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Estratégias baseadas em PCR e em outros métodos 

moleculares aplicados na caracterização de RAM



Projeto de primers com bases degeneradas

2014: 159 alelos 
2022: 252 alelos

O caso do CTX-M  PRIMERS UNIVERSAIS

Y=C+T          R=A+G

>> concentração de 
primers

Pagani, et al, JCM 41(9):4264-4269, 2003
C A



blaCTX-M = 159 alelos

Projeto de primers
para grupos

O caso do CTX-M 
PRIMERS POR GRUPO

CTXM-1/15

CTXM-9

CTXM-8/25

CTXM-2



Discriminação entre alelos do gene mcr: mcr-1.1 vs mcr-1.5

Projeto de primers para
discriminação de alelos

mcr-1.5 mcr-1.1

mcr-1.5 mcr-1.5

mcr-1.5
290 pb



Discriminação entre OXA-48 e OXA-163

3´- ACGATACTAAGATTGGCTGGTG – 5´

Projeto de primers para
discriminação de alelos

Primer OXA163-R

blaOXA163
653 pb

1        2      3       4       5      6     C+    C- C- PM

blaOXA163 blaOXA-48



Identificação rápida de clones clinicamente relevantes:

-ST73/ST95/ST69 sensíveis à maioria dos ATB
 Tratamento ideal

-ST131 resistente a múltiplas drogas 
 carbapenem para complicadas; 
fosfomicina o nitrofurantoina para ITU

-Nenhum destes ST 
Tratamento empírico conforme guias.

Detecção de clones por PCR multiplex
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A PCR-RFLP vanSH

Corso A. et al. IJID. 11:69-75. 2007.

Outras aplicações PCR de ponto final
Mapeamento de plataformas



Gomez, Clin Microbiol Infect, 2011

Mapeamento por PCR de variantes de Tn4401

Outras aplicações PCR de ponto final
Mapeamento de plataformas



PCR quantitativo (qPCR) ou
PCR em Tempo Real

Amplificação
exponencial

Plateau
Área de 

detecção
qPCR

Área de detecção 
em gel com 

BrEt/SyBr/GelRed
- Detecção de genes em tempo real

- Quantificação de ácido nucleico

- > velocidade dos resultados

- < contaminação

- > especificidade

PCR de ponto final VS.



PCR quantitativo (qPCR) SYBR-Green - Econômico
- Fácil de usar
- Sensibilidade

- União à cadeia 
dupla



PCR quantitativo (qPCR)

SYBR-Green



PCR quantitativo (qPCR) com sonda

CustoEspecífico
Sensibilidade
Multiplex

ADN 
molde

Polimerasa

Primers

dNTPs

TaqMan
Probe

Emissão de fluorescencia
(diversos fluoróforos

multiplex)

Sistema Taqman

Primer F

Primer R

Sonda



PCR quantitativo (qPCR) com sonda

Molecular Beacons/ 
Balizas moleculares



PCR quantitativo (qPCR) Sonda (ex. Taqman)
CustoEspecífico

Sensibilidade
Multiplex

gene A
gene B

gene C

gene D



Sequenciamento de ácidos nucleicos
Método de Sanger

ADN 
molde

Polimerasa

primer

dNTP´s

dideoxi-
dNTP´s



Sequenciamento de ácidos nucleicos Sanger

T
T
A
A
A
G

Asn

Tyr

Asp WT



Tipagem molecular bacteriana

APLICAÇÃO CLÍNICA E EPIDEMIOLÓGICA

• Confirmação de surto

• Determinação de reinfecção ou recorrência em um paciente

• Disseminação intra e inter-hospitalar de clones

• Vigilância epidemiológica de clones geográfica e temporalmente

• Caracterização de Doenças Transmitidas por Alimentos

• Caracterização de Doenças Zoonóticas

Essas técnicas buscam confirmar hipóteses epidemiológicas, não são técnicas de uso rotineiro!



ELETROFORESE DE CAMPO PULSADO (PFGE)

Suspensão
bacteriana de DO 

determinada

Montagem dos “plugs”

Lise dos “plugs”

Lavagens

Corte de uma porção
do“plug”

Restrição
enzimática

Montagem do gel

Corrida 
eletroforética

Fotografia e 
análise do gel

A    A B



MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

Ruppitsch, W. J.Land Manag., Food and Environm. 67: 199–224, 2016.

- Genes que codificam proteínas com 

funções metabólicas centrais (core) 

/ housekeeping genes

- Conservados

- Transmitidos verticalmente

- Única copia

- Os genes selecionados devem ser 

fisicamente distanciados para 

minimizar possíveis linkage

genético de locis.



MULTILOCUS SEQUENCE TYPING
(MLST)

Maiden. Annu. Rev. Microbiol. 2006. 60:561–88
Brisse.JCM.50:2974-81.2012



Caracterização de E. coli de amostras fecais de 
suínos da Argentina

34 E. coli de 31 amostras fecais de leitões com diarreia e porcos saudáveis de duas

fazendas em San Luis e Entre Ríos.

Seleção em ágar Mac Conkey com 2 mg/mL colistina e/ou 4 mg/mL de cefotaxima.

10 (29%)

24 (71%)

20 perfis de resistência

 28 E. coli resistentes às
cefalosporinas de 3ª
geração

blaCTX-M = 24
blaCMY = 3
blaPER-2 = 1 

PCR

 12 E. coli resistentes à
colistina mcr-1 = 12



Caracterização de E. coli de amostras fecais de suínos da 
Argentina

Alta diversidade genética  29 perfis de PFGE

CONCLUSÕES: Os isolamentos de E. coli recuperados de leitões com diarreia e suínos saudáveis portadores de ESBL e/ou genes mcr-
1. A resistência às cefalosporinas de 3ª geração foi associada à presença de ESBL tipo CTX-M e, em particular, a variante CTX-M-8/25.
Clones de E. coli geralmente associados a infecções humanas foram detectados em suínos.

PCR clones ST131, ST73, ST69 e ST95 de E. coli:
ST131 = 1 isolamento
ST95 = 2 isolamentos



Caracterização de E. coli produtora de ESBL de 
pacientes e porcos saudáveis

409 exames de cotonetes pessoas (223) e suínos (186) saudáveis.

Seleção em ágar Mac Conkey com 4 mg/mL de ceftriaxona.

212 E. coli produtores de ESBL: humanos (111) e suínos (101).

203 
95,8%



Caracterização de E. coli produtora de ESBL de 
pacientes e porcos saudáveis

CC10 (ST10)

CC131 (ST131)



Caracterização de E. coli produtora de ESBL de 
pacientes e porcos saudáveis

CC10 (ST10)

CC131 (ST131)

CONCLUSÕES: Os isolamentos de E. coli portadores de ESBL de pessoas saudáveis e suínos compartilhavam STs
idênticos, sugerindo uma possível ligação epidemiológica ou transmissão entre esses hospedeiros.
Isso também indica que pessoas saudáveis e porcos de fazenda são reservatórios de genes de resistência.



EXEMPLO DE SITUAÇÕES POSSÍVEIS….
Observação Pergunta Ação

Resistência às cefalosporinas
de terceira geração

É uma beta-lactamase de 
espectro estendido (ESBL) ou 
um AmpC?

- Diferencie ESBL de AmpC
do antibiograma inicial

Atividade positiva de ESBL 
e/ou AmpC

Qual gene está presente? - PCR para o gene blaCTX-M e/ou blaCMY

- Atividade ESBL positiva
- PCR negativo para blaCTX-M 
e/ou blaCMY

Qual ESBL é? - Consulte o LNR
PCR Genes adicionais /clonado e 
sequenciamento Sanger/WGS

SITUAÇÃO: PESQUISA EPIDEMIOLÓGICA MOLECULAR

PCR positivo para blaCTX-M 
e/ou blaCMY

- Opcional: PCR de grupo ou PCR 
e sequenciamento Sanger

SITUAÇÃO: VIGILÂNCIA

Qual variante alélica está 
presente?



Observação Pergunta Ação

Resistência aos carbapenêmicos É uma carbapenemase? - Ensaios fenotípicos confirmatórios 
da atividade da carbapenemase

Atividade positiva de 
carbapenemases Qual gene está presente?

Derivar ao LNR: 
- PCR para carbapenemases mais 

comuns

SITUAÇÃO: VIGILÂNCIA E DETECÇÃO DA PRIMEIRA CARBAPENEMASE

Que variante é?

Ele é um clone relevante?

O isolamento é resistente aos 
carbapenêmicos?

- Avaliar a sensibilidade aos 
carbapenêmicos

Resistência às cefalosporinas
de terceira geração

- Sequenciamento Sanger

- Tipagem molecular: PFGE / MLST / 
WGS

EXEMPLO DE SITUAÇÕES POSSÍVEIS….



MUITO OBRIGADO!!!
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