
 
 

 

Marcela Cristina Gonçalves Carvalho Cunha 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes de resistência e virulência em amostras de 
Escherichia coli isoladas de carcaças de frango criado 

de forma caipira  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LONDRINA 
2017 



 

Marcela Cristina Gonçalves Carvalho Cunha 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes de resistência e virulência em amostras de 
Escherichia coli isoladas de carcaças de frango criado 

de forma caipira 

 

 

 

Defesa apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Mestrado Profissional em 
Clínicas Veterinárias, da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito 
parcial à obtenção do título de Mestre em 
Clínicas Veterinárias. 

 

Orientador: Prof. Dr. Gerson Nakazato 

 

 

 

 

 

 

LONDRINA 
2017 



 

Marcela Cristina Gonçalves Carvalho Cunha 

 

 

 

Genes de resistência e virulência em amostras de Escherichia 
coli isoladas de carcaças de frango criado de forma caipira 

  

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

__________________________________________ 

Prof. Dr. Gerson Nakazato (orientador) 

Universidade Estadual de Londrina 

 

__________________________________________ 

Prof.ª Drª. Renata Katsuko Takayama Kobayashi  

Universidade Estadual de Londrina 

 

__________________________________________ 

Prof. Dr. Marcelo de Souza Zanutto 

Universidade Estadual de Londrina 

 

 

Londrina-PR, 30 de Março de 2017. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O que prevemos raramente ocorre; o que 

menos esperamos geralmente acontece”.  

(Benjamin Disraeli) 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus, por eu ter chegado até aqui, por ter me concedido força, 

persistência e superação. 

Aos animais. 

A CAPES, pela existência dessa modalidade de Mestrado Profissional, 

permitindo o aperfeiçoamento pessoal e profissional.  

Aos professores do mestrado profissional em clínicas veterinárias e aos 

colegas que me ajudaram partilhando experiências e conhecimentos, 

fundamentais para que este trabalho fosse realizado. 

Ao coordenador do mestrado Prof. Dr. Marcelo Zanutto por sanar as nossas 

dúvidas e nos encaminhar para a realização deste. 

Aos que tiveram todo o cuidado comigo durante o período de gestação que 

passei durante o mestrado. 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Gerson Nakazato, pela paciência e perseverança 

para que esse trabalho fosse realizado juntamente com a professora Dra. 

Renata Kobayashi, por terem cedido o laboratório de microbiologia e 

repassarem seus conhecimentos. 

À professora Ana Maria Bridi do Departamento de Zootecnia, coordenadora do 

projeto de extensão “Assistência técnica em produção e sanidade animal em 

assentamentos rurais”, por permitir a coleta das amostras. 

Ao doutorando Luís Eduardo de Souza Gazal, pela paciência, educação e por 

ter abraçado comigo este trabalho, pelos conhecimentos transmitidos 

contribuindo para a minha formação, juntamente com os demais pós-

graduandos do NIP 3, sempre solícitos e atenciosos. 

À família do Assentamento Iraci Salete juntamente com alunos e professores 

envolvidos no projeto que me receberam para a realização da coleta das 

amostras. 



Ao meu esposo Gilberto Junior pela paciência na minha ausência para 

realização deste mestrado, pelo incentivo e apoio, inclusive financeiro. 

Aos meus filhos Miguel e Manuela, que na inocência de crianças, não 

compreenderam a minha ausência, cansaço e indisposição para atendê-los. 

Aos meus pais, irmão, tias e avós que me auxiliaram com minhas crianças para 

que esse mestrado pudesse ser realizado. 

Em especial à minha mãe Marcia que abraçou esse mestrado comigo. 

A todos que de alguma forma contribuíram para a realização desse trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

1.0 INTRODUÇÂO .................................................................................................... 04 

2.0 MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................... 05 

   2.1     Amostragem ............................................................................................... 05 

2.2 Isolamento de E. coli multirresistentes .................................................... 05 

2.3 Pesquisa de Salmonella sp ....................................................................... 05 

2.4 Contagem de coliformes ........................................................................... 06 

2.5 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos ............................................ 06 

2.6 Fatores de virulência, genes de resistência e grupo filogenético  ........ 07 

2.7 Análise estatística  ..................................................................................... 08 

3.0 RESULTADOS .................................................................................................... 08 

3.1 Isolamento e contagem de coliformes totais ........................................... 08 

3.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e produção de 

ESBL.. ................................................................................................................... 09 

3.3 Perfil de virulência, grupos CTX-M e grupo filogenético ........................ 09 

4.0 DISCUSSÂO ....................................................................................................... 11 

5.0 CONCLUSÃO ..................................................................................................... 14 

6.0 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................... 15 

7.0 TABELAS. 

    7.1    Tabela 1 ....................................................................................................... 07 

 7.2 Tabela 2 ....................................................................................................... 08 

 7.3 Tabela 3 ....................................................................................................... 09 

 7.4 Tabela 4 ....................................................................................................... 10 

 

 

 



1 

 

 

Genes de resistência e virulência em amostras 

de Escherichia coli isoladas de carcaças de 

frango criado de forma caipira 

 

Marcela Cristina Gonçalves Carvalho1,2, Luís Eduardo de Souza Gazal1, 

Vanessa Lumi Koga1, Marcelly Chue Gonçalves1, Renata Katsuko Takayama 

Kobayashi1, Gerson Nakazato1,2* 

 

 

1- Departamento de Microbiologia, Centro de Ciências Biológicas, 

Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Paraná, Brasil. 

2- Programa de Pós-Graduação em Mestrado Profissional em Clínicas 

Veterinárias, Centro de Ciências Agrárias, Universidade Estadual de 

Londrina, Londrina, Paraná, Brasil. 

 

 

*Autor correspondente: Gerson Nakazato, Departamento de Microbiologia, Centro de 

Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Londrina, Campus Universitário, CEP 86055-

990, Londrina, PR, Brasil, telefone: +55(43) 3371-4396, fax: +55 (43) 3371-4788, CP 6001, 

e-mail: gnakazato@uel.br. 

mailto:gnakazato@uel.br


2 

 

RESUMO 

 

A produção de frango é uma das atividades que mais se destacam no agronegócio 

brasileiro. O uso de antimicrobianos em diversas fases do ciclo produtivo representa 

uma preocupação em relação à resistência bacteriana aos antimicrobianos, assim 

recomenda-se o monitoramento da resistência de determinadas bactérias como 

Salmonella enterica e Escherichia coli.  Desse modo, o objetivo desse estudo foi 

detectar genes de virulência e resistência em isolados de E. coli e S. enterica de 

cinco carcaças de frango produzidas por uma granja localizada em um 

assentamento da região de Londrina-PR. O isolamento foi realizado com meios de 

cultura seletivos com tetraciclina, cefotaxima e ciprofloxacina, e a identificação foi 

feita pelo perfil bioquímico. Os genes de virulência de E. coli patogênica para aves 

(APEC), detecção genética do grupo Cefotaximase (CTX-M) e classificação 

filogenética  foram realizadas pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). Neste estudo foram isoladas 24 colônias de E. coli resistentes a um dos 

antimicrobianos testados e nenhuma de S. enterica. Dentre estes isolados, cinco 

produziram a enzima beta-lactamase de espectro estendido (ESBL), sendo três do 

grupo CTX-M (dois para CTX-M1 e um para CTX-M2). Uma das amostras 

produtoras de ESBL apresentou resistência a nove antimicrobianos. O perfil dos 

genes de virulência e os grupos filogenéticos demonstraram a alta diversidade 

dessas cepas multirresistentes. A técnica molecular (PCR) se mostrou eficiente na 

caracterização de E. coli multirresistentes, produtora de ESBL, com informações 

importantes para a epidemiologia de APEC. 

 

Palavras chaves: ESBL, CTX-M, Grupo Filogenético, PCR. 

 

 

 

 



3 

 

ABSTRACT 

 

The production of chicken is one of the activities that stand out most in the Brazilian 

agribusiness. The use of antimicrobials in several stages of production represents a 

concern with regard to bacterial resistance to antimicrobials, and is recommended 

monitoring of the resistance certain bacteria such as Salmonella enterica and 

Escherichia coli. The aim of this study was to investigate the antimicrobial resistance 

and resistance and virulence genes from E. coli and S. enterica isolated of chickens 

carcasses produced in the settlement, located in the region of Londrina, Brazil. 

Bacterial isolation was performed by means of selective culture medium added 

antimicrobials (tetracycline, cefotaxime and ciprofloxacin), and identification by the 

biochemical series. The virulence genes of avian pathogenic E. coli (APEC), CTX-M 

group and Clermont phylogenetic classification were performed by Polymerase Chain 

Reaction technique (PCR). In this study, 24 colonies of E. coli were resistant to one 

of the antimicrobials tested and none of S. enterica was isolated. Among these 

isolates, five were phenotypically Extended Spectrum Beta-Lactamase enzyme 

(ESBL) producer. Three ESBL producer strains showed CTX-M group genes (two for 

CTX-M1 and one for CTX-M2). One ESBL producer strain isolate exhibited 

resistance to nine antimicrobials. The profiles of virulence genes and phylogenetic 

groups demonstrated the high diversity of these multiresistant strains. The molecular 

technique (PCR) was efficient in the detection of E. coli producing ESBL 

multiresistant, as important information for the epidemiology of APEC. 

 

Keywords: ESBL, CTX-M, Phylogenetic Group, PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

A produção animal é uma das atividades que mais se destacam no 

agronegócio brasileiro (Regitano e Leal, 2010). O Brasil é atualmente o segundo 

maior produtor de carne de frango e o maior exportador do mundo (UBABEF, 2016).   

Nos animais de produção, em diversas fases do ciclo produtivo, são utilizados 

antimicrobianos com fins terapêuticos, profiláticos e como promotores de 

crescimento (ABEF, 2006). Em contrapartida, a saúde pública preocupa-se pelo fato 

desse uso acarretar perigos à saúde do homem, como toxicidade, alergia e 

principalmente pela seleção de cepas resistentes aos antimicrobianos (McMullin, 

2004). Esta pode ser transferida por mecanismos diversos, tanto entre 

microrganismos de uma mesma população, como de populações diferentes. Essa 

transferência pode ser de uma microbiota animal para humana e vice-versa (Nijsten 

et al., 1993). 

 Escherichia coli é uma bactéria anaeróbia facultativa que habita o trato 

intestinal de homens e outros animais (Bonten et al., 1990). Essa bactéria está 

presente na microbiota de aves sadias, devendo se diferenciar amostras 

patogênicas das não patogênicas (Bettelheim, 1997; Nakazato et al., 2009). Cepas 

de E. coli patogênicas aviária são denominadas APEC (DHO-MOULIN, M. & 

FAIRBROTHER, J. M., 1999). Essas são responsáveis por doenças extraintestinais, 

conhecidas como colibacilose. (Barnes et al., 2003; Gross, 1994; Gyles, 1993). A 

colibacilose é uma das doenças mais importantes na avicultura industrial, causando 

prejuízos econômicos com quadros clínicos de pneumonia, aerossaculite, 

pericardite, onfalite, salpingite, septicemia entre outros (Ferreira e Knöbl, 2000).  

O presente estudo objetiva detectar E. coli multirresistente na avicultura não 

industrial por meio de um método de detecção molecular, identificando genes de 

virulência e resistência destes isolados, que podem contribuir para futuros estudos 

epidemiológicos de colibacilose aviária. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Amostragem  

As amostras bacterianas foram isoladas de cinco carcaças de frangos 

produzidas no assentamento rural localizado na região Norte do Paraná, Brasil, no 

período de novembro de 2016. O sistema de produção é considerado semi-caipira, 

pois as aves são adquiridas de um sistema industrial convencional com 

aproximadamente 10 dias de vida e posteriormente são manejadas na propriedade 

onde o sistema de criação é caipira. O produto final é comercializado em feiras de 

produtores. Para fins de processamento das técnicas microbiológicas e moleculares, 

foi realizado a rinsagem das carcaças, utilizando água peptonada tamponada 

(volume de 10% do peso de cada carcaça). O caldo obtido da rinsagem foi utilizado 

para procedimentos de isolamento e identificação de E. coli e Salmonella sp. 

 

2.2 Isolamento de E. coli multirresistente 

 Um volume de 100 µl de cada rinsagem foi semeado, utilizando alça de 

Drigalsky, em três placas de ágar MacConkey (Difco, USA) suplementadas com 

antimicrobianos. Em cada uma das placas foi adicionado uma classe de 

antimicrobiano diferente. Os antimicrobianos utilizados foram Tetraciclina (30 µg/ml), 

Cefotaxima (40 µg/ml), e Ciprofloxacina (30 µg/ml). As placas semeadas foram 

incubadas a 37°C por 24 horas. Após crescimento, cinco colônias típicas de E. coli 

foram coletadas de cada placa com crescimento e então reisoladas para posterior 

identificação bioquímica utilizando os meios EPM, MILi e Citrato de Simmons 

(Toledo et al., 1982a, 1982b; Ewing, 1986). 

 

2.3 Pesquisa de Salmonella sp.  

 A pesquisa para Salmonella sp. foi realizada a partir do caldo da rinsagem 

dos frangos. As amostras foram inicialmente enriquecidas, onde foram transferidos 

100 µl para 10 ml do caldo Rappaport (RP) (Difco, USA) e 1 ml para para 10 ml do 

caldo Tetrationato (TT) (Difco, USA), e incubadas a 37°C e 42°C por 24 horas. Após 
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o enriquecimento, uma alçada de cada tubo (RP e TT) foi semeada nos seguintes 

meios: Ágar Salmonella-Shigella (SS) (Difco, USA), Ágar Desoxicolato-Lisina-Xilose 

(XLD) (Difco, USA), Ágar Verde Brilhante (AVB) (Difco, USA) e Ágar Hektoen (HE) 

(Difco, USA). As placas foram incubadas a 37° por 24 horas. As colônias suspeitas 

foram identificadas através do perfil bioquímico utilizando os meios EPM, MILi e 

Citrato de Simmons (Toledo et al., 1982a, 1982b; Ewing, 1986). 

 

2.4 Contagem de coliformes totais  

 A avaliação de coliformes totais foi realizada através de diluição seriada (10-1 

a 10-7) do conteúdo das rinsagens de cada uma das carcaças e plaqueamento pela 

técnica de pour plate em Ágar Violeta Vermelho Neutro Bile (VRB) (Difco, USA) 

suplementado com lactose. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Após 

crescimento foi realizado a contagem das colônias. O número de UFC foi estipulado 

da contagem das placas que continham entre 15 e 150 colônias. 

 

2.5 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos  

 As cepas de E. coli obtidas das placas de ágar MacConkey (Difco, USA) 

suplementadas com antimicrobianos foram submetidos ao teste de susceptibilidade 

aos antimicrobianos por meio da técnica de disco difusão, de acordo com os 

padrões estipulados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). 

Os antimicrobianos utilizados foram: Amoxicilina com Ácido Clavulânico (30 µg), 

Cefepime (30 µg), Cefotaxima (30 µg), Ceftazidima (30 µg), Aztreonam (30 µg), 

Ácido Nalidíxico (30 µg), Sulfazotrim (25 µg), Ciprofloxacina (5 µg), Gentamicina (10 

µg), Tetraciclina (30 µg), Enrofloxacina (5 µg), Nitrofurantoína (300 µg), Cefazolina 

(30 µg), Norfloxacina (10 µg), Cloranfenicol (30 µg). Todos os antimicrobianos 

utilizados foram da marca Oxoid (USA). Como controle de qualidade do teste foi 

utilizado a cepa de E. coli ATCC 25922. 

 Além do teste de disco difusão, as cepas foram submetidas ao teste para a 

detecção de ESBL, através dos métodos de duplo disco difusão e de disco 

combinado, seguindo as recomendações do CLSI (CLSI, 2015). 
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2.6 Fatores de virulência, genes de resistência e grupo filogenético 

 A pesquisa de genes de resistência e virulência, e grupo filogenético dos 

isolados foram realizados pelo método de PCR. O DNA dos isolados foi preparado 

utilizando o método de lise por fervura e armazenado a - 20°C até seu uso nos 

ensaios de PCR.  

 Para a pesquisa dos genes de virulência, iroN, iutA, hlyF, ompT e iss (Tabela 

1), foi realizado um multiplex-PCR (pentaplex) como preditor mínimo de cepas de 

APEC,  segundo Johnson e colaboradores (2008). 

 

Tabela 1. Sequências de oligonucleotídeos e tamanhos dos fragmentos amplificados 

(pb) dos genes de virulência de APEC (Johnson et al., 2008). 

 
 Gene Fator de virulência Sequência de oligonucleotídeos  

(5´3´) 

Tamanho do 
fragmento 

(pb) 

 

iroN Salmoquelina 
receptor 

AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 
GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT 

553 

iutA 
 

Aerobactina 
receptor 

GGCTGGACATCATGGGAACTGG 
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

302 
 

 

ompT Proteína de 
membrana externa 

TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 
TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 

496 

iss Resistência sérica CAGCAACCCGAACCACTTGATG 
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

323 

 

hlyF Hemolisina  GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 
GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG 

450 

    

 

 Os isolados foram classificados filogeneticamente utilizando o método 

descrito por Clermont e colaboradores (2013). Este método se baseia na busca de 

três genes (chuA, yjaA e arpA) e um fragmento de DNA (TspE4.C2) no qual os 

classifica em um dos sete grupos (A, B1, B2, C, D, E e F). 

Os isolados confirmados para a produção de ESBL nos testes fenotípicos de 

duplo disco difusão e disco combinado foram submetidos a PCR para a pesquisa 

dos grupos CTX-M (Tabela 2). O método consiste em um multiplex-PCR (pentaplex) 

descrito por Woodfort e colaboradores (2006). 
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Tabela 2. Sequências de oligonucleotídeos e tamanhos dos fragmentos amplificados 

(pb) dos genes de resistência do grupo CTX-M (Woodfort et al., 2006). 

Gene  Sequência de Oligonucleotídeos (5´3´) Tamanho do 
fragmento (bp) 

 
CTX-M1 

 

 
5’ AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC 
5’ AGC TTA TTC ATC GCC ACG TT 
 

 
415 

CTX-M2 

 
5’ CGACGCTACCCCTGCTATT 
5’ CCAGCGTCAGAT TTT TCA GG 
 

552 

CTX-M9 

 
5’ CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG 
5’ ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC 
 

205 

CTX-M8 

 
5’ TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC 
5’ AAC CCA CGA TGT GGG TAG C 
 

666 

CTX-M25 

 
5’ GCA CGA TGA CAT TCG GG 
5’ AAC CCA CGA TGT GGG TAG C 

327 

   

 

 

2.7 Análise estatística 

 Para esse estudo realizou-se análise estatística descritiva, calculando-se as 

frequências absolutas e relativas (Sampaio, 1998). 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Isolamento e contagem de coliformes totais 

Nas amostras semeadas em ágar MacConkey suplementadas com 

antimicrobianos, foram isoladas 24 cepas de E. coli. Desses isolados, 22 cepas 

foram isoladas de ágar MacConkey com Tetraciclina, representando 91,66%, 

enquanto que apenas duas cepas (M-14 e M-15) foram isoladas de ágar MacConkey 

com Cefotaxima, representando 8,33%. Não houve crescimento bacteriano nas 

placas de ágar MacConkey com Ciprofloxacina. Nenhuma cepa de Salmonella sp. 

foi isolada das carcaças. 

Quanto aos resultados de contagem de coliformes totais, o número de 

unidades formadoras de colônias (UFC) estava acima dos limites permitidos pela 
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ANVISA (104 UFC/g) (ANVISA, 2001) em todas as carcaças processadas, conforme 

descrito na tabela 3.  

 

Tabela 3. Contagem de coliformes totais através da técnica de pour plate. 

Carcaça Contagem de Coliformes Totais (UFC/g) 

1 3,1x10
5
 

2 1,25x10
6
 

3 1,36x10
5
 

4 1,9x10
5
 

5 1,44x10
6
 

 

 

3.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e produção de ESBL 

Todas as amostras de E. coli foram resistentes a pelo menos um 

antimicrobiano. Quatorze cepas foram resistentes a dois antimicrobianos (58,33%) e 

11 foram resistentes a três (45,83%). A cepa de E. coli M-16 foi resistente a nove 

dos 15 antimicrobianos testados. Nove cepas (37,50%) foram resistentes a três 

classes de antimicrobianos diferentes sendo classificadas como multirresistentes. 

Cinco cepas (20,80%) apresentaram distorção de halo no teste de duplo disco 

difusão. Todas as cinco foram confirmadas como produtoras de ESBL pelo teste de 

disco combinado (Tabela 4). 

 

3.3 Perfil de virulência, grupos CTX-M e grupo filogenético 

 Do total de 24 cepas, oito (30,00%) apresentaram ao menos um fator de 

virulência. As cepas M-6 e M-20 foram positivas apenas para o gene hlyF. 

Entretanto, as cepas M-2, M-3 e M-4 apresentaram quatro genes (iroN, ompT, hlyF e 

iutA) dos cinco genes do pentaplex para APEC (Tabela 4). 
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 Três (12,50%) das cinco cepas que foram positivas para a produção de ESBL 

são do grupo CTX-M, sendo as cepas M-14 e M-15 do grupo CTX-M1 e a cepa M-23 

do grupo CTX-M2 (Tabela 4). 

 Pela classificação filogenética constatamos diferentes grupos. A maioria das 

cepas foi classificada nos grupos: E/Clado I (29,10%) e A (25,00%). Cinco cepas 

estão classificadas entre o grupo A ou C. Três cepas pertencem ao grupo B1 

(12,50%) e três cepas (12,50%) não estão classificadas em nenhum grupo descrito 

por Clermont. Entre essas três cepas sem classificação duas (M-14 e M-15) 

apresentam fatores de virulência e são produtoras de ESBL (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Características fenotípicas e genotípicas das cepas de E. coli isoladas das 
carcaças de frango. 
 

 

Isolado 

bacteriano 
Ave Perfil de sensibilidade Produção de ESBL CTX-M 

Genes de 

virulência 

Grupo 

filogenético 

M-1 1 TET - - - E ou Clado I 

M-2 1 TET - - 
hlyF, iutA, 

iroN, ompT 
B1 

M-3 1 TET - - 
hlyF, iutA, 

iroN, ompT 
B1 

M-4 1 TET - - 
hlyF, iutA, 

iroN, ompT 
B1 

M-5 1 TET - - - E ou Clado I 

M-6 2 TET - - hlyF E ou Clado I 

M-7 2 TET - - - E ou Clado I 

M-8 2 SUT – TET - - - A ou C 

M-9 2 TET - - - E ou Clado I 

M-10 2 TET - - - E ou Clado I 

M-11 3 TET – ENR - - - A 

M-12 3 SUT – TET - - - A 

M-13 3 TET - - 
iroN, ompT, 

hlyF 
Desconhecido 

M-14 3 
CFP - CTX - CAZ - ATM - 

SUT - CFZ 
Sim 

CTX-

M1 
ompT, hlyF Desconhecido 

 
3 

     

M-15  
CFP - CTX - CAZ - ATM - 

CFZ 
Sim 

CTX-

M1 
ompT, hlyF Desconhecido 

M-16* 4 

CTX - ATM - NAL - SUT - 

GEN - TET - ENR - NIT - 

CFZ 

Sim - - A ou C 

M-17* 4 NAL - SUT - TET - ENR - - - A ou C 

M-18* 4 
CFP - CTX - ATM - NAL - 

SUT – GEN - TET - CFZ 
Sim - - E ou Clado I 

M-19* 4 NAL - SUT - TET - ENR - - - A ou C 

M-20* 5 NAL - GEN - TET - - hlyF A ou C 

M-21* 5 NAL - GEN - TET - - - A 

M-22* 5 NAL - GEN - TET - - - A 

M-23* 5 
CAZ - ATM - NAL - SUT - 

GEN - TET 
Sim 

CTX-

M2 
- A 

M-24* 5 NAL - GEN - TET - - - A 
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(-): Negativo.  

ATM: Aztreonam; CAZ: Ceftazidima; CFP: Cefepime; CFZ: Cefazolina; CTX: Cefotaxima; ENR: Enrofloxacina; 
GEN: Gentamicina; NAL: Ácido Nalidíxico; NIT: Nitrofurantoina; SUT: Sulfazotrim; TET: Tetraciclina.  

hlyF - Putative avian hemolisyn; iutA - Aerobactin siderophore receptor gene; iroN - Salmochelin siderophore 
receptor gene; ompT - Episomal outer membrane protease gene; iss - Episomal increased serum survival gene. 

* Cepa multirresistente. 

 
 
4. DISCUSSÃO 
 
  
 O uso de antimicrobianos no setor aviário tem sido uma prática comum, tanto 

no tratamento, profilaxia e como promotores de crescimento. Porém, a falta de 

controle na aplicação desses compostos pode favorecer o aumento do número de 

microrganismos multirresistentes aos antimicrobianos, e até representar um risco 

para a saúde pública. 

 Nosso grupo de pesquisa tem encontrado cepas de E. coli produtoras de 

ESBL em diferentes granjas aviárias da região Sul do Brasil (Koga et al., 2015a e 

2015b). Nesse estudo, apesar do baixo número de amostras estudadas, cinco 

isolados (20,80%) apresentaram distorção no teste de disco combinado, 

característica fenotípica de amostras produtoras de ESBL. Das cinco amostras, três 

apresentaram ESBL do grupo CTX-M, sendo duas cepas CTX-M1 e uma CTX-M2. 

Os grupos CTX-M1 e CTX-M2 têm sido frequentemente isolados em amostras de 

carcaça de frango criados de forma convencional no Brasil (Ferreira et al. 2016; 

Koga et al., 2015b). O grupo CTX-M2 tem sido também encontrado em amostras de 

E. coli isoladas de perus comercializados (Da Silva et al., 2017) e de amostras 

clínicas de Salmonella sp. (Fernandes et. al., 2016). Em alguns lugares do mundo, o 

grupo CTX-M1 é o prevalente em amostras clínicas hospitalares (Robin et al., 2017; 

Sangare et al., 2017). 
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Dentre as amostras isoladas, nove (37,50%) apresentaram resistência a três 

ou mais classes de antimicrobianos, sendo caracterizados como multirresistentes. 

Esse número de cepas multirresistentes é bastante relevante, e corrobora com o 

crescente aumento de cepas de E. coli produtoras de ESBL no Brasil (Koga et al., 

2015a e 2015b), assim como outros países. Na Romênia a porcentagem de 

bactérias multirresistentes foi de 23,00%, já na Argélia foi acima de 80,00% (Laarem 

et al., 2017; Dan et al., 2015). 

Além disso, observamos que estas cinco cepas produtoras de ESBL 

apresentaram diferentes perfis de sensibilidade aos antimicrobianos, sendo a cepa 

M-16 resistente a nove antimicrobianos, sugerindo uma diversidade genética entre 

as cepas. Vale ressaltar que 22 (91,60%) isolados são resistentes a tetraciclina, e 

apenas dois isolados não apresentaram essa resistência, porém com produção de 

ESBL. Esse resultado sugere o uso da tetraciclina de forma direta ou indireta na 

avicultura da região. 

Utilizando a técnica de PCR, verificamos que o perfil dos genes de virulência 

de APEC (pentaplex de Johnson) e a classificação filogenética de Clermont, também 

demonstraram essa diversidade nessas cepas, assim como em outros isolados de E. 

coli não produtores de ESBL, sugerindo o uso da técnica para tal finalidade. 

A pesquisa dos genes de virulência de APEC mostrou que a maioria das 

cepas estudadas (87,50%) não apresentavam características genéticas de amostras 

patogênicas aviárias, uma vez que amostras de APEC têm sido caracterizadas pela 

presença de três ou mais genes de virulência (Solás-Ginès et al., 2015; de Oliveira 

et al., 2015; Johnson et al., 2008), demonstrando a necessidade de multifatores de 

virulência para a patogênese bem sucedida. Porém três amostras apresentaram 

quatro genes dos cinco analisados, estas cepas, apesar de não terem sido isoladas 
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de aves com lesões típicas de APEC, podem atuar como reservatório destes genes, 

apresentando inclusive, risco zoonótico, uma vez que estes genes são plasmidiais, e 

também têm sido encontrados em amostras de E. coli causando meningites e 

infecções do trato urinário em humanos (Cyoia et al., 2015; Lemaitre et al., 2013).   

A presença de genes de resistência e virulência (incluindo plasmidiais) 

desperta uma grande preocupação, pois esses genes poderiam ser transferidos para 

outras bactérias da mesma espécie e até gêneros diferentes, incluindo as cepas 

humanas. Não esperávamos encontrar amostras multirresistentes, muito menos 

produtoras de ESBL em isolados de frangos criados de maneira semi-caipira, pois 

Koga e colaboradores (2015b) encontraram baixos índices de resistência aos 

antimicrobianos e nenhuma ESBL em amostras coletadas de frangos caipiras. Estes 

dados indicam que o uso de antimicrobianos ou o contato com animais tratados com 

antimicrobianos, ainda que no início da produção seja suficiente para seleção e 

colonização das cepas multirresistentes. 

O teste fenotípico (antibiograma) determina o perfil de sensibilidade aos 

antimicrobianos e identifica cepas multirresistentes, porém para algumas 

informações como a diversidade, variantes de cepas e fatores de virulência, fazem-

se necessário os testes genotípicos, como a PCR (método rápido e eficaz), nos 

quais a presença de determinados genes são importantes para a epidemiologia da 

E. coli em aves. Neste estudo, a metodologia empregada forneceu resultados 

interessantes nos aspectos de resistência bacteriana aos antimicrobianos.  
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5. CONCLUSÃO 

  

O uso de placas com meios de cultura suplementados com antimicrobianos e 

a técnica molecular (PCR) se mostraram eficientes no isolamento de E. coli 

multirresistentes (produtora de ESBL). E a presença de dois tipos de genes CTX-M, 

diferentes fatores de virulência e diferentes classes filogenéticas demonstram a 

diversidade de cepas multirresistentes de E. coli na granja aviária semi-caipira. 
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