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RESUMO 

PIMENTA, Ramon Loureiro. Avaliação da resistência antimicrobiana e da virulência em 

cepas bacterianas isoladas de aves em estabelecimentos de corte e postura no estado do 

Rio de Janeiro. 2018. 60p. Tese (Doutorado em Ciência, Tecnologia e Inovação em Agrope-

cuária). Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-graduação, Universidade Federal Rural do Rio de Ja-

neiro. Seropédica, RJ: UFRRJ, 2018. 

 
A utilização de antimicrobianos é uma prática muito difundida na avicultura, sendo utilizados 

de forma profilática, terapêutica ou como aditivos. O uso como aditivo é caracterizado pela 

adição de baixas doses nas rações, tal prática gera condições para a emergência de cepas bac-

terianas resistentes. O Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento proíbe o uso das 

tetraciclinas, β-lactâmicos, sulfonamidas sistêmicas e sulfato de colistina como aditivos, po-

rém, libera a utilização de forma terapêutica. O objetivo do estudo foi verificar a ocorrência 

de resistência aos antimicrobianos das classes dos β-lactâmicos, polimixinas e glicopeptideos 

em isolados de Escherichia coli, Bordetella spp., Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. 

oriundos de granjas avícolas do estado do Rio de Janeiro. De acordo com a análise fenotípica 

e proteômica, foram obtidas 88 cepas do gênero Staphylococcus spp. sendo observado no teste 

de difusão em disco os seguintes perfis de resistência para estes isolados: 14% (12/88) apre-

sentaram resistência apenas a OXA, 10% (9/88) apresentaram resistência a PEN e apenas 1% 

(1/88) a CFO, enquanto 10% (9/88) foram resistentes a OXA e PEN e 2% (2/88) resistentes a 

PEN, OXA e CFO. O primer mecA universal conseguiu detectar o gene mecA em 7% (6/88) 

das cepas de Staphyloccus spp., seguido pelo primer mec SsciuriInt e blaZ com 6% (5/88) e 

1% (1/88) respectivamente. Nenhuma cepa amplificou o gene clássico mecA usando a meto-

dologia descrita por Murakami et al. (1991). Ainda nesse estudo foram obtidas 107 cepas de 

E. coli, onde, 71% (76/107) foram resistentes ao SUT e 18% (19/107) foram produtoras de β-

lactamases, sendo 58% (11/19) produtoras apenas de ESBL, 10% (2/19) produtoras apenas de 

AmpC enquanto 26% (5/19) foram produtoras tanto de ESBL quanto de AmpC. O gene bla-

TEM foi detectado em 15% (16/107) das cepas de E. coli e em 20% (4/19) das produtoras de 

β-lactamases. 95% (102/107) das cepas de E. coli mostraram-se resistentes a colistina, sendo 

o gene mcr-1 detectado em apenas 58% (62/107), 31% das cepas foram consideras APEC. 

Vinte e três cepas foram identificadas como Bordetella spp. sendo 74% (17/23) B. hinzii e 

26% (6/23) B. avium. No teste de difusão em disco 94% (16/17) das cepas de B. hinzii mostra-

ram-se produtoras de β-lactamase enquanto que as cepas de B. avium foram sensíveis aos an-

timicrobianos testados. Foram obtidas 11 cepas do gênero Enterococcus spp. que foram sensí-

siveis à vancomicina. Os resultados demonstram que, apesar da suspensão da utilização dos β-

lactâmicos e polimixina como aditivos, elevados níveis de resistência ainda são encontrados a 

campo. A utilização indiscriminada da forma terapêutica, pode estar contribuindo para a cir-

culação dos genes de resistência nas populações animais, podendo causar futuros problemas 

de saúde pública e sanidade avícola. 

Palavras-chave: Colistina mcr-1. Avicultura. ESBL. 

  



 

 

ABSTRACT 

PIMENTA, Ramon Loureiro. Evaluation of antimicrobial resistance and virulence in bac-

terial strains isolated from birds in cutting and laying establishments in the state of Rio 

de Janeiro. 2018. 60p. Thesis (Doctorate in Science, Technology and Innovation in Agricul-

ture and Livestock). Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-graduação, Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro. Seropédica, RJ: UFRRJ, 2018. 
 

The antimicrobials use in poultry industry is widelly spread for prophylatic and terapeutic 

purposes and as an additive. For the use as additive, small doses are administrated with the 

ration, leading to emergence of resistent bacterial strains. Brazilian Ministry of Agriculture, 

Livestook and Food Supply prohibits the use of Tetracyclines, β-lactams, Systemic Sulfona-

mides and Colistin Sulfates as additives but allows their use for therapeutical purposes. There-

fore, this study aims to verify the resistance levels of the antimicrobial classes of β-lactams, 

Polimyxins and Glycopeptides in Escherichia coli, Staphylococcus spp. Bordetella spp. and 

Enterococcus in samples from poultry farms of the Rio de Janeiro state. According to Phe-

notipic and Proteomic analysis 88 strains of the genus Staphylococcus spp. were identified, 

14% (12/88) presented resistance only to OXA, 10% (9/88) presented resistance to PEN and 

only 1% (1/88) to CFO, while 10% (9/88) were resistant to OXA and PEN and 2% (2/88) 

resistant to PEN, OXA and CFO. The universal mecA primer was able to detect the mecA 

gene in 7% (6/88) of strains of Staphylococcus spp., Followed by the mec SsciuriInt primer 

and blaZ with 6% (5/88) and 1% (1/88) respectively. None strain amplified the classical me-

cA gene using the methodology described by Murakami et al. (1991). In this study, 107 

strains of E. coli were obtained, where 71% (76/107) were resistant to SUT and 18% (19/107) 

were β-lactamase producers, being 58% (11/19) producing only ESBL, 10% (2/19) producing 

only AmpC whereas 26% (5/19) produced both ESBL and AmpC. The blaTEM gene was 

detected in 15% (16/107) of the E. coli strains and in 20% (4/19) of the β-lactamase produc-

ers. 95% (102/107) of the E. coli strains were resistant to colistin, but mcr-1 gene being de-

tected in only 58% (62/107), 31% of strains were considered APEC. 23 strains were identified 

as Bordetella spp. being 74% (17/23) B. hinzii and 26% (6/23) B. avium. In the disc diffusion 

test 94% (16/17) of the B. hinzii strains showed β-lactamase production whereas the B. avium 

strains were sensitive to the tested antimicrobials. Eleven strains of the genus Enterococcus 

spp. which were susceptible to vancomycin. These results highlight that, despite β-lactams 

and polimixins use forbiddence as additives, hight levels of those antimicrobials may still be 

found on field and that indiscriminated use of those drugs, even for therapeutical purposes, 

contributes to high circulation of resistance genes in bacterial population of farm animals, 

what may lead to future public health problems. 

Keywords: Colistin mcr-1. Poultry. Farming. ESBL. 

  



 

 

RESUMEN AMPLIADO 

PIMENTA, Ramon Loureiro. Evaluación de la resistencia antimicrobiana y de la virulen-

cia en cepas bacterianas aisladas de aves en establecimientos de corte y postura en el 

estado de Río de Janeiro. 2018. 60f. Tesis (Doctorado en Ciencia, Tecnología e Innovación 

Agropecuaria). Pró-reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação, Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro. Seropédica, RJ, 2018. 

 

1 Introducción 

Brasil es el mayor exportador y el segundo mayor productor de carne de pollo del 

mundo, quedando atrás sólo de los Estados Unidos de América (USDA, 2017). Entre los prin-

cipales desafíos del sector están: disminuir los costos de producción y ampliar la productivi-

dad, lo que conduce a veces a la elevada densidad en que se alojan los animales. Esta práctica 

facilita la diseminación de enfermedades infectocontagiosas afectando la conversión alimenta-

ria y, consecuentemente, generando pérdidas económicas para la agroindustria (LOPÉZ & 

OLVERA, 2000). La utilización de antimicrobianos es una práctica muy difundida en la avi-

cultura industrial a nivel mundial, cuyo uso de este tipo de medicamento se concentra en paí-

ses con grandes plantones. Estos medicamentos pueden ser utilizados en aves de forma profi-

láctica, terapéutica o como aditivos. El uso como aditivo, se caracteriza por la adición de estos 

compuestos en bajas dosis en la ración, con el objetivo de promover el aumento de las tasas 

de crecimiento a través de la mejora en la eficiencia alimentaria y la conversión alimenticia. 

Tal práctica genera condiciones perfectas para la emergencia y diseminación de cepas resis-

tentes en animales. El MAPA, a través de las Instrucciones Normativas N ° 26 de 09 de julio 

de 2009 y IN N ° 45 de 22 de noviembre de 2016, reguló la utilización de los antimicrobianos, 

tetraciclinas, β-lactámicos, fluoroquinolonas, quinolonas, sulfonamidas sistémicas y sulfato de 

colistina. Ambas normativas prohíben el uso como aditivos alimentarios y promotores de cre-

cimiento, pero permiten la utilización de forma terapéutica. En este contexto, el presente estu-

dio tiene como objetivo identificar la microbiota bacteriana presente en muestras de cloaca y 

traquea de pollos de corte y de postura, investigar la resistencia a los antimicrobianos en las 

cepas aisladas y detectar la presencia de genes de virulencia y resistencia a los antimicrobia-

nos en las cepas de Escherichia coli. Estos datos contribuyen para la comprensión del impacto 

de estos factores sobre la sanidad animal y de la importancia de la presión de selección positi-

va en la dispersión de los genes involucrados en la resistencia detectada. 

 

2 Materiales y Métodos 

Las muestras fueron recolectadas en dos establecimientos de aves comerciales de corte 

(1 y 2) ubicados en la microrregión Serrana, y en una granja de postura caipira (3) ubicada en 

la microrregión de Macaé, en el estado de Río de Janeiro, entre abril de 2015 y marzo de 

2016. Se realizaron dos visitas en las granjas de pollo de corte y una en la granja de postura 

caipira, siendo recogidos en cada visita 15 swabs de traquea y 15 swabs de cloaca, totalizando 

150 swabs. Las muestras fueron debidamente acondicionadas y transportadas al Laboratorio 

de Bacteriología Veterinaria de la Universidad Federal Rural de Río de Janeiro, donde fueron 

inoculadas en Agar Mac Conkey (MC), Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) y Agar Mani-

tol Rojo de Fenol (AMVF). La técnica proteómica MALDI-TOF fue utilizada en la identifica-

ción de las especies, en asociación con el Laboratorio de Investigación en Microbiología Mé-

dica del Instituto de Microbiología Paulo Góes (UFRJ). Las cepas provenientes del AMVF 

que no obtuvieron puntuación suficiente para la identificación en el MALDI-TOF fueron so-

metidos a los análisis fenotípicos según la metodología de Koneman, 2008. Posteriormente se 

realizó análisis de selección de resistencia fenotípica por la técnica de difusión en disco 



 

 

(CLSI, 2014). Para las cepas de Staphylococcus spp. se probaron los siguientes antimicrobia-

nos: penicilina (PEN 10 μg), cefoxitina (CFO 30 μg), oxacilina (OXA1 μg), vancomicina 

(VAN 30 μg) y se sometieron a la detección de los genes mecA, mec SsciuriInt, mecA univer-

sal y blaZ. Las cepas originarias del MC y EMB se probaron para amoxicilina amoxicilina 

(AMO 10 μg), amoxicilina + ácido clavulánico (AMC 30 μg), ampicilina (AMP 10 μg), am-

picilina con subactam (APS 20 μg), aztreonam (ATM 30 μg), cefalotina (CFL 30 μg), ce-

fepime (CPM 30 μg), cefotaxima (CTX 30 μg), cefoxitina (CFO 30 μg), ceftazidima (CAZ 30 

μg), ceftriaxona (CRO 30 μg), ciprofloxacino (CIP 5 μg), gentamicina (GEN 10 μg), imipe-

nem (IMP 10 μg) surfa-trimetoprima (SUT 25 μg) a través de la técnica de difusión de disco, 

mientras que la investigación fenotípica de la resistencia a la colistina (COL) se realizó en 

Agar Screen. Las cepas de E. coli fueron sometidas a la prueba de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) para la detección de los genes asociados a la resistencia: (blaTEM), tetraci-

clina (TetA, TetB), sulfonamidas (Sul1), trimetropina (Dfr17), cuaternario de amonio (Qac 

Delta1), gentamicina (aac3 y aph3), colistina (mcr-1), plata (silP), proteína D de resistencia al 

cobre (pcoD), aminoglicosideo (aadA). Posteriormente, se realizó la detección de genes mar-

cadores de grupos de incompatibilidad plasmidial y genes acumuladores y facilitadores de 

transmisión de genes de resistencia. Para la identificación presuntiva de las cepas APEC se 

buscaron los genes: receptor de siderofilo Samochelin (iroN), codificador de proteasa de 

membrana externa episomal (dompT), codificador de hemolisina putativa de E. coli aviar 

(hlyF), de supervivencia al suero (iss), receptor de siderofilo aerobactina (iutA). En conjunto 

se realizó la identificación de los grupos filogenéticos usando la técnica de PCR, donde los 

aislados fueron clasificados en los siguientes grupos: A, B1, B2, C, D, E, F. Por último las 

cepas de E. coli fueron sometidas a técnica de electroforesis en campo pulsado. Las cepas 

identificadas como Enterococcus spp. fueron sometidas a la detección de resistencia en Ágar 

Screen con vancomicina (6μg / mL). 

 

3 Resultados y Discusión  

Se obtuvieron 88 cepas del género Staphylococcus spp., donde el 36% (32/88) presen-

tó resistencia a uno o más de los antimicrobianos probados. Los perfiles de resistencia obteni-

dos en la prueba de difusión en disco fueron los siguientes: 14% (12/88) presentaron resisten-

cia sólo a OXA, 10% (9/88) presentó resistencia a PEN y sólo 1% (1/88) a CFO, mientras que 

10% (9/88) fueron resistentes a OXA y PEN y 2% (2/88) fueron resistentes a PEN, OXA y 

CFO. La presencia de cepas resistentes a la oxacilina en el presente estudio demuestró que el 

23% (23/88) podrían ser estafilococos coagulasa-negativos resistentes a la meticilina. El gen 

mecA universal fue el prevalente, siendo detectado en el 7% (6/88) de las cepas, seguido por 

los genes mec SsciuriInt y blaZ con el 6% (5/88) y el 1% (1/88) respectivamente. Ninguna 

cepa amplificó para el gen mecA de Murakami. La correlación entre los perfiles de resistencia 

fenotipica presentados por los aislados de Staphylococcus spp. y la presencia del gen mecA 

variante fue cero, mientras que de los genes mecA universal y blaZ fue del 1% (1/88). La co-

rrelación entre el mecA variante y el mecA universal fue del 100% (5/5). Los resultados mos-

traron que el primer y la metodología descrita por Murakami et al. (1991) no debe utilizarse 

en la detección del gen mecA en poblaciones de aves de producción, similar a lo que ocurre 

en cepas procedentes de bovinos y porcinos. 

De los 175 aislados obtenidos de las granjas comerciales de corte procedentes de MC 

y EMB, el 61% (107/175) fueron identificados como E. coli, 10% (17/175) Bordetella hinzii y 

6% (11/175) Enterococcus spp. Al analizar la resistencia fenotípica frente a los antimicrobia-

nos probados en cepas de E. coli, se verificó que la colistina (≥ 85%) presentó altos índices de 

resistencia en las tres granjas estudiadas, seguido por la SUT, GEN, CIP. La resistencia ob-

servada a la AMO pudo estar relacionada con la producción de beta-lactamasa, pues al inter-



 

 

pretar los resultados obtenidos en la prueba de difusión en disco 52/107 (48%) fueron sospe-

chosas de producir dicha enzima. El gen de resistencia a antimicrobianos prevaleciente en las 

cepas de E. coli fue el mcr-1, puesto que estuvo presente en el 58% (62/107) de las cepas, el 

39% (40/102) fueron resistentes en la prueba fenotípica y no presentaron dicho gen. En rela-

ción a la resistencia a la gentamicina, hubo correlación de la resistencia fenotípica y genotípi-

ca en un 40% (18/45) de las cepas evaluadas. El gen aadA fue el más relacionado a la resis-

tencia fenotípica a la gentamicia, pues el 75% (9/12) de las cepas que poseían tal gen expresa-

ron resistencia en la prueba de difusión en disco, seguido por los genes aac3-VIb con el 50% 

(4/8) , aph(3)IA con 50% (11/22) y aac3-VIa con un 38% (5/13). El SUT fue el segundo an-

timicrobiano con mayor índice de resistencia fenotípica en la prueba de difusión en disco 

(71%, 76/107), habiendo correlación fenotípica y genotípica en 15,78% (12/76) de las cepas 

evaluadas. En el caso de las cepas que poseían el gen sull y 20/28 (71%) que poseían el gen 

dfr-17 presentaron resistencia fenotípica al SUT, sin embargo el 64% (49/76) presentaron 

resistencia fenotípica y en ninguno de los dos, se detectaron dos genes. El gen blaTEM fue 

detectado en el 15% (16/107) de las cepas de E. coli, pero sólo el 25% (4/16) que poseían el 

gen fueron consideradas productoras de ESBL en las pruebas fenotípicas, esto puede explicar-

se debido a la existencia de variantes de espectro extendido de dicho gen. En una cepa de E. 

coli se detectó la ocurrencia concomitante de los genes mcr-1, intl1, isec12 y plasmídeos 

incl2, B/O y FIB, tales características demuestran que, dicha cepa, posee una elevada capaci-

dad de transmisión del gen mcr-1. En cuanto a la identificación de las cepas de E. coli como 

patógena para aves (APEC) se observó que 31% (33/107) poseían tres o más genes de viru-

lencia concomitantemente, caracterizando las mismas como patógenas para aves. El grupo 

filogenético prevalente fue B1 con 38% (41/107), siendo 9/33 (26%) de las APEC pertene-

cientes a dicho grupo. Al evaluar los resultados obtenidos a través de la técnica de Pulsed-

field, se pudo observar una gran variabilidad genética dentro de las cepas de Escherichia coli. 

La especie Bordetella hinzii presentó resistencia a la clase de los beta-lactamios, quinolonas, 

aminoglicosideos, sulfonamidas y carbapenemas, teniendo todas las cepas características de 

producción de beta-lactamasa. No hubo crecimiento de las cepas de Enterococcus spp. en 

medio con vancomicina demostrando de esa forma que dichas cepas fueron sensibles. 

 

4 Conclusiónes 

Los resultados demuestran que, a pesar de la suspensión de la utilización de los β-

lactámicos y polimixina como aditivos, altos niveles de resistencia todavía se encuentran en el 

campo. La utilización indiscriminada de la forma terapéutica, puede estar contribuyendo a la 

circulación de los genes de resistencia en las poblaciones animales, pudiendo causar futuros 

problemas de salud pública y sanidad avícola. 

 

 

Palabras claves: Colistina mcr-1. Avicultura. ESBL. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é o maior exportador e o segundo maior produtor de carne de frango do mun-

do, ficando atrás apenas dos Estados Unidos da América (USDA, 2017). Em média, 66% da 

produção nacional abastece o mercado interno, sendo os outros 34% exportados (ABPA, 

2017). A demanda interna é elevada devido ao seu baixo custo e teor de gordura, sendo a car-

ne mais acessível para a parcela menos favorecida da população. Tais características fizeram 

com que o consumo per capita em 2016 fosse de 41,10 Kg (ABPA, 2017). 

Entre os principais desafios do setor estão: diminuir os custos de produção e ampliar a 

produtividade, o que acarreta, por vezes, a elevada densidade nas quais os animais são aloja-

dos. Essa prática facilita a disseminação de doenças infectocontagiosas afetando a conversão 

alimentar e, consequentemente, gerando perdas econômicas para a agroindústria (LOPÉZ & 

OLVERA, 2000). 

Com relação ao monitoramento de agentes bacterianos, atualmente, o Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) preconiza, através da Instrução Normativa 

N°78 de 03 de novembro de 2003, o monitoramento permanente a cada três meses nas linhas 

puras, bisavós, avós e matrizes, para Samonella Pullorum, Salmonella Gallinarum, Salmonel-

la Typhimurium e Samonella Enteritidis. Além das Salmoneloses, outro agente bacteriano 

monitorado pelo MAPA é o Mycoplasma spp., através da Instrução Normativa N° 44 de 23 de 

agosto de 2001 que descreve as normas Técnicas para o Controle e a Certificação de Núcleos 

e Estabelecimentos Avícolas para Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae. A Ins-

trução Normativa N°56 de 04 de dezembro de 2007 (IN-56) legisla sobre a implantação de 

medidas de biosseguridade, tais como o uso de malhas de até uma polegada, desinfecção de 

veículos, controle de entrada e saída de veículos e pessoas, entre outras. As granjas de frango 

de corte registradas ou não no serviço veterinário oficial estadual, assim como os abatedouros, 

deve monitorar os lotes para Salmonella spp. conforme descritos nas Instruções Normativas 

N° 20 de 21 de outubro de 2016 e N°10 de 11 de abril de 2013. 

Devido às grandes perdas e ao risco à saúde pública, as enfermidades bacterianas de-

vem ser monitoradas constantemente, mesmo as que não fazem parte do Programa Nacional 

de Sanidade Avícola (BRASIL, 1994). Dados obtidos no SIGSIF analisados por Oliveira e 

colaboradores (2016) no período entre 2006 a 2011 mostraram que 5,99% de carcaças de aves 

foram condenadas em todo o Brasil, das quais 85% parcialmente e 15% totalmente condena-

das. As causas das condenações e suas frequências respectivas foram: 8,3% por celulite, 6,3% 

por artrite, 2,6% por aerossaculite e 1,4% por lesões supuradas. Tais lesões estão entre as dez 

principais causas de condenações e podem estar associadas a alguma enfermidade bacteriana, 

como descrito por Fard et al. (2007) que ao analisar 80 carcaças suspeitas de celulite, obteve 

72 (90%) isolados de Escherichia coli e 5 (6,25%) de Staphylococcus aureus.  

Além do monitoramento constante dos lotes em relação à presença de agentes bacteri-

anos preconizados pelo MAPA ou de outros potencialmente patogênicos, a utilização indis-

criminada de antimicrobianos no ambiente de produção avícola também tem sido alvo de re-

gulamentações do MAPA e da comunidade econômica mundial. A Instrução Normativa N° 9 

de 27 de junho de 2003 proíbe a fabricação, manipulação, fracionamento, comercialização, 

importação e o uso dos nitrofuranos e cloranfenicol (BRASIL, 2003).  A Instrução Normativa 

N° 26 de 09 de julho de 2009 regulamenta a proibição da utilização das substâncias anfeni-

cóis, tetraciclinas, β-lactâmicos (benzilpenicilâmicos e cefalosporinas de 3ª e 4ª gerações), 

fluoroquinolonas, quinolonas e sulfonamidas sistêmicas, como aditivos alimentares e promo-

tores de crescimento (BRASIL, 2009). E a Instrução Normativa N° 14 de 17 de maio de 2012 

proíbe a importação, fabricação e o uso da espiramicina e eritromicina como aditivo zootécni-
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co melhorador de desempenho na alimentação animal (BRASIL, 2012). Recentemente com a 

emergência em nível mundial da resistência a colistina mediada pelo gene mcr-1, o MAPA 

publicou duas instruções normativas, a IN N°45 de 22 de novembro de 2016 que regulamenta 

o uso da colistina apenas como alternativa terapêutica proibindo seu uso como promotor de 

crescimento e a IN N° 41 de 23 de outubro de 2017 que institui o Programa de Nacional de 

Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos na Agropecuária. 

 

Mediante este contexto, o objetivo geral do estudo foi identificar a microbiota bacteri-

ana presente em amostras de cloaca e traqueia de frangos de corte e de postura, pesquisar a 

resistência aos antimicrobianos nas cepas isoladas e detectar a presença de genes de virulência 

e resistência aos antimicrobianos nas cepas de Escherichia coli. 

 

Os objetivos específicos do estudo foram:  

 Avaliar as condições higiênico sanitárias e estruturais das instalações de produção. 

 Isolar e identificar fenogenotipicamente as espécies de Staphylococcus spp., Bordetella 

spp. e família Enterobacteriaceae circulantes em ambientes de produção avícola. 

 Identificar o perfil de resistência fenotípica a antimicrobianos selecionados em cepas de 
Staphylococcus spp., Bordetella spp. e Enterobacteriaceae, Enterococcus spp. 

 Identificar genes codificadores de resistência a antimicrobianos β-lactâmicos em cepas de 
Staphylococcus spp. 

 Identificar a presença de genes codificadores de resistência a diferentes antimicrobianos 

em E. coli. 

 Identificar a ocorrência de genes de virulência relacionados à adesão e produção de toxi-
nas em cepas de Escherichia coli. 

 Agrupar as cepas de E. coli em grupo filogenéticos. 

 Identificar as cepas de E. coli patogênica aviária (APEC). 

 Identificar os grupos de incompatibilidade plasmidiais prevalentes nas cepas de E. coli. 
O presente trabalho aborda a identificação da resistência antimicrobiana e a análise 

dos fatores de virulência em cepas bacterianas oriundas de ambiente de produção avícola no 

estado do Rio de Janeiro como subsídio para à compreensão do impacto destes fatores sobre a 

sanidade animal e da importância da pressão de seleção positiva na dispersão dos genes en-

volvidos na resistência detectada.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Produção Avícola  

2.1.1 Produção mundial 

No mundo a segunda carne mais consumida é a de frango representando 34,34% da 

produção mundial conforme demostra o gráfico 1. Entre os diferentes países os Estados Uni-

dos são os maiores produtores e maiores consumidores de carne de frango, sozinhos são res-

ponsáveis por 20,62% da produção e 17,67% do consumo mundial, o Brasil, por sua vez, é o 

segundo maior produtor deste tipo de carne com 14,59%, e o quarto maior consumidor com 

10,49% conforme gráficos 2 e 3. A produção de frangos chinesa sofreu retração de 8% em 

2016 e 6% em 2017 devido a ocorrência de Influenza Aviária de Alta Patogenicidade naquele 

país. Tal ocorrência beneficia o Brasil, que até 2010 possuía menos de 40% do mercado chi-

nês, mas em 2016 estava próximo dos 90% sendo que para 2018 há expectativa de manuten-

ção do mercado (USDA, 2017).  

2.1.2  Produção nacional 

O produto interno bruto nacional fechou o ano de 2016 em R$ 6,3 trilhões, com que-

das significativas na indústria (3,8%), serviços (2,7%) e setor agropecuário (6,6%) (IBGE, 

2017). O complexo carnes correspondeu a 5,96% das exportações brasileiras de janeiro a no-

vembro de 2017, sendo, 2,8% apenas de carne de frango (BRASIL, 2017). O setor emprega 

3,6 milhões de pessoas diretamente em matadouros frigoríficos, criações a campo, entreposto 

de ovos, fábricas de ração, fábricas de produtos não comestíveis.  Indiretamente movimenta 

outros setores como; produção de soja, milho, farmacêutico e de máquinas (UBABEF/ABPA, 

2016).  

Os principais estados brasileiros produtores estão localizados na região Sul e possuem 

perfil exportador, são eles; Paraná que é responsável por 33,46% da produção, Santa Catarina 

responsável por 16,06% e Rio Grande do Sul por 14,11%. Os estados da região sudeste pos-

suem perfil de produção para consumo no mercado interno, sendo; São Paulo o principal pro-

dutor, responsável por 9,33% da produção nacional, seguido por Minas Gerais (7,88%) e Es-

pírito Santo (0,60%) (ABPA, 2017).  Nos últimos anos a região Centro-Oeste vem ganhando 

destaque na criação de aves para abate devido à proximidade da produção de grãos (UBA-

BEF, 2016). 

A organização setorial geralmente funciona com o matadouro frigorífico sendo a figu-

ra central, trabalhando em regime de integração com pequenos produtores. A empresa fornece 

ração, assistência médico veterinária e os pintinhos e, em contrapartida, o produtor tem a cer-

teza da venda dos animais ao final do ciclo de produção (ABPA, 2016). Para acompanhar a 

grande demanda pela carne de frango, aspectos da produção como melhoramento genético, 

nutrição, sanidade e manejo estão expandindo no mercado e fornecem subsídios para o cres-

cimento exponencial do setor aviário (BRASIL, 2009; FUKAYAMA et al., 2005).  Segundo 

Castro (2010), o Brasil possui os melhores índices de produtividade e sanidade do mundo.  

Em 2016 o Brasil exportou, em média, 4.384 mil toneladas de carne de frango gerando 

uma receita de 6.848 milhões de dólares. Os produtos avícolas nacionais tiveram como prin-

cipais destinos o Oriente Médio e a Ásia (ABPA, 2017). 

2.1.3  Produção estadual - histórico e contexto atual 

Historicamente, a produção avícola nacional teve seu berço na época da colonização 

portuguesa, quando as primeiras aves foram trazidas ao Brasil para as regiões litorâneas, onde 

está compreendido também o Rio de Janeiro. Com a vinda da família real para o Brasil, em 

1806, o consumo da carne de galinhas e frangos foi difundido, pois seus integrantes eram 
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grandes apreciadores desse tipo de carne. Nos primórdios essas aves eram mestiças, produto 

de cruzamentos ao longo dos séculos, e povoavam os quintais das casas brasileiras. A avicul-

tura se desenvolveu, primeiramente, nas cidades litorâneas e de forma artesanal. Com o cres-

cimento econômico e populacional de cidades do interior, graças principalmente ao ciclo de 

mineração do ouro, maiores necessidades de alimentação estimularam a produção com fins 

comerciais. Os primeiros estudos que foram conduzidos no Brasil foram realizados no estado 

do Rio de Janeiro e tiveram como objetivo, selecionar entre as aves importadas, a que melhor 

se adaptaria e daria maior retorno econômico aos criadores brasileiros. Tais estudos foram 

realizados pela empresa Leste Basse-Cour em 1895 (UBABEF, 2011).  

O Brasil, porém, crescia muito rapidamente e, graças a pioneiros como Delgado de 

Carvalho e J. Wilson da Costa, que estudaram técnicas de manejo europeias e norte-

americanas, foram lançadas as bases de uma verdadeira avicultura industrial para atender à 

expansão populacional brasileira. Em 1913 foi fundada em São Paulo a Sociedade Brasileira 

de Avicultura, com regimento inspirado na American Poultry Association e a partir daí a avi-

cultura galgou mais um degrau para o seu desenvolvimento. Foram criadas em certos estabe-

lecimentos avícolas, por iniciativa de seus proprietários, escolas práticas de avicultura, a 

exemplo da Ascurra Basse-Cour, do Rio de Janeiro, entre outras. Iniciava-se a preocupação 

com a qualidade do produto a ser oferecido aos consumidores (UBABEF, 2011). 

Os anos 30 foram marcados pela modernização da economia brasileira e, consequen-

temente, também para a avicultura no país. O setor já era visto como uma boa fonte de riqueza 

para o Brasil quando o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento ajudou a aperfei-

çoar a produção. Um dos seus investimentos foi a construção da estação de avicultura na Es-

cola Nacional de Agronomia, em Seropédica (RJ). Ao mesmo tempo, organizava-se no Rio de 

Janeiro a Cooperativa Nacional de Avicultura, com o objetivo de instalar cooperativas dessa 

indústria em todo o território nacional, o que representou um grande passo para o desenvol-

vimento da produção e do comércio de galinhas e de ovos no país (UBABEF, 2011). 

São José do Vale do Rio Preto sofreu retrocesso econômico devido à queda do ciclo 

do café entre os anos de 1888 e 1920, com isso, abriu-se espaço para um novo ciclo econômi-

co, onde a avicultura foi responsável pela retomada do desenvolvimento da região. A avicul-

tura no município se desenvolveu tanto que a cidade foi considerada o maior centro avícola da 

América do Sul nas décadas de 50 e 60. A criação de aves para corte e postura ajudou no de-

senvolvimento de outros municípios da região serrana do Rio de Janeiro, pois os resíduos da 

criação das aves eram utilizados como adubo na agricultura (IBGE, 2016). 

A importação de linhagens dos Estados Unidos no início dos anos 1960, para corte e 

postura, aprimorou o plantel avícola brasileiro e contribuiu decisivamente para consolidar o 

caráter industrial dessa atividade no país (UBABEF, 2011).  

Atualmente, embora o estado do Rio de Janeiro não esteja no mapa de abate de fran-

gos do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, a criação de frango de corte é 

uma das principais atividades econômicas de sua região serrana, junto com a produção de 

hortaliças e leguminosas (BRASIL, 2018; ABPA, 2017; IBGE, 2014). É notório que a produ-

ção fica limitada ao consumo interno do estado, o que acarreta a ausência de abatedouros que 

estejam registrados junto ao Serviço de Inspeção Federal. Isto pode explicar a dificuldade 

observada na captação de dados de produção e a existência de granjas não registradas junto ao 

Serviço de Defesa Animal do Estado (SIAPEC-RJ, 2018; BRASIL, 2018). 

Este cenário histórico e a importância da avicultura para a economia da região serrana 

justifica o desenvolvimento de projetos que ampliem a compreensão das suas fragilidades no 

que diz respeito ao monitoramento sanitário e a circulação de genes de resistência, conside-

rando a utilização deste ambiente por décadas para esta finalidade.  
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2.2 Bactérias de Importância em Produção Avícola Cujo Monitoramento Não é Preco-

nizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento  

2.2.1 Escherichia coli 

Escherichia coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae, caracteriza-

da como bacilo Gram negativo, anaeróbio facultativo, o qual faz parte da microbiota entérica 

dos mamíferos e da maioria das aves. E. coli, é mesófila sendo capaz de desenvolver-se em 

temperaturas que variam de 18°C a 44°C, porém sua temperatura ótima de crescimento está 

entre 37°C a 41°C. Seu tamanho varia de 1,1 a 1,5 μm por 2 a 6 μm e produzem colônias de 

formas lisas ou rugosas em meio solido, sendo possível o aparecimento de colônias mucoides. 

Além disso, fermenta a lactose, com produção de ácido e gás após a fermentação de maltose, 

glicose, manose, manitol, xilose, glicerol, ramnose, arabinose e sorbitol pela maioria das 

amostras (KONEMAN et al., 2012). As cepas patogênicas de E. coli são divididas, de acordo 

com os sintomas clínicos e os mecanismos da patogenicidade, em diferentes grupos que po-

dem variar em seus períodos de incubação e duração da enfermidade (FORSYTHE & 

STEPHEN, 2010). 

A tipagem sorológica é largamente empregada para a caracterização de E. coli, sendo o 

utilizado esquema de Kauffmann que classifica os sorotipos de acordo com os antígenos que 

as cepas apresentam. O método de sorotipagem mais frequentemente empregado baseia-se na 

pesquisa dos antígenos somático (O), flagelar (H), capsular (K) e fimbrial encontrados em 

estruturas presentes na superfície das células bacterianas classificando este agente em soro-

grupo e sorotipos (FRANCO, 2002; NATARO & KAPER; 1998). O antígeno somático (O) é 

termoestável (121°C por 2 horas) e está relacionado com uma cadeia de polissacarídeo de 

membrana externa que se projeta para o espaço extracelular. É um constituinte importante do 

LPS (lipopolissacarideo), em conjunto com o lipídeo A e o core, fração intermediária compos-

ta por oligossacarídeo que liga covalentemente o lipídeo A ao antígeno somático. O LPS é 

liberado na multiplicação bacteriana e possui um papel importante no processo inflamatório. 

O antígeno flagelar (H) é termolabil (100°C por 30 min) e possui estrutura de natureza protei-

ca, já o antígeno capsular (K) é termoestável e está relacionado com polissacarídeos capsula-

res. O antígeno fimbrial (F) forma um quarto sistema de sorotipagem, especificamente para as 

cepas que apresentam essas estruturas e são importantes na patogênese (FRANCO, 2002; 

NATARO & KAPER, 1998). Além disso, são utilizados como antissoros, estando disponíveis 

apenas para um grupo reduzido de cepas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005; BERTS-

CHINGER & FAIRBROTHER, 1999). 

A função dos antígenos somáticos ainda não está totalmente elucidada, mas sabe-se 

que determinados grupos somáticos (O) possuem correlação com fatores de virulência, como 

produção de toxinas (EVANS et al., 1997).  A produção de fatores de virulência e os meca-

nismos pelos quais esses fatores levam a uma doença, permitem a classificação das cepas de 

E. coli patogênicas em grupos ou patótipos. Os patótipos de E. coli que ocorrem em humanos 

são divididos em: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. 

coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli enteroinvasiva 

(EIEC), E. coli de aderência difusa (DAEC) e E. coli extra-intestinal (ExPEC). Em aves, há 

ainda definido um patotipo E. coli patogênica aviário (APEC) (CROXEN & FINLAY, 2010). 

2.2.2  Importância da E. coli na sanidade avícola 

Existem cepas de E. coli que são capazes de causar doença extraintestinal em aves, es-

sas cepas são denominadas APEC (Avian pathogenic E. coli) e pertencem ao sorogrupo Ex-

PEC. A APEC é o agente etiológico da colibacilose, podendo a doença apresentar-se de duas 

formas: aguda, que é caracterizada por septicemia e elevada mortalidade, e subaguda, sendo 

caracterizada por hepatite, pericardite, aerosaculite, salpingite e postura interna em poedeiras 
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(HUJA et al., 2015, 2014; HOUSDEN & KLANTHOUS, 2012; HANCOCK et al., 2008; 

GUILVOUT et al., 1995). Estima-se que de 15 a 20% das amostras que compõem a microbio-

ta de aves podem ser consideradas potencialmente patogênicas por possuírem determinados 

fatores de virulência capazes de causar doença (FERREIRA & KNOBL, 2009).  

A colibacilose além de possuir elevada prevalência, causa elevada mortalidade e con-

denações nos abatedouros, levando a grandes perdas a agroindústria nacional, como observa-

do por Ferreira e colaboradores (2012). Estes autores, ao analisarem os dados da Coordenado-

ria de Inspeção de Produtos de Origem Animal, apontaram a colibacilose (19,76%) como a 

principal causa das condenações de carcaças de aves ocorridas no ano de 2010 no Rio Grande 

do Sul.  

2.2.3 Importância da E. coli na saúde pública  

A similaridade genética entre APEC e Escherichia coli Uropatogênicas (UPEC) suge-

re uma origem ancestral comum. Este fato fez surgir hipóteses de que os animais de produção 

pudessem atuar como reservatórios de estirpes potencialmente patogênicas para humanos, 

reforçando a ideia de que as doenças causadas por cepas patogênicas seriam zoonoses (BER-

GERON et al., 2012; CHASETOPPING et al., 2012; CROXEN et al., 2010). 

Existem vários sorogrupos de E. coli que estão envolvidos em intoxicações, toxinfec-

ção ou infecção em humanos, são eles: A EHEC que é responsável por causar diarreia sangui-

nolenta, colite hemorrágica, síndrome hemolítica urêmica (HUS) e púrpura trombótica trom-

bocitopênica. Esse grupo inclui a E. coli produtora de shigatoxina (STX-I e STX-II), sorova-

res O157:H7, O26:H11 e O111:NM. A ETEC que tem sido conhecida como causadora da 

diarreia dos viajantes. Além disso, esse patótipo causa diarreia aquosa, com aparência similar 

a água de arroz, e produz febres baixas. As cepas de ETEC produzem dois tipos de enteroto-

xinas: uma do tipo cólera, chamada de toxina termolabil (LT), e uma segunda toxina diarreica 

denominada toxina termoestável (ST). Toxinas termoestáveis são definidas como aquelas ca-

pazes de manter atividade após o tratamento térmico a 100°C por 30 minutos. Permitindo a 

colonização do microrganismo na parte proximal do intestino delgado. Já a EPEC promove 

quadros de diarreia aquosa em crianças. Esse patótipo também é capaz de causar vômitos, 

febre e diarreia aquosa contendo muco, porém não sanguinolenta. Nestes casos, o microrga-

nismo coloniza as microvilosidades de todo o intestino e produz lesão característica de adesão 

e desaparecimento (“attaching and effacing”; A/E) nas bordas da microvilosidade 

(FORSYTHE & STEPHEN, 2010).  

A EAEC (ou EAggEC) é capaz de causar diarreia aquosa persistente, sobretudo em 

crianças, com duração superior a 14 dias. Esse microrganismo alinha-se em fileiras paralelas 

descritas como “empilhamento de tijolos”, tanto em tecidos celulares quanto em lâminas, 

promovendo uma aderência agregada (AA). A EAEC produz uma toxina termossensível rela-

cionada antigenicamente à hemolisina, mas que não é hemolítica, e uma toxina termoestável 

codificada por um plasmídeo (EAST1) sem qualquer relação com a enterotoxina termoestável 

da ETEC. A premissa é que a EAEC fique aderida à mucosa intestinal e produza as enteroto-

xinas e citotoxinas, as quais resultam em diarreia secretória e em danos a mucosa. Essa bacté-

ria tem sido associada a má nutrição e retardo de crescimento, na ausência de diarreia.  As 

cepas de EIEC colonizam o colo e causam febre e diarreias profusas contendo muco e sangue. 

Além disso, contém um plasmídeo de 120 a 140 mD responsável pela inatividade, o qual car-

rega todos os genes necessários para virulência. Por fim a DAEC, que tem sido associada com 

diarreia em alguns estudos, mas não de forma consistente (FORSYTHE & STEPHEN, 2010). 

Existem relatos na literatura de infecções naturais em galinhas e perus por cepas de E. 

coli do clássico sorotipo entero-hemorrágico O157:H7, produtor da toxina Stx (HEUVELINK 

et al., 1999; PILIPCINEC et al., 1999). Embora o risco sanitário representado por amostras 

diarreinogenicas pareça pouco representativo no Brasil, os profissionais envolvidos na cadeia 
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de produção de produtos de origem aviária devem estar alertas para os riscos relacionados as 

amostras extra-intenstinais (ExPEC). A similaridade da estrutura clonal de estirpes APEC 

com as de E. coli uropatogênicas (UPEC) e E. coli meningite neonatal (NMEC) humanas, 

pode sugerir que as aves atuem como reservatórios de ExPEC (BERGERON et al., 2012; 

KARIYAWASAM et al., 2007).  

2.2.4 E. coli resistente aos antimicrobianos da classe β-lactâmicos, tetraciclinas, sulfo-

namidas e quinolonas  

Além das perdas econômicas que as infecções provocadas pela Escherichia coli cau-

sam às indústrias, também deve ser considerado o potencial de disseminação de genes de re-

sistência associado a este microrganismo. Em 2015, Koga e colaboradores, ao pesquisarem a 

ocorrência de E. coli produtoras de β-lactamase em carcaças de frango no estado do Paraná 

em 2013, verificaram que, 65% das carcaças estudas possuíam E. coli produtora de β-

lactamase do tipo ESBL. A detecção de E. coli produtoras de β-lactamase não tem sido um 

problema apenas no Brasil, ocorrendo em diversos outros países, como observado por Dierikx 

et al. (2013), que ao monitorar vinte e seis granjas na Holanda, encontrou a presença de Es-

cherichia coli produtoras de ESBL (β-lactamase de espectro estentido) e AmpC provenientes 

de cloaca de aves e trabalhadores das fazendas, todas as granjas apresentaram cepas produto-

res de β-lactamase, assim como, 33% (8/18) dos trabalhadores. Os resultados encontrados por 

Dierikx et al. (2013) foram semelhantes aos de Smet et al. (2008) na Bélgica e ao de Mesa et 

al. (2006) na Espanha, mostrando que aves podem ser reservatórios de E. coli produtoras de 

β-lactamase. A disseminação de cepas de E. coli resistentes a antimicrobianos dificulta o tra-

tamento de infecções no homem, provocando problemas de saúde pública. 

Tetraciclina é um antibiótico de largo espectro que atua bloqueando a síntese proteica 

(ROBERTS et al., 1996). Estudos tem mostrado diferentes prevalência da resistência a tetra-

ciclina entre cepas de E. coli provenientes de humanos e animais. Brayan et al. (2004) achou 

47% de prevalência de resistência a tetraciclina em cepas oriundas de frangos, enquanto Miles 

(2006) achou 82,2% e 43,8% em cepas de E. coli isoladas de aves e humanos respectivamen-

te. Jones & Ricke (2003), examinaram a resistência antimicrobiana em isolados de E. coli 

obtidos de aves com colisepticemia e foi observado que, 17,1% das cepas foram resistentes a 

sulfonamidas e tetraciclinas.  

As quinolonas, são antimicrobianos bactericidas que inibem a atividade catalítica da 

DNA girase bacteriana (Topoisomerase II) e Topoisomerase IV, que são essenciais para a 

replicação e transcrição do DNA bacteriano (SHARMA et al., 2009). Durante os últimos 

anos, elevadas taxas de resistência a quinolonas foram observadas em cepas de E. coli e Kleb-

siella pneumoniae oriundas de infecções urinárias e intra-abdominais em humanos (SALLES 

et al., 2013). Tais resultados se repetem em isolados de origem animal, como observado por 

Bezerra et al. (2016), que ao estudar cepas de E. coli oriundas de frango de corte da região 

nordeste do Brasil obteve 91,4% de cepas resistentes a ciprofloxacina.  

As sulfonamidas são antimicrobianos que possuem efeito bacteriostático e atuam ini-

bindo o metabolismo do ácido fólico (ANVISA, 2007). Braga et al. (2016) verificou que 30% 

das cepas de E. coli envolvidas em casos de osteomilelite e artrite obtidas entre 2012 e 2014 

em Minas Gerais apresentaram resistência a sulfonamida com trimetopina. Enquanto Bezerra 

et al. (2016), ao estudar o mesmo agente na região nordeste do Brasil, observou a ocorrência 

de resistência ao referido antimicrobiano em 100% das cepas isoladas.  

Para a utilização dos β-lactâmicos, sulfonamidas e tetraciclinas em animais de produ-

ção o MAPA em 2009 lançou a IN-26 de 09 de julho de 2009, onde proibiu a utilização das 

referidas drogas como aditivos alimentares e liberando a utilização na forma terapêutica 

(BRASIL, 2009). 
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2.2.5 E. coli resistente a colistina  

A colistina é um antimicrobiano de amplo espectro da família das polimixinas que 

atuam sobre Gram negativos, incluindo muitas espécies da família Enterobacteriaceae. As 

duas polimixinas usadas de forma terapêutica atualmente são polimixina B e polimixina E, 

onde a diferença é a substituição do aminoácido fenilanina da polimixina B pela leucina na 

polimixina E (BRASIL, 2007). 

A colistina foi muito utilizada como promotor de crescimento em todo o mundo e 

também no Brasil. No entanto, também tem importante uso médico pois devido ao aumento 

do isolamento de cepas da família Enterobacteriaceae, produtora de enzimas carbapenemase 

como a KPC-2 (Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2) e NDM-1 (New Delhi metallo-β-

lactamase-1), resultou no aumento do uso da colistina em humanos (CDDEP, 2015; MUNOZ 

et al., 2013; KUMARASAMY et al., 2010).  

Por muitos anos a resistência a colistina não foi considerada problema porque a resis-

tência clínica era cromossomal e restrita aos hospitais, até a descoberta do mcr-1. O gene mcr-

1 codifica a resistência à colistina, promovendo a modificação do lipídio A, diminuindo dessa 

forma a afinidade do antimicrobiano pelo seu alvo. Em 2015, Liu e colaboradores, descobri-

ram que o gene mcr-1 estava presente em um plasmídeo pela primeira vez. Tal plasmidio, 

designado de pHNSHP45, que é um plasmídeo do tipo IncI2 possui elevada capacidade de 

transmissão in vitro entre cepas de Escherichia coli e poderia ser transmitido para a E. coli 

ST131 e Klebsiella pneumoniae ST11, bem como para Pseudomonas aeruginosa, sugerindo 

também que o mcr-1 poderia disseminar-se rapidamente entre os patógenos humanos. O 

plasmídeo do tipo IncI2 possui importância epidemiologia na China, em outros lugares do 

mundo existem descrições da ocorrência do gene mcr-1 nos plasmídeos dos tipos IncI2, In-

cHI2 e IncX4 enquanto no Brasil o prevalente é o IncX. (YANG et al., 2017; FERNAN-

DES et al., 2017). 

Acredita-se que, independentemente da pressão de seleção, o plasmídeo contendo o 

gene mcr-1 será mantido em populações da família Enterobacteriaceae, facilitando a disse-

minação na população humana.  A elevada prevalência do gene mcr-1 em Escherichia coli 

oriundas de cortes cárneos (14,9%) e em aves (4,9% a 28%) sugere que o gene está dissemi-

nado em animais de produção na China, porém possui baixa prevalência em cepas humanas. 

Dessa forma, acredita-se que a resistência à colistina mediada pelo gene mcr-1 foi gerada em 

animais de produção e subsequentemente transmitida ao homem pois, tal antimicrobiano ra-

ramente é utilizado em humanos (LIU et al., 2015). A preocupação de disseminação do gene 

através do plasmídeo levou a proibição do seu uso como promotor de crescimento no Brasil. 

A IN-45 de 22 de novembro de 2016, proibiu o uso como aditivo e liberou o uso na forma 

terapêutica ou profilática (BRASIL, 2016).  

2.2.6 Fatores de virulência relacionados a E. coli 

Para que E. coli cause a colibacilose é necessário que a cepa envolvida possua fatores 

de virulência, como adesinas, invasinas, toxinas, sistema de captação de ferro (sideróforos), 

que estão envolvidas na colonização, adesão, invasão e sobrevivência no hospedeiro (GHU-

NAIM et al., 2014; JEONG et al., 2012).  

Em estudo recente foi observado que os sorotipos mais frequentes entre as cepas 

APEC foram O78 (57,58%), O2 (4,55%) e O18 (3,03%), apontando que o sorotipo não pode 

ser considerado de modo isolado para um diagnóstico efetivo por não refletir a virulência das 

cepas (PAIXÃO et al., 2016). Dessa forma, o emprego de técnicas moleculares para detecção 

de genes que permitam a caracterização da virulência bacteriana tem permitido avanços nestas 

análises (NAKAZATO et al., 2009).  
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Johnson e colaboradores (2008) ao estudarem a prevalência de 46 genes de virulência 

em cepas APEC e AFEC (Avian fecal comensal), observaram que a prevalência do gene de 

virulência receptor de siderófilo Samochelin (iroN), gene codificador de protease de membra-

na externa epissomal (dompT), gene codificador de hemolisina putativa de E. coli aviária 

(hlyF), gene de sobrevivência ao soro (iss), e gene receptor de siderofilo aerobactina (iutA) 

foram elevados nas cepas APEC e baixos nas AFEC. As cepas AFEC possuíam apenas um ou 

dois genes, enquanto as cepas APEC possuíam três ou mais, mostrando que a presença em 

conjunto desses genes pode ser utilizada para identificação de cepas patogênicas para aves. 

A aquisição de ferro protege a bactéria contra a imunidade humoral e a acumulação 

desses genes é um fator de risco em potencial para a infecção pela APEC (PAIXÃO et al., 

2016; JANBEN et al., 2001). A apresentação de mais de um gene relacionado ao ferro pode 

permitir a sobrevivência das cepas APEC em condições diferentes, sugerindo que estas prote-

ínas de aquisição de ferro tenham um importante papel na patogenicidade das cepas, especi-

almente nas septicemias causadas por bactérias. 

A habilidade de sobreviver e crescer no soro, onde a concentração de ferro é extrema-

mente baixa, parece ser determinante para as cepas APEC, influenciando diretamente na sua 

patogenia (GAO et al., 2012). Os determinantes genéticos envolvidos com a patogenicidade 

das cepas APEC ainda não estão totalmente esclarecidos (MULATA et al., 2016). 

2.2.7 Staphylococcus spp. 

Bactérias do gênero Staphylococcus, pertencente à família Staphylococcaceae, são ca-

racterizadas como cocos Gram positivos e tendem a formar grupamentos em arranjos seme-

lhantes a “cachos de uva”. Geralmente as colônias possuem coloração branca, opacas e com 

mais de 4 mm de diâmetro, e em ágar sangue de carneiro pode ser observada hemólise. A 

maioria são aeróbios facultativos, halotolerantes, produtores da enzima catalase, imóveis, oxi-

dase negativos e não formadores de esporos. O gênero Staphylococcus está presente na pele e 

microbiota nasal, causando infecções oportunistas em seres humanos e vários animais (SA-

SAKI et al., 2010).  Colonizam as mucosas, especialmente de mamíferos e aves, onde eventu-

almente podem ocasionar um processo infeccioso em decorrência de alterações teciduais do 

hospedeiro, como traumas (GRIFFETH et al., 2008). Infecções estafilocócicas estão entre as 

doenças oportunistas mais comuns, o que tem levado a práticas de controle dos patógenos 

deste gênero, tanto em hospitais veterinários quanto em humanos (WEESE et al, 2012). 

O gênero Staphylococcus é subdividido em dois grandes grupos: coagulase-positivos 

(ECP) e coagulase-negativos (ECN). Os ECP produzem a coagulase, enzima que leva a for-

mação de coágulos de fibrina no tecido do hospedeiro, dificultando seu reconhecimento e 

fagocitose por parte do sistema fagocitário mononuclear. Outras espécies de estafilococos que 

não produzem a enzima coagulase são denominados de ECN. A produção de coagulase está 

relacionada a patogenicidade, onde algumas espécies do gênero têm causado várias doenças 

devido a produção de uma série de enzimas e toxinas, invasão de células e tecidos do hospe-

deiro, e sua habilidade de escapar do sistema imunológico (MURRAY et al., 2010).  

OS ECPs são representados de modo geral por sete espécies: Staphylococcus aureus, 

S. schleiferi subsp. coagulans, S. lutrae, S. hyicus, S. intermedius, S. delphini, S. pseudinter-

medius, sendo os três últimos pertencentes ao grupo do S. intermedius (SIG) (TAPONEN et 

al., 2012; SASAKI et al., 2010). Durante anos essas espécies foram identificadas fenotipica-

mente apenas como S. intermedius, porem com avanço da biologia molecular, novas técnicas 

permitiram distingui-las das demais, o que levou a criação do grupo SIG (DEVRIESE et al., 

2008). 

Os ECNs são frequentemente encontrados na pele e mucosa de humanos e animais 

sendo patógenos oportunistas e presentes em infecções nosocomiais, associadas a pacientes 
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imunocomprometidos ou com implantes de dispositivos médicos (OTTO, 2012; ROGERS et 

al., 2009). 

2.2.8 Importância do Staphylococcus spp. na sanidade avícola 

As doenças infecciosas são as principais responsáveis por perdas econômicas em cria-

ções de aves. Em particular, os estafilococos coagulase-positivos (ECP) atuam como agente 

etiológico em algumas patologias, especialmente S. aureus (CORRAND et al., 2012). No en-

tanto, existem relatos de estafilococos coagulase negativo (ECN) sendo responsáveis por cau-

sar doenças em aves. As lesões mais associadas à infecção por Staphylococcus spp. em aves 

são artrites, sinovites, condronecrose e osteomielite, dermatite gangrenosa, pododermite, on-

falite, septicemia, blefarite e osteomielite mandibular (HUYNH et al., 2014). Tais lesões são 

responsáveis por causar condenações parciais ou totais, dependendo da extensão da lesão, em 

abatedouros frigoríficos, pois constam tanto no regulamento de inspeção industrial de produ-

tos de origem animal quanto na portaria 210 (BRASIL, 2017; BRASIL, 1998).   Em 2016, 

Stępień-Pyśniak e colaboradores, relataram a ocorrência de endocardite com lesões de válvu-

las atrioventriculares esquerda, focos necróticos de tamanho variável no fígado e aumento na 

mortalidade provocadas por infecção ocasionada por Staphylococcus simulans nesses ani-

mais. 

Fatores como cama com elevada umidade, superlotação, pequeno espaço de tempo en-

tre a retirada e alojamento de lotes, condições precárias de higiene e equipamentos contami-

nados colaboram com a manutenção do agente no ambiente, sendo dessa forma fatores de 

risco para o aparecimento de dermatite gangrenosa e celulite nos lotes (UZAL et al., 2017). A 

análise filogenética de S. aureus oriundos de aves indica que todos os isolados estão intima-

mente relacionados entre si, não existindo separação entre patogênicos e não patogênicos, 

sugerindo que infecções em aves são causadas por cepas comensais (LOWDER et al., 2009). 

Sendo, a severidade da doença relacionada à linhagem genética da ave e presença de doenças 

imunossupressoras nos lotes (BOZORGMEHRI et al., 2007). 

2.2.9 Importância do Staphylococcus spp. na saúde pública 

Além de estar relacionado a perdas econômicas devido ao aumento da mortalidade em 

criações de aves, os Staphylococcus aureus é o patógeno mais presente em toxinfecção ali-

mentar no homem (AYDIN et al., 2011). Foi estimado por Pires e colaboradores em 2012 que 

os produtos cárneos de origem avícola estão entre as principais fontes de infecção por esse 

microrganismo tornando-se de grande importância na segurança alimentar (AKBAR et al., 

2013).  

Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) pertencem ao grupo dos patógenos opor-

tunistas que causam infecções em animais e humanos, sendo neste último caso associados a 

endocardite, septicemia e infecções sanguíneas (BECKER et al., 2014). Staphylococcus galli-

narum pertence ao grupo dos ECNs e tem sido constantemente isolado da saliva de humanos 

saudáveis, porém o primeiro relato de ocorrência de infecção no homem foi descrito em paci-

ente portador de hepatite B crônica que possuía contato frequente com aves (YU et al., 2008; 

OHARA et al., 2008). Existem vários outros relatos de infecções em humanos causadas por 

este microrganismo como; em lesão de endoftalmite traumática, septicemia em paciente por-

tador de osteosarcoma metastático e em pacientes portadores do vírus da hepatite C (OTERO 

et al., 2012; TIBRA et al., 2010).  Além dos ENCs terem a capacidade de causar doenças, os 

mesmos podem ser reservatórios e ajudarem na dispersão de genes de resistência a antimicro-

bianos (SCHOENFELDER et al., 2016). 
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2.2.10 Staphylococcus spp. resistentes aos antimicrobianos da classe β-lactâmicos e van-

comicina 

Staphylococcus spp. resistentes à meticilina são importantes tanto na medicina humana 

quanto na veterinária, pois apresentam resistência a todos os antimicrobianos da classe dos β-

lactâmicos (COHN et al., 2010). O gene mais importante que codifica a resistência é o mecA, 

que fica localizado em um elemento genético móvel chamado de cassete cromossômico esta-

filocócico mec (SCCmec). Existem diferentes tipos de SCCmec, e estes podem ser transferi-

dos via plasmídeo, transposons ou elementos genéticos móveis, e se integrar a ilhas de pato-

genicidade no genoma bacteriano (ITO & KATAYAMA, 2001). Os cassetes mec podem car-

rear outros elementos genéticos, como Tn554, pUB110 e pT181, que codificam resistência às 

outras classes de antimicrobianos. Por exemplo, os genes erm, que são os responsáveis pela 

resistência cruzada, expressa de maneira constitutiva ou induzida, a macrolídeos, lincosami-

das e estreptogramina B (MLSB), estão localizados no Tn554, presente no SCCmec tipos II e 

III (ROBERTS, 2008; ITO et al., 2001).  

O gene mecA codifica a produção de proteína ligante de penicilina de baixa afinidade 

chamada de PBP2a ou PBP2´, essa mudança impede a ligação da penicilina, mantendo dessa 

forma, a produção de parede celular normal (KURODA et al., 2001). 

 Na espécie S. aureus o gene mecA está amplamente difundido e também é encontrado 

em várias espécies de estafilococos coagulase negativos de origem animal e humana (HUBER 

et al., 2011). Nemeghaire e colaboradores (2014) encontraram 12,5% de Staphylococcus sciu-

ri meticilina resistente em frangos, enquanto em outro estudo realizado na Bélgica pelo mes-

mo autor foi encontrado 30%.  Tais resultados reforçam a importância do estudo da resistên-

cia a meticilina em estafilocococos coagulase negativa, pois além de causarem doenças em 

animais e no homem, os mesmos podem transferir os genes de resistência para o S. aureus 

(HANSSEN et al., 2006). 

Originalmente os S. aureus meticilina resistentes (MRSA) são patógenos hospitalares, 

porém em animais de produção, o suíno é considerado o maior reservatório de MRSA de se-

quência tipo 398 (ST398).  Todavia, existem relatos em outras espécies animais como em 

bovinos e aves (HUIJBERS et al., 2015; PERSOONS et al., 2009; LEONARD et al., 2008). A 

transmissão do MRSA ao homem não ocorre apenas no contato com animais de produção, 

podendo ser veiculada também através de carnes contaminadas durante a manipulação no 

interior dos matadouros, como relatado por Lee e colaboradores em 2003 e 2006 na Coreia, e 

por Kitai e colaboradores no Japão em 2005. De acordo com Barros e colaboradores (2011), 

no Brasil, mais precisamente em Pernambuco, aves de aptidão corte e postura tem apresenta-

do espécies de Staphylococcus com altas taxas de resistência antimicrobiana sendo encontra-

das em cinco ou mais antibióticos.  

Em estudos anteriores desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa em Bacteriologia Vete-

rinária a UFRRJ, apesar da elevada resistência fenotípica aos beta-lactâmicos, não era obser-

vada correlação entre tal resistência e a detecção do gene mecA em cepas oriundas de proces-

sos infecciosos em animais domésticos (MENDONÇA et al., 2012; SOARES et al., 2010). A 

busca por possíveis razões permitiu que Melo e colaboradores (2014) identificassem uma no-

va variante do gene mecA em Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina. A partir do 

sequenciamento e comparação do gene variante com o clássico mecA, observaram-se muta-

ções pontuais ao longo do gene, as quais impossibilitavam a detecção genotípica com primers 

anteriormente descritos, o que justificava a ausência de correlação fenogenotípica da resistên-

cia aos beta-lactâmicos nas cepas estudadas. A análise da presença de tal variante genética em 

cepas isoladas de diferentes espécies animais deve ser expandida de modo a subsidiar a real 

compreensão da resistência mediada por mecA em Staphylococcus spp. meticilina resistentes. 

Uma vez que a transferência horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp. e dos elemen-
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tos genéticos inseridos no SCCmec, resultou então na disseminação mundial de clones oxaci-

lina e multidroga-resistentes, tornando-se uma dificuldade adicional para o controle de infec-

ções causadas por este agente (ITO et al., 2001). 

2.2.11 Fatores de virulência relacionados ao Staphylococcus spp. 

Espécies de Staphylococcus spp. são reconhecidos por produzirem distintos fatores de 

virulência, o que contribui para o seu estabelecimento e manutenção da infecção. Dentre eles 

estão os fatores associados a produção de enzimas de degradação, juntamente com proteínas 

encontradas na superfície que reconhecem moléculas da matriz celular do hospedeiro e pro-

movem a colonização.  Após seu estabelecimento no tecido, esses microrganismos secretam 

uma infinidade de outros fatores para obter nutrientes, invadir, sobreviver e disseminar. Ou-

tros fatores incluem enzimas e exotoxinas, tais como: hemolisinas (alfa, beta, delta, e gam-

ma), leucocidinas e Dnases (HAVERI et al., 2008; EL-SAYED et al., 2006). Através da perda 

de integridade da pele provocada por arranhões e exacerbadas agressões entre aves, o S. au-

reus pode invadir o tecido subcutâneo com o auxílio da enzima hialuronidase, e instalar-se na 

musculatura e produzir toxinas termoestáveis causadoras de toxiinfecção alimentar no homem 

(UZAL et al., 2017; FERREIRA & FERREIRA, 2003).  

2.2.12 Bordetella spp. 

O gênero Bordetella pertence à família Alcaligenaceae possuindo nove espécies des-

critas. B. bronchiseptica, B. holmesii, B. avium, B. hinzii, B. pertussis and B. parapertussis 

causam infecções respiratórias em humanos, ovelhas e aves (KÖNIG et al., 2011). As espé-

cies de bordetelas estão dividas de duas formas, clássicas; que são B. pertussis, B. parapertus-

sis e B. bronchiseptica e as não clássicas que são as outras espécies. São bactérias Gram nega-

tivas pequenas com aparência cocobacilar, aeróbias, catalase-positivas, oxidase-positivas, não 

formadoras de esporos e móveis por flagelos peritríquios. Por não utilizarem carboidratos, 

obtêm energia principalmente da oxidação de aminoácidos e não apresentam qualquer reque-

rimento especial para o crescimento, crescendo bem em ágar MacConkey (QUINN et al., 

2005). 

2.2.13 Importância da Bordetella spp. na sanidade avícola  

Em avicultura a Bordetella é um gênero importante, principalmente a espécie Borde-

tella avium pois é o agente etiológico da Coriza Infecciosa dos Perus, causando impactos 

econômicos negativos na indústria. Bordetella hinzii frequentemente é encontrado colonizan-

do o trato respiratório de galinhas, porém seu potencial patogênico não havia sido comprova-

do e acreditava-se que a mesma fosse comensal, até que Register e colaboradores (2009) ao 

realizar infecções experimentais com diferentes cepas de B. hinzii verificaram que algumas 

cepas são patogênicas para galinhas enquanto a B. avium raramente é encontrada como pató-

geno primário causando doença em galinhas (ODUGBO et al., 2006; JACKWOOD, 1995). 

Outras espécies, como roedores e coelhos, podem sofrer infecção por B. hinzii sendo patogê-

nica em alguns casos (JIYIPONG et al., 2013). 

Em artigo publicado por Cobb e colaboradores em 2015 e reproduzido pela World Or-

ganization for Animal Health (OIE), a bordetelose entrou na lista das doenças aviárias que 

oferecem riscos sanitários as criações da Nova Zelândia, mesmo sem estar presente na lista da 

OIE. 

2.2.14 Importância da Bordetella spp. na saúde pública 

Em humanos, Bordetella hinzii, foi relacionado como agente patogênico principalmen-

te em pacientes imunocomprometidos (GADEA et al., 2000; KATTAR et al., 2000). COOK-

SON et al. (1994) foi o primeiro a descrever bacteremia em paciente portador do vírus da 
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imunodeficiência adquirida (HIV). Inicialmente o microrganismo foi identificado nas provas 

bioquímicas como Bordetella avium ou B. avium-like, porém, através da análise dos perfis de 

ácidos graxos, e posteriormente, técnica de hibridização do DNA, chegou-se à conclusão que 

haviam encontrado uma nova espécie, que seria a B. hinzii. Em 1996, Funke e colaboradores, 

isolaram duas cepas com diferentes perfis de resistência aos antimicrobianos de pacientes com 

fibrose cística. Desde então, existem diversos relatos de casos associando a B. hinzii a infec-

ções respiratórias (FABRE et al., 2015; FRY et al., 2007), septicemia (KATTAR et al., 2000) 

e colangite crônica em pacientes transplantados (ARVAND et al., 2004). 

Em relato de caso publicado por Arvand e colaboradores (2004) de paciente com co-

langite crônica e histórico de transplante de fígado, suspeita-se que Bordetella hinzii pode ter 

colonizado o intestino do paciente após ingestão de carne de aves e ter desenvolvido infecção 

ascendente dos dutos biliares.  Uma vez que o paciente não teve contato com aves ou outros 

animais.  

Durante o abate, todos os tecidos do trato respiratório devem ser retirados ao final da 

calha de evisceração, antes da carcaça entrar no processo de pré-resfriamento, conforme des-

crito na Portaria N° 210 de 10 de novembro de 1998 (BRASIL, 1998). Porém, mesmo com 

todos os cuidados, o Ministério da Agricultura e Silvicultura da Nova Zelândia, estimou que 

0.2% das carcaças de aves possuíam resquícios de tecidos respiratórios após o processamento. 

Além da falha no processamento, médicos veterinários não são capazes de identificar lotes 

infectados na inspeção ante-mortem. 

A ausência de biossegurança em granjas de produção avícola possibilita a veiculação 

da Bordetella hinzii para trabalhadores, moradores locais e transeuntes. De acordo com dados 

do Sistema Único de Saúde (BRASIL, 2014), no município de São José do Vale do Rio Preto 

(SJVRP-RJ), 19,2% dos óbitos foram relacionados a doenças do trato respiratório. Além dis-

so, sabe-se que o uso de promotores de crescimento, somado ao uso indiscriminado de anti-

microbianos na forma terapêutica e profilática em granjas industriais na região aumenta a 

pressão seletiva sobre cepas patogênicas, elevando o risco de dispersão de genes de resistên-

cia a antimicrobianos para o homem. 

2.2.15 Bordetella spp. resistente aos antimicrobianos da classe β-lactâmicos 

Loong et al (2016) ao estudar ratos de laboratório isolou nova espécie de bordetela não 

clássica com características filogenéticas próximas a B. hinzii, onde foi observada resistência 

aos antimicrobianos: amoxicilina com ácido clavulânico, ampicilina, cefuroxima e ceftaxima. 

Alem disso outros pesquisadores isolaram cepas de B. hinzii resistentes ou com resistência 

intermediaria a ampicilina, cefuroxima, cefotriaxona, cefotaxima e criprofloxacina de amos-

tras clínicas (RUIZ et al., 2013; FRY et al., 2007; FUNKE et al., 1996). Esses resultados de-

monstram que tanto os isolados não clássicos de Bordetella quanto os clássicos apresentam 

perfil de resistência aos antimicrobianos da classe dos β -lactâmicos, porém a única espécie 

que possui gene codificador de produção de β-lactamase (blaBOR-1) descrito é a B. bronchisep-

tica (LARTIGUE et al., 2005).  

2.2.16 Fatores de virulência relacionados a Bordetella spp. 

As bordetelas exibem mudança de fase que se relacionam com a virulência e são iden-

tificáveis pela aparência colonial. A virulência é mediada por vários fatores, incluindo uma 

hemaglutinina filamentosa, toxina dermonecrotica, pertactina e fímbrias que permitem a liga-

ção aos cílios do trato respiratório superior. Tais fatores de virulência estão conservados entre 

as espécies de Bordetelas clássicas (B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica), porem 

estão ausentes na B. hinzii, sendo necessários estudos mais aprofundados nesse sentido (RE-

GISTER et al., 2015).  



14 

 

A Bordetella avium não produz hemaglutina filamentosa, porém produz uma hemaglu-

tinina que aglutina especificamente hemácias e que está relacionada com a patogenicidade em 

perus jovens (QUINN et al., 2005). Diferentes cepas de B. avium podem produzir; endotoxi-

nas, citotoxina traqueal, toxina dermonecrótica termoestável e osteotoxina (RUMIŃSKA & 

KONCICKI, 1999). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostragem  

As amostras foram coletadas em dois estabelecimentos de aves comerciais de corte lo-

calizados na microrregião Serrana, e em uma granja de postura caipira localizada na micror-

região de Macaé, no estado do Rio de Janeiro, entre abril de 2015 e março de 2016. Foram 

realizadas duas visitas nas granjas de frango de corte e uma na granja de postura caipira, sen-

do coletados em cada visita 15 swabs de traqueia e 15 swabs de cloaca, totalizando 150 

swabs. A idade média dos animais foi de trinta e três dias de vida nas granjas de corte e ses-

senta e duas semanas na granja de postura caipira.  

As granjas 1 e 2 correspondem aos estebelecimentos de frango de corte e possuem ca-

pacidades de alojamento de 30.000 e 40.000 aves, respectivamente. A granja 3 corresponde a 

postura caipira e possui capacidade de alojamento de 17.000 aves. Os aspectos sanitários dos 

lotes, sinais clínicos, utilização de medicamentos e adequação de infraestrutura como; presen-

ça de muro ou cerca, tela de uma polegada, proximidade com outros produtores, proximidade 

da rua e de casas foram observados e registrados. Foram selecionadas aves que não estives-

sem se alimentando no momento da coleta, evitando dessa forma uma possível contaminação 

da amostra com ração. As aves foram contidas pelo dorso com as asas fechadas junto ao corpo 

por integrante da equipe do Laboratório de Bacteriologia Veterinária UFRRJ (LABAC-VET 

UFRRJ) devidamente treinado, enquanto o responsável pela colheta introduzia o “swab” na 

luz da traqueia e cloaca. Foi utilizado álcool 70% para antissepsia das mãos. Os “swabs” fo-

ram acondicionados e transportados em meio de Stuart (Absorve®) em temperatura ambiente 

e remetida imediatamente ao LABAC-VET UFRRJ. Os critérios e metodologia utilizada na 

coleita de material foram submetidos e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

do Intituto de Veterinária da UFRRJ certificado n° 3664040915 (anexo II). 

3.2 Isolamento e Identificação  

Para a granja 1 e 2 os isolamentos primários foram realizados em meio seletivo Ágar 

Mac Conkey (MC -HiMedia®), Eosina Azul de Metileno (EMB- HiMedia®) e Ágar Manitol 

Vermelho de Fenol (AMVF-HiMedia®), enquanto para a granja 3 foram utilizados apenas 

MC e EMB. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. No MC as colônias 

fermentadoras de lactose tornam o meio rosa e aquelas não fermentadoras ficam incolores 

(KONEMAN et al., 2012; HOGAN & SMITH, 2003) enquanto que no EMB as colônias fer-

mentadoras ficam negras. As colônias de Staphylococcus spp, foram obtidas a partir do cres-

cimento em AMVF, onde foram selecionados os isolados que utilizaram o manitol como fonte 

de carbono. A utilização do manitol pelo microrganismo diminuí o pH do meio, alterando a 

coloração de laranja para amarelo (KONEMAN et al., 2012). 

3.3 Identificação Proteômica Através da Técnica MALDI-TOF MS 

Todos os bastonetes Gram negativos obtidos através do isolamento em ágar EMB e 

MC e cocos Gram positivos provenientes do ágar MVF, foram preparados para identificação 

proteômica realizada no Laboratório de Investigação em Microbiologia Médica do Instituto de 

Microbiologia Paulo Góes (IMPG-UFRJ). 

Para tal, as cepas foram cultivadas em Agar BHI a 37 °C por 24 h. Cada cultura bacte-

riana foi transferida para a microplaca (96 MSP, Bruker - Billerica, EUA). Ao sedimento bac-

teriano foi adicionada uma solução de lise (ácido fórmico 70%, Sigma-Aldrich) em quantida-

de suficiente para cobrir o sedimento bacteriano. Em seguida, 1μL de solução da matriz (áci-

do alfa-ciano-4-hidroxi-cinâmico diluído em acetonitrila 50% e ácido trifluoracético 2,5%, 

Sigma-Aldrich) foi utilizado para cobrir o extrato bacteriano, para finalmente ser processado. 

Os espectros de cada amostra são gerados em um espectrômetro de massa (MALDI-TOF LT 
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Microflex Bruker, Bruker) equipado com laser de 337 nm de nitrogênio no modo linear con-

trolado pelo programa FlexControl 3.3 (Bruker). Os espectros são coletados na faixa de mas-

sas entre 2.000-20.000 m/s, e posteriormente analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 

(Bruker), com as configurações padronizadas para identificação bacteriana. O programa con-

fronta os espectros da amostra desconhecida com amostras de referência em um banco de 

dados. Os resultados obtidos variam em uma escala que vai de zero a três, sendo que quanto 

maior o valor, mais confiável será a identificação. Neste trabalho, considerou-se como uma 

identificação aceitável aquelas que apresentaram valores iguais ou superiores a dois. 

3.4 Identificação Fenotípica de Staphylococcus spp. 

Para a identificar os isolados que não obtiveram escore suficiente na técnica de MAL-

DI TOF, foi necessária a execução de provas fenotípicas de identificação do gênero Staphylo-

coccus.  Para tal, as colônias fermentadoras no AMVF foram submetidas à coloração de Gram 

para verificação das características morfotintoriais e também foram submetidas à prova do 

hidróxido de potássio (KOH) 3%, prova da catalase, prova da coagulase e resistência à baci-

tracina com disco de 0,04 UI (SENSIFAR -CEFARR). Os estafilococos são resistentes à baci-

tracina e crescem até a borda do disco, enquanto que os micrococos são sensíveis e apresen-

tam halo de, no mínimo 10 mm. Os isolados que apresentaram resultado negativo na prova da 

coagulase foram submetidos ao teste de resistência à novobiocina (5 μg) (SENSIFAR-

CEFARR). Os isolados que apresentaram halos menores que 16 mm foram considerados re-

sistentes à novobiocina, sendo posteriormente submetidos à prova de fermentação dos carboi-

dratos: maltose, sacarose, manitol, manose, trealose, xilose, rafinose, celobiose (KONEMAN 

et al., 2012). 

3.5 Detecção Fenotípica da Resistência aos Antimicrobianos 

3.5.1 Preparo do inóculo 

Após 18 a 24 horas de incubação a 35°C, as colônias foram ressuspendidas em solução 

salina até se obter uma turvação equivalente a escala 0,5 de McFarland, o que corresponde a 

uma concentração de, aproximadamente, 1,5 x 10
8
 UFC/mL. Como controle foram utilizadas 

as cepas padrão Escherichia coli ATCC25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CLSI, 

2014).  

3.5.2 Detecção fenotípica da resistência aos antimicrobianos para enterobacteriaceae e 

bordetella spp 

Os testes de disco difusão foram efetuados segundo a metodologia recomendada pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Foi realizado antibiograma de tria-

gem com: amoxicilina (AMO 10µg), amoxicilina com ácido clavulânico (AMC 30µg), cefo-

xitina (CFO 30µg), ciprofloxacina (CIP 5µg), gentamicina (GEN 10µg), imipenem (IMP 

10µg), sulfametoxazol-trimetoprima (SUT 25µg). Os pontos de cortes utilizados para detec-

ção de resistência fenotípica do gênero Bordetella spp. foram os mesmos da família Entero-

bacteriaceae como descrito por Loong et al. (2016). 

3.5.3 Pesquisa de β-lactamase em Isolados de E. coli e Bordetella spp. 

Os isolados de Escherichia coli e Bordetella spp. que apresentaram resistência à AMC, 

AMO ou CFO no teste de disco difusão de triagem foram submetidos à pesquisa para avalia-

ção da produção de β-lactamases. Foi realizado o antibiograma utilizando os seguintes discos 

de antibióticos: amoxicilina (AMO 10µg), ceftazidima (CAZ 30µg), cefoxitina (CFO 30µg), 

cefotaxima (CTX 30µg), aztronam (ATM 30µg), imipenem (IMP 10µg), cefepime (CPM 

30µg), e axomocilina + ácido clavulânico (AMC 30µg). Neste teste também foi realizada lei-

tura interpretativa que indicou os suspeitos da produção de ESBL e AmpC. O disco de amoxi-
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cilina com ácido clavulânico foi colocado no centro da placa mostrando sinergismo com cefa-

losporinas de terceira geração quando produtoras de ESBL. Os produtores de AmpC quando 

induzíveis demonstram antagonismo entre o disco de imipenem e cefepime. As cepas padrão 

utilizadas foram Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Escherichia coli ATCC 25922. Os 

discos com antimicrobianos foram organizados conforme figura 1. 

 

3.5.4 Detecção de resistência fenotípica à colistina em Escherichia coli 

O Ágar Screen com colistina (COL) foi utilizado na detecção de E. coli resistentes a 

este antimicrobiano. O teste foi realizado através da inoculação de isolados de E. coli prove-

nientes de suspensões diretas das colônias equivalentes à escala 0,5 de McFarland, o que cor-

responde a uma concentração de, aproximadamente, 1,5 x 10
8
 UFC/mL, sobre a superfície do 

Ágar Mueller-Hinton suplementado com, 2 μg/mL, 4 μg/mL e 8 μg/mL de colistina. Estas 

placas foram incubadas a 35
o
C ± 2

o
C por 24 horas e após este período, foi procedido um 

exame cuidadoso para verificar a presença de pequenas colônias ou crescimento em filme, o 

valor de corte utilizado foi de ≥2 μg/mL (PIRS et al., 2017; NORDMANN et al., 2016). Co-

mo controle positivo foi utilizada a cepa padrão E. coli ATCC 25922. 

3.5.5 Teste de disco difusão para Staphylococcus spp. 

Os testes de difusão em disco foram efetuados segundo a metodologia recomendada 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Os antimicrobianos testados 

foram: penicilina (PEN 10 µg), cefoxitina (CFO 30 µg), oxacilina (OXA1µg), vancomicina 

(VAN 30µg). 

3.5.6 Detecção da resistência à vancomicina por ágar screen em cepas de Enterococcus 

spp. 

O Ágar Screen com vancomicina foi utilizado na detecção de Enterococcus spp. resis-

tentes ou com reduzida suscetibilidade a este antimicrobiano. O teste foi realizado, de acordo 

com o Clinical and Laboratory Standards Institute (2017), através da inoculação de isolados 

de Enterococcus spp. provenientes de suspensões diretas das colônias equivalentes à escala 

Figura 1 - Esquema da disposição dos antimicrobianos na placa. 
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0,5 de McFarland, o que corresponde a uma concentração de aproximadamente 1,5 x 10
8
 

UFC/mL, sobre a superfície do Ágar Infusão de Cérebro e Coração suplementado com 6 

μg/mL de vancomicina. Estas placas foram incubadas a 35
o
C ± 2

o
C por 24 horas e após este 

período, foi procedido um exame cuidadoso para verificar a presença de pequenas colônias ou 

crescimento em filme. Foram utilizadas duas cepas padrão, Enterococcus faecalis ATCC 

51299 que é resistente à vancomicina e Enterococcus faecalis ATCC 29212 que é sensível. 

3.6 Detecção Genotípica dos Isolados Avaliados  

3.6.1 Extração do DNA pela técnica de lise térmica para cepas de E. coli 

A extração do DNA foi realizada pelo método de lise térmica segundo BUYUKCAN-

GAZ e colaboradores (2013) com modificações estabelecidas pelo Laboratório de Bacteriolo-

gia Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (LABAC-VET). Cada isola-

do foi cultivado em 1,5 mL de caldo Brain Heart Infusion (Kasvi®) a 35°C por 24 horas. Pos-

teriormente, os microtubos foram centrifugados por 2 minutos a 13.500 rpm e o sobrenadante 

descartado. As células foram ressuspendidas em 200 µL de água ultrapura e agitada em vór-

tex, sendo então incubadas a 100°C por 10 minutos. Após o tempo estipulado, os microbutos 

foram esfriados em temperatura ambiente e centrifugados por 2 minutos a 13.500 rpm. Apro-

ximadamente 180 µL do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos de (600 µL). 

Depois disso, os microtubos foram armazenados a temperatura de -20°C. 

3.6.2 Ampliação do gene 16S rDNA através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reac-

tion)  

Após a extração rápida do DNA genômico bacteriano, a identificação das cepas isola-

das foi confirmada através da amplificação da região 16S do rDNA (27f e 1512r) de bactérias 

gerando um fragmento de 1500 pb pela técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR). Para o 

preparo do mix de reação foi utilizado 2 uL de Buffer 10X (10 mM Tris-HCl (pH 9,0) (Invi-

trogen), 2,0 μM de 20 mM de MgCl2 (Invitrogen), 0,2 mM de trifosfato de desoxinucleótido 

(Invitrogen), 1U de Taq DNA polimerase (Fermentas),1 mM de cada primer para um volume 

total de 20  l de reação contendo 20 ng do DNA extraído. Os iniciadores utilizados estão des-
critos no quadro 1. 

Quadro 1 - Descrição do primer degenerado utilizado para amplificação da região 16S rDNA 

bac-teriano para as estirpes de Enterobactérias 

Gene alvo  Sequência (5’-3’) Referência  

27F 

 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

 

SUZUKI & GIOVANNONI, 1996 

 
1512R ACGGCTACCTTGTTACGACT KANE et al., 1993 

Ciclo: 94°C 5min (94°C 1min; 65°C 1min; 72°C 1min) x30, 72°C 5min.  

3.6.3 Detecção de genes relacionados a resistência antimicrobiana em E. coli 

Todas as cepas de E. coli foram submetidos a pesquisa de genes associados a resistên-

cia; produção de b-lactamase (blaTEM), tetraciclina (TetA, TetB), sulfonamidas (Sul1), trime-

tropina (Dfr17), quaternário de amônio (Qac Delta1), gentamicina (aac3 e aph3), colistina 

(mcr-1), prata (silP), proteína D de resistência ao cobre (pcoD), aminoglicosideo (aadA). Para 

o preparo do mix de reação foi utilizado 2 µL de Buffer 10X (10 mM Tris-HCl (pH 9,0) (Invi-

trogen), 2,0 μM de 20 mM de MgCl2 (Invitrogen), 0,2 mM de trifosfato de desoxinucletídeos 

(Invitrogen), 1U de Taq DNA polimerase (Fermentas),1 mM de cada primer para um volume 

total de 20 µl de reação contendo 20 ng do DNA extraído. Os iniciadores usados são descritos 

no quadro 2. 
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 Quadro 2 - Descrição dos primers utilizados para detecção dos genes de resistência a antimi-

crobianos em E. coli 

 Ciclo: 1. (94°C 30 s; 42°C 1 min; 72°C 1 min) x 35, 72°C 10 min. 2. (95°C, 30 s 55°C, 30 s 72°C, 15 s) x 30, 

72°C por 5min. 3. (98°C, 5 s 55°C, 15 s 72°C, 60 s) x 35, 72°C 10min. 4. 94°C 15 min (94°C 30 s; 58°C 90 s; 

72°C 60 s) x 25, 72°C por 10 min. 5. 94°C 5min (94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 1 min) x 30, 72°C 10 min. 

3.6.4 Detecção de genes de virulência para formção de perfis em E. coli 

Foi utilizada a técnica de PCR multiplex para identificação presuntiva das cepas 

APECs buscando os genes; receptor de siderofilo Samochelin (iroN), codificador de protease 

de membrana externa epissomal (dompT), codificador de hemolisina putativa de E. co-

li aviária (hlyF), de sobrevivência ao soro (iss), receptor de siderofilo aerobactina (iutA). Para 

o preparo do mix de reação foi utilizado 2 µL de Buffer 10X (10 mM Tris-HCl (pH 9,0) (Invi-

trogen), 2,0 μM de 20 mM de MgCl2 (Invitrogen), 0,2 mM de trifosfato de desoxinucleótido 

(Invitrogen), 1U de Taq DNA polimerase (Fermentas),1 mM de cada primer para um volume 

Genes alvos Sequência (5’3’) Frag (pb) Referência* 

blaTEM 
ATGAGTATTCAACATTTCCGTG 

TTACCAATGCTTAATCAGTGAG 
860 SPANU et al., 2002

1 

TetA 
CGGGGCGACTGGGGCGGTAGC 

CAAAGCGCGGCCGGCACCTGTC 
372 JOHNSON et al., 2012

2 

TetB 
GCTTTCAGGGATCACAGGAG 

GACCAAGACCCGCTAATGAA 
458 LI et al., 2007

3 

sul1 
CGGCGTGGGCTACCTGAACG 

GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 
405 KERRN et al. 2002

1 

dfr17 
TCTTTAAAGCGCTCACATATAATCAGTG 

ATTTGACCGCCACCAGAGACA 
214 JOHNSON et al., 2007

2 

Qac Delta1 
GCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATC 

CGGCCTCCGCAGCGACTTCC 
250 JOHNSON et al., 2012

2 

aac3-VIa 
GGCACCCGCGACGCCCTGGTCCAAAAG 

GGGCCCGGCGCCGATCGACAGGATTT 
502 JOHNSON et al., 2006

2
 

aac3-VIb 
GGGCAAGCGCCGCGTCACTTATT 

CGCGGCGTTGTTTCGGCTTCA 
302 JOHNSON et al., 2006

2
 

aph(3)IA 
CGAGCATCAAATGAAACTGC 

GCGTTGCCAATGATGTTACAG 
624 AGGEN et al., 2010

5
 

mcr-1 
CGGTCAGTCCGTTTGTTC 

CTTGGTCGGTCTGTA GGG 
1626 LIU et al., 2015

4
 

silP 
ACACCCCGGCCTGGGCTCCTT 

TGCGGGCACGGGAACAAACCTC 
603 JOHNSON et al., 2007

2 

pcoD 
GGCGCCCAGAATGATAATCGCAACA 

GGGCGTGGCGCTGGCTACACTT 
502 JOHNSON et al., 2007

2 

aadA 
TAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCA 

AAGCTCGCCGCGTTGTTTCATCAAG 
365 JOHNSON et al., 2007

2 
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total de 20 µl de reação contendo 20 ng do DNA extraído, os primers utilizados encontram-se 

no quadro 3. 

Quadro 3 - Descrição das sequências de primers para amplificação de genes de virulência 

utiliza-dos para formação de perfis genéticos em cepas de E. coli 

Genes 

alvos 
Sequência (5’3’) 

Fragmento 

(pb) 
Referência* 

iroN 

AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 

GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT 

 

553 JOHNSON et al., 2006
4 

dompT 

TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 

TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 

 

496 JOHNSON et al., 2006
4 

hlyF 

GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 

GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG 

 

450 MORALES et al., 2004
4 

Iss 

CAGCAACCCGAACCACTTGATG 

AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

 

323 JOHNSON et al., 2008
4 

iutA 

GGCTGGACATCATGGGAACTGG 

CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

 

302 JOHNSON et al., 2000
4 

Ciclo: 1. 94°C 5 min (94°C 30 s, 50°C 30 s) x 30, 72°C 30 s. 2. 50°C 2 min, 95°C 5 min (95°C 45 s, 50°C s, 

72°C 45 s) x 40, 72° 10 min. 3. (95°C 30 s, 72°C 1 min) x 5, (95°C 30 s, 63°C 30 s, 72°C 30 s) x 20, 72°C 5 

min. 4. 94°C 2 min, (94°C 30s, 63°C 30s, 68°C 3min) x 25, 72°C 10 min.  

3.6.5 Classificação das cepas de E. coli em grupos filogenéticos  

Em conjunto foi realizada a identificação dos grupos filogenéticos usando a técnica de 

PCR, onde os isolados foram classificados nos seguintes grupos: A, B1, B2, C, D, E, F. Os 

primers utilizados encontram-se descritos no quadro 4. 

 

Quadro 4 - Primers utilizados na tipagem filogenética das cepas de E. coli 

Genes Sequência (5’3’) 
Fragmento 

(pb) 
Referência* 

chuA. 
ATGGTACCGGACGAACCAAC 

TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
288 CLERMONT et al., 2013

1 

yjaA 
CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 

AATGCGTTCCTCAACCTGTG 
211 CLERMONT et al., 2013

1 

TspE4C2 
CACTATTCGTAAGGTCATCC 

AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 
152 CLERMONT et al., 2013

1 

AceK F 

ArpA1 R 

AACGCTATTCGCCAGCTTGC 

TCTCCCCATACCGTACGCTA 
400 

CLERMONT et al., 2013
1 

CLERMONT et al., 2004
1 

ArpAgpE 
GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 

GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 
301 LESCAT et al., 2013

2 

trpAgpC 
AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 

TCTGCGCCGGTCACGCCCC 
219 LESCAT et al., 2013

3 

trpBA 
CGGCGATAAAGACATCTTCAC 

GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 
489 CLERMONT et al., 2008
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Ciclo: 1.94◦C 4 min (94°C 5 s, 63°C 30 s, 72°C 30 s) x 30, 72°C 5 min quadruplex 2. 94◦C 4 min (94°C 5 s, 

64°C 30 s, 72°C 30 s) x 30, 72°C 5 min  (groupo E) 3.94◦C 4 min (94°C 5 s, 66°C 30 s, 72°C 30 s) x 30, 72°C 5 

min (grupo C). 

 

3.6.6 Análise da diversidade por PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

Cada cepa bacteriana foi inoculada em ágar Caseina Tripticase de Soja (TCS) e incu-

badas a 37°C por 16-18 horas. Células foram removidas da placa, inseridas em tubos conten-

do 2 mL de buffer de suspensão celular (CSB) (100 mM Tris-HCl 100 mM EDTA pH 8) para 

serem analisadas por espectrofotômetro e ajustadas a 610 nm (DO<1) que corresponde a 1 na 

escala de Mc Farland. A suspensão de células padronizada (245 μL) foi transferida para tubos 

de microcentrífuga de 1,5 mL e a proteinase K (solução-estoque de 20 mg/mL) foi adicionada 

a uma concentração final de 1 mg/mL cada e homogeneizadas por pipetagem. Um volume 

igual de 2% de Agarose de Baixo ponto de Fusão (BRL®) fundido preparado em tampão TE 

(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) e mantido a 50°C foi adicionado à suspensão celular e mis-

turado pipetando suavemente para cima e para baixo várias vezes. A mistura foi transferida 

para dois moldes reutilizáveis Molde Bio-Rad, Hercules, CA e mantidos a 4°C durante 20 

minutos. Os blocos de agarose foram transferidos para tubos cónicos de 2 mL contendo 1275 

μL de tampão de lise I (50 mM de Tris, 50 mM de EDTA, pH 8,0 e 1% de lauril sarcosina de 

sódio) e 75 μL de proteinase K (solução-estoque 20 mg/ml) incubadas a 50°C durante 90 mi-

nutos num banho de água. A solução tampão de lise foi removida e os blocos foram lavados 

duas vezes com água em Banho Maria a 50°C durante 15 minutos. Depois, foram lavados 

com 10 mL de tampão TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) durante 4 vezes a 50°C durante 

15 minutos em banho maria e depois armazenados em 10mL de tampão TE a 4°C. 

3.6.7 Digestão de DNA genômico em blocos de agarose 

A digestão enzimática foi feita por adição de um fragmento do bloco de agarose em 

microtubos contendo tampão de restrição (2 μL de albumina, 20 μL de Tampão 10X, 74 μL 

de água livre de nuclease e 4 μL de enzima de restrição XbaI). A restrição com XbaI (Prome-

ga®) foi feita a uma concentração de enzima de 10U por tampão durante um tempo de corte 

de 1 h e 30 minutos a 37 ° C. 

3.6.8 Eletroforese e coloração do gel de agarose 

A técnica PFGE foi realizada com o sistema CHEF DR-III (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA). Os fragmentos de restrição de DNA em blocos foram separados por eletrofo-

rese através de gel de Agarose SeaKem a 1% (SIGMA Chemical Company, EUA) em solução 

0,5 X de tampão Tris-borato-EDTA (preparado por diluição de 10X TBE). Os parâmetros 

eletroforéticos utilizados foram os seguintes: tempo de comutação inicial, 2,2s; Tempo de 

comutação final, 54,2s; Tempo de execução, 19 h; Ângulo, 120°; Gradiente, 6,0V/cm; Tem-

peratura, 14°C. Após eletroforese, os géis foram corados durante 30 minutos em 150 mL de 

uma solução 0,5X de Tris-borato-EDTA contendo 6 mL de brometo de etídio 10 mg / mL. 

Um padrão de tamanho molecular (Salmonella entérica sorotipo Braenderup H9812) foi utili-

zado como um marcador proposto pela CDC (Center of Disease Control and Prevention) 

PFGE em cada experimento juntamente com os isolados de E. coli a serem testados (ROME-

RO et al., 2004). 

3.6.9 Análise dos perfis eletroforéticos 

A similaridade foi analisada de acordo com o protocolo da Pulsenet. Os padrões de 

macrorestrição com XbaI foram observados com o software BioNumerics 6.0 (Applied Maths, 

A., USA) utilizando o método UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
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Mean”) e o coeficiente de Dice interpretados conforme TENOVER et al., (1995). Na compa-

ração da similaridade entre clusters aplicou-se 1,5% na tolerância de corte. 

3.6.10 Detecção de plasmídeos, gene facilitador de transmissão e gene de acumulação de 

resistência 

A pesquisa de plasmídeos foi realizada atraves da técnica de PCR para identificação 

de genes marcadores de grupos de incompatibilidade plasmidial, sendo possível detectar os 

seguintes genes; Incl2, P, A/C, FIC, B/O, Y, FIB, FIA, FIIA, W, K/B, L/M, HI2, N, X, I1.  Para 

avaliar a capacidade de acumulação e transmissão dos genes de resistência frente aos antimi-

crobianos foi investigada a presença dos genes intl1 e ISEc12, os quais codificam a produção 

de integrase e transposase, respectivamente. As sequências utilizadas encontram-se descritas 

no quadro 5. 

Quadro 5 - Primers utilizados na detecção de plasmídeos, gene facilitador de transmissão e 

gene de acumulação de resistência em cepas de E. coli 

Plasmídeo Sequência (5’3’) 
Fragmento 

(pb) 
Referência* 

intI1 
CCTCCCGCACGATGATC 

TCCACGCATCGTCAGGC 
279 

BASS et al., 1999
 

LEVESQUE et al., 1993 

ISEc12 
CGCGGCCACGTAAACCGAAAGATAAA 

GCGCGGGTGCACAGCAACCTC 
404 

JOHNSON et al., 

2007 

Incl2 
TTACAGTGCAAGCTAAGTGCAG 

GATTCACGGTCCCATATCGT 
615 WONG et al., 2015 

P 
CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 

TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 
534 JOHNSON et al., 2007

 

A/C 
GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 

ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT 
465 JOHNSON et al., 2007

 

FIC 
GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 

TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 
262 JOHNSON et al., 2007

 

B/O 
GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 
159 JOHNSON et al., 2007

 

Y 
AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 

GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT 
765 JOHNSON et al., 2007

 

FIB 
GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 

CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 
702 JOHNSON et al., 2007

 

FIA 
CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 

GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 
462 JOHNSON et al., 2007

 

FIIA 
CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 

GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 
270 JOHNSON et al., 2007

 

W 
CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 

GGTGCGCGGCATAGAACCGT 
242 JOHNSON et al., 2007 

K/B 
GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 
160 JOHNSON et al., 2007 

L/M 
GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 

CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 
785 JOHNSON et al., 2007 

HI2 
TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 

GGCTCACTACCGTTGTCATCCT 
644 JOHNSON et al., 2007 

N 
GTCTAACGAGCTTACCGAAG 

GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 
559 JOHNSON et al., 2007 

X 
AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT 

TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 
376 JOHNSON et al., 2007 

I1 
CGAAAGCCGGACGGCAGAA 

TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 
139 JOHNSON et al., 2007 
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3.6.11 Extração do DNA total para cepas de Staphylococcus spp. 

Para a extração do DNA bacteriano, foi realizada metodologia estabelecida pelo Labo-

ratório de Bacteriologia Veterinária da UFRRJ (LABAC-VET). Cada isolado foi cultivado em 

5 mL de Caldo BHI à temperatura ambiente por 12-16 horas a 150 rpm. Em seguida 1,5mL da 

cultura foi transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado por 5 minutos a 12.000 RPM 

e o sobrenadante foi descartado, esta etapa foi repetida três vezes. As células foram resuspen-

didas em 600 µL de solução de extração (Tris-HCl 200 mM pH 8,0; EDTA 25 mM pH 8,0; 

SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadas em Vortex, sendo incubadas a 65°C por 30 min. Após o 

tempo estipulado, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e foi adicionado 600 µL 

de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), seguido de uma homogeneização por 2 min, adição 

de igual volume de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e centrifugação a 13.000 RPM por 10 

min. A fase superior foi transferida para um novo microtubo (aproximadamente 400 µL) e foi 

adicionado 2 volumes de etanol 100 % gelado, seguido de incubação a 20 ºC por 2 ou 12 h 

para a precipitação do DNA. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 13.000 

RPM por 30 min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com etanol 70 % (apro-

ximadamente 500 µL). Depois de seco a temperatura ambiente em uma capela de exaustão, os 

sedimentos foram então ressuspendidos em 30 µL de tampão TE (Tris-HCL 10 mM, pH 8,0, 

EDTA1mM pH 8,0). 

Para quantificação, os DNAs extraídos foram avaliados através de eletroforese em gel 

de agarose (0,8%) que foi revelado com Sybr Green (Invitrogen) pelo fotodocumentador L-

PIX EX (Loccus Biotecnologia). A estimativa da concentração de DNA foi feita por compa-

ração com o padrão de intensidade de banda do marcador Lambda (λ) (Promega), nas concen-

trações de 25 e 50 ng e a qualidade determinada pela ausência de rastro ao longo do gel. 

3.6.12 Caracterização genotípica de Staphylococcus spp. através da técnica de PCR 

Os isolados foram caracterizados genotipicamente através da técnica de PCR para ca-

racterização de gênero de Staph (Staphylococcus spp.) (ZHANG et al., 2004). O primer utili-

zado para este grupo de bactérias está apresentado no quadro 06. 

Quadro 6 - Iniciadores e referências dos ciclos empregados na amplificação dos genes 16S 

rRNA de Staphylococcus spp. 

Gene Espécie Primer (5`- 3`) Ciclo* 

16S rRNA 

(756 pb) 
Staphylococcus spp. 

AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA 

CCA CCT TCC TCC GGT TTG TCA CC 

ZHANG et al., 

2004 

Ciclo: 94°C 5min. (94ºC 1min, 55°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72ºC 10min. 

 

3.6.13 Detecção de genes de resistência a oxacilina em Staphylococcus spp. 

Foi realizada a técnica de PCR para detecção do gene mecA utilizando iniciadores de-

senhados por Murakami e colaboradores (1991) e também os desenhados por MELO e cola-

boradores (2013), mec “Universal” e mec SsciuriInt (Quadro 7). Foi utilizada como controle 

positivo para o gene mecA a cepa de S. aureus ATCC 43300 (CLSI, 2014). 
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Quadro 7 - Iniciadores e condições de amplificação para a detecção dos genes de resistência 

me-cA. 

Gene 
Iniciadores 

(fragm.) 
Sequência dos iniciadores (5’-3’) Referências 

mecA 
mec “Universal” 

(574 pb) 

ACG TTA CAA GAT ATG AAG 

ACA TTA ATA GCC ATC ATC 
MELO et al. 2014

1 

mecA 

Variante 

mec SsciuriInt 

(809pb) 

CAG GCA TGC AGA AAA ATC AA 

TTG AGT CGA ACC AGG TGATG 
MELO et al., 2013

2 

mecA 
mecA 

(533 pb) 

AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 

AGT TCT GCA GTA CCGGAT TTG C 
MURAKAMI et al.1991

3 

1. 95 °C 5 min (94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 10 min. 2. (94 ºC 1 min, 55 °C 1 min, 72 

°C 1 min) x 30 e 72 ºC 10 min; 3. 94 °C 4 min (94 °C 30 s, 53 °C 30 s, 72 °C 1 min) x 30 e 72 °C 4 min. 

 

3.6.14 Detecção do gene relacionado à produção de β-lactamases  

Foi realizada a técnica de PCR para detecção do gene blaZ, que codifica a produção de 

beta-lactamases em Staphylococcus spp. (ROSATO et al., 2003) (Quadro 8). Foi utilizado 

como controle positivo a cepa de S. aureus ATCC 43300. 

Quadro 8 - Iniciadores e condições de amplificação para a detecção do gene blaZ. 

Gene (tam. do 

fragemento) 
Sequência dos iniciadores (5’-3’) Ciclo 

blaZ 

(861 pb) 

TAC AAC TGT AAT ATC GGA GG 

CAT TAC ACT CTT GGC GGT TT 

94°C 5min. (94ºC 30s, 58°C 30s, 72°C 

30s) x 35, 72ºC 5min. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Situação Epidemiológica, Sanitária e Infraestrutura das Granjas Visitadas 

A situação epidemiológica e infraestrutura, assim como o uso de antimicrobianos tanto 

na forma terapêutica como na forma de aditivo encontram-se descritos no quadro 9. Foi ob-

servado que as granjas 1 e 2 possuiam maior risco de dispersão de genes de resistência a an-

timicrobianos, pois possuiam falhas em diversos aspectos estruturais, como; proximidade da 

rua e casas, ausência de muros ou cercas, telamento do galpão incompleto ou inadequado. Em 

ambas as granjas, também foram observadas durante as visitas a presença de aves selvagens 

dentro do galpão tal fator pode facilitar na dispersão de agentes.  

Quadro 9 - Informações gerais das granjas estudadas. 

 
Granja 1 Granja 2 Granja 3 

Tipo de criação FR FR PC 

Cerca incompleta não sim 

Tela 1 polegada incompleta sim sim 

Distância rua menos 5 m 300 m 100 m 

Distância casas menos 5 m 120 m 40 m 

Vizinhos menos 5 m 120 m não possui 

Tratamento cama não não sim 

Destino cama lavoura lavoura lavoura 

Controle de veículos não não sim 

Controle de pessoas não não sim 

Problemas recria CL 2° coleta MIT, COND MS, DM, BI 

Antibiótico terapia OTC Não utilizou OTC, ENRO 

Antibiótico aditivo ENRA ENRA COL 

Legenda: FR- frango de corte, PC- postura caipira, CL- colibacilose, MIT-micotoxicose, COND- Condrodistro-

fia, MS- Mycoplasma sinoviae, DM- Doença de Marek, BI- Bronquite Infecciosa das Galinhas, OTC- Oxitetra-

ciclina, ENRO- Enrofloxacina, COL- Colistina, ENRA- Enramicina. 

 

4.2 Identificação e Suscetibilidade Antimicrobiana de Enterobactérias e Bordetella Spp. 

Provenientes de Amostras Aviárias  

Após coleta de 120 amostras, sendo 60 de cloaca e 60 de traqueia, em duas granjas de 

frango de corte (1 e 2) localizadas na microrregião serrana e 30 amostras da granja de galinha 

caipira de postura (3) localizada na microrregião de Macaé do estado do Rio de Janeiro, foram 

isoladas 163 cepas bacterianas oriundas da granja 1 e 2, sendo 49% (80/163) proveniente da 

granja 1 e 51% (83/163) da granja 2, na granja 3 foram analisados apenas doze isolados fer-

mentadores de lactose, que foram identificados posteriormente como E. coli. A identificação 

dos isolados foi realizada pela técnica de MALDI TOF MS, com boa pontuação (2.0 a 2.495). 

Em relação ao perfil de distribuição por sítio de coleta, observou-se que na granja 1, um total 

de 40% (32/80) dos isolados eram provenientes de cloaca, enquanto 60% (48/80), de traqueia. 

Após análise das espécies, foi possível determinar prevalência da espécie Escherichia coli em 

59% (47/80), sendo identificadas também as espécies Proteus mirabilis, Enterococcus faeca-

lis, Bordetella hinzii, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Enterobacter cloacae, Entero-

coccus faecalis, Acinetobacter iwoffii, Leclercia adecarboxylata, Pseudomonas aeruginosa, e 

Actinobacter junii cujas distribuições percentuais, considerando os dois sítios de coleta, se 

encontram na figura 2. 

Na granja 2, 44% (37/83) dos isolados eram provenientes da cloaca enquanto 55% 

(46/83) da traqueia. Escherichia coli também foi prevalente, identificada em 57% (48/83) dos 

isolados, sendo identificados também as espécies Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, 
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Figura 3 - Gráfico apresentando percentual de resistência das espécies de enterobactérias e 

Bordetella spp. isoladas de cloaca, na granja 1. Legenda: AMO- Amoxicilina, AMC- 

Amoxici-lina com ácido clavulâmico, CFO- Cefoxitina, CIP- Ciprofloxacina, IMP- - 

Imipenem, GEN- Gentamicina, SUT- Sulfa-trimetoprima. 

Enterococcus avium, Enterococcus faecalis. Bordetella hinzii, Enterococcus hirae, Bordetella 

avium, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae (figura 2).  

4.3 Panorama Geral da Resistência Fenotípica 

Considerando os resultados obtidos a partir da técnica de disco difusão, os percentuais 

de resistência detectados em bactérias isoladas de cloaca e de traqueia nas granjas 1 e 2 estão 

expostos na figura 3 e 4, 5 e 6 respectivamente. 

Devido à maior prevalência de Escherichia coli em ambas as propriedades avícolas, 

foram realizadas análises fenotípicas e genotipicas de resistência e genotípicas de virulência 

direcionadas exclusivamente à esta espécie. Tais percentuais de resistência fenotipica encon-

tram-se na figura 7.  

Figura 2 - Prevalência bacteriana de acordo com a origem da amostra 
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Figura 5 - Gráfico apresentando percentual de resistência das espécies de enterobactérias e 
Bordetella spp. isoladas de traqueia, na granja 1. Legenda: AMO- Amoxicilina, AMC- 

Amoxici-lina com ácido clavulâmico, CFO- Cefoxitina, CIP- Ciprofloxacina, IMP- - 

Imipenem, GEN- Gentamicina, SUT- Sulfa-trimetoprima. 

Figura 4 - Gráficos apresentando percentual de resistência das espécies de enterobactérias e 

Bordetella spp. isoladas de cloaca e de traqueia, na granja 2. Legenda: AMO- Amoxici-

lina, AMC- Amo-xicilina com ácido clavulâmico, CFO- Cefoxitina, CIP- Ciprofloxaci-

na, IMP- Imipenem, GEN- Gentamicina, SUT- Sulfa-trimetoprima. 
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Figura 6 - Gráficos apresentando percentual de resistência das espécies de enterobactérias e 

Bordetella spp. isoladas de traqueia, na granja 2. Legenda: AMO- Amoxicilina, 

AMC- Amo-xicilina com ácido clavulâmico, CFO- Cefoxitina, CIP- Ciprofloxacina, 

IMP- Imipenem, GEN- Gentamicina, SUT- Sulfa-trimetoprima. 

Na granja 1 100% (26/26) das cepas de E. coli de cloaca apresentaram resistência a 

COL, 73% (19/26) a SUT, 57% (15/26) ao CIP, 57% (15/26) a AMO, 30% (8/26) a GEN, 

15% (4/26) a CFO, 11% (3/26) a AMC e 7% (2/26) ao IMP. As cepas de Proteus mirabilis 

apresentaram 60% (3/5) de resistência ao SUT, 60% (3/5) GEN, 60% (3/5) IMP, 20% (1/5) a 

AMO, 20% (1/5) CIP. A única cepa de Enterococcus faecalis apresentou resistência a CIP, 

IMP, GEN, sendo a resistência apresentada ao CFO e SUT intrínseca. 

Das 21 cepas de E. coli oriundas de traqueia da granja 1 95% (20/21) apresentaram re-

sistência fenotípica a COL, 76% (16/21) ao SUT, 38% (8/21) a AMO, 28% (6/21) a CIP, 28% 

(6/21) a GEN, 19% (4/21) a CFO, 14% (3/21) ao IMP e 4% (1/21) a AMC. Na espécie Ente-

rococcus faecalis, 50% (1/2) a AMO, 50% (1/2) ao CIP, 50% (1/2) ao IMP e 50% (1/2) GEN, 

sendo a resistência ao SUT e a CFO intrínseca. Na espécie Klebsiella pneumoniae 100% (4/4) 

das cepas foram resistentes a AMO, 75% (3/4) a CIP, 50% (2/4) ao IMP, 50% (2/4) a SUT, 

25% (1/4) a GEN e 25% (1/4) a AMC. Das 11 cepas de Bordetella hinzii 100% (11/11) foram 

resistentes a CFO, 81% (9/11) a AMO, 18% (2/11) ao SUT, 18% (2/11) a GEN, 18% (2/11) a 

AMC, 18% (2/11) a CIP e 9% (1/11) a IMP. Das 3 cepas de Salmonella spp. 100% (3/3) fo-

ram resistentes a AMO, 33% (1/3) a CFO, 33% (1/3) a CIP.  

Das duas cepas de Enterobacter cloacae 50% (1/2) apresentaram resistência ao SUT e 

50% (1/2) ao IMP, sendo observada resistência intrínseca a AMO, AMC e CFO. A única cepa 

de Acinetobacter iwoffi apresentou resistência a GEN e SUT, porém foi observada resistência 

intrínseca a AMO. Na espécie Leclercia adecarboxylata foi observada resistência a AMO e 

SUT.  A única cepa de Pseudomonas aeruginosa demonstrou resistência ao IMP, enquanto a 

resistência observada a AMO, AMC, CFO e SUT são intrínsecas da especie.  

Na granja 2 92% (25/27) das cepas de E. coli oriundas de cloaca foram resistentes a 

COL, 77% (21/27) ao SUT, 51% (14/27) a GEN, 37% (10/27) a AMO, 22% (6/27) a CIP, 

22% (6/27) a AMC e 18% (5/27) a CFO. Nas cepas de P. mirabilis foram observadas 80% 
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(4/5) de resistência a AMO, 80% (4/5) a GEN, 60% (3/5) ao SUT, 40% (2/5) CFO, 20% (1/5) 

ao CIP. Na espécie K. pneumoniae foi observado 100% (2/2) de resistência a GEN, 50% (1/2) 

ao SUT, 50% (1/2) a CIP, 50% (1/2) a AMO. A única cepa de Enterococcus faecalis apresen-

tou resistência a IMP e a GEN, sendo observada resistência intrínseca a CFO e SUT.  

Das 21 cepas de E. coli originarias de traqueia da granja 2 95% (20/21) apresentaram 

resistência a COL, 85% (18/21) ao SUT, 80% (17/21) a GEN, 33% (7/21) a CIP, 28% (6/21) 

a AMO e 14% (3/21) a CFO. Nas cepas de P. mirabilis foi observado 100% (3/3) de resistên-

cia ao SUT, 100% (3/3) a GEN, 66% (2/3) a CFO, 66% (2/3) a CIP, 66% (2/3) a AMO e 33% 

(1/3) ao IMP. Na espécie E. faecalis foi observado 75%(3/4) a GEN, 50%(2/4) a CIP, 

25%(1/4) a AMO e 25%(1/4) a IMP, sendo a resistência a CFO e SUT intrinseca.  As cepas 

de K. pneumoniae apresentaram 100% (2/2) de resistência ao SUT, 50% (1/2) a AMO, 50% 

(1/2) a AMC, 50% (1/2) a CFO, 50% (1/2) a CIP, a 50% (1/2) a IMP e 50% (1/2) a GEN. Nas 

cepas de B. hinzii foram observados que 83% (5/6) foram resistentes ao CFO, 66% (4/6) a 

CIP, 50% (3/6) ao SUT, 50% (3/6) a GEN e 33% (2/6) a AMO, enquanto na espécie B. avium 

foi observado 16% (1/6) de resistência a GEN. Na espécie Enterobacter cloacae foram obser-

vadas resistências em 66% (2/3) a CIP, 66% (2/3) a IMP,  33% (1/3) a GEN, sendo as resis-

tência a AMO, AMC e CFO intrínsecas. Dos dois isolados de Enterococcus hirae, 100% (2/2) 

foram resistentes a CIP, 100% (2/2) a GEN, sendo observada resistência intrínseca a AMO e 

CFO. 

 

 
Figura 7 - Gráfico apresentando o percentual de resistência fenotípica nos isolados de Esche-

richia coli de amostras de cloaca e de traqueia nas três granjas. 

4.3.1 Pamorama da resistência fenotípica antimicrobiana em cepas de E. coli 

Na granja 3 foi observado nas cepas de E. coli de cloaca 87% (7/8) de resistência a 

COL, 25% (2/8) a CIP, 12% (2/8) a SUT, enquanto nas cepas oriundas de traqueia 100% (4/4) 

apresentaram resistência fenotípica a COL, 75% (3/4) a CIP, 25% (1/4) a IMP, 25% (1/4) ao 

SUT. 

Ao analisar a resistência fenotípica frente aos antimicrobianos testados, verificou-se 

que a colistina (≥ 85%) apresentou elevados índices de resistência em cepas de E. coli nas três 

granjas estudadas (100% granja 1 cloaca, 95% granja 1 traqueia, 92% granja 2 cloaca, 95% 

granja 2 traqueia, 87% granja 3 cloaca, 100% granja 3 traqueia). Ao avaliar E. coli oriundas 

de swab de cloaca de frangos do Vietnã, Nguyen et al (2016) encontrou 22% de resistência ao 

mesmo antimicrobiano. Bem como Fernandes et al (2016) que ao avaliar a coleção de cepas 

de E. coli coletadas de frango de corte entre 2000 a 2016 no Brasil observou que apenas 40% 

foram resistentes a colistina. Em estudo recente realizado no Iran por Azizpour & Saeidi 

(2018) foi observado que 68% foram resistentes ao antimicrobiano.  
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Altos índices de resistência também foram encontrados ao antimicrobiano Sulfa-

trimetoprim (SUT) nas granjas 1 (73% cloaca, 76% traqueia) e 2 (77% cloaca e 85% tra-

queia), acreditamos que, tal fato, pode estar relacionado ao contexto histórico de uma elevada 

densidade de criadores e a antiga utilização dessa classe de antimicrobianos em plantéis aví-

colas na região serrana. No entanto, os valores observados na granja 3 (12% cloaca, 25% 

tranqueia) foram consideravelmente inferiores quando comparados com as granjas 1 e 2, le-

vando ao entendimento que tal fato pode estar relacionado à baixa densidade de produtores de 

aves e a recente tendência de criadores de aves orgânicas e caipiras na região norte do estado. 

Elevados níveis de resistência ao SUT (80%) também foram observados por Azizpour & 

Saeidi (2018) ao estudar isolados de E. coli de frangos de corte com sinais clínicos de coliba-

cilose, o que pode estar relacionado ao uso deste em tratamentos de quadros sistêmicos (coli-

bacilose) e doenças localizadas (aerossaculite e osteomielite) (AGUNOS et al., 2017).  

Cepas de E. coli também apresentaram resistência quanto a gentamicina. A granja 1 

obteve resistência em 31% de cepas de cloaca e 28% em cepas de traqueia e a granja 2, 52% 

naquelas que estavam presentes na cloaca e 81% nas cepas de traqueia, porém na granja 3 não 

foi observada resistência a referida droga, tais níveis também se assemelham aos encontrados 

por Nguyen e colaboradores (2016) em frangos de corte que observaram 42% de cepas de E. 

coli resistentes. Durante o levantamento realizado nas visitas às granjas, verificou-se a utiliza-

ção do promotor de crescimento enramicina nas granjas 1 e 2 e colistina na granja 3, a enra-

micina é uma estreptomicina pertencente a classe dos aminoglicosideos, mesma classe da gen-

tamicina. Dessa forma, a resistência verificada nos testes fenotípicos poderia ser explicada 

pela utilização da enramicina como promotor de crescimento conforme observado por Costa e 

colaboradores (2017).  

Em relação à ciprofloxacina foi possível obter os seguintes resultados: 58% e 28% das 

cepas (cloaca e traqueia, respectivamente) da granja 1 foram resistentes, na granja 2, 22% das 

cepas de cloaca e 33% de traqueia, além de 25% da cloaca e 75% de traqueia em cepas per-

tencentes a granja 3. Nguyen e colaboradores (2016) observaram 73% de resistência ao refe-

rido antimicrobiano ao estudar E. coli de origem aviaria no Vietnã. Hachesoo et al (2017) ao 

pesquisar a resistência a quinolonas em granjas de frango de corte no Irã isolou 80% de cepas 

de E. coli resistentes oriundas de cloaca de frangos com trinta dias de vida, resultados esses 

próximos aos obtidos por Azizpour & Saeidi (2018) que obtiveram 77%. A ciprofloxacina 

pertence à classe das quinolonas, assim como a enrofloxacina, que é amplamente utilizada de 

forma terapêutica e profilática a campo. No levantamento realizado nas granjas durante as 

visitas, a granja 1 e granja 3 apresentaram histórico de uso recente da enrofloxacina. A granja 

1 fez uso do antimicrobiano no lote anterior ao pesquisado e já a granja 3, a utilização do fár-

maco se deu nos últimos três meses anteriores a coleta, em ambas as granjas este foi utilizado 

para conter a doença colibacilose.  

Índices consideráveis de resistência a amoxicilina também foram observados, tendo as 

cepas de E. coli de cloaca da granja 1 apresentado maior percentual (57%) seguido pelas ce-

pas de traqueia da granja 1 (38%), cloaca da granja 2 (37%), traqueia da granja 2 (28%) e 

traqueia da granja 3 (25%), não foi observada resistência nas cepas de cloaca da granja 3. Esta 

resistencia pode estar relacionada a produção de beta-lactamase pois foi observado que 

52/107 (48%) cepas de E. coli foram suspeitas de produzirem a referida enzima pelo resultado 

do teste de difusão em disco. 

4.3.2 Resistência a vancomicina em cepas de Enterococcus spp. 

No teste de detecção da resistência à vancomicina por Ágar Screen não foram obser-

vados crescimentos, demonstrando que as onze cepas testadas foram sensíveis. Baixa preva-

lência de Enterococcus faecalis resistentes à vancomicina foram observados tanto nos estudos 

realizados por Braga et al. (2017), que pesquisou a resistência a diferentes antimicrobianos em 
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cepas Enterococcus faecalis oriundos de casos de osteomielite na região sudeste do Brasil, 

quanto no de Unal et al (2017), onde foram observados 5,06% e 8,3% respectivamente. 

4.3.3 Análise da produção de β-lactamases em cepas de Escherichia coli e Bordetella spp. 

e outras bactérias. 

Dentre as cepas de Escherichia coli e Bordetella spp. que apresentaram resistência à 

AMC, AMO e CFO no teste de disco difusão de triagem, 52/107 (48,59%) E. coli e 16/17 

(94%) B. hinzii foram submetidas à pesquisa de β-lactamases. Considerando a espécie E. coli, 

12/52 (23,07%) cepas que apresentaram resultados fenotípicos compatíveis com os de produ-

tores de ESBL, representando 11% da população avaliada (12/107).  Duas cepas apresentaram 

perfil de produção de AmpC (2/52; 3%) e cinco (5/52; 9%) apresentaram resultados compatí-

veis com a coprodução de ambas as enzimas, representando 2% (2/107) e 4% (5/107), respec-

tivamente, da população avaliada. Ao avaliar a prevalência por granja, foi observado que 27% 

(13/47) das cepas de E. coli da granja 1 apresentaram produção de beta-lactamase, sendo 61% 

(8/13) ESBL, 15% (2/13) AmpC e 23% (3/13) coprodução de enzimas, enquanto na granja 2 

10%(5/48) apresentaram produção de beta-lactamase, sendo 60% (3/5) apenas de ESBL e 

40% (2/5) coprodução de enzimas. Na granja 3 8% (1/12) apresentou perfil de produção ape-

nas da enzima ESBL. Das dezesseis cepas de B. hinzii, todas apresentaram perfil produtor de 

β-lactamases, apresentando 94% de resistência à cefoxitina, 11% à AMC e 35% à CAZ.  

No teste confirmatório 100% (4/4) cepas de Enterobacter cloacae foram identificadas 

como possíveis produtoras de AmpC, assim como 100% (1/1) de Pseudomonas aeruginosa, a 

produção desse tipo de beta-lactamase é característica intrínseca de ambas espécies, pois pos-

suem genes cromossomais que codificam a produção das referidas enzimas. Na espécie Kleb-

siela pneumoniae foi identificado 33% (1/3) como possível produtor de ESBL. 

4.3.4 Detecção de genes relacionados a resistência em cepas de E. coli 

Dentre as 107 cepas de E. coli avaliadas, 94 (88%) apresentaram algum gene relacio-

nado a resistência. Em 18% (19/107) foi detectado apenas um gene; em 17% (18/107) foram 

detectados dois genes; em 16% (17/107) três genes; em 15% (16/107) quatro genes; em 7% 

(8/107) cinco genes; em 6% (6/107) seis genes; em 5% (5/107) sete genes; em 2% (2/107) 

oito genes; em 2% (2/107) nove genes e em 0,9% (1/107) foram detectados dez genes de re-

sistência.  

O gene mais prevalente foi o mcr-1 e esteve presente em 58% (62/107) das cepas, to-

das apresentaram resistência fenotípica a colistina, pórem 39% (40/102) foram resistentes no 

teste fenotípico e não apresentaram o gene mcr-1, demonstrando a necessidade de futuros 

estudos em relação a variabilidade genética deste, conforme relatos recentes (YIN et al., 

2017). A IN-45 de 22 de novembro de 2016 que proibe o uso como aditivo, é uma tentativa 

do Ministério da Agricultura, Pecúaria e Abastecimento em diminuir os níveis de resistência a 

colistina encontrados a campo. Entretanto é cedo para afirmar se tal medida irá surtir efeito, 

uma vez que, o uso da forma teurapêutica e profilática ainda é permitido.  

Em relação a resistência a gentamicina, houve correlação da resistência fenotípica e 

genotípica em 40% (18/45) das cepas avaliadas. O gene aadA foi o mais relacionado a resis-

tência fenotípica, pois 75% (9/12) das cepas que possuíam tal gene expressaram resistência no 

teste de difusão em disco, seguido pelos genes aac3-VIb com 50% (4/8), aph(3)IA com 50% 

(11/22) e aac3-VIa com 38% (5/13). 

O SUT foi o segundo antimicrobiano com maior índice de resistência fenotípica no 

teste de difusão em disco (71%; 76/107), havendo correlação fenotípica e genotípica em 

15,78% (12/76) das cepas avaliadas. Sendo 12/17 (71%) cepas que possuiam o gene sull e 

20/28 (71%) que possuiam o gene dfr-17 apresentaram resistência fenotípica ao SUT. No en-
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tanto 64% (49/76) apresentaram resistência fenotípica e nenhum dos dois genes foram detec-

tados. 

O gene blaTEM foi detectado em 15% (16/107) das cepas de E. coli, porém apenas 25% 

(4/16) das cepas que possuíam o gene foram consideradas produtoras de ESBL nos testes fe-

notípicos, isso pode ser explicado pois existem variantes de espectro estendido do referido 

gene. A prevalência dos genes relacionados a resistência encontra-se na tabela 1. 

Tabela 1. Genes associados a resistência em cepas de E. coli 

Antimicrobiano Genes % 

Colistina mcr1 58 (62/107) 

Prata silP 6 (7/107) 

Cobre pcoD 14 (15/107) 

Sulfa sulI 16 (17/107) 

Trimetopina dfr17 27 (29/107) 

Aminoglicosideo aadA 11 (12/107) 

Gentamicina aac3-VIb 7 (8/107) 

Gentamicina aph(3)IA 20 (22/107) 

Gentamicina aac3-VIa 12 (13/107) 

Quaternário de Amônio qac delta1 16 (17/107) 

Ampicilina blaTEM 15 (16/107) 

Tetraciclina tetB 22 (24/107) 

Tetraciclina tetA 28 (30/107) 

4.3.5 Capacidade de acumulação de genes de resistência e risco de transmissão para ou-

tras bactérias 

Dentre os dezessete grupos de imcompatibilidade de plasmídeos avaliados, os três 

mais prevalentes foram incI2, B/O e FIB com 32% (34/107), 28% (30/107) e 36% (39/107), 

respectivamente. Quando correlacionada a prevalência destes plasmídeos com a presença do 

gene mcr-1, foi observada maior ocorrência deste gene de resistência nas cepas onde estes 

plasmídeos foram detectados isoladamente e concomitantemente (tabela 2 e 3).  

O gene que codificada a enzima integrase (intl1) foi detectado em 10% (11/107) das 

cepas de E. coli e 13% (8/62) das cepas mcr-1 positivas. A detecção do gene intl1 está corre-

lacionada com a presença de integrons, que são elementos genéticos que contém um sistema 

de recombinação sítio-específica capaz de integrar, expressar elementos de DNA específicos, 

chamados de cassetes gênicos (HALL & COLLIS, 1995). Os integrons consistem de três ele-

mentos: o gene que codifica a tirosina recombinase (integrase, codificada pelo gene intl), ne-

cessária para recombinação sítio especifica dos cassetes gênicos dentro do integron, o sítio de 

recombinação sítio específica (attI), que é reconhecido pela integrase; e o promotor (Pc) loca-

lizado upstream do sítio de integração, necessário para eficiente transcrição e expressão do 

cassete gênico presente no integron. A maioria dos cassetes presentes em integrons já descri-

tos codificam determinantes de resistência, e estes elementos genéticos parecem ter um papel 

importante na propagação de resistência antimicrobiana em bactérias Gram negativas (PLOY 

et al., 2000).  

Foram observados nas cepas B75 e B93 que foram positivas para o gene intl1 a pre-

sença concomitante dos genes de resistencia a amônia quaternária (qac delta1) e sulfonamidas 

(sulI), tais características estão relacionadas a presença do integron de classe 1, que possui 

conservado em sua região downstrem os referidos genes (RECCHIA et al., 1997). 

Foi detectada também a presença do gene que codifica enzima transposase (isec12) em 

13% (14/107) das cepas de E. coli e 10% (6/62) nas cepas mcr-1 positivas. Os transposons são 
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elementos genéticos que se movimentam no genoma através da ação da enzima transposase. 

Esta movimentação pode ocorrer tanto dentro do cromossomo quanto entre cromossomo e 

plasmídeo. Os transposons pode conter integrons, facilitando a transmissão de genes de resis-

tência entre bactérias. 

Não se pode afirmar que o gene mcr-1 está contido no plasmídeo, integron ou transpo-

son, porém a ocorrência destes elementos em cepas mcr-1 positivas pode ser considerada um 

fator de risco, uma vez que o gene mcr-1 pode ser movido para estes elementos genéticos mó-

veis, facilitando a dispersão do gene. Tais características foram observadas na cepa B48, onde 

foram detectados os genes mcr-1, intl1, isec12 e plasmídeos incl2, FIB. 

Tabela 2 - Prevalência dos plasmídeos e dos genes de acúmulo e transmissão de resistência 

correla-cionados com a presença do gene mcr-1 em cepas de E. coli 

Genes Cepas % mcr-1 gene % 

Intl1 10 (11/107) 13 (8/62) 

IsEc12 13 (14/107) 10 (6/62) 

incI2 32 (34/107) 37 (23/62) 

T 0.00 0.00 

P 10 (11/107) 6 (4/62) 

A/C 0.9 (1/107) 0.00 

FIC 2 (2/107) 0.00 

B/O 28 (30/107) 34 (21/62) 

Y 0.9 (1/107) 0.00 

FIB 36 (39/107) 35 (22/62) 

FIA 3 (3/107) 2 (1/62) 

FIIA 0.00 0.00 

W 0.00 0.00 

K/B 5 (5/107) 3 (2/62) 

L/M 15 (16/107) 16 (10/62) 

Hl2 7 (8/107)    10  (6/62) 

N 12 (13/107) 14 (9/62) 

HII 7 (8/107) 11 (7/62) 

X 0.9 (1/107) 0.00 

I1 22 (24/107) 22 (14/107) 

 

Tabela 3 - Relação de número de cepas positivas para o gene mcr-1 em relação aos plasmí-

deos e aos genes de acumulo e transmissão de resistência 

N° de amostras mcr-1 positivo Conjunto de genes 

1 Intl1, II 

1 incI2, II 

1 B/O, FIB 

1 incI2, HII 

1 IsEc12, II 

1 B/O, L/M 

1 Intl1, B/O 

1 P, N 

1 Intl1, B/O, FIB 

1 IsEc12, FIB, K/B 

1 incI2, FIB, II 

1 IsEc12, FIB, K/B 
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1 intI1, incl2, B/O 

1 isec12, FIB, II 

1 P, B/O, FIB, L/M 

1 IntI1, B/O, FIB, II 

1 L/M, HI2, N, HII 

1 incI2, L/M, HI2, N, HII 

1 incI2, L/M, HI2 , HII 

1 IsEc12, incI2, B/O, FIB 

1 FIB, K/B, L/M, N 

1 incI2, B/O, FIB, II 

1 B/O, L/M, N, HII 

1 incI2, P, FIB, N, HII 

1 incI2, FIB, FIA, HI2, N 

1 incI2, FIB, FIA, HI2, N 

1 P, B/O, FIB, L/M, N 

1 IsEc12, incI2, B/O, N, HII 

1 Intl1, IsEc12, incI2, B/O, FIB 

2 FIB 

2 HI2, II 

2 FIB, II 

3 II 

3 incI2 

3 incI2, B/O 

4 Intl1 

5 incI2, B/O, FIB 

11 Nenhum gene 

4.3.6 Detecção de genes relacionados a virulência em cepas de E. coli 

Dentro do grupo de genes de virulência utilizados para caracterização das cepas como 

APEC o gene que apresentou maior prevalência foi iutA, seguido pelo iss, ompT, hlyF, iroN 

com 49%, 39%, 33%, 30% e 22% respectivamente. Das 107 cepas de E. coli analisadas 31% 

(33/107) foram caracterizadas como APEC, pois possuíam três ou mais genes de virulência 

concomitantemente (tabela 4).  

Tabela 4 - Preditores mínimos para APEC. 

Fatores de virulência Genes % 

Receptor siderofilo samochelin iroN 22 (24/107) 

Codificador de protease de membrana externa epissomal ompT 33 (36/107) 

Codificador de hemolisina putativa de E. coli aviária hlyF 30 (33/107) 

Sobrevivência ao soro iss 39 (42/107) 

Receptor de siderofilo aerobactina iutA 49 (53/107) 

APEC-like 

 

31 (33/107) 

A maior concentração de cepas caracterizadas como APEC ocorreu na granja 1 (40%; 

19/47), sendo 38% (10/26) de cloaca e 42% (9/21) de traqueia, na granja 2 25% (12/48) das 

cepas foram consideradas APEC, sendo 22% (6/27) das cepas de cloaca e 28% (6/21) das de 

traqueia. Na granja 3 16% (2/12) das cepas foram consideradas patogênicas estando em maior 

proporção na traqueia (25%; 1/4) em relação a cloaca (12%; 1/8) (Figura 8 e 9). 
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Figura 9 - Dispersão das cepas consideradas APEC por granja avaliada. 

 

 

 

A prevalência de cepas APEC observada na granja 1 está relacionada a ocorrência de 

um quadro de colibacilose, decorrente de onfalite, na primeira semana de vida dos animais 

que compuseram o lote analisado na segunda coleta. O controle da doença foi feito pelo tra-

tamento antimicrobiano e descarte das carcaças dos animais mortos. Apesar disto, foi detecta-

do que 50% das cepas de E. coli (11/22) isoladas dos animais sobreviventes aos 36 dias de 

vida eram classificadas como APEC, elevando a taxa de ocorrência nesta propriedade (Figura 

9).  

  

Figura 8 - Dispersão das cepas consideradas APEC nas diferentes granjas e órgãos avaliados 
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4.3.7 Variabilidade genética das cepas de Escherichia coli 

Ao avaliar os resultados obtidos atraves da técnica de Pulsed-field, podemos observar 

que houve uma grande variabilidade genética dentro das cepas de Escherichia coli. Porém 

houve similaridade de 100% entre os isolados B74, B75, B80, entre o B66 e B100 e entre o 

B39 e B42 (figura 10).  

As cepas B74, B75 e B80, oriundas de traqueia e coletadas na granja 2, foram resisten-

tes a COL, GEN, SUT, e positivas para os genes de resistencia mcr-1, blaTEM, tetA, tetB. Foi 

observada variabilidade quanto a presença dos genes intl-1, pcoD, sulI, aadA, aac3-VIb, qa-

cE. Quanto aos plasmídeos, todas foram positivas para B/O e FIB sendo que apenas a cepa 

B80 foi positiva para o II. Quanto a presença de genes de virulência, foram detectados nas três 

cepas o iroN e iutA. Quanto a classificação no grupo filogenético as três foram classificadas 

como F. 

As cepas B66 e B100 são originarias de cloaca e coletadas na granja 2, ambas apresen-

taram resistência fenotípica a COL e ao SUT, sendo que apenas a cepa B66 apresentou resis-

tência a CIP. A cepa B66 apresentou o gene de resistência tetA, enquanto o gene mcr-1 foi 

detectado apenas na B100. Quanto a detecção de plasmídeos, foram detectados os incl2, L/M, 

HI2, N, HII apenas na cepa B100. Não foram detectados genes de virulencia em ambas as 

cepas. Quanto a classificação no grupo filogenético ambas foram classificadas como B1. 

Avaliando o perfil das cepas B39 e B42 observou-se que ambas são oriundas de tra-

queia e coletadas na granja 1 e apresentaram resistência fenotípica a COL, porém o gene mcr-

1 foi detectado apenas na B42, enquanto o gene tetA foi detectado em ambas. O plasmídeo 

incl2, B/O, foi detectado nas duas cepas, porém os plasmídeos FIB e II estava presente apenas 

no B42. Quanto aos genes de virulência, foi detectado o iss e iutA apenas na cepa B42. Quan-

to a classificação no grupo filogenético ambas foram classificadas como B1. 
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sample farm bird sample site P
h

y
lo

B106 2 broiler cloaca A

B207 3 free range layer cloaca A

B18 1 broiler cloaca E

B64 2 broiler cloaca D

B3 1 broiler cloaca D

B149 1 broiler cloaca E

B209 3 free range layer cloaca A

B67a 2 broiler cloaca F

B112 2 broiler cloaca F

B22 1 broiler trachea A

B143 2 broiler trachea B1

B60 2 broiler cloaca D

B63 2 broiler cloaca D

B12 1 broiler cloaca E

B215 3 free range layer cloaca B1

B47 2 broiler cloaca D

B53 2 broiler cloaca D

B28 1 broiler trachea A

B210 3 free range layer cloaca A

B216 3 free range layer cloaca A

B105 2 broiler cloaca D

B114 2 broiler cloaca D

B90 2 broiler trachea F

B154 1 broiler cloaca D

B49 2 broiler cloaca F

B139 2 broiler cloaca B1

B77 2 broiler trachea F

B98 2 broiler trachea F

B74 2 broiler trachea F

B75 2 broiler trachea F

B80 2 broiler trachea F

B65 2 broiler cloaca F

B93 2 broiler trachea F

B1 1 broiler cloaca E

B178 1 broiler trachea B1

B115 2 broiler cloaca B1

B141 2 broiler cloaca B1

B128 2 broiler trachea B1

B73 2 broiler trachea B1

B66 2 broiler cloaca B1

B100 2 broiler cloaca B1

B86 2 broiler trachea B1

B103 2 broiler cloaca B1

B214 3 free range layer cloaca C

B145 2 broiler trachea E

B155 1 broiler cloaca B1

B32 1 broiler trachea B1

B150 1 broiler cloaca D

B29 1 broiler trachea B1

B201 1 broiler cloaca B1

B205 3 free range layer cloaca B1

B213 3 free range layer trachea B1

B148 1 broiler cloaca B1

B153 1 broiler cloaca E

B122 2 broiler trachea A

B157 1 broiler trachea C

B113 2 broiler cloaca B1

B87 2 broiler trachea D

B147 1 broiler cloaca F

B69 2 broiler cloaca A

B96 2 broiler trachea D

B133 2 broiler trachea B1

B180 1 broiler trachea A

B48 2 broiler cloaca Un

B200 1 broiler cloaca B1

B208 3 free range layer cloaca A

B211 3 free range layer trachea A

B102 2 broiler cloaca B1

B111 2 broiler cloaca B1

B17 1 broiler cloaca B1

B101 2 broiler cloaca A

B5 1 broiler cloaca F

B83 2 broiler trachea Un

B167 1 broiler trachea F

B14 1 broiler cloaca A

B7 1 broiler cloaca B1

B8 1 broiler cloaca B1

B173 1 broiler trachea E

B13 1 broiler cloaca A

B16 1 broiler cloaca B1

B195 1 broiler cloaca B1

B27 1 broiler trachea E

B177 1 broiler trachea E

B35 1 broiler trachea A

B91 2 broiler trachea A

B44 1 broiler trachea B1

B39 1 broiler trachea B1

B42 1 broiler trachea B1

B23 1 broiler trachea B1

B146 1 broiler cloaca F

B45 1 broiler trachea B1

B72 2 broiler cloaca A

B15 1 broiler cloaca B1

B212 3 free range layer trachea A

B46 3 free range layer trachea B1

B55 2 broiler cloaca B1

B51 2 broiler cloaca D

B6 1 broiler cloaca A

B4 1 broiler cloaca B1

B10 1 broiler cloaca B1

B124 2 broiler trachea A

B121 2 broiler trachea E

B138 2 broiler trachea E

B30 1 broiler trachea B1

B170 1 broiler trachea E

B172 1 broiler trachea F

B25 1 broiler trachea B1
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4.3.8 Grupos filogenéticos de Escherichia coli 

A maioria das cepas foi classificada como pertencente ao grupo filogenético B1 (38%; 

41/107), seguido do grupo F (15%; 16/107). Trinta e quatro cepas foram consideradas APEC, 

sendo que 9 (26%) e 7 (20%) encontravam-se distribuídas nos grupos B1 e F, respectivamen-

te. A detecção do gene mcr-1 foi positiva em 62 cepas, 22 (35%) pertencentes ao grupo B1 e 

10 (16%) ao grupo F. 

 Os resultados encontrados foram diferentes dos observados por Rocha et al. (2017) 

que ao estudar cepas APEC e UPEC verificou prevalência do grupo filogenético D nas cepas 

APEC (31%) e B2 nas cepas UPEC (53%).  Nos estudos de Rocha et al. (2017) o grupo filo-

genético B1 esteve presente em apenas 6% das cepas UPEC.  

A prevalência dos outros grupos filogenéticos e a correlação entre a caracterização 

como APEC e presença do gene mcr-1 podem ser observadas na tabela 5.  

Tabela 5 - Prevalência dos grupos filogenéticos em relação a virulência e presença do gene 

mcr-1. 
Grupo filogenético % % APEC % mcr-1 positivo 

A 11 (12/107) 14 (5/34) 19 (12/62) 

B1 38 (41/107) 26 (9/34) 35 (22/62) 

B2 0 0 0 

C 2 (2/107) 3 (1/34) 1 (1/62) 

D 12 (13/107) 6 (2/34) 14 (9/62) 

E 11 (12/107) 26 (9/34) 9 (6/62) 

F 15 (16/107) 20 (7/34) 16 (10/62) 
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sample farm bird sample site P
h

y
lo

B106 2 broiler cloaca A

B207 3 free range layer cloaca A

B18 1 broiler cloaca E

B64 2 broiler cloaca D

B3 1 broiler cloaca D

B149 1 broiler cloaca E

B209 3 free range layer cloaca A

B67a 2 broiler cloaca F

B112 2 broiler cloaca F

B22 1 broiler trachea A

B143 2 broiler trachea B1

B60 2 broiler cloaca D

B63 2 broiler cloaca D

B12 1 broiler cloaca E

B215 3 free range layer cloaca B1

B47 2 broiler cloaca D

B53 2 broiler cloaca D

B28 1 broiler trachea A

B210 3 free range layer cloaca A

B216 3 free range layer cloaca A

B105 2 broiler cloaca D

B114 2 broiler cloaca D

B90 2 broiler trachea F

B154 1 broiler cloaca D

B49 2 broiler cloaca F

B139 2 broiler cloaca B1

B77 2 broiler trachea F

B98 2 broiler trachea F

B74 2 broiler trachea F

B75 2 broiler trachea F

B80 2 broiler trachea F

B65 2 broiler cloaca F

B93 2 broiler trachea F

B1 1 broiler cloaca E

B178 1 broiler trachea B1

B115 2 broiler cloaca B1

B141 2 broiler cloaca B1

B128 2 broiler trachea B1

B73 2 broiler trachea B1

B66 2 broiler cloaca B1

B100 2 broiler cloaca B1

B86 2 broiler trachea B1

B103 2 broiler cloaca B1

B214 3 free range layer cloaca C

B145 2 broiler trachea E

B155 1 broiler cloaca B1

B32 1 broiler trachea B1

B150 1 broiler cloaca D

B29 1 broiler trachea B1

B201 1 broiler cloaca B1

B205 3 free range layer cloaca B1

B213 3 free range layer trachea B1

B148 1 broiler cloaca B1

B153 1 broiler cloaca E

B122 2 broiler trachea A

B157 1 broiler trachea C

B113 2 broiler cloaca B1

B87 2 broiler trachea D

B147 1 broiler cloaca F

B69 2 broiler cloaca A

B96 2 broiler trachea D

B133 2 broiler trachea B1

B180 1 broiler trachea A

B48 2 broiler cloaca Un

B200 1 broiler cloaca B1

B208 3 free range layer cloaca A

B211 3 free range layer trachea A

B102 2 broiler cloaca B1

B111 2 broiler cloaca B1

B17 1 broiler cloaca B1

B101 2 broiler cloaca A

B5 1 broiler cloaca F

B83 2 broiler trachea Un

B167 1 broiler trachea F

B14 1 broiler cloaca A

B7 1 broiler cloaca B1

B8 1 broiler cloaca B1

B173 1 broiler trachea E

B13 1 broiler cloaca A

B16 1 broiler cloaca B1

B195 1 broiler cloaca B1

B27 1 broiler trachea E

B177 1 broiler trachea E

B35 1 broiler trachea A

B91 2 broiler trachea A

B44 1 broiler trachea B1

B39 1 broiler trachea B1

B42 1 broiler trachea B1

B23 1 broiler trachea B1

B146 1 broiler cloaca F

B45 1 broiler trachea B1

B72 2 broiler cloaca A

B15 1 broiler cloaca B1

B212 3 free range layer trachea A

B46 3 free range layer trachea B1

B55 2 broiler cloaca B1

B51 2 broiler cloaca D

B6 1 broiler cloaca A

B4 1 broiler cloaca B1

B10 1 broiler cloaca B1

B124 2 broiler trachea A

B121 2 broiler trachea E

B138 2 broiler trachea E

B30 1 broiler trachea B1

B170 1 broiler trachea E

B172 1 broiler trachea F

B25 1 broiler trachea B1

Figura 10 - A coluna "sample" mostra a designação do isolado; A coluna "farm", é a proprie-

dadede origem das amostras a coluna "age", dias ou semanas de idade das aves; "bird" 

mostra a aptidão da ave; "sample site", orgão de origem da bactéria, e a última coluna 

Phylo mostra o grupo filogenético. 
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4.3.9 Identificação e suscetibilidade antimicrobiana de Staphylococcus Spp. 

Após coleta de 120 amostras, sendo 60 de cloaca e 60 de traqueia, nas duas granjas, 

foram obtidos 88 isolados, os quais apenas 36 conseguiram ser identificados pela técnica de 

MALDI TOF MS, com boa pontuação (1.767 a 2.616). Os outros 52 isolados foram submeti-

dos ao teste de resistência à novobiocina e de fermentação de açúcares, sendo 59% (31/52) 

identificados como Staphylococcus gallinarum e 40% (21/52) como outros ECNs. Do total de 

isolados obtidos, 36% (32/88) eram provenientes da granja 1 e 63% (56/88) da granja 2. 

Na granja 1, um total de 37% (12/32) dos isolados foram oriundos de cloaca, enquanto 

62% (20/32) de traqueia. Após análise das espécies, foi possível determinar prevalência da 

espécie Staphylococcus gallinarum em 40% (13/32), sendo identificadas também as espécies 

Staphylococcus simulans, Staphylococcus lentus, Staphylococcus sciuri, e outros ECNs cujas 

distribuições percentuais, considerando os dois sítios de coleta, se encontram na figura 9. 

Na granja 2, 44% (25/56) dos isolados foram oriundos da cloaca enquanto 55% 

(31/56) da traqueia. O Staphylococcus gallinarum também foi prevalente, identificado em 

32% (18/56) dos isolados, sendo identificados também Staphylococcus simulans, Staphylo-

coccus hominis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus lentus, Staphylococcus sciuri, Sta-

phylococcus xylosus, Staphylococcus aureus e outros ECNs (figura 11). 

A espécie mais prevalente isolada foi o S. gallinarum (35%; 31/88) seguido do S simu-

lans (17%; 15/88), tais resultados são diferentes dos encontrados por Heba et al. (2014) que 

ao estudar frangos de corte no Egito, encontrou 5% de S. gallinarum e 22% de S. simulans. 

 

 
Figura 11 - Prevalência bacteriana de acordo com a origem da amostra. 

Considerando os resultados obtidos a partir da técnica de disco difusão, os percentuais 

de resistência detectados nos Staphylococcus spp. isolados de cloaca e de traqueia nas granjas 

1 e 2 estão expostos nas figuras 12, 13 e 14, 15, respectivamente. 
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Figura 14 - Gráficos apresentando o percentual de resistência das espécies de esta-

filococos isolados de cloaca e na granja 2. Legenda: PEN- penicilina, CFO- 

Cefoxitina, OXA- Oxacilina, VAN- Vancomicina. 

Figura 15 - Gráficos apresentando o percentual de resistência das espécies de estafilo-
cocos isolados de cloaca e tr na granja 2. Legenda: PEN- penicilina, CFO- Cefo-

xitina, OXA- Oxacilina, VAN- Vancomicina. 

 

 

 

 

Figura 12 - Gráficos apresentando o percentual de resistência das espécies de estafilococos 

isolados de cloaca na granja 1. Legenda: PEN- penicilina, CFO- Cefoxitina, OXA- 

Oxacilina, VAN- Vancomicina. 

Figura 13 - Gráficos apresentando o percentual de resistência das espécies de estafilococos 

isolados de traqueia na granja 1. Legenda: PEN- penicilina, CFO- Cefoxitina, OXA- 

Oxacilina, VAN- Vancomicina. 
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Dos isolados de Staphylococcus spp. 36% (32/88) apresentaram resistência a um ou 

mais antimicrobianos testados, sendo prevalente na espécie S. gallinarum com 47% (15/32). 

Os perfis de resistência apresentados no teste de difusão em disco foram: 14% (12/88) apre-

sentaram resistência apenas a OXA, 10% (9/88) apresentaram resistência a PEN e apenas 1% 

(1/88) a CFO, enquanto 10% (9/88) foram resistentes a OXA e PEN e 2% (2/88) resistentes a 

PEN, OXA e CFO, conforme tabela 6. 

A presença de cepas resistência a oxacilina no presente estudo demonstra que 23% 

(23/88) podem ser estafilococos coagulase-negativos resistentes a meticilina, em estudo reali-

zado por Ibadin et al. (2017) em hospital na Nigéria encontrou 46%, enquanto Rahimi et al. 

(2009) encontrou 60%. A pesquisa de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina em granjas 

de frango de corte é importante pois tais estabelecimentos podem servir como reservatório de 

bactérias resistentes a múltiplas drogas, podendo vir a causar infecções nosocomiais. 

Tabela 6 - Correlação entre perfil de resistência x espécie gênero Staphylococcus spp. 

 

O gene mecA universal foi prevalente, sendo detectado em 7% (6/88) das cepas, se-

guido pelos genes mecA variante e blaZ com 6% (5/88) e 1% (1/88) respectivamente. Ne-

nhuma cepa amplificou para o gene mecA de Murakami. A correlação entre os perfis de resis-

tência fenotipica apresentados pelos isolados e a presença do gene mecA variante foi zero, 

enquanto dos genes mecA universal e blaZ foi de 1% (1/88). A correlação entre o mecA vari-

ante e o mecA universal foi de 100% (5/5), conforme tabela 7. 

 

 

 

 

Perfil de resistência Espécie Número de cepas 

PEN 

S. gallinarum 3 

S. sciuri 2 

S. xylosus 1 

S. aureus 1 

Outros ECNs 2 

OXA 

S. gallinarum 5 

S. simulans 3 

S. cohnii 1 

S. lentus 1 

Outros ECNs 2 

CFO S. cohnii 1 

PEN, OXA 

S. gallinarum 7 

S. cohnii 1 

Outros ECNs 1 

PEN, CFO, OXA 
S. gallinarum 1 

Outros ECNs 1 
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Tabela 7 - Distribuição dos genes codificadores de resistência aos β-lactâmicos em cepas de 

Sta-phylococcus spp. 

Gene Espécie Número de cepas 

mecA variante S. sciuri 4 

S. simulans 1 

mecA universal S. sciuri 4 

S. simulans 1 

S. aureus 1 

blaZ S. aureus 1 

Os resultados mostraram que o primer e a metodologia descrita por Murakami et al. 

(1991) não deve ser utilizado na detecção do gene mecA em populações de aves de produção 

similarmente o que acontece em cepas oriundas de bovinos e suínos. Porém foram observadas 

cepas positivas para o mecA variante e mec “universal” possuindo uma correlação de 100% 

(5/5), tais resultados foram semelhantes aos encontrados por Melo et al. (2014) que observou 

que o primer mecA de Murakami et al. (1991) não anela em isolados de origem bovina. 
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5. CONCLUSÕES 

A avaliação da microbiota bacteriana presente em amostras de cloaca e traqueia de 

frangos de corte permitiu observar a presença de várias espécies de enterobactérias, entretan-

to, houve elevada prevalência de Escherichia coli em ambos os órgãos avaliados independen-

te da granja. Já dentre os Staphylococcus spp., houve prevalência das espécies coagulase-

negativas, S. gallinarum seguida pelo S. simulans.  

Ao avaliar a resistência aos antimicrobianos nas cepas isoladas observou-se que o per-

fil de resistência variou de acordo com o sistema de criação e histórico de uso de antimicrobi-

anos de cada granja.   

Foi encontrado elevado número de cepas de Bordetella hinzii resistentes a classe dos 

beta-lactâmicos, quinolonas, aminoglicosídeos, sulfonamidas e carbapenemas. 

Foram encontradas cepas de E. coli com fenótipo sugestivo de produção de beta-

lactamase do tipo ESBL e AmpC. 

A resistência fenotípica a colistina foi a mais prevalente entre os isolados de E. coli, a 

qual foi acompanhada da também prevalente detecção do gene mcr1. Foram observadas ele-

vadas correlações entre a presença do gene mcr-1 e os plasmídeos incI2, B/O, FIB. Embora 

não se possa afirmar que o gene mcr-1 está contido nos plasmídeos, a ocorrência de ambos em 

um mesmo individuo é considerado um fator de risco, uma vez que, o plasmídeo pode carrear 

o gene de resistência e favorecer a dispersão do mesmo.  

Em contraste com a metodologia desenvolvida por Murakami et al. (1991) que não de-

tectou o gene mecA nas cepas estudadas, a metodologia desenvolvida por Melo et al. (2013) 

obteve sucesso na detecção de suas variantes, com correlação de 100% entre os primers mec 

SsciuriInt e mecA universal, salientando a importância da adequação metodológica na detec-

ção deste gene preditor de resistência aos beta-lactâmicos em cepas oriundas de animais de 

produção. 

Foi observada elevada variabilidade genética das cepas E. coli com prevalência do 

grupo filogenético B1, relacionado a cepas comensais. Entretanto, a análise do perfil de viru-

lência detectou elevado número de cepas APEC, salientando a importância do monitoramento, 

limpeza e desinfecção do ambiente, controle de pessoas e veículos e vazio sanitário dos gal-

pões entre lotes, com o objetivo de evitar futuras ocorrências de colibacilose e consequentes 

perdas economicas. 
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7. ANEXOS 

Anexo I. Aditivos melhoradores de desempenho liberados para o uso em animais de produ-

ção. 
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Anexo II. Certificado de aprovação no Comissão de Ética no Uso de Animais. 
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