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RESUMO 

 

No presente estudo, o potencial patogênico de Escherichia coli isoladas de amostras de 
fígados de frango de carcaças aprovadas para o consumo humano foi investigado. As 
amostras (n = 110) foram obtidas de um abatedouro no Estado de Pernambuco, Brasil, e 
os isolados bacterianos identificados de forma presuntiva em Ágar Eosina Azul de 
Metileno. O perfil de resistência aos antibióticos dos isolados foi avaliado pelo método de 
disco-difusão, segundo critérios estipulados pelo Comitê para Padronização de 
Laboratórios Clínicos (CLSI). A seguir, dez isolados resistentes a três ou mais antibióticos 
e dez susceptíveis foram selecionados e submetidos a testes de resistência ao soro 
sanguíneo de frango e humano. Nossos resultados demonstraram a existência de 
isolados com fenótipos de resistência à Estreptomicina (84,04%), Tetraciclina (44,68%), 

Amicacina (29,78%), Ceftazidina (21,27%) e Gentamicina (21,27%). Ainda, de maneira 
geral, os isolados multirresistentes aos antibióticos também apresentaram resistência aos 
efeitos bactericidas do soro de aves e ao soro humano. Estes isolados (n = 20) foram 
investigados filogeneticamente e pesquisados em relação à presença do gene iss 
(increased serum survival). Foi observado que os isolados apresentaram-se distribuídos 
filogeneticamente entre os quatros principais grupos (B2, D, B1, A) e sete isolados dos 
grupos B2, D e B1 apresentaram o gene iss. Em conclusão, nossos resultados apontam a 
presença de cepas de E.coli multirresistentes aos antibióticos e potencialmente 
patogênicas em carcaças de frango aprovadas para o consumo humano.  
 
Palavra chave: 1. Potencial patogênico 2. Escherichia coli 3. Carcaça de frango.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

In the present study, we investigated the pathogenic potential of Escherichia coli isolates 
from samples of chicken livers from carcasses approved for human consumption. The 
samples ( n = 110 ) were obtained from an abattoir in the State of Pernambuco , Brazil. 
The bacterial isolates were presumptively identified form Agar Eosin Methylene Blue. The 
antibiotic resistance profile of the isolates was assessed by the disk diffusion method, 
according to criteria established by the Committee for Clinical Laboratory Standards 
Institute (CLSI). Hereafter, ten isolates resistant to three or more antibiotics and ten 
susceptible isolates  were selected and tested for resistance to serum of chicken and 
human tests. Our results demonstrated the existence of isolates with resistance 
phenotypes to streptomycin (84.04 %) , tetracycline (44.68 %) , Amikacin (29.78% ) 
Ceftazidina (21.27 %) and gentamicin (21.27%) . Likewise, in general , the multiresistant 
isolates showed resistance to the bactericidal effects of serum and human serum birds. 
The multiresistant isolates (n = 20 ) were phylogenetically investigated and screened for 
the presence of ISS gene (Increased serum survival). It was observed that the strains 
were distributed between the four main phylogenetical groups (B2, D, B1, A) and seven 
isolates of groups B2, B1 and D had the gene iss . In conclusion, our results indicate the 
presence of E. coli strains multiresistant to antibiotics and potentially pathogenic in chicken 

carcasses approved for human consumption. 

 

Keyword: 1. Pathogenic potential 2. Escherichia coli 3. Carcass chicken. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No complexo brasileiro de produção de carnes, a produção avícola apresenta um 

dos maiores índice de industrialização. Esta ascensão na produção fez do Brasil o terceiro 

maior produtor de carne de frango, ficando atrás apenas dos Estados Unidos e China. Em 

2012, segundo a União Brasileira de Avicultura (UBABEF), a produção da carne de frango 

atingiu a marca de 12,645 milhões de toneladas. Deste total, 69% foi destinado ao 

consumo interno e 31% para exportação. Com relação ao mercado externo, o Brasil 

mantém, desde 2004, a posição de maior exportador mundial, tendo terminado 2012 com 

a marca de 3,918 milhões de toneladas embarcadas para mais de 150 países.  

Com esta crescente demanda quaisquer problemas relacionados à sanidade das 

aves acarretam grandes prejuízos econômicos aos produtores. Um dos principais 

problemas da avicultura industrial moderna, por exemplo, tem sido a disseminação da 

infecção causada pela bactéria Escherichia coli patogênica extraintestinal (ExPEC). Esta 

infecção, denominada colibacilose, é considerada uma doença multifatorial e possui 

caráter secundário (BARNES et al., 2003). Tal enfermidade se estabelece após a 

colonização pelas cepas de E. coli patogênica aviária (APEC) no trato respiratório das 

aves jovens, de 4 a 9 semanas, imunossuprimidas por infecção primária (DELICATO et al., 

2003). Após a multiplicação da APEC, ocorre a migração destes micro-organismos para 

corrente sanguínea dos animais. Desta forma, após o estabelecimento da infecção, as 

aves apresentam o quadro de septicemia aguda, resultando, na maioria dos casos, na 

morte dos animais. Entretanto, as aves que conseguem sobreviver à septicemia 

apresentam quadros de infecções cutâneas (GROSS, 1991).  

Os mecanismos de virulência da APEC reconhecidamente descritos como 

responsáveis pela colibacilose são: sistemas de aquisição de ferro, produção de toxinas, 

capacidade de adesão, produção de colicina, presença flagelos, antígenos capsular, 

hemaglutinina temperatura-sensível e resistência sérica ao soro (WATERS e CROSA, 

1991; JOHNSON et al., 2001). Dentre estes mecanismos, a capacidade de resistência aos 

fatores séricos inibitórios do sistema complemento do hospedeiro, é um dos importantes 

fatores de virulência das cepas APEC. Este mecanismo é considerado fundamental na 

patogenia da colibacilose aviária, visto que bactérias sensíveis ao soro são incapazes de 

colonizar órgãos internos (DELICATO et al., 2003; VIDOTTO et al., 1990). 
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Dentre estes fatores, a resistência ao complemento sérico é conferida a APEC pelo 

gene iss (increased serum survival), localizado no plasmídio ColV, e que foi identificado 

como um marcador de virulência para distinguir as cepas ExPEC aviárias das humanas. 

Este gene codifica uma proteína da membrana externa responsável pelo bloqueio do 

complexo terminal do sistema do complemento que atua na membrana celular causando a 

lise da célula (PFAFF-MCDONOUGH et al, 2000; NOLAN et al, 2003; McPEAKE et al., 

2005). Desta forma, o gene iss confere ao micro-organismo a capacidade de sobreviver na 

presença do soro hospedeiro (CHUBA et al., 1989; HORNE et al., 2000; LYNNE et ai., 

2006). 

De acordo com a normativa número 210 de 10/11/98 do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), qualquer órgão ou parte da carcaça que estiverem 

afetados por um processo inflamatório, como a colibacilose, deverão ser descartados. Já 

no caso de ocorrer evidencia de caráter sistêmico da patologia a carcaça e as vísceras 

deverão ser condenadas na sua totalidade. Portanto, a fim de reduzir as perdas 

econômicas significativas, os produtores de aves optam pelo uso de antibióticos como 

promotores de crescimento dos animais. Esta medida possui a finalidade de controlar a 

multiplicação indesejada de determinadas populações microbianas, melhorar a taxa de 

crescimento das aves e eficiência alimentar, proporcionar aumento do desempenho e 

reduzir a mortalidade das aves (MOORE et al.,1946; JUKES et ai., 1950) . Porém, a 

utilização inadequada dos antimicrobianos como promotores de crescimento permite a 

seleção natural de linhagens altamente resistentes aos antimicrobianos e que possuem 

genes relacionados à patogenicidade com alta capacidade de recombinação genética 

(JOHNSON et al., 2004).  

Desta forma, o surgimento de cepas multirresistentes, além de causar prejuízos 

econômicos à indústria avícola, dificultando o controle da colibacilose, pode também 

representar risco à saúde do consumidor da carne de frangos. Isto porque, alguns estudos 

sugerem que este patótipo seria uma possível fonte de genes de virulência para cepas de 

E.coli do microbioma intestinal dos seres humanos. Embora ainda não esteja bem 

esclarecido o potencial zoonótico da APEC, acredita-se que, após a ingestão da carne de 

aves contaminadas, APEC coloniza o trato intestinal dos seres humanos e transfere os 

genes de virulência às cepas do microbioma humano. Neste processo, ocorre a 

transferência horizontal dos genes de virulência através da conjugação bacteriana, onde 

as cepas doadoras de plasmídeos convertem as cepas não patogênicas em patogênica. 

Este fenômeno explicaria o fato das cepas de E.coli extraintestinal uropatogênica (UPEC) 
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humana apresentarem partes do genoma similares ao da APEC (EWERS et al., 2009; 

JOHNSON et al. 2008). 

Assim, além dos problemas relativos ao uso indiscriminado de antimicrobianos na 

ração, com vistas a garantir o aumento da produção, aves portadoras de APEC podem, 

silenciosamente, ser inseridas na dieta humana, através da seleção de linhagens 

resistentes a várias classes de antimicrobianos. Com isto, o risco à saúde da população 

aumenta se consideramos os indícios de que APEC pode ser uma importante fonte de 

genes de virulência para cepas de E.coli que causam infecção extraintestinal em seres 

humanos.  

Partindo desta premissa, foi pesquisada a presença de cepas APEC em fígados de 

aves aprovadas para o consumo humano. As coletas foram realizadas em um abatedouro 

localizado na região metropolitana do Recife. 

 

 

2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Escherichia coli 

 

A bactéria Gram negativa Escherichia coli, por ser de fácil cultivo e rápida detecção, 

é bastante pesquisada em laboratório e grande parte das suas características fenotípicas 

e genotípicas foram elucidadas. Membro da ordem Enterobacteriales, E. coli foi descrita 

pela primeira vez por Theodor Von Escherich em 1885 e está inserida no grupo dos 

coliformes termotolerantes por possuir a capacidade de fermentar carboidratos e produzir 

gás quando incubadas a 44 - 44,5ºC por 24h (KAPER et al. , 2004).  

E. coli é uma das espécies bacterianas que integram o microbioma intestinal de 

animais monogástricos, incluindo o do homem. Porém, através das interações bióticas e 

abióticas, E. coli pode permanecer viável fora do intestino hospedeiro, sendo 

frequentemente isolada de amostras ambientais, principalmente nas regiões tropicais 

(HAZEN et al., 1988; BORDALO et al., 2002; POMMEPUY et al., 2006; CLAUDE et al., 

2009). Isto faz com que esta espécie seja utilizada como indicador de contaminação 

recente de origem fecal em amostras de água e alimento.  

As condições ideais para o crescimento desta espécie é de temperatura a 37°C e 

pH em torno de 4,5. Quando são isoladas de amostras de alimentos, frequentemente, são 

cultivadas em meio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), apresentando colônias verdes 
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com brilho metálico e centro preto-azulado. Já para isolados de amostras clínicas, o cultivo 

recomendado é em Agar MacConkey, onde apresentam colônias avermelhadas (MERCK, 

1994). 

Esta espécie é caracterizada bioquimicamente pela presença das enzimas β-

galactosidase e β-glicuronidase, por ser aeróbio ou anaeróbio facultativo e não utilizar a 

enzima citocromo C oxidase para o transporte de elétrons no metabolismo de respiração 

(Koneman, 2001; Tortora, 2005). Ainda com relação à bioquímica, E.coli é negativa para 

as provas do citrato de simmons, da produção de sulfeto e Voges-Proskauer. Sendo 

positiva para o teste do vermelho de metila, motilidade e indol (BARNES et al., 2003; 

HOLT et al., 1994).  

Com relação aos aspectos morfológicos deste micro-organismo, E.coli é um bacilo 

curto dividido em aproximadamente 160 grupos baseados em estruturas antigênicas. Tais 

estruturas auxiliam na caracterização dos sorogrupos através da identificação dos 

antígenos Somáticos (O), que correspondem a maior fração da parede celular, formada 

por lipopolissacarídeo (LPS); Capsular (K), pela presença do ácido polimérioco N-acetil 

neuramínico; Flagelares (H), de natureza proteica; e Fimbriais (F), que possui natureza 

proteica e recobre a superfície bacteriana. (FERREIRA; KNOBL, 2009; FRANCO; 

LANDGRAF, 1996).  

No que se refere ao potencial patogênico desta espécie, embora seus 

representantes sejam considerados micro-organismos comensais intestinais, o 

desequilíbrio entre o estado de saúde do hospedeiro e a posse de genes virulência pode 

tornar E.coli um patógeno oportunista.  

 A capacidade da E.coli em expressar fatores de virulência é geralmente derivada 

da transferência horizontal de genes por conjugação. Neste processo, micro-organismos 

portadores de ilhas de patogenicidade localizadas em elementos genéticos móveis, como 

os plasmídeos, podem eventualmente converter cepas comensais em patogênicas. 

Estudos realizados em uma coleção de referência de E.coli (ECOR), isoladas de uma 

variedade de hospedeiros de diferentes regiões geográficas, apontam a presença de ilhas 

de patogenicidade em cepas envolvidas em diferentes infecções intestinais e 

extraintestinais. Baseados nos tipos de genes de virulência presentes ou ausentes nas 

mesmas, as E.coli foram organizadas filogeneticamente nos grupos: A, B1, B2 e D 

(JOHNSON; RUSSO, 2002; HERZER, 1990; LA RAGIONE, 2002; HACKER, 1997). 
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O agrupamento filogenético pode ser definido por eletroforese de enzimas 

multilocos (MLEE) ou ribotipagem. Porém, como estas técnicas são complexas e 

laboriosas, Clermont (2000) desenvolveu uma técnica rápida baseada na identificação do 

gene ChuA, que codifica uma proteína de membrana responsável pelo transporte heme 

em E.coli O157:H7 (TORRES; PAYNE , 1997); do gene YjaA, inicialmente identificado na 

sequência do genoma de E. coli K12 (BLATTNER et al . , 1997),  e do fragmento de DNA 

TSPE.4C, que está fortemente associada com E. coli meningite neonatal (BONACORSI et 

al., 2000). A análise filogenética desenvolvida por Clermont apresenta correlação com as 

características das cepas da coleção ECOR, composta por 230 cepas de E. coli. Assim, foi 

observado que os isolados agrupados em B2 e D possuem potencial de causar infecções. 

Já os isolados agrupados A e B1 frequentemente estão relacionados ao grupo comensal 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

Desta forma, com base no conhecimento sobre a bioquímica, sítio de isolamento, 

características de virulência e filogenia, as cepas de E.coli podem ser classificadas em 

comensais, diarreiogênica (DEC) e patogênicas extraintestinais (ExPEC) (Figura 2) 

(RUSSO; JOHNSON, 2000; KAPER et ai., 2004). 

 

 E.coli comensal 

 

Cepas deste grupo são tipicamente derivadas do grupo filogenético A ou B1, não 

apresentam a maioria dos fatores de virulência e possuem ciclo de vida constituído por 

Fonte: Adaptado de Clermont et al (2000). 

Figura 1. Agrupamento filogenético da bactéria Echerichia coli 
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duas fases: no microbioma intestinal de animais monogástricos (habitat primário) e no 

meio ambiente (habitat secundário) (SMITH, 1965; SERVAGEU, 1983).  

No habitat primário, E.coli é um simbionte e possui relação de mutualismo com o 

hospedeiro. Estas bactérias são responsáveis por sintetizar a vitamina K e algumas 

vitaminas B, que são absorvidas pela corrente sanguínea e distribuída para as demais 

células do hospedeiro. Em troca, E.coli encontra no intestino dos animais os nutrientes 

necessários para sua sobrevivência. Além disto, E.coli apresenta o importante papel do 

antagonismo microbiano produzindo bacteriocina, proteína que dificulta o crescimento de 

micro-organismos patogênicos no intestino do hospedeiro (TORTORA, 2005). No habitat 

secundário, porém, para que consiga sobreviver, E.coli necessita superar a baixa 

disponibilidade de nutrientes e suportar as variações na temperatura, luminosidade, baixa 

umidade no solo, variação de pH, entre outros fatores (SCHARDINGER,1892; FAUST, 

1975; GERBA, 1976).  

Entretanto, no trato intestinal dos animais, onde a concentração de E.coli pode ser 

acima de 106 UFC/g do conteúdo intestinal, aproximadamente 20% destas cepas podem 

possuir fatores de virulência. Desta forma, algumas estirpes são consideradas patógenos 

oportunistas de interesse médico por serem agentes etiológicos responsáveis por 

infecções intestinais e extraintestinais em seres humanos e animais (VARNAN et al 1996; 

REVOLLEDO, 2009).  

 

 E.coli diarreiogênica (DEC)  

 

Cepas do grupo E.coli Diarreiogênica (DEC) raramente são encontradas no 

microbioma fecal de hospedeiros sadios por possuir o potencial de causar infecções 

intestinais em seres humanos e animais. Geralmente este grupo está relacionado a surtos 

gastrintestinais quando presentes em quantidades suficientes nos alimentos e na água 

(PELCZAR et al, 1997). 

Os patótipos DEC, classificados nos grupos filogenéticos A, B1 ou D, são bem 

definidos pela posse de combinações distintas de fatores de virulência, presentes em ilhas 

de patogenicidade geralmente localizadas em regiões do cromossomo ou em plasmídeos 

(RUSSO; JOHNSON, 2000).  
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Devido ao agrupamento especifico de fatores de virulência, os patótipos DEC são 

divididos em seis subgrupos capazes de causar diferentes manifestações clinicas: E.coli 

Enterohemorrágica (EHEC), E.coli Enterotoxigênica (ETEC), E.coli Enteropatogênica 

(EPEC), E.coli Enteroinvasiva (EIEC), E.coli Enteroagregativa (EaggEC) e E.coli 

Difusamente agregada (DAEC) (Figura 3). 

Dentre os subgrupos DEC, E.coli Enterohemorrágica é o agente etiológico 

responsável pelo quadro clinico mais grave, a colite hemorrágica e síndrome hemolítica 

urêmica.  EHEC coloniza o colón e produz a toxina de Shiga na cavidade intestinal do 

hospedeiro. Após atingir a corrente sanguínea, a toxina é transportada até os rins, 

causando falência renal e morte do hospedeiro (NATARO, 1998; SILVA, 1999).  

Outras linhagens como E.coli Enteroxigênica e E.coli Enteroinvasiva são as mais 

frequentes causadoras da “diarreia do viajante”. Estes patótipos causam danos 

histopatológicos nas microvilosidades intestinais, causando diarreia aquosa em seus 

hospedeiros (KAPERET et al., 2004). 

 

 E.coli patogênica extraintestinal (ExPEC)  

Membros do grupo E.coli Patogênica Extraintestinal (ExPEC) tem recebido 

considerável atenção devido a sua complexa capacidade de causar infecções 

extraintestinais em animais e seres humanos (JOHNSON; RUSSO, 2002).  

Diferente do grupo DEC, a presença dos patótipos ExPEC no intestino hospedeiro é 

insuficiente para causar infecção. Porém, estes patótipos possuem genes codificadores de 

fatores de virulência que possibilitam a bactéria subverter os mecanismos de defesa do 

hospedeiro, adquirir nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento e provocar uma 

resposta inflamatória fora do ambiente intestinal (JOHNSON et al., 2005).  

Este grupo possui representantes no grupo filogenético B2, com uma menor 

frequência do grupo D e são definidos com base no sítio de isolamento. Desta forma, as 

cepas de ExPEC isoladas de infecção urinária são conhecidas como E.coli uropatogênica 

(UPEC), as isoladas de meningites como E.coli associada à Meningite Neonatal (MNEC) e 

as isoladas de infecções em aves são denominadas E.coli patogênica aviária (APEC) 

(Figura 4) (RUSSO et al., 2000). 
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Dentre os membros ExPEC, APEC tem sido apontada como um patótipo emergente 

com  potencial zoonótico. Estudos comparando UPEC e APEC apontam que estes 

patótipos podem compartilhar os mesmos grupos sorológicos e fatores de virulência tais 

como, presença de sideróforos, capsula, proteína termoestável, adesinas (MORA et al, 

2009; TIVENDALE et al, 2010; MOULIN-SCHOULEUR et al., 2006, 2007).  

Com isto, embora APEC não cause infecção diretamente aos seres humanos, ao 

colonizar o intestino, através da via fecal oral, este patótipo pode fornecer genes, 

geralmente localizados em grandes plasmídeos, que codificam fatores de virulência aos 

demais micro-organismos do microbioma intestinal humano. 

 

2.2 E.coli patogênica aviária – APEC  

 

O termo APEC é utilizado para designar o agente etiológico responsável pela 

infecção extraintestinal em aves. Tal infecção é genericamente denominada de 

colibacilose e é considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade na 

avicultura moderna. Geralmente a colibacilose é sistêmica ou localizada, multifatorial, 

possui caráter secundário e pode acometer galinhas, perus, papagaios e outras espécies 

de aves (BARNES et al., 1997). Embora a via de infecção causada por APEC não seja 

bem definida, a presença de E.coli na cama das aves e no aerossol formado nos galpões 

de criação, sugerem que as vias oral e respiratória sejam a porta de entrada para estes 

patótipos.  

Desta forma, as cepas APEC colonizam o trato respiratório das aves jovens, de 4 a 

9 semanas, imunossuprimidas por agentes primários que lesam o epitélio respiratório ou 

que infectam o sistema imunológico das aves. Dentre os agentes primários, estão: Vírus 

da bronquite infecciosa e da pneumovirose aviaria; bactéria Bordetella avium, Mycoplasma 

gallispticum; e parasitas Eimeia tenella ou Ascaridia gali (GROSS, 1991).   

Após a multiplicação da APEC na traqueia, ocorre a migração destes micro-

organismos para a corrente sanguínea das aves. Assim, 48h após a infecção, as aves 

apresentam o quadro de septicemia aguda, resultando, na maioria dos casos, na morte 

dos animais. As aves que conseguem sobreviver à septicemia apresentam quadros de 

celulite, peritonite, pneumonia, pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite, coligranuloma, 
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doença respiratória crônica complicada (DRCC), onfalite, salpingite, síndrome da cabeça 

inchada (SCI), osteomielite e ooforite (FERREIRA; KNOBL, 2009; GROSS, 1994). 

  

2.3 Mecanismos de identificação da APEC através de fatores virulência 

 

Pelo fato da produção avícola ser intensiva, devido ao aumento do consumo da 

carne de frango nas últimas décadas, questões relacionadas à sanidade das aves, 

possuem fundamental relevância aos produtores. Com isto, como cada isolado APEC 

pode abrigar diferentes associações de fatores capazes de induzir a infecção em aves, a 

identificação eficaz do seu agente etiológico é indispensável para o desenvolvimento de 

medidas de controle da colibacilose (DELICATO et al., 2003; CHOUIKHA, 2006; CORTES 

et al. 2008; DZIVA; STEVENS, 2008).  

Normalmente, o diagnóstico da colibacilose é feito, primeiramente, pela observação 

durante a necropsia, de lesões cutâneas ou nos órgãos das aves. Em seguida, amostras 

são coletadas para identificação fenotípica do micro-organismo. Após a identificação da 

espécie E.coli, para que seja classificada como APEC, é necessária à identificação de 

fatores de virulência através de técnicas como a sorotipagem e/ou a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (JOHNSON; RUSSO, 2002).  

Alguns mecanismos de virulência são frequentemente descritos e auxiliam na 

identificação das cepas APEC. São eles: sistemas de aquisição de ferro, produção de 

toxinas, capacidade de adesão, produção de colicina, presença de aerobactina, presença 

antígenos somáticos, antígenos capsular, hemaglutinina temperatura-sensível, resistência 

sérica ao soro, dentre outros (EWERS et al., 2004; LA RAGIONE et al., 2002; ROCHA et 

al., 2002). 

 Antígenos 

 

O método de diagnóstico geralmente utilizado por laboratórios na identificação dos 

patótipos APEC é a identificação sorológica. Este método está fundamentado na 

identificação dos antígenos: Somáticos (O), que correspondem a maior fração da parede 

celular, formada por lipopolissacarídeo (LPS); Capsular (K), pela presença do ácido 

polimérioco N-acetil neuramínico; Flagelares (H), de natureza proteica; e Fimbriais (F), que 

possui natureza proteica e recobre a superfície bacteriana (FERREIRA; KNOBL, 2009).  
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Sabe-se que cada um desses antígenos possui propriedades particulares. 

Entretanto, a presença de antígeno capsular K1 tem sido relacionada com a 

patogenicidade de amostras de origem aviária, associada à septicemia nos animais 

(FERREIRA; KNOBL, 2009). Esta estrutura pode ser responsável pela resistência da 

bactéria aos efeitos bactericidas do soro da ave. Outro importante antígeno associado a 

isolados APEC é o somático “O”, caracterizado como uma endotoxina termoestável, 

liberada durante a fase de multiplicação ou após a morte bacteriana. Com isto, os 

principais sorotipos relacionados com a colibacilose aviária são: O1:K1; O2:K1; O36 e 

O78:K80. No Brasil os sorogrupos mais prevalentes são: O2, O21; O36; O50, O78, O88, O 

119 e O152 (REVOLLEDO et al., 2009; VITODO et al.,1997).  

Entretanto, a identificação dos antígenos não reflete necessariamente a 

característica de virulência deste grupo. Além disto, esta técnica identifica um número 

limitado de estirpes. 

 

 Genes de virulência 

Uma forma eficaz de caracterizar o patótipo APEC tem sido através da identificação 

de genes contidos em grandes plasmídeos, em particular o ColV e ColBM. Estes genes 

são utilizados como marcadores de virulência, pois estão frequentemente envolvidos no 

estabelecimento da infecção em aves (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; SKYBERG et al., 

2003; BINNS et al., 1979; WOOLEY et al., 1998). 

Dentre os genes reconhecidamente descritos como responsáveis pela infecção 

aviária estão; o gene tsh, que codifica a proteína termossensível com propriedade 

hemaglutinante, responsável pela adesão da bactéria nos estágios iniciais da infecção 

(DOZOIS et al. , 2000; DELICATO et al. 2003; GYLES; FAIRBROTHER, 2010); os genes 

cva/cvi, que expressam a proteína colicina V, responsável pelo estabelecimento da 

bactéria no sítio de infecção, por inibir o crescimento de outras espécies competidoras 

(REEVES et al., 1972); os genes iuc/iutA responsáveis pela biossíntese de aerobactina e 

receptores para captação de ferro (Neilands , 1991; Delicato et al , 2003; . Dho -Moulin e 

Fairbrother , 1999; . Vidotto et al , 1990); e o gene iss, que expressa uma lipoproteína 

responsável por conferir resistência aos efeitos bactericidas do soro das aves (BINNS et 

al., 1982). 
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2.4 Gene increased serum survival (iss) 

O gene increased serum survival (iss) foi descrito pela primeira por Binns et al. 

(1979) e algumas evidências sugerem que este é um gene conservado, responsável por 

mediar à resistência da bactéria aos efeitos bactericidas do soro do hospedeiro (Pfaff-

McDonough et al, 2000;. Johnson et al, 2006). Apontado como um dos mais prevalentes 

em isolados APEC (PFAFF - MCDONOUGH et al., 2000; NOLAN et al., 2003; MCPEAKE 

et al., 2005; RODRIGUEZ – SIEK et al., 2005), o gene iss tem sido sugerido como um 

promissor fator para a detecção e controle deste patótipo (CHUBA et al., 1989; HORNE et 

al., 2000; LYNNE et ai., 2006).  

Estudos genéticos indicam que o gene iss pode ter evoluído a partir de um 

precursor derivado do gene bacteriófago lambda chamado bor (CHUBA et al., 1989; 

BARONDESS; BECKWITH, 1990). Com localização no plasmídeos conjugativos ColV-BM, 

e em menor frequência dentro do cromossomo, o gene iss tem sido considerado um 

marcador de virulência do patótipo APEC por ser detectado em aproximadamente 80% 

dos isolados de infecções extraintestinais (PFAFF - MCDONOUGH et al., 2000; 

MCPEAKE et al., 2005; RODRIGUEZ- SIEK et ai., 2005; DELICATO et al., 2003 

JOHNSON et a., 2006, 2008; DERAKHSHANDEH et al., 2009 ; MELLATA et al, 2009).  

Este gene é responsável por codificar uma lipoproteína, de 10-11 kDa, na 

membrana externa da APEC que impede o depósito da proteína C3, do sistema 

complemento, sobre a superfície bacteriana. Esta capacidade de bloquear o complexo 

terminal do sistema complemento das aves, evita a lise da célula e confere ao 

microrganismo a capacidade de sobreviver na presença do soro (BINNS et al., 1982; 

MELLATA et al., 2003; NOLAN et al., 1992). 

A expressão deste gene foi sugerida por CHUBA et al. (1986) como responsável 

pelo aumento, em torno de 20 vezes, da capacidade de resistência das células 

bacterianas aos efeitos do soro. Desde então, outros estudos corroboram com esta 

premissa. Resultados encontrados por Nolan (2003), por exemplo, demonstraram a 

associação da presença do gene iss com a ação letal da APEC em embriões de frangos. 

Mellata et al. (2003), observaram uma correlação entre a resistência ao soro e a 

capacidade da bactéria em permanecer nos fluidos corporais e órgãos. Tivendale et al. 

(2004), demonstraram que este gene pode contribuir com a virulência da APEC, após 

exposição pela via natural, respiratória, da infecção. 
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2.5 Fatores que dificultam o controle da colibacilose 

 

Os fatores relacionados disseminação desta infecção estão relacionados à 

crescente demanda no setor avícola, que resulta na superpopulação dos animais nos 

aviários. Dentre os predisponentes mais importantes estão às altas concentrações de 

amônia, dificuldade na ventilação dos galpões de criação, variações externas de 

temperatura, umidade da cama das aves, alta densidade de animais e a deficiência no 

processo de desinfecção dos galpões (REVOLLEDO et al., 2009). 

Outro importante fator é a utilização terapêutica de antibióticos como promotores de 

crescimento nas aves (MOORE et al., 1946; JUKES et al., 1950). Esta prática, realizada 

há cerca de 50 anos em diversos países, possui foco nos micro-organismos presentes no 

intestino das aves. Adicionados à ração dos animais, os promotores de crescimento 

supostamente diminuem a população de micro-organismos patogênicos e controlam a 

produção de metabolitos tóxicos (JUKES et al , 1956 ;VISEK ,1978 ; ANDERSON et al , 

1999). Com isto, o produtor de aves visa melhorar a taxa de crescimento e/ou eficiência da 

conversão alimentar, proporcionar aumento do desempenho e reduzir a mortalidade dos 

animais. Quando são utilizados com esta finalidade, os antibióticos promotores de 

crescimento devem ser administrados em pequenas quantidades na alimentação do 

animal (JUKES et al , 1956). 

A utilização de antimicrobianos como promotores de crescimento continuamente 

pode trazer sérios prejuízos aos produtores de aves. Isto porque, muitas vezes por falta de 

conhecimento técnico de alguns produtores, os antibióticos são utilizados de forma 

indiscriminada, prolongada, em concentrações subterapêuticas e em terapias inadequadas 

de antibióticos de amplo espectro. Esta ação pode favorecer a seleção natural de 

linhagens altamente resistentes aos antimicrobianos e que possuem genes relacionados à 

patogenicidade com alta capacidade de recombinação genética (JOHNSON et al,. 2004). 

Além de ocasionar prejuízos econômicos aos produtores, a utilização inadequada dos 

antimicrobianos é particularmente preocupante, pois, pode oferece risco à saúde do 

consumidor através da ingestão da carne de aves contaminada por APEC (LEVY et 

al.,1976; SAIF et al., 2008). 
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2.6 Potencial zoonótico do patótipo APEC 

 

Os mecanismos de virulência da APEC, além de serem reconhecidamente 

responsáveis pela colibacilose, podem, também, indicar o potencial zoonótico destas 

cepas. Hipóteses levantadas por alguns estudos sugerem que este patótipo seria uma 

possível fonte de genes de virulência para cepas de E.coli do microbioma intestinal dos 

seres humanos (JOHNSON et al, 2007).  

 

Apesar do pouco conhecimento sobre o reservatório para este patótipo, a própria 

ave tem sido relatada como reservatório para APEC. Alguns estudos apontam o trato 

intestinal de neonatos como um ambiente favorável à colonização, onde APEC pode 

representar 24,05% dos isolados (MORRIS et al., 1997; LU et al., 2003; CHRISTENSEN et 

al., 2003; PETERSEN et al., 2006; FASENKO et al., 2009). 

Embora APEC não seja capaz de causar infecção intestinal em aves, a presença 

desta cepa no intestino de aves saudáveis proporciona a disseminação, através das fezes, 

destes patógenos para o meio ambiente. E, como estas bactérias possuem a capacidade 

de persistir por longo período na poeira presente nos aviários (HARRY, 1964), a inalação 

deste aerossol pode desencadear a infecção sistêmica nas aves. A predominância de 

sorotipos O1, O2 e O78 em isolados de fezes de aves clinicamente saudáveis, reforçam a 

ideia de que o trato intestinal das aves pode ser um excelente reservatório para APEC 

(BLANCO et al . , 1998). 

Além de representar um risco às aves, a presença de APEC no intestino em frangos 

de corte pode representar uma fonte de contaminação no processo de evisceração, 

através do conteúdo intestinal e da bile. O intestino e a vesícula biliar podem romper ou 

serem cortadas, contaminando a carcaça, tubo de sucção e os canais de evisceração 

(LACAZ R, R., 1992.). 

Embora APEC não esteja diretamente relacionada com o estabelecimento de 

infecção nos seres humanos, acredita-se que, após a ingestão de carne de aves 

contaminadas, estes patótipos colonizam o trato intestinal e podem transferir seus genes 

de virulência às cepas do microbioma humano (IKE et al., 1992; WOOLEY et al., 1998). 

Neste processo, ocorre a transferência horizontal destes genes através da conjugação 

bacteriana, onde as bactérias doadoras de plasmídeos convertem as cepas não 

patogênicas em patogênicas. 
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Esta hipótese foi investigada após estudos demonstrarem que patótipos APEC e 

UPEC podem apresentar regiões do genoma idênticos, evidenciando que algumas ExPEC 

humanas e aviárias são altamente similares (KARIYAWASAM et al., 2007; RODRIGUEZ 

et al., 2005; JOHNSON et al. 2007). Estudos filogenéticos também ressaltam o potencial 

zoonóticos de isolados APEC. Cepas ExPEC do grupo B2 isoladas de hospedeiros 

humanos e aves foram indistinguíveis. Tais isolados demonstraram ser virulentas e 

similares quando inoculadas em aves (MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007). O 

sequenciamento de patótipos APEC revelou que este grupo está intimamente relacionado 

com o grupo ExPEC associado a infecção no trato urinário de seres humanos (JOHNSON 

et al., 2007). 

Com isto, tem sido considerado que a virulência da APEC não está, 

necessariamente, relacionada à sua fonte de isolamento e sim a sua filogenia (EWERS et 

al., 2009). E o não monitoramento de isolados das fezes, pode negligenciar a possibilidade 

destas bactérias em apresentar um ou mais genes que representam grupo de risco 

potencial para saúde das aves e, consequentemente, para os seres humanos (DELICATO 

et al., 2003; JOHNSON et al., 2006; MCPEAKE et al., 2005; VANDEKERCHOVE et al., 

2005). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Pesquisar o potencial zoonótico de cepas de Escherichia coli isoladas de fígados de 

frangos aprovados para o consumo humano no Estado de Pernambuco. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Coletar, isolar e identificar cepas de E. coli a partir de amostras do fígado de 

carcaças de frangos em um  abatedouro localizado na região metropolitana do 

Recife; 

 

 Avaliar o nível de multirresistência a antimicrobianos de uso animal e/ou humano 

dentre os isolados; 

 

 Avaliar a resistência de isolados multirresistentes ao sistema complemento 

utilizando soro de aves e soro humano. 

 

 Determinar o grupo filogenético dos isolados; 

 

 Determinar a presença do gene iss nos isolados de forma a caracterizar as cepas 

APEC;  
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Resumo 

No presente estudo, o potencial patogênico de Escherichia coli isoladas de amostras de 

fígados de frango de carcaças aprovadas para o consumo humano foi investigado. As 

amostras (n = 110) foram obtidas de um abatedouro no Estado de Pernambuco, Brasil, e 

88 isolados bacterianos foram identificados de forma presuntiva em Ágar Eosina Azul de 

Metileno. O perfil de resistência aos antibióticos desses isolados foi avaliado pelo método 

de disco-difusão, segundo critérios estipulados pelo Comitê para Padronização de 

Laboratórios Clínicos (CLSI). A seguir, dez isolados resistentes a antibióticos de três ou 

mais classes e dez susceptíveis foram selecionados e submetidos a testes de resistência 

ao soro sanguíneo de frango e humano. Nossos resultados demonstraram a existência de 

isolados com fenótipos de resistência à Estreptomicina (84,04%), Tetraciclina (44,68%), 

Amicacina (29,78%), Ceftazidina (21,27%) e Gentamicina (21,27%). Ainda, de maneira 

geral, os isolados multirresistentes aos antibióticos também apresentaram resistência aos 

efeitos bactericidas do soro de aves e ao soro humano. Estes isolados (n = 20) foram 

investigados filogeneticamente e pesquisados em relação à presença do gene iss 

(increased serum survival). Foi observado que os isolados apresentaram-se distribuídos 

filogeneticamente entre os quatros principais grupos (B2, D, B1, A) e sete isolados dos 

grupos B2, D e B1 apresentaram o gene iss. Em conclusão, nossos resultados apontam a 

presença de cepas de E. coli multirresistentes aos antibióticos e potencialmente 

patogênicas em carcaças de frango aprovadas para o consumo humano. 

Palavra chave: 1. Potencial patogênico 2. Escherichia coli 3. Carcaça de frango. 
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Introdução 

Membros do grupo Escherichia coli Patogênica Extraintestinal (ExPEC) tem 

recebido considerável atenção devido a sua complexa capacidade de causar infecções 

extraintestinais em animais e seres humanos (Johnson e Russo, 2002; 2005). O termo E. 

coli patogênica aviária (APEC) é utilizado para designar o agente etiológico responsável 

pela infecção extraintestinal em aves (Delicato et al., 2003). A colibacilose sistêmica ou 

localizada é uma doença multifatorial que possui caráter secundário e pode acometer 

galinhas, perus, papagaios e outras espécies de aves (Barnes et al., 1997). Dentre os 

fatores de virulência frequentemente descritos na literatura, a resistência ao complemento 

sérico codificada pelo gene increased serum survival (iss) tem sido considerado um 

marcador de virulência do patótipo APEC, por ser detectado em aproximadamente 80% 

dos isolados de infecções extraintestinais (Pfaff - McDonough et al., 2000; Delicato et al., 

2003; McPeake et al, 2005 ; Rodriguez- Siek et al., 2005; Johnson et al, 2008; 

Derakhshandeh et al, 2009; Mellata et al., 2009). 

Embora APEC não cause infecção intestinal em aves, a presença desta cepa no 

intestino de aves saudáveis proporciona sua disseminação para o meio ambiente através 

das fezes. Ainda, a predominância de E. coli sorotipos O1, O2 e O78 nas fezes de aves 

clinicamente saudáveis, reforça a ideia de que o trato intestinal das aves pode ser um 

excelente reservatório para APEC (Blanco et al., 1997). A fim de reduzir as perdas 

econômicas, os produtores de aves optam pela adição de antibióticos na ração animal de 

forma a controlar o crescimento indesejado de certas populações microbianas, melhorar a 

taxa de crescimento e/ou eficiência da conversão alimentar, proporcionar aumento do 

desempenho e reduzir a mortalidade das aves (Jukes et al, 1956). Porém, tal prática tem 

conduzido à seleção natural de linhagens bacterianas antibiótico-resistentes que também 

servem como fontes de genes de virulência e possuem alta capacidade de recombinação 

genética. 
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Embora APEC não seja diretamente correlacionada com infecções nos seres 

humanos acredita-se que, após a ingestão de carne de aves contaminadas, estes 

patótipos colonizem o trato intestinal e transfiram genes de virulência às cepas do 

microbioma humano (Ike et al., 1990; Wooley et al., 1998). Esta hipótese foi confirmada 

após estudos demonstrarem que patótipos APEC e E.coli patogênica urogenital (UPEC) 

apresentam regiões do genoma idênticos, evidenciando que algumas ExPEC humanas e 

aviárias são altamente similares (Rodriguez-Siek et al., 2005; Johnson et al. 2007; 

Kariyawasam et al., 2007). Considerando a análise filogenética de isolados de E. coli de 

diversos hospedeiros e regiões geográficas distintas, foram demonstrados quatro 

principais grupos: A, BI, B2 e D (Herzer et al., 1990; Hacker e Blum-Oehler, 1997; Johnso 

e Russo, 2002; La Ragione e Woodward, 2002). Segundo esta classificação, cepas com 

potencial patogênico pertencem principalmente para o grupo B2 e D enquanto que as 

cepas comensais pertencem ao grupo B1 e A (Bingen et al., 1998; Boyd e Hartl, 1998; 

Johnson e Stell, 2000). Assim, estudos filogenéticos também ressaltam o potencial 

zoonótico de isolados APEC (Ewers et al., 2009).  Considerando o risco à saúde pública 

da ingestão da carne de frango contaminada por APEC resistentes a antibióticos, neste 

estudo Escherichia coli isoladas de fígados de frangos aprovados para o consumo 

humano no Estado de Pernambuco foram investigadas. 

 

Material e Métodos 

 

Obtenção das amostras 

O total de 110 amostras de fígados de frango, aprovados para o consumo humano, 

foi obtido de um abatedouro avícola localizado na região metropolitana do Recife. As aves 

abatidas foram provenientes de três granjas diferentes localizadas nos municípios de 

Pombos (n=50), Camaragibe (n=30) e Paudalho (n=30), localizados no estado de 
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Pernambuco – Brasil. As amostras de fígado foram coletadas assepticamente, 

acondicionadas em recipientes estéreis e levadas ao Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia do Departamento de Biologia da UFRPE, onde foram processadas. 

Identificação de Escherichia coli  

Os fígados coletados foram macerados e 1 g foi adicionado a 9 mL de meio de 

cultura líquido - Caldo Infusão de Cérebro Coração (Brain Heart Infusion - BHI), a fim de 

promover o enriquecimento das amostras, por 24h a 37°C. A partir das culturas, foi 

realizada semeadura por estrias em placas contendo meio seletivo ágar Eosina Azul de 

Metileno (EMB), que foram incubadas por 24h a 37°C.  As colônias típicas, de cor verde 

com brilho metálico, foram confirmadas fenotipicamente como E. coli através dos testes 

bioquímicos (Koneman et al., 2001). 

Testes de sensibilidade em disco 

No teste de antibiograma, discos de papel de filtro impregnados com concentrações 

conhecidas de antibióticos foram adicionados às placas de Petri contendo Ágar Mueller-

Hinton e semeadas com auxílio de um suabe com inoculo contendo 108 células/ mL (0,5 

de turbidez na escala de MacFarland) dos isolados bacterianos. Após incubação das 

placas por 18-24 horas em estufa a 37º C, o diâmetro do halo inibitório formado foi medido 

com auxilio de um paquímetro. Os antibióticos testados foram: Amoxicilina- ácido 

clavulânico (10 µg), Cefalotina (30 µg), Ceftazidina (30 µg), Aztreonam (30 µg), Imipenem 

(10 µg), Gentamicina (10 µg) Amicacina (30 µg), Estreptomicina (10 µg), Ciprofloxacina (5 

µg), Levofloxacina (5 µg), Cloranfenicol (30 µg) e Tetraciclina (30 µg). Os isolados foram 

classificados como sensíveis, com sensibilidade intermediária ou resistentes, segundo 

critérios do órgão internacional “Comitê para Padronização de Laboratórios Clínicos” 

(CLSI, 2012). 
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Ensaio de resistência ao complemento sérico  

O ensaio de resistência ao complemento foi realizado a partir de metodologia 

adaptada de Samuelsen et al (2004). Amostras de sangue obtidas de aves e de um ser 

humano voluntário foram coletadas separadamente em tubos estéreis e deixados 

coagular. Logo após, cada amostra foi centrifugada (7000 rpm/ 5 min) e o soro sanguíneo 

separado em um novo tubo.  

A seguir, 190 µL do soro de ave foram adicionados a 10 µL de uma suspensão 

contendo os isolados de E. coli (1 x 107 UFC/ mL). Após 60, 120, 240 e 360 min, alíquotas 

de 0,1 mL foram retiradas de cada tubo e semeadas em Agar MacConkey para 

enumeração das unidades formadoras de colônias. O mesmo procedimento foi realizado 

para o teste com o soro humano. 

Uma cepa de E. coli comensal da bacterioteca do Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia (Depto. de Biologia/ UFRPE), sensível ao soro humano ou animal, foi utilizada 

como controle negativo para resistência sérica. 

Caracterização filogenética  

As análises filogenéticas e a pesquisa do gene iss foram realizadas no laboratório 

de Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São Francisco 

(UNIVASF), Petrolina-PE. A extração do DNA de E.coli foi feita através da lise térmica de 

acordo com Sá de Aquino (2013).  

As análises filogenéticas foram realizadas por meio de reação em cadeia da 

polimerase (PCR), conforme descrito por Clermont et al (2000). As reações foram 

realizadas com um volume final de 25 µl, contendo os seguintes reagentes: tampão de 
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enzima 1X (10 mM de Tris-HCl pH 8,5, 50mM de KCl), 2 mM MgCl2, 0,4 mM dNTP ,  0,4 

µM de cada primer, 2.5 U de Taq DNA polimerase, 15 µl de água MilliQ e 3 µl de DNA 

molde.  

As sequências dos primers utilizados foram descritas por Clermont et al (2000): 

ChuA: forward GACGAACCAACGGTCAGGAT e reverse TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

(279pb). YjaA: forward TGAAGTGTCAGGAGACGCTG e reverse 

ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC (211pb). TspE4C2: forward 

GAGTAATGTCGGGGCATTCA e reverse CGCGCCAACAAAGTATTACG (152pb). Para 

realização da PCR foram utilizadas as seguintes condições: Desnaturação por 5min a 

94°C; 30 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 55°C, e 30s a 72°C; e extensão final por 7min a 

72°C.Os resultados das PCRs foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com 

brometo de etídeo. 

Pesquisa do gene iss 

A pesquisa do gene iss foi adaptada da metodologia descrita por Johnson et al 

(2008b). As reações foram realizadas com um volume final de 25 µl contendo os seguintes 

reagentes: tampão de enzima 1X (10 mM de Tris-HCl pH 8,5, 50 mM de KCl), 2 mM 

MgCl2, 0,4 mM dNTP ,  0,4 µM de cada primer, 2.5 U de Taq DNA polimerase, 15 µl de 

água MilliQ e 3 µl de DNA molde. A sequência do primer utilizado foi descrita por Johnson 

(2008): Forward CAGCAACCCGAACCACTTGATG e Reverse AGCATTGCCAGAGCGG 

CAGAA (323pb). Para realização da PCR foram utilizadas as seguintes condições: 

Desnaturação 4min a 94°C; 30 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 55°C, e 60s a 72°C; e 

extensão final por 7min a 72°C. Os resultados das PCRs foram visualizados em gel de 

agarose 1,5% corado com brometo de etídeo. 

Resultados 
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Dentre 110 amostras de fígados de frangos coletadas de carcaças aprovadas para 

o consumo humano, E. coli foi identificada em 88. Todos os isolados identificados foram 

submetidos ao teste de antibiograma com doze antibióticos utilizados na medicina humana 

e animal (Tabela 1). Segundo critérios estipulados pelo órgão internacional “Comitê para 

Padronização de Laboratórios Clínicos” (CLSI, 2012), nossos resultados demonstraram 

que os isolados apresentaram fenótipos resistência à Estreptomicina (84,04%), 

Tetraciclina (44,68%), Amicacina (29,78%), Ceftazidina (21,27%), Gentamicina (21,27%), 

Cloranfenicol (9,57%) Cefalotina (8,51%) e Levofloxacino (2,12%). Ainda, 10 isolados (2, 

9, 12, 51, 54, 57, 59, 71, 72 e 73) apresentaram resistência a três ou mais classes de 

antibióticos e foram considerados multirresistentes.  Esses isolados e outros 10 

selecionados dentre àqueles com menor índice de resistência aos antibióticos (52, 53, 56, 

60, 61, 62, 63, 64, 65, 66) foram submetidos ao teste de resistência ao complemento 

sérico de ave e humano. 

Nossos resultados demonstraram que, com exceção do isolado 72, todos aqueles 

com fenótipos de multirresistência aos antibióticos também apresentaram resistência ao 

efeito bactericida do soro de ave (Figura 1). Particularmente, após 6 h de exposição ao 

soro, os isolados 54, 57, 71 e 73 apresentaram cerca de 10 vezes mais bactérias em 

relação ao inoculo inicial (aproximadamente 107 UFC/ mL). Contudo, dentre os isolados 

que apresentaram maior susceptibilidade aos antimicrobianos, seis se mostraram 

sensíveis ao soro de ave e quatro se mostraram resistentes (56, 60, 62 e 65) (Figura 1). 

Com relação à resistência ao soro humano dos isolados multirresistentes a antibióticos, os 

mesmos permaneceram em quantidades que variaram entre 104 e 106 UFC/ mL durante as 

seis horas em que foram expostas aos efeitos do complemento sérico, o mesmo sendo 

observado para os isolados mais sensíveis aos antimicrobianos, com exceção do isolado 

52 (Figura 2).  



42 
 

A caracterização filogenética demonstrou que dentre os 10 isolados com fenótipos 

de multirresistência aos antimicrobianos, dois pertencem ao grupo D, seis fazem parte do 

grupo B1 e dois do grupo A (Tabela 2). Já dentre os isolados com fenótipos de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, foi demonstrado que um isolado pertence ao grupo 

B2, um ao grupo D, cinco ao grupo B1 e três do grupo A (Tabela 2). A presença do gene 

iss foi detectada em apenas dois dos dez isolados multirresistentes aos antimicrobianos (2 

e 54) e agrupados filogeneticamente em D e B1, respectivamente. Dentre os isolados 

susceptíveis aos antimicrobianos, o gene iss foi positivo para as cepas 62, 64, 65, 

pertencentes ao grupo B1, e 60 e 61, pertencentes aos grupos B2 e D, respectivamente. 

Discussão 

A utilização de antibióticos como promotores de crescimento é prática comum em 

diversos países, desde que foi associada com a melhora da taxa de crescimento, 

eficiência alimentar, aumento do desempenho e produção animal (Moore et al.,1946; 

Jukes et al., 1950). No entanto, esta prática é atualmente proibida na União Européia, 

considerando o acúmulo evidências sobre a possibilidade de transferência de transposons 

e plasmídeos conjugativos entre componentes da microbiota animal que conferem 

resistência a múltiplas drogas (Aarestrup et al, 2001). 

No presente estudo, foi mostrado que um maior percentual de isolados de E. coli 

apresentou fenótipos de resistência aos antibióticos das classes dos aminoglicosídeos, 

tetraciclinas, cefalosporinas e fluoroquinolonas. Tais antibióticos têm sido administrados 

em doses subterapêuticas em animais sem quadro infeccioso ou incluídos na ração 

(Barnes, 1958; Ferreira e Knöbl 2000; Xu, 2001). Resultados semelhantes sugerem a 

disseminação de cepas de E.coli resistentes à tetraciclina e estreptomicina, reforçando os 

riscos relacionados ao uso inadequado dos antimicrobianos (Lambie et al., 2000; Van Den 

Bogaard et al. 2001; Smith et al , 2007; Zakeri e Kashefi, 2012).  É particularmente 
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preocupante a resistência às fluoroquinolonas, uma vez que este grupo de antibiótico é 

comumente utilizado no tratamento de infecções em seres humanos por possuir baixa 

toxicidade e amplo espectro de ação (Blanco et al, 1997; White et al., 2000; Hooper, 2001; 

Livermore et al., 2002; Vandemaele et al, 2003; Maslow et al , 2004).  

Embora E. coli seja considerado um micro-organismo comensal intestinal, a 

disseminação de fenótipos resistentes a múltiplas drogas pode indicar a possível 

transferência de genes de virulência presentes no cromossomo ou plasmídeos, tais como 

como os que conferem resistência aos efeitos bactericidas do soro das aves (Johnson et 

al., 2004).  A capacidade das cepas de E.coli em resistir aos efeitos bactericidas do soro é 

frequentemente associada à presença do gene iss, utilizado como marcador de virulência 

dos patotipos APEC (Dozois et al.,1992). No presente estudo, nós demonstramos que, 

frangos clinicamente saudáveis e aprovados para o consumo humano apresentaram 

fenótipos resistentes aos efeitos bactericidas do soro de ave. Entretanto, apenas sete 

isolado foram positivos para a presença do gene iss, sugerindo que outros genes podem 

estar envolvidos com a resistência ao soro em cepas comensais de E. coli. Resultados 

semelhantes foram descritos por Ewers et al (2009), que ao examinar E.coli isoladas de 

frangos clinicamente saudáveis, não verificou relação entre os fenótipos resistentes ao 

soro de ave com a presença do gene iss. O mesmo foi observado por Vandekerchove et 

al (2005), levantando a questão se o gene iss seria um útil marcador de virulência de 

cepas APEC.   

Apesar de outros mecanismos de virulência tais como cápsula, lipopolissarídeos e 

o gene trat, que codifica uma proteína de membrana que dificulta a ação do sistema 

complemento, podem ser responsáveis por mediar à resistência ao soro hospedeiro e 

contribuir na virulência de cepas patogênicas extraintestinais (Mellata et al., 2003; Dziva, 

2008), aqui nós mostramos que os isolados que apresentaram o gene iss estão 

distribuídos nos agrupamentos filogenéticos B1, B2 e D. Considerando que comumente 
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membros do grupo E. coli Patogênica Extraintestinal (ExPEC) estão associados ao grupo 

B2, e com uma menor frequência do grupo D, ficou claro que cepas supostamente 

comensais, ou seja, pertencentes ao grupo B1, também podem abrigar e possivelmente 

compartilhar genes de virulência como o iss (Russo e Johnson., 2000). Rodriguez-Siek et 

al (2005) também já haviam verificado a presença de isolados APEC no grupo filogenético 

A, reconhecido por ser constituído principalmente por cepas comensais de E. coli 

(Clermont et al., 2000). Moulin-Schouleur  et al (2007) indicaram patótipos APEC 

distribuídos nos grupos B1, B2 e Ewers et al (2009) encontraram regular distribuição dos 

fenótipos de E. coli, resistentes ao soro, entre os grupos filogenéticos A, B1, B2, e D. 

Kobayashi et al (2011), ao analisar E.coli isoladas da carcaça de frango e carne de aves 

comerciais de varejo, apontou a classificação filogenética das cepas no grupo A.    

Cepas APEC têm sido recuperadas a partir de fezes de aves aparentemente 

saudáveis (Rodriguez- Siek et al, 2005; Ewers et al, 2009), reforçando a ideia de que o 

trato intestinal das aves é um ambiente propício à troca de genes com cepas comensais. 

Conclusão  

Em conclusão, nossos dados indicam que cepas de E. coli isoladas de carcaça de 

aves aprovadas para o consumo humano representam um potencial risco de causar 

infecções em mamíferos e aves. Além disso, uma vez consumida na alimentação 

humana, a carne contaminada com tais cepas pode virtualmente servir como fonte de 

genes de resistência a antibióticos para bactérias do microbioma intestinal humano. 
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Tabela 1. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos da bactéria Escherichia coli isolada de fígado de frango.                      (Cont.) 

 
Classe de 
antibiótico 

 
Antibiótico 

 
Conteúdo 
do disco 

(µg) 

 
Intervalo de 
resistência 

(mm) 

 
S 

% 

 
I 

% 

 
R 
% 

 
Isolados resistentes 

        
 

Penicilina 
Amoxicilina- 

ácido 
clavulânico 

 

 
10 

 
≤13 

 
45,74 

 
38,29 

 
15,95 

 
8, 9, 12, 13, 26, 28, 38, 49, 
51, 54, 69, 73, 93, 94, 101. 

 
 

Cefalosporina 
 

 
Cefalotina 

 
30 

 
≤14 

 
77,65 

 
13,82 

 
8,51 

 
2, 7, 17, 49, 51, 55, 73, 
103. 
 

 
Ceftazidina 

 

 
30 

 
≤17 

 
39.36 

 
36.36 

 
21,27 

 
6, 10, 12, 15, 19, 24, 38, 
46, 47, 48, 49, 50, 54, 68, 
71, 72, 74, 92, 98, 103. 
 

 
Monobactâmicos 

 

 
Aztreonam 

 
30 

 
≤17 

 
62,76 

 
9,57 

 
19,14 

 
7, 8, 10, 15, 19, 38, 48, 49, 
50, 54, 57, 59, 65, 68, 71, 
72, 77, 105. 
 

 
Carbapenemas 

 

 
Imipenem 

 
10 

 
≤19 

 
46,80 

 
40,42 

 
12,76 

 
6, 8, 12, 24, 31, 58,59, 76, 
79, 92, 95, 104. 

 
Aminoglicosídeo 

 

 
Gentamicina 

 
10 

 
≤12 

 
72,34 

 
6,38 

 
21,27 

 
2, 6, 7, 9, 11, 12, 13, 15, 
24, 32, 38, 41, 46, 48, 49, 
50, 54, 57, 68, 106. 
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Tabela 1. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos da bactéria Escherichia coli isolada de fígado de frango.                (Conclusão) 

 
Classe de 
antibiótico 

 

 
Antibiótico 

 
Conteúdo do 

disco (µg) 

 
Intervalo de 
resistência 

(mm) 

 
S

 

% 

 
I 

% 

 
R 
% 

 
Isolados resistentes 

 
 
 
 
 

Aminoglicosídeo 
 

 
 

Amicacina 

 
 

30 

 
 

≤14 

 
 

25,53 

 
 

41,48 

 
 

29,78 

 
2, 6, 8, 12, 13, 15, 19, 24, 25, 45, 
46, 48, 51, 57, 59, 61, 72, 73, 79, 
86, 91, 97, 104, 106, 107, 108, 
109, 110. 
 

 
 

Estreptomicina 
 

 
 

10 

 
 

≤11 

 
 

1,06 

 
 

14,89 

 
 

84,04 

 
1, 2, 6, 7, 8, 9 10, 11, 12, 13, 15, 
16, 17, 19, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 
30, 32, 36, 37, 38, 41, 42, 44, 45, 
46, 47, 48, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 66, 
67, 68, 71, 72, 73, 75, 76, 77, 79, 
80, 82, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 91, 
92, 93, 95, 96, 97, 101, 102, 103, 
104, 105, 106, 107, 108, 109, 
110. 
 

 
Fluoroquinolona 

 

 
Ciprofloxacino 

 
5 

 
≤15 

 
51,06 

 
27,65 

 
21,27 

 
8, 9, 13, 16, 30, 37, 44, 49, 51, 
57, 62,74, 87, 96, 97, 99, 104, 
108, 109, 110. 

 
 

Fenicol 

 
Levofloxacino 

 
5 

 
≤13 

 
87,23 

 
10,63 

 
2,12 

 
26, 69. 
 

 
Cloranfenicol 

 

 
30 

 
≤12 

 
81,91 

 
19,14 

 
9,57 

 
2, 9, 13, 27, 36, 37, 44, 73. 
 

 
 

Tetraciclina 
 

 
 

Tetraciclina 

 
 

30 

 
 

≤11 

 
 

51,06 

 
 

4,25 

 
 

44,68 

 
2, 6, 7, 8, 9 10, 11, 13, 15, 16, 17, 
19, 24, 25, 26, 27, 29, 30, 32, 38, 
41, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 
54, 56, 57, 59,60, 68, 71, 75, 76, 
77, 79, 80, 99. 
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Figura 1. Resistência de cepas de E. coli ao complemento sérico de ave. 
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Figura 2. Resistência de cepas de E. coli ao complemento sérico humano. 
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Tabela 2. Caracterização filogenética e presença do gene iss em cepas de Escherichia 

coli isoladas da carcaça de frango aprovadas para o consumo humano. 

  

Isolado 

Agrupamento 

Filogenético 

Presença do 

gene iss 

 2 D + 

 9 A _ 

 12 A _ 

  51 B1 _ 

 54 B1 + 

 57 B1 _ 

 59 B1 _ 

 71 B1 _ 

 72 D _ 

 73 B1 _ 

 52 B1 _ 

 53 B1 _ 

 56 A _ 

 60 B2 + 

 61 D + 

 62 B1 + 

 63 A _ 

 64 B1 + 

 65 B1 + 

 66 A _ 
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6. CONCLUSÃO 

Em conclusão, nossos dados indicam que cepas de E. coli isoladas de carcaça de 

aves aprovadas para o consumo humano representam um potencial risco de causar 

infecções em mamíferos e aves. Além disso, uma vez consumida na alimentação humana, 

a carne contaminada com tais cepas pode virtualmente servir como fonte de genes de 

resistência a antibióticos para bactérias do microbioma intestinal humano. 
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