesse, gerando uma reação limpa de fragmentos inespecíficos e 
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que foi replicada tanto nos controles positivos quanto nos isolados (reação 7). A figura A1 

mostra o gel de agarose com os produtos de PCR utilizados no trabalho. 

 

 

Figura A1: gel de agarose mostrando bandas de CMY-2. M:marcador de peso molecular de 100pb; C+: 

controle positivo; C-: controle negativo. 
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Tabela A1: Condições de PCR testadas para a padronização da reação 

 Reação 

 

Condições de temperatura 

Reação 1 MasterMix 1X, 0,4µM de cada primer, 10ng DNA 

94°C por 3min 

30 ciclos de 94°C por 1min, 58°C 

por 1min e 72°C por 1min 

72°C por 10min 

Reação 2 MasterMix 1X, 0,72µM de cada primer, 10ng DNA 

94°C por 3min 

30 ciclos de 94°C por 1min, 58°C 

por 1min e 72°C por 1min 

72°C por 10min 

Reação 3 MasterMix 1X, 0,72µM de cada primer, 10ng DNA 

94°C por 3min 

30 ciclos de 94°C por 1min, 60°C 

por 30seg e 72°C por 1min 

72°C por 10min 

Reação 4 

Tampão de reação 1X, 0,4µM de cada primer, 4mM 

dNTP, 2mM MgCl2, 2U Taq DNA-polimerase, 

10ng DNA 

94°C por 3min 

 30 ciclos de 94°C por 1min, 58°C 

por 1min e 72°C por 1min 

 72°C por 10min 

Reação 5 

Tampão de reação 1X, 0,6µM de cada primer, 4mM 

dNTP, 3,6mM MgCl2, 2U Taq DNA-polimerase, 

10ng DNA 

94°C por 3min 

 30 ciclos de 94°C por 1min, 58°C 

por 1min e 72°C por 1min 

 72°C por 10min 

Reação 6 

Tampão de reação 1X, 0,4µM de cada primer, 

0,8mM dNTP, 2mM MgCl2, 2U Taq DNA-

polimerase, 10ng DNA 

94°C por 3min 

 30 ciclos de 94°C por 1min, 56°C 

por 1min e 72°C por 1min 

 72°C por 10min 

Reação 7 

Tampão de reação 1X, 0,48µM de cada primer, 

2,4mM dNTP, 2,8mM MgCl2, 2,5U Taq Platinum 

DNA-polimerase, 10ng DNA 

94°C por 3min 

 30 ciclos de 94°C por 1min, 57°C 

por 1min e 72°C por 1min 

 72°C por 10min 
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ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA VETERINARY 

MICROBIOLOGY 

 

Guide for Authors 

Types of paper  
 

1. Original research papers (Research Papers) 

2. Review articles (Review Papers) 

3. Short communications 

4.Letters to the Editor 

Original research papers should report the results of original research. The material must not 

have been previously published elsewhere. Articles must be as concise as possible, 

commensurate with reporting and discussing the research presented. As a general rule they 

should not occupy more than 12 printed journal pages, including figures, tables and references 

(about 30 manuscript pages, Times New Roman 12 pt, double-spaced, minimum 2 cm 

margins) . Introduction should not exceed 2 manuscript pages. Discussion should not exceed 

4 manuscript pages and the number of references should be limited to 35. 

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal. Of particular 

interest are topical, short (mini) reviews in areas of current interest. 

Reviews of topics in veterinary bacteriology, mycology and virology should provide short, 

readable, well-referenced, up-to-date overviews of current, emerging, or neglected subjects in 

the discipline. Syntheses of information from diverse sources, providing clarification of areas 

of confusion or uncertainty, are especially desirable. It is anticipated that these reviews will 

provide overviews of important topics to the benefit of "curious-but-busy" readers of 

Veterinary Microbiology. 

Reviews should carry titles which are creative and provocative, but nonetheless descriptive, 

and emphasize current status and future directions of research. Historical vignettes are useful 

in setting the stage for addressing important contemporary questions, but should not 

ordinarily be the basis for an article. Manuscripts may include controversial views, if 

presented in a balanced fashion and supported by evidence; informed speculation is welcome. 

Before submitting a review, authors must first contact one of the Editors with an outline of a 

proposed review: Ben Adler (ben.adler@monash.edu) or Stefan Schwarz 

(stefan.schwarz@fu-berlin.de) for bacteriological reviews, and Veronika von Messling 

(Veronika.vonMessling@pei.de) or X.J. Meng (xjmeng@vt.edu) for those on virology. It is 

expected that authors submitting reviews are experts in the field. This must be supported by a 

strong track record of publications in the area of the proposed review. The main text of a 

review article should be about 15 pages of double-spaced type, supported by illustrative 

material and references. Figures are welcome, but review articles should normally not have 

more than 50 references. Manuscripts should be submitted through the EVISE electronic 

submission system, using the article type 'Review Paper'. 

mailto:ben.adler@monash.edu
mailto:stefan.schwarz@fu-berlin.de
mailto:Veronika.vonMessling@pei.de
mailto:xjmeng@vt.edu
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Manuscripts will be processed through the normal Veterinary Microbiology review procedure, 

with the final decision made by the appropriate Editor. 

Short communications should report the results of original research. The material must not 

have been previously published elsewhere. As a general rule they should not occupy more 

than 6 printed journal pages, including figures, tables and references (about 15 manuscript 

pages, Times New Roman 12 pt, double-spaced, minimum 2 cm margins). Introduction 

should not exceed 1 manuscript page. Discussion should not exceed 3 manuscript pages and 

the number of references should be limited to 25. 

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal 

are welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editor-in-Chief. 

It is hoped that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be 

of benefit to both the journal and its readers. 

Submission checklist  
 

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the 

journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more 

details.  

Ensure that the following items are present: 

One author has been designated as the corresponding author with contact details: 

• E-mail address 

• Full postal address  

All necessary files have been uploaded: 

Manuscript: 

• Include keywords 

• All figures (include relevant captions) 

• All tables (including titles, description, footnotes) 

• Ensure all figure and table citations in the text match the files provided 

• Indicate clearly if color should be used for any figures in print 

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable) 

Supplemental files (where applicable) 

Further considerations 

• Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked' 

• All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa 

• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including 

the Internet) 

• A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests 

to declare 

• Journal policies detailed in this guide have been reviewed 

• Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements  

For further information, visit our Support Center. 

http://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
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Electronic artwork  
General points 

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.  

• Embed the used fonts if the application provides that option.  

• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, 

Symbol, or use fonts that look similar.  

• Number the illustrations according to their sequence in the text.  

• Use a logical naming convention for your artwork files.  

• Provide captions to illustrations separately.  

• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.  

• Submit each illustration as a separate file. 

A detailed guide on electronic artwork is available. 

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given 

here. 
Formats 

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, 

Excel) then please supply 'as is' in the native document format.  

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork 

is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the 

resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given 
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EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.  

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.  

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 

1000 dpi.  

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a 

minimum of 500 dpi. 

Please do not:  
• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically 

have a low number of pixels and limited set of colors;  

• Supply files that are too low in resolution;  

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

 

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files, 

though they may also be embedded within the manuscript file for ease of reading during the 

review process. 

2. Illustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should 

be made in the text to each illustration. 

3. Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. 

Illustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%. 

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible, 

any lettering should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the 

style of the journal. 

5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that 

must be changed with reduction. 
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6. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should 

be kept to a minimum. 

7. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity. 

Color artwork  
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or 

PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted 

article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that 

these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of 

whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color 

reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier 

after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or 

online only. Further information on the preparation of electronic artwork. 

Illustration services  
Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript 

but concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert 

illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range 

of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take 

your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website to find 

out more. 

Figure captions  
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the 

figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of 

the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols 

and abbreviations used. 

Tables  
 

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. 

Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the 

dimensions of a table. 

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or 

more tables. 

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include 

references to all tables. 

4. Tables should be provided as separate files independent of the main manuscript file. 

5. Each table should have a brief and self-explanatory title. 

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of 

units of measurement should be added between parentheses. 

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the 

columns instead. 
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8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at 

the bottom of the table. 
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Reference management software  
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular 

reference management software products. These include all products that support Citation 

Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word 
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2. In the text, refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed – if 

necessary – by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has 

shown that..." "This is inagreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp.12–16)". 

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors, the name 

of the first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never 

be used in the list of references. In this list the names of first author and co-authors should be 

included. 
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If an author's name in the list is also mentioned with co-authors, the following order should be 

used: publications of the single author, arranged according to publication dates – publications 
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8. References concerning unpublished data and "personal communications" should not be 
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9. Web references may be given. As a minimum, the full URL is necessary. Any further 
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also be given. 

10. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by 

means of their Digital Object identifier (DOI). 
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Journal abbreviations source  
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations. 

AudioSlides  
 

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published 

article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online 

article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in 

their own words and to help readers understand what the paper is about. More information 

and examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-

mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper. 

Data visualization  
 

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and 

engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about 

available data visualization options and how to include them with your article. 

Supplementary material  
 

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with 

your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are 

received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material 

together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. 

If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, 

please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous 

version. Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will 

appear in the published version. 

Research data  
 

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication 

where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research 

data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To 

facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your 

software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to 

the project. 

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a 

statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are 

sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and 

reference list. Please refer to the "References" section for more information about data 

citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other 

relevant research materials, visit the research data page. 

Data linking  
If you have made your research data available in a data repository, you can link your article 

directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on 

ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives 

them a better understanding of the research described. 

http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
https://www.elsevier.com/audioslides
https://www.elsevier.com/audioslides
https://www.elsevier.com/authors/author-services/data-visualization
https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/research-data
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There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly 

link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission 

system. For more information, visit the database linking page. 

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your 

published article on ScienceDirect. 

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your 

manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 

734053; PDB: 1XFN). 

Mendeley Data  
This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including 

raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated 

with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, 

after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant 

datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to 

readers next to your published article online. 

For more information, visit the Mendeley Data for journals page. 

Data statement  
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your 

submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is 

unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why 

during the submission process, for example by stating that the research data is confidential. 

The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more 

information, visit the Data Statement page. 

Additional information  
 

1. Manuscripts should have numbered lines with wide margins and double spacing 

throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript 

should be numbered. However, in the text no reference should made to page numbers; if 

necessary, one may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the 

text. 

2. Manuscripts in general should be organized in the following order: 

Title (should be clear, descriptive and not too long) 

Name(s) of author(s) 

Complete postal address(es) of affiliations 

Full telephone and fax numbers and e-mail address of the corresponding author 

Present address(es) of author(s) if applicable 

Complete correspondence address including e-mail address to which the proofs should be sent 

Abstract 

Keywords (indexing terms), normally 3 – 6 items. 

Introduction 

Methods, techniques 

Results 

Discussion 

https://www.elsevier.com/databaselinking
https://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/data-base-linking/supported-data-repositories
https://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/mendeley-data-for-journals
https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data/data-profile
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Conclusion 
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Tables 

Figure captions 

Tables (separate file(s)) 

Figures (separate file(s)) 

3. Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate 

line, without indentation. Use lower-case letter type. 

4. SI units should be used. 

5. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts 

and illustrations which are not in the proper form given in this guide. 

 

Online proof correction  
 

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, 

allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: 

in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from 

the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by 

allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors. 

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All 

instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative 

methods to the online version and PDF. 

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please 

use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the 

text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only 

be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all 

corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying, 

as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your 

responsibility. 

Offprints  
 

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days 

free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can 

be used for sharing the article via any communication channel, including email and social 

media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is 

sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order 

offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their 

article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of the 

article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI 

link. 

https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/share-link
http://www.sciencedirect.com/
http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints
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Additional information  
 

Authors can also keep track of the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts 

informing them of changes to their manuscript's status, by using the "Track your accepted 

article" option on the journal's homepage  For privacy, information on each article is 

password-protected. The author should key in the "Our Reference" code (which is in the letter 

of acknowledgement sent by the Publisher on receipt of the accepted article) and the name of 

the corresponding author. 

 


