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RESUMO 
 

O objetivo do estudo foi caracterizar o perfil de resistência de isolados de 
Escherichia coli obtidos de amostras da cadeia produtiva de frangos corte. Foram 
coletadas 495 amostras em um abatedouro de aves regularmente fiscalizado pelo 
Serviço de Inspeção Federal, localizado no estado do Paraná (Brasil). O isolamento 
de E. coli foi realizado em ágar MacConkey e as colônias com morfologia típica de E. 
coli foram confirmadas bioquimicamente. Os isolados confirmados seguiram para os 
testes de diluição em ágar, realizado como triagem, onde os antimicrobianos testados 
foram: amoxicilina - AMO (32 μg), ceftiofur – CTF (8 μg), cloranfenicol - CLO (32 μg), 
tetraciclina - TET (16 μg), ciprofloxacina - CIP (1 μg) e sulfametaxazol + trimetropim - 
SUT (76/4 μg). Para o teste disco-difusão em ágar os antimicrobianos utilizados foram 
AMO (10 μg); CTF (30 μg); aztreonam - ATM (30 μg); imipenem – IPM (10 μg); CIP (5 
μg); TET (30 μg); gentamicina - GEN (10 μg), SUT (23,75/1,25 μg), CLO (30 μg) e 
azitromicina - AZI (15 μg). Para a detecção de de E. coli produtora de beta-lactamases 
de espectro estendido (ESBL), foram utilizados quatro antimicrobianos: amoxicilina 
com ácido clavulânico (20/10 μg), ceftazidima – 30 μg, cefotaxima – 30 μg e cefepima 
– 30 μg. Para caracterização molecular, os genes blaTEM; aac(3)-II; tetA; qnrS; dhfrI; 
sul1; cmIA5 e floR foram avaliados pela técnica de reação em cadeia da polimerase 
(PCR). Um total de 1128 isolados de E. coli foram identificados nas amostras de 
carcaça de frango após a sangria, após depenagem, após evisceração e após a saída 
do chiller, água residual da escaldagem e chiller, caixa de transporte das aves e fezes 
funcionário. Nenhum isolado foi detectado na água industrial. A resistência mais 
comumente detectada no Breakpoint foi para os antimicrobianos SUT, TET e AMO. 
Para o teste de disco-difusão em ágar, 701 isolados foram avaliados, onde uma alta 
resistência foi detectada para a CIP (94,1%), TET (56,3%), SUT (54,3%) e AMO 
(48,1%), sendo um resultado preocupante, já que alguns desses antimicrobianos são 
utilizados para tratamento de casos graves em humanos e também de forma ampla 
na avicultura. Dentre os isolados, 578 foram multidroga resistente e apenas 15 
isolados (2,2%) foram ESBL positivas. A resistência antimicrobiana entre os isolados 
de amostras dos funcionários e as demais amostras da cadeia avícola foram muito 
semelhantes, sendo um sinal de alerta, já que a exposição a esses antimicrobianos 
podem selecionar micro-organismos e resistentes. Um total de 74 isolados (42%) 
apresentaram a presença de um ou mais genes de resistência antimicrobiana. Os 
genes mais detectados nos isolados foram cmIA5, sul1 e dhfrl, totalizando 21,6%, 21% 
e 12,5% respectivamente. Em relação a correlação dos resultados fenotípicos e 
genotípicos observados pelo teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordância 
pobre, já os demais antimicrobianos uma concordância leve. O assunto envolvendo a 
resistência antimicrobiana deve ser tratado com cuidado, procurando maneiras para 
redução do uso de antimicrobianos, já que os efeitos adversos do uso incorreto e 
exagerado pode contribuir para disseminação de genes de resistência entre os micro-
organismos e pelo ecossistema. 

 
Palavras-chave: Resistência. Saúde única. Cadeia avícola. Breakpoint. Disco-difusão. 

Genes.  
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 

The objective of the study was to characterize the resistance profile of 
Escherichia coli isolates obtained from samples of the broiler production chain. 495 
samples were collected in a poultry slaughterhouse regularly inspected by the Federal 
Inspection Service, located in the state of Paraná (Brazil). E. coli isolation was 
performed on MacConkey agar and colonies with typical E. coli morphology were 
confirmed biochemically. The confirmed isolates went to the agar dilution tests, 
performed as a screening, where the tested antimicrobials were: amoxicillin - AMO (32 
μg), ceftiofur - CTF (8 μg), chloramphenicol - CLO (32 μg), tetracycline - TET (16 μg), 
ciprofloxacin - CIP (1 μg) and sulfametaxazole + trimethoprim - SUT (76/4 μg). For the 
disk-diffusion test on agar, the antimicrobials used were AMO (10 μg); CTF (30 μg); 
aztreonam - ATM (30 μg); imipenem - IPM (10 μg); CIP (5 μg); TET (30 μg); gentamicin 
- GEN (10 μg), SUT (23.75 / 1.25 μg), CLO (30 μg) and azithromycin - AZI (15 μg). For 
the detection of E. coli producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), four 
antimicrobials were used: amoxicillin with clavulanic acid (20/10 μg), ceftazidime - 30 
μg, cefotaxime - 30 μg and cefepime - 30 μg. For molecular characterization, the 
blaTEM genes; aac (3) -II; theta; qnrS; dhfrI; sul1; cmIA5 and floR were evaluated 
using the polymerase chain reaction (PCR) technique. A total of 1128 E. coli isolates 
were identified in the chicken carcass samples after bleeding, after plucking, after 
evisceration and after the chiller left, scalding and chiller residual water, poultry and 
employee feces transport box. No isolates were detected in industrial water. The most 
commonly detected resistance at agar dilution tests was for the antimicrobials SUT, 
TET and AMO. For the agar disc-diffusion test, 701 isolates were evaluated, where a 
high resistance was detected for CIP (94.1%), TET (56.3%), SUT (54.3%) and AMO 
(48.1%), being a worrying result, since some of these antimicrobials are used to treat 
severe cases in humans and also in a wide way in poultry. Among the isolates, 578 
were multidrug resistant and only 15 isolates (2.2%) were ESBL positive. The 
antimicrobial resistance between isolates from employee samples and other samples 
from the poultry chain were very similar, being a warning sign, since exposure to these 
antimicrobials can select microorganisms and resistant. A total of 74 isolates (42%) 
presented the presence of one or more antimicrobial resistance genes. The most 
detected genes in the isolates were cmIA5, sul1 and dhfrl, totaling 21.6%, 21% and 
12.5% respectively. Regarding the correlation between the phenotypic and genotypic 
results observed by the Kappa test, amoxicillin showed a poor agreement, while the 
other antimicrobials showed a slight agreement. The issue involving antimicrobial 
resistance should be treated with care, looking for ways to reduce the use of 
antimicrobials, since the adverse effects of incorrect and exaggerated use can 
contribute to the spread of resistance genes among microorganisms and the 
ecosystem. 

 
Keywords: Resistance. Resistance. One health. Poultry chain. Breakpoint. Disk 

diffusion. Genes. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

Para otimizar a produção e suprir a crescente demanda de proteína animal, o 

uso de antimicrobianos tem sido ampliado ano a ano, utilizados principalmente na 

forma terapêutica, profilática e como promotor de crescimento. Dada a relevância do 

sistema de produção avícola na cadeia produtiva de proteína animal, e as perdas 

econômicas decorrentes das doenças nas aves, o uso de antimicrobianos é 

importante, pois auxilia na redução da mortalidade e no controle e prevenção de 

infecções bacterianas. Porém, devido a essa constante exposição desses animais a 

doses subterapêuticas de antimicrobianos, principalmente na forma de tratamento não 

individualizado e como promotores de crescimento, criou-se uma maior pressão 

seletiva sobre os micro-organismos (AARESTRUP, 2005; FOUNOU et al., 2016) 

havendo grandes riscos de seleção de micro-organismos resistentes aos 

antimicrobianos, que possuem mecanismos de troca de material genético e uma 

facilidade de disseminação desses genes de resistência, sendo um problema mundial 

que afeta a saúde humana e animal. 

As bactérias podem ser intrinsicamente resistentes à determinada classe de 

antimicrobiano ou então adquirir essa resistência como resultado da incorporação, 

inativação e mutação de genes específicos. Muitos genes de resistência aos 

antimicrobianos estão abrigados em elementos genéticos móveis, como plasmídeos, 

que podem ser transferidos de maneira horizontal para outros micro-organismos. Essa 

transferência de determinantes de resistência pode ocorrer não apenas de isolados 

da mesma espécie, mas também advindo de gêneros bacterianos distintos (APLEY et 

al., 2001; PALHARES et al., 2014; FERNANDES et al., 2016). 

A ocorrência de enterobactérias multirresistentes a drogas (MDR) de 

importância terapêutica têm sido evidenciada em uma diversidade de animais de 

produção, ambientes de processamento, alimentos de origem animal e casos clínicos 

ao redor do mundo (ABRAHAM et al., 2015; BONELLI et al., 2014; CANTÓN et al., 

2008; NORIZUKI et al., 2017). Inicialmente, a preocupação com a emergência da 

resistência estava centrada em bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus 

aureus resistentes à meticillina (MRSA) e Enterococcus spp. resistentes à 

vancomicina (VRE). Atualmente, existe um consenso de que a disseminação da 

resistência em bactérias Gram-negativas, principalmente as enterobactérias, 

representa um risco emergente, pois genes de resistência presentes em plasmídeos 
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podem se espalhar facilmente entre populações bacterianas em nível global, devido 

ao intenso trânsito de pessoas e produtos. 

Escherichia coli é um micro-organismo pertencente à família 

Enterobacteriaceae, habitante regular da microbiota do trato gastrointestinal de 

animais e humanos, onde desempenha um papel importante na manutenção da 

fisiologia intestinal, no entanto, a troca de material genético entre os diversos clones 

desse agente, permitiram sua adaptação a novos ambientes podendo, em alguns 

casos, causar doenças graves. E. coli é utilizada como indicadora de resistência 

antimicrobiana, devido a facilidade de aquisição de genes de resistência e 

transferência gênica horizontal, não apenas a outras cepas de E. coli, mas também a 

outros micro-organismos. A pecuária tem sido relacionada como potencial reservatório 

de E. coli multirresistentes, e à disseminação da resistência usualmente associada a 

cepas portadoras de plasmídeos (EWERS et al., 2012; ZHENG et al., 2012; HAENNI 

et al., 2018).  

Devido a relevância do tema, a resistência antimicrobiana (RAM) é considerada 

como um dos grandes desafios para a saúde humana nos dias atuais e para os 

próximos anos, demanda uma abordagem multidisciplinar e translacional, em sintonia 

com o conceito de Saúde Única (One Health), portanto envolvendo humanos, animais 

e ambiente. 

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

2.1 Resistência antimicrobiana: uma perspectiva sob o contexto de “One Health” 

  

A resistência antimicrobiana não é um assunto novo e o surgimento de micro-

organismos resistentes aos medicamentos é muito mais acelerado do que o 

desenvolvimento de novas moléculas com ação antimicrobiana, além disso, a pressão 

seletiva que ocorre nos micro-organismos acaba sendo favorecida pelo uso incorreto 

ou excessivo do antimicrobiano, seja na cadeia de produção animal ou o uso 

terapêutico em humanos (SOUFI et al., 2011; ABO-AMER et al., 2018). Na terapêutica 

veterinária e humana o controle da eficácia dos antimicrobianos é essencial contra o 

micro-organismo alvo, a fim de se evitar o insucesso do tratamento e, em 
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consequência, a maior permanência dos pacientes nos hospitais, a perdas 

econômicas, aumento da mortalidade (CANTAS et al., 2013; ANVISA, 2017). Estima-

se que até 2050, a resistência antimicrobiana seja a principal causa de mortes em 

todo o mundo com uma estimativa de cerca de 10 milhões de mortes (O’NEILL, 2014).  

A RAM pode ser intrínseca ou adquirida, a resistência intrínseca é geralmente 

mediada por cromossomos, algo fisiológico do micro-organismo ou ainda, 

características morfológicas da bactéria, onde a maioria ou todos as espécies e 

gêneros da bactéria tem uma determinada característica capaz de oferecer resistência 

(ABUSHAHEEN et al., 2020). Já a resistência adquirida, geralmente ocorre devido a 

mutações cromossômicas, modificação de enzimas ou inativação de agentes 

antimicrobianos, bombas de efluxo ou também por transferência de genes de 

resistência, principalmente via plasmídeos (VAN HOEK et al., 2011; FERRI et al., 

2017; HERNANDO-AMADO et al., 2016).  

Essa transferência horizontal de genes de resistência é um processo rápido de 

disseminação entre os micro-organismos que por estarem alocados em elementos 

genéticos móveis, como transposons, integrons e plasmídeos, podem transferir esses 

genes de micro-organismos comensais, para os patogênicos (ROTH et al., 2019). A 

transferência horizontal, pode ocorrer por transformação, onde ocorre a lise da 

bactéria e a liberação do material genético para o meio, onde outra bactéria poderá 

captar o DNA e incorporar o genoma; transdução, onde há incorporação acidental do 

DNA bacteriano cromossômico ou plasmidial por um bacteriófago durante a infecção 

celular, assim após a lise da bactéria, o bacteriófago vai ser como um vetor ao infectar 

uma nova célula e por conjugação, onde é necessário haver contato entre os micro-

organismos e transferência  do material genético por fimbria ou pilus a outra receptora, 

é principalmente codificada por plasmídeos (VAN HOEK et al., 2011; AMÁBILE-

CUEVAS, 2013; FERRI et al., 2017).  

A facilidade do transporte dos animais, alimentos e o tráfego de pessoas pelo 

mundo favorecem a disseminação de genes de RAM, contribuindo ainda mais para a 

complicada epidemiologia da resistência (SKOV & MONNET, 2016; LIU et al., 2016; 

DOUMITH et al., 2016; MAGOURAS et al., 2017). Micro-organismos resistentes 

podem estar presentes na microbiota humana e animal, no ambiente e alimento, 

devido à importância na cadeia produtiva, os humanos podem ser expostos por fontes 

diversas (CHANG et al., 2014; FERRI et al., 2017). Uma das maneiras de bactérias 

resistentes ou genes de resistência chegarem até o intestino humano, é através do 
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consumo de alimento, já que os processos que estes são submetidos não o deixam 

livre de contaminações (LOSASSO et al., 2018; ANTONELLI et al., 2019). Além disso, 

a contaminação cruzada com outros alimentos ou o cozimento inadequado também 

podem contribuir para a exposição humana (FERRI et al., 2017; LAMBRECHT et al., 

2019). O intestino humano é um ótimo reservatório de genes de resistência, 

principalmente pelo grande número de bactérias presentes, assim, a exposição aos 

antimicrobianos pode contribuir para dissipar os genes entre os micro-organismos ali 

presentes, favorecendo disseminação (HUDDLESTON, 2014).  

Os animais, principalmente os de produção, devido ao uso de antimicrobianos 

para fins terapêuticos, profiláticos ou como promotores de crescimento, passam a ser 

fontes de disseminação de micro-organismos e genes resistência (MARSHALL & 

LEVY, 2011; DA COSTA et al., 2013; WOOLHOUSE et al., 2015; ARGUDÍN et al., 

2017). Estudos que avaliaram o banimento do uso de alguns antimicrobianos, 

observaram uma redução de micro-organismos resistentes e também dos seus genes 

de resistência, evidenciando um aspecto positivo na interrupção do uso desses 

medicamentos (HIKI et al., 2015; VERRETTE et al., 2019). Porém, mesmo após a 

redução do uso de antimicrobianos, a resistência pode se manter, devido a presença 

de genes de resistência, transferência horizontal de genes, e mutações, que acabam 

contribuindo para re-emergência ou manutenção da resistência (JOHNSEN et al., 

2009). 

Evidências indicam que a presença de genes de resistência nos genomas de 

bactérias no ambiente é algo antigo e natural (BHULLAR et al., 2012). Assim, o 

ambiente pode ser fonte de genes de resistência para humanos (FORSBERG et al., 

2012; LUPO et al., 2012). Devido a maioria dos antimicrobianos serem excretados de 

forma ativa nas fezes, o meio ambiente passa a ser um reservatório de genes de 

resistência, já que as fezes dos animais podem ser utilizadas como esterco, 

contaminando o solo, água, alimentos e humanos (HEUER et al., 2011; BOOTH et al., 

2020).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou um relatório que classificou 

os antimicrobianos como “criticamente importantes”, “altamente importantes” ou 

“importantes”, com base em sua importância para a medicina humana (WHO, 2019). 

A referida classificação teve por base alguns critérios: 1) ser a única, ou uma das 

terapias limitadas disponíveis, para tratar infecções bacterianas graves em pessoas; 

2) para ser usado no tratamento de infecções em pessoas causadas por: (i) bactérias 
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que podem ser transmitidas aos seres humanos a partir de fontes não humanas, ou 

(ii) bactérias que podem adquirir genes de resistência de fontes não humanas. Se os 

antimicrobianos atendem ao critério 1 e 2, são considerados criticamente importantes, 

se atendem apenas ao critério 1 ou 2, são altamente importantes e se não se 

encaixam em nenhum dos critérios, são consideradas importantes. Sendo que as 

fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira e quarta geração, macrólidos, 

glicopeptídeos e polimixinas como antimicrobianos criticamente importantes para 

medicina humana, devido à disponibilidade limitada de alternativas para o tratamento 

de infecções bacterianas, utilizados principalmente para o tratamento de infecções 

humanas graves (WHO, 2019). 

Entre as classes mais utilizadas para tratamento em humanos, estão os 

macrolídeos, penicilinas e fluoroquinolonas, já os mais frequentes para os animais são 

penicilinas, sulfonamidas e tetraciclinas (VAN BOECKEL et al., 2017; XIONG et al., 

2018). Alguns antimicrobianos são de uso exclusivo para a veterinária, como 

pramicina, ceftiofur, tilosina, enrofloxacina e florfenicol, porém antimicrobianos das 

mesmas classes são utilizadas para tratamento em humano (RABELLO et al., 2020; 

VAN et al., 2020). Indicando mais uma vez a importância de uma abordagem One 

health para controle da resistência. A OMS juntamente com os membros da 

Organização das Nações Unidas, tem elaborado planos de vigilância e monitoramento 

da RAM, focando no uso racional dos antimicrobianos. 

 

2.2. Escherichia coli como indicador de resistência antimicrobiana 

 
Escherichia coli é um micro-organismo da família Enterobacteriaceae, um 

bacilo gram negativo, não formadores de esporos, móvel pela produção de flagelos 

peritríquios, anaeróbios facultativos, catalase positiva, oxidase negativa, possuem a 

capacidade de fermentação da lactose, e possuem uma temperatura de crescimento 

ótima de 37°C (KONEMAN et al., 2001). Apesar da maioria dos isolados de E. coli 

fermentarem a lactose, algumas podem não fermentar, chamadas de lactose 

negativas (BARNES; VAILLANCOUT; GROSS, 2003). 

E. coli é comensal da microbiota de animais de sangue quente, humanos e 

ambiente, é muito utilizada como um indicador de contaminação ambiental, porém 

algumas cepas podem ser patogênicas para o homem, animais e plantas, sendo 
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classificadas em E. coli diarreiogênicas (DEC) e patogênica extra-intestinal (ExPEC) 

(SCHROEDER et al., 2002; CROXEN & FINLAY, 2010; VIEIRA et al., 2011). Além 

disso, as carcaças durante e após o abate e processamento podem ser contaminadas 

por E. coli, seja pela evisceração das carcaças, manuseio da carcaça ou água 

contaminada (ÁLVAREZ-FERNÁNDEZ et al., 2013) 

Um dos principais micro-organismos utilizados para o monitoramento de RAM 

é Escherichia coli, devido a sua facilidade de aquisição e transferência de genes de 

resistência para outras bactérias, constituindo assim, um relevante indicador da 

situação de RAM (JIANG et al., 2011; KAESBOHRER et al., 2012). A RAM em E. coli 

se desenvolve principalmente por mutações, aquisição de elementos genéticos 

móveis, além de outros mecanismos como bomba de efluxo, alteração da 

permeabilidade da membrana e produção de β-lactamases (BLAIR et al., 2014). Além 

disso se torna um ótimo micro-organismo para a pesquisa envolvendo um aspecto de 

saúde única, já que sua presença ocorre em variados locais e espécies.  A presença 

de E. coli resistentes a antimicrobianos em carne de frango já é muito relatada, assim 

como no ambiente de criação e abate, favorecendo uma disseminação para o produto 

final, e sendo uma fonte possível de contaminação para os humanos (LEVERSTEIN-

VAN HALL et al., 2011).  

Assim, o uso de antimicrobianos nos animais pode selecionar dentro da 

microbiota comensal, micro-organismos resistentes e disseminadores de genes 

resistência, onde a rastreabilidade de resistência em isolados de E. coli na cadeia 

alimentar pode evidenciar a possível disseminação para os demais micro-organismos, 

incluindo os patógenos presentes em alimentos de origem animal (EFSA e ECDC, 

2019).  

 

2.3 Resistência antimicrobiana na cadeia de frango de corte 

 

A avicultura tem se desenvolvido muito nos últimos anos, principalmente na 

produção de frangos de corte. Por ser uma produção rápida e em grande escala, o 

uso de antimicrobianos na avicultura algumas vezes é necessário, principalmente na 

forma tratamento, prevenção e como promotores de crescimento, sendo que este uso 

em sua maioria não é individual, mas em todos os animais (POOLE & SHEFFIELD, 

2013; LANDONI & ALBARELLOS, 2015; SIVAGAMI et al., 2020). Porém, devido às 

restrições impostas pelos padrões de exportação, o consumo de antimicrobianos deve 
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ser controlado, considerando que alguns países não permitem o uso de aditivos na 

criação ou o uso é restrito a só alguns antimicrobianos como promotor de crescimento 

(MARON et al., 2013).  

As aves são uma das espécies que mais utilizam antimicrobianos (WALL et al., 

2016), passando a ser um problema, já que muitos dos antimicrobianos utilizados são 

excretados ainda na sua forma ativa, assim o risco de resíduos no ambiente pecuário 

é grande, contribuindo para o surgimento e disseminação de resistência (MARSHALL 

& LEVY, 2011; SIVAGAMI et al., 2020). As classes de antimicrobianos mais utilizados 

na cadeia avícola são os beta-lactâmicos, polipeptídeos, aminoglicosídeos, 

macrólidos, lincosamidas, florfenicol, tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e 

fluoroquinolonas e ionóforos (HOFACRE et al., 2013).  

O trato gastrointestinal das aves é considerado reservatório de E. coli produtora 

de β-lactamase de espectro estendido (ESBL) ou β-lactamase do tipo AmpC (enzimas 

que conferem resistência a cefalotina, cefazolina, cefoxitina, maioria das penicilinas e 

também inibidores das β-lactamases) e potencialmente uma fonte de contaminação 

para os humanos (DIERIKX et al., 2013; BROLUND, 2014), também já foi verificada a 

detecção dessas cepas em alimentos de animais de produção, principalmente de aves 

(OVERDEVEST et al., 2011; KLUYTMANS et al., 2013; CRECENCIO et al., 2020). 

Alguns estudos indicam que a carne de frango pode ser um reservatório e contribuir 

para a disseminação de enterobactérias produtoras de ESBL no Brasil (CASELLA et 

al., 2015; KOGA et al., 2015).  

 

2.4 Mecanismos de ação dos antimicrobianos e mecanismos de resistência 

antimicrobiana  

 

2.4.1 ß-Lactâmicos e Enzimas inativadoras de ß-Lactâmicos    

 

Os ß-Lactâmicos são considerados os antimicrobianos mais utilizados, devido 

à sua importância terapêutica e baixa toxicidade. Esses antimicrobianos possuem um 

anel beta-lactâmico, que não só determina o mecanismo de ação, inibição da 

biossíntese de peptidoglicanos, como também o mecanismo de resistência pela 

maioria dos micro-organismos (enzimas β-lactamases) (AZEVEDO, 2014). A família 
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dos ß-Lactâmicos não contém a mesma estrutura do anel, isto é, apesar de todos 

possuírem o anel beta-lactâmico, a sua estrutura química não é igual, podendo conter 

diferentes tipos de cadeias lineares, diferenciando assim as suas características, ação 

e resistências às β-lactamases (BAPTISTA, 2013). Sendo assim dependendo dos 

anéis presentes, esse grupo de antimicrobianos pode ser dividido em: penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenems, monobactâmicos e alguns inibidores de beta-

lactamases. Os inibidores das β-lactamases (como o ácido clavulânico), são também 

considerados beta-lactâmicos, por possuírem igualmente a estrutura base, porém 

possuem uma cadeia lateral modificada, apresentando assim uma estrutura bicíclica, 

desta forma, os inibidores de β-lactamases, ligam-se de forma irreversível as β-

lactamases, fazendo com que a ação do antimicrobiano não seja perdida (AZEVEDO, 

2014).  

As penicilinas pertencem a um dos grupos de antimicrobianos mais 

importantes, pois são utilizados para o tratamento de muitas doenças, tanto na cadeia 

animal, quanto o uso em humanos.  Assim como as cefalosporinas, que também são 

utilizadas em humanos e animais, seu uso em animais de produção é preocupante, 

devido a sua importância clínica. As cefalosporinas são divididas em cinco gerações, 

que variam de acordo com o grupo químico que é adicionado e o espetro de ação. Por 

exemplo, o ceftiofur, é uma cefalosporina de terceira geração, utilizado 

exclusivamente para animais, ainda assim, a resistência a ceftiofur em animais é um 

problema para a saúde pública, já que pode apresentar resistência cruzada à 

ceftriaxona e a outras cefalosporinas de terceira geração de importância para o 

tratamento em humanos (JAHANBAKHSH et al., 2016; HAO et al., 2016).   

O mecanismo de ação desse grupo é através da inibição da biossíntese de 

peptidoglicanos, que enfraquecem a parede celular bacteriana durante a divisão 

celular, levando a lise (PALZKILL, 2012). A resistência dessa classe em micro-

organismos gram-negativos é principalmente através da produção de enzimas β-

lactamases, que tem a capacidade de hidrolisar e causar resistência a vários tipos de 

ß-Lactâmicos, também pode ocorrer por meio da alteração de proteínas de ligação à 

penicilina (PBP) (TANG et al., 2014; JEON et al., 2019).  As PBP estão localizadas 

em bactérias Gram-negativas no espaço periplásmatico, e para atingir o local alvo, os 

ß-Lactâmicos precisam atravessar a membrana externa através de porinas, assim, se 

ocorrer qualquer alteração nessas proteínas ou extrusão do medicamento via bomba 

de efluxo, sucedera na resistência ao antimicrobiano (TANG et al., 2014). 



24 
 

 

As β-lactamases podem ser codificadas por genes presentes nos plasmídeos 

ou cromossomos, sendo caracterizada por espectro estreito (penicilinases e 

cefalosporinases) e espectro amplo (β-lactamases de espectro estendido - ESBL), 

esse segundo grupo é capaz de hidrolisar vários betalactâmicos, como cefalosporinas 

(como cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime) e a monobactâmicos (como 

aztreonam), exceção dos carbapenêmicos, impedindo assim a inibição da PBP 

(MEYER; PICOLI, 2011; RUPPÉ et al., 2015).  

As β-lactamases são classificadas de acordo com dois modelos, o primeiro é o 

de Ambler (1980), que separa em classes (A – D), de acordo com a estrutura 

molecular da enzima e o segundo é de acordo com Bush e Jacoby, que separam em 

grupos, de acordo com as propriedades bioquímicas da enzima, estrutura molecular 

e segregação nucleotídica (AMBLER, 1980; BUSH & JACOBY, 2010). As ESBL mais 

comuns registradas são TEM, SHV e CTX-M (BUSH & JACOBY, 2010). Onde as 

variantes da CTX-M (CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-15) já foram relatadas em animais 

e humanos, evidenciando o potencial de disseminação através da cadeia alimentar, 

com destaque na carne de frango (KIIRU et al., 2012; EGERVÄRN et al., 2014; 

KAWAMURA et al., 2014). A presença de E. coli produtora de ESBL em animais e 

produtos de origem animal, pode ser devido ao uso do ceftiofur, na cadeia animal 

(HAMMERUM et al., 2009).  

 Os genes mais comumente envolvidos na resistência aos beta-lactâmicos são 

os genes blaSHV-1, blaTEM, blaTEM-1, blaOXA-1, blaCMY-2 e blaCTX-M, sendo 

esse último amplamente detectado em enterobactérias isoladas de humanos, animais 

e alimentos (BUSH & JACOBY, 2010; D’ANDREA et al., 2013; DAY et al., 2016). Uma 

das possíveis explicações para a fácil disseminação do gene CTX-M é pelo mesmo 

estar presente em plasmídeos e esses, na sua maioria, são transmitidos por 

conjugação (BONNET, 2004). Além disso, micro-organismos que carregam o gene 

CTX-M podem apresentar resistência a outros antimicrobianos, como 

aminoglicosídeos e fluorquinolonas, aumentando o risco para a saúde pública. Outra 

preocupação é que a maioria dos ESBL está associada a plasmídeos, que podem 

carregar genes de outros antimicrobianos, como fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, 

tetraciclinas, sulfametoxazol + trimetoprim e cloranfenicol, que tem importância para o 

tratamento em humanos (BENNETT, 2008; HUNTER et al., 2010; BROLUND et al., 

2014; YASIR et al., 2020).  
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2.4.2 Tetraciclina 

 

As tetraciclinas são muito conhecidas pelo seu uso nos animais de produção, 

principalmente pelo seu amplo espectro e baixo custo. As tetraciclinas de primeira 

geração, como tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina, são mais utilizadas como 

promotores de crescimento, enquanto a de segunda geração são para o tratamento 

terapêutico em animais e humanos (KOO & WOO, 2011). No Brasil, o uso das 

tetraciclinas é proibido como aditivo melhorador de desempenho animal desde o ano 

de 2009, pela Instrução Normativa n. 26 (BRASIL, 2009). O seu mecanismo de ação 

é baseado na inibição da síntese proteica nos ribossomos, se ligando na subunidade 

ribossômica 30S (CHOPRA & ROBERTS, 2001), já um dos principais mecanismos de 

resistência à tetraciclina são através da atividade da bomba de efluxo, a proteção 

ribossômica e a inativação enzimática, onde vários genes tet conferem resistência por 

estes mecanismos (ROBERTS, 2005).  

Os genes mais conhecidos que conferem resistência à tetraciclina são tetA, 

tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetJ, tet L e tetY associados a uma proteína de efluxo em 

Escherichia spp., onde o tetB é o mais encontrado em Gram-negativas (ROBERTS, 

2005; ROBERTS & SCHWARZ, 2016). Além disso, foi verificado que a resistência a 

tetraciclina é capaz de selecionar microrganismos resistentes a outros 

antimicrobianos, pois o gene tet estão localizados nos mesmos elementos genéticos 

móveis que outros genes de resistência (LEVY, 2002; COX & POPKEN, 2010). 

 

2.4.3 Aminoglicosídeos 

 

 Os aminoglicosídeos são antimicrobianos de amplo espectro, os mais 

conhecidos são estreptomicina, canamicina, neomicina, gentamicina, amicacina, 

netilmicina e tobramicina, se enquadram neste grupo muito utilizado para o tratamento 

em humanos e animais, sua ação ocorre pela inibição da síntese de proteína. Uma 

redução do uso ocorreu nos anos 80, devido a sua toxicidade, sendo substituído por 

outros antimicrobianos (fluorquinolonas, cefolosporina de terceira geração e 

carbapenêmicos) que apresentavam baixa toxicidade e apresentavam um espectro 

de ação maior, porém, a resistência a esses antimicrobianos aumentou, e o uso de 



26 
 

 

aminoglicosídeos voltou a ser viável, buscando uma dosagem de menor toxicidade e 

a descoberta de novos agentes dessa classe (KRAUSE et al., 2016).  

A ação desse antibiótico ocorre pela ligação com a região altamente 

conservada do rRNA 16S e da subunidade ribossômica 30S, que leva a interrupção 

da síntese de proteína do micro-organismo (KRAUSE et al., 2016). A resistência aos 

aminoglicosídeos assume muitas formas diferentes, incluindo modificação enzimática, 

modificação do local alvo por meio de uma enzima ou mutação cromossômica e 

bombas de efluxo (WACHINO et al., 2020).  

Micro-organismos Gram-negativos podem produzir enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos, que tem a capacidade de inativar a ligação com as subunidades do 

ribossomo, que contribui fortemente para a resistência a essa classe de 

antimicrobianos (BLAIR et al., 2014). Alguns genes estão relacionados com essa 

capacidade, como aac(3)-II e aac(3)-IV, que podem estar abrigados em elementos 

genéticos móveis, facilitando a transferência para outros micro-organismos ou 

carregar outros genes de resistência, contribuindo para que os isolados apresentem 

multirresistência (MAYNARD et al., 2004; KRAUSE et al., 2016). Em um estudo 

realizado com isolados de E. coli de origem humana e animal, verificou que a 

resistência a gentamicina está correlacionada com a resistência a outros 

antimicrobianos, como tetraciclina, ampicilina e sulfametoxazol (SZMOLKA et al., 

2012). 

 

2.4.4 Anfenicóis 

 

 Os antimicrobianos da classe anfenicóis são muito utilizados, já que são de 

amplo espectro, porém, apresentam algumas restrições, por exemplo no caso de 

cloranfenicol, o seu uso é exclusivo para a saúde humana, mas seu uso é realizado 

com cautela e em últimos casos em infeções fatais, pois apresentam alguns efeitos 

adversos, como anemia aplástica irreversível (SHAW, 1983). 

  Além disso, foi proibido o uso dos princípios ativos de cloranfenicol em animais 

de produção e qualquer produto de origem animal, já que podem presentar resíduos 

que representam um risco para saúde humana (BRASIL, 2003). Para o uso em 

animais, como suínos e bovinos, o mais indicado é o florfenicol, que é um derivado 

fluorado do cloranfenicol, onde os efeitos adversos não foram demostrados em 
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animais (SCHWARZ et al., 2004). Sua ação ocorre pela inibição da biossíntese de 

proteínas, onde ocorre uma ligação reversível ao centro da peptidiltransferase na 

subunidade ribossômica 50S dos ribossomos 70S, impedindo o alongamento da 

cadeia peptídica (SCHWARZ et al., 2004).  

Os mecanismos de resistência do micro-organismo podem ser por sistemas de 

efluxo, inativação por fosfotransferases, mutações do local alvo, barreiras de 

permeabilidade e também por inativação enzimática por acetilação da droga por meio 

de diferentes tipos de cloranfenicol acetiltransferases (CAT) (SHAW, 1983; MURRAY 

& SHAW, 1997; SCHWARZ et al., 2004). O gene catA, geralmente localizado em 

elementos genéticos móveis, codifica as cloranfenicol acetiltransferases, sendo capaz 

de inativar a ação do cloranfenicol, porém, devido a alteração estrutural que ocorreu 

no florfenicol, uma substituição do grupo hidroxila em C-3 por um resíduo de flúor, 

este se tornou resistente a inativação da enzima CAT, assim, isolados que são 

resistentes a cloranfenicol por este mecanismo, são sensíveis ao florfenicol (CANNON 

et al., 1990).  

O gene cmlA e floR, codificam a resistência através de bombas de efluxo 

especificas, no caso do cmIA não conseguem exportar florfenicol da célula 

microbiana, assim, os isolados com esse gene acabam sendo suscetíveis ao 

florfenicol, e a resistência ao cloranfenicol e florfenicol é principalmente através da 

presença do gene floR (ROBERTS & SCHWARZ, 2016).  

 

2.4.5 Quinolonas 

 

A primeira quinolona descrita foi o ácido nalidíxico, sendo que outras foram 

desenvolvidas, buscando aprimorar seu espectro de ação. Assim, a adição de um anel 

quinolônico a um átomo de flúor, deu origem às fluorquinolonas, com o principal 

representando a ciprofloxacina. O átomo de flúor que foi adicionado, melhorou a 

passagem desse antimicrobiano na parede celular bacteriana, dando uma ação mais 

ampla, menor toxicidade e passaram a ser mais eficientes em relação ao ácido 

nalidíxico, tornando-se uma opção melhor e mais utilizada para tratamento em 

humanos (ALDRED et al., 2014; CORREIA et al., 2017). Na produção animal, a 

enrofloxacina tem sido muito utilizada, principalmente na avicultura, onde, após a 
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administração, este composto perde um grupo etila, obtendo a ciprofloxacina como 

metabólito ativo (MOGHADAM et al., 2018). 

O mecanismo de ação ocorre devido a inibição da síntese de DNA de micro-

organismos por interromper a topoisomerase bacteriana tipo II e inibir a atividade 

catalítica da DNA girase e topoisomerase IV (ANDERSON & OSHEROFF, 2001). A 

resistência às quinolonas são principalmente causadas por mutações nos alvos das 

quinolonas, como DNA girase e Topoisomerase IV, bem como por mutações que 

alteram a permeabilidade da membrana externa, fazendo com que a droga seja 

expelida por transporte ativo e também através da aquisição de plasmídeos 

resistentes pela transferência horizontal (LINDGREN et al., 2003; REZAZADEH et al 

2016). A resistência às quinolonas mediada por plasmídeo (PMQR) é determinada 

pelos genes qnr, que codificam proteínas que protegem o alvo (DNAgirase e 

topoisomerase IV), sendo os principais qnrA, qnrB, qnrC e qnrS (MINARINI et al., 

2008; STRAHILEVITZ et al., 2009; REZAZADEH et al 2016). 

 

2.4.6 Inibidores da via folato 

 

 Sulfametoxazol é uma sulfonamida, comumente empregado em associação 

com o trimetoprim, que é um diamino-pirimidina, é muito utilizado na produção animal, 

para tratamento e como promotor de crescimento, e também empregado para o 

tratamento de infeções bacterianas em humanos. Tanto as sulfonamidas quanto a 

trimetoprima atuam na via do ácido fólico, interferindo na produção de ácido 

diidrofólico. O sulfametoxazol inibe competitivamente a diidropteroato sintase (DHPS), 

e o trimetoprim inibe a enzima dihidrofolato redutase (DHFR), ligando 

competitivamente ao seu sítio ativo (FRYE & JACKSON, 2013). 

 A resistência a esses antimicrobianos é muito comum e disseminam 

rapidamente, principalmente pela transferência horizontal de genes, a resistência 

ocorre pela aquisição de genes que codificam enzimas que não se ligam a esses 

compostos, como os genes sul1 e sul2, que codificam a enzima diidropteroato 

sintetase insensíveis e a resistência ao trimetoprim,  é pelos genes que codificam 

DHFR, tanto dhfr quanto dfr, que codificam a enzima diidrofolato redutase insensível 

(SKOLD, 2001; FRYE & JACKSON, 2013). 
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2.4.7 Macrolideo 

 

Os macrolideos que mais são utilizados para o tratamento na medicina humana 

e veterinária são eritromicina, roxitromicina, azitromicina e claritromicinatanto, 

principalmente para micro-organismos Gram-positivos, mas também utilizada para 

Gram-negativos, esses agentes, inibem a síntese das proteínas através da sua 

ligação reversível à subunidade 50s (FYFE et al., 2016). 

 O mecanismo de resistência aos antibióticos macrolídeos é através da 

modificação do ribossomo bacteriano ou da molécula do antibiótico e devido ao efluxo 

de macrolídeos da célula bacteriana, decorrente de alteração, seja a permeabilidade 

da membrana ou a expressão da bomba de efluxo (FYFE et al., 2016). Dentre os 

genes relacionados a resistência, a expressão de macrolídeo 2′-fosfotransferases é 

codificado pelo gene mph (A) e em sua maioria é encontrado em elementos genéticos 

móveis, onde podem conter outros genes de resistência a macrolídeos e genes que 

conferem resistência a outras classes de antibióticos (FYFE et al., 2016; DINOS, 

2017).  

 

2.5 Transferência de resistência antimicrobiana entre animais, humanos, alimentos e 

ambiente 

 

O problema da resistência antimicrobiana envolve uma abordagem dentro do 

contexto da saúde única, pois micro-organismos resistentes estão presentes em 

variados nichos, contribuindo como um reservatório de resistência (ROBINSON et al., 

2016). Um risco envolvendo o uso indiscriminado desses antimicrobianos em animais 

e humanos é que essas bactérias são submetidas a muitas doses e diferentes tipos 

antimicrobianos, favorecendo o desenvolvimento de mecanismos de resistência a 

esses agentes. Inicialmente a preocupação da resistência tinha o foco em micro-

organismos patogênicos, porém, as capacidades de disseminação dos genes entre 

as bactérias, sejam elas comensais ou patogênicas, demostram que a resistência em 

micro-organismos de forma geral é um risco (MARSHALL & LEVY, 2011).  

O uso de antimicrobianos tem selecionado micro-organismos resistentes, que 

tem a capacidade de transferir genes de resistência, quando localizados em 

elementos genéticos móveis, contribuindo com que possam atravessar fronteiras 
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(SKOV & MONNET, 2016; LIU et al., 2016; MAGOURAS et al., 2017). Mesmo quando 

um antimicrobiano não é mais utilizado, a resistência pode permanecer, pois os genes 

que codificam resistência a múltiplas drogas podem ter um elemento comum, 

propagando essas características de resistência que estão ligadas (PAL et al., 2015; 

VAN et al., 2020). 

O ambiente de criação dos animais, água residual e resíduos de fezes dos 

animais podem ser uma fonte de perpetuação de micro-organismos e genes de 

resistência (WITTE, 2000; CHANG et al., 2014). Portando, micro-organismos 

resistentes nos animais podem chegar até os humanos por contato direto ou indireto, 

como a ingestão de alimentos, disseminando pela microbiota, transferindo a 

resistência para os micro-organismos ali presentes (VAN DEN BOGAARD et al., 2001; 

MA et al., 2020). Isolados de E. coli resistentes a antimicrobianos também foram 

detectados em trabalhadores de frigoríficos ou de granja, indicando essa possível 

disseminação de bactérias e genes de resistência entre animais e humanos 

(WOOLHOUSE et al., 2015; TANSAWAI et al., 2019). 

Em um estudo envolvendo três continentes diferentes, foi possível observar que 

os indivíduos que apresentaram maior diversidade de genes de resistência eram 

aqueles que faziam uso de antimicrobianos (YANG et al., 2016). Isso evidencia que a 

microbiota animal e humana possui uma diversidade de micro-organismos e genes de 

resistência, que variam para cada indivíduo, devido a alguns fatores como 

alimentação, meio em que vive e o uso de antimicrobianos (WATKINS & BONOMO, 

2020).  
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3. OBJETIVOS  
 

3.1. Objetivo geral 

Caracterizar o perfil de resistência de isolados de Escherichia coli obtidos de 

amostras da cadeia produtiva de frangos corte. 

 

3.1.1. Objetivos específicos 

 

- Realizar a caracterização fenotípica de resistência a antimicrobianos; 

- Detectar genes que conferem resistência aos antimicrobianos; 

- Correlacionar os perfis fenotípicos com os genotípicos dos isolados. 
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4 CAPÍTULO 1: CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL FENOTÍPICO E GENOTÍPICO DE 

RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS DE ISOLADOS DE Escherichia coli EM UMA 

CADEIA PRODUTIVA DE FRANGO DE CORTE 

  
O objetivo do estudo foi caracterizar o perfil de resistência de isolados de 

Escherichia coli obtidos de amostras da cadeia produtiva de frangos corte. Foram 
coletadas 495 amostras em um abatedouro de aves regularmente fiscalizado pelo 
Serviço de Inspeção Federal, localizado no estado do Paraná (Brasil). O isolamento 
de E. coli foi realizado em ágar MacConkey e as colônias com morfologia típica de E. 
coli foram confirmadas bioquimicamente. Os isolados confirmados seguiram para os 
testes de diluição em ágar, realizado como triagem, onde os antimicrobianos testados 
foram: amoxicilina - AMO (32 μg), ceftiofur – CTF (8 μg), cloranfenicol - CLO (32 μg), 
tetraciclina - TET (16 μg), ciprofloxacina - CIP (1 μg) e sulfametaxazol + trimetropim - 
SUT (76/4 μg). Para o teste disco-difusão em ágar os antimicrobianos utilizados foram 
AMO (10 μg); CTF (30 μg); aztreonam - ATM (30 μg); imipenem – IPM (10 μg); CIP (5 
μg); TET (30 μg); gentamicina - GEN (10 μg), SUT (23,75/1,25 μg), CLO (30 μg) e 
azitromicina - AZI (15 μg). Para a detecção de de E. coli produtora de beta-lactamases 
de espectro estendido (ESBL), foram utilizados quatro antimicrobianos: amoxicilina 
com ácido clavulânico (20/10 μg), ceftazidima – 30 μg, cefotaxima – 30 μg e cefepima 
– 30 μg. Para caracterização molecular, os genes blaTEM; aac(3)-II; tetA; qnrS; dhfrI; 
sul1; cmIA5 e floR foram avaliados pela técnica de reação em cadeia da polimerase 
(PCR). Um total de 1128 isolados de E. coli foram identificados nas amostras de 
carcaça de frango após a sangria, após depenagem, após evisceração e após a saída 
do chiller, água residual da escaldagem e chiller, caixa de transporte das aves e fezes 
funcionário. Nenhum isolado foi detectado na água industrial. A resistência mais 
comumente detectada no Breakpoint foi para os antimicrobianos SUT, TET e AMO. 
Para o teste de disco-difusão em ágar, 701 isolados foram avaliados, onde uma alta 
resistência foi detectada para a CIP (94,1%), TET (56,3%), SUT (54,3%) e AMO 
(48,1%), sendo um resultado preocupante, já que alguns desses antimicrobianos são 
utilizados para tratamento de casos graves em humanos e também de forma ampla 
na avicultura. Dentre os isolados, 578 foram multidroga resistente e apenas 15 
isolados (2,2%) foram ESBL positivas. A resistência antimicrobiana entre os isolados 
de amostras dos funcionários e as demais amostras da cadeia avícola foram muito 
semelhantes, sendo um sinal de alerta, já que a exposição a esses antimicrobianos 
podem selecionar micro-organismos e resistentes. Um total de 74 isolados (42%) 
apresentaram a presença de um ou mais genes de resistência antimicrobiana. Os 
genes mais detectados nos isolados foram cmIA5, sul1 e dhfrl, totalizando 21,6%, 21% 
e 12,5% respectivamente. Em relação a correlação dos resultados fenotípicos e 
genotípicos observados pelo teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordância 
pobre, já os demais antimicrobianos uma concordância leve. O assunto envolvendo a 
resistência antimicrobiana deve ser tratado com cuidado, procurando maneiras para 
redução do uso de antimicrobianos, já que os efeitos adversos do uso incorreto e 
exagerado pode contribuir para disseminação de genes de resistência entre os micro-
organismos e pelo ecossistema.  

 
Palavras-chave: Resistência. Saúde única. Antimicrobianos. Caracterização 
fenotípica. Genes.  
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4.1 INTRODUÇÃO  

 

A avicultura tem se desenvolvido muito nos últimos anos, principalmente na 

produção de frangos de corte, onde o consumo e a demanda dessa proteína vem 

aumentado. Com todo esse desenvolvimento, o uso de antimicrobiano na cadeia 

avícola se faz necessário, tanto na forma profilática, terapêutica ou como promotor de 

crescimento. A exposição constante desses animais a doses subterapêuticas de 

antimicrobianos, principalmente na forma de tratamento não individualizado, atraves 

da ração e água, criou-se uma maior pressão seletiva sobre os micro-organismos, 

favorecendo o desenvolvimento da resistência antimicrobiana (MIRANDA et al., 2008). 

A resistência antimicrobiana é um processo natural, que acaba sendo 

acelerado pelo uso de antimicrobianos, que favorece com que micro-organismos 

sensíveis morram e os resistentes sobrevivam, possibilitando a transferência dessa 

resistência para outros micro-organismos (BHUSHAN et al., 2017). A resistência pode 

ser intrínseca, na qual já existe o conhecimento que o micro-organismo é resistente 

ao antimicrobiano, ou a resistência adquirida, que pode advir de mutações ou por 

aquisição de genes de resistência, através da transferência horizontal genes 

(NIKAIDO, 2009; DA COSTA et al., 2013; MADEC et al., 2018). Assim, a produção 

animal tem sido uma potencial fonte disseminação de resistência antimicrobiana para 

a microbiota intestinal humana, seja pelo contato direto com os animais, ambiente de 

criação, carcaças durante abate ou através do consumo de alimento de origem animal, 

que passam a ser uma forma de propagação de micro-organismos resistentes e genes 

de resistência (BENNETT, 2008; CHANG et al., 2014; FERRI et al., 2017). 

Antigamente, a maior preocupação da resistência era com micro-organismos 

patogênicos, que poderiam causar alguma doença em humanos, porém, atualmente 

já é conhecido que algumas bactérias comensais, como Escherichia coli, tem a 

facilidade de aquisição e disseminação de resistência para outros micro-organismos, 

mesmo não sendo da mesma espécie (SHOUSHA et al., 2015; FANG, 2019; 

RAGUPATI et al., 2019). Compreendendo que o problema da resistência 

antimicrobiana pertence a uma abordagem One Health, estudos envolvendo a 

pesquisa de E. coli como um micro-organismo indicador de resistência antimicrobiana, 

é importante, para verificação da real situação da resistência antimicrobiana. Sendo 

assim, este trabalho tem o objetivo de caracterizar o perfil de resistência de isolados 
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de Escherichia coli obtidos de amostras de animais, ambiente, produtos e humanos 

na cadeia produtiva de frangos corte contemplando uma perspectiva em Saúde Única. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1 Amostragem  

 

Para o desenvolvimento deste estudo foi selecionado um abatedouro de aves 

regularmente fiscalizado pelo Serviço de Inspeção Federal, localizado no estado do 

Paraná (Brasil), que abate em média cerca de 600 mil frangos por dia, onde foram 

realizadas quatro coletas no período de julho a setembro de 2018. Foram coletadas 

495 amostras na cadeia produtiva de frangos de corte, obtidas de dez lotes de aves 

diferentes.  

Foram coletadas amostras de carcaças de frango no frigorifico após sangria, 

depenagem e evisceração, onde as carcaças foram submetidas à técnica de rinsagem 

de superfície, com 200 mL de APT (Água peptonada tamponada a 1%), totalizando 

100 carcaças por ponto, seguindo a metodologia da USDA com modificações (USDA, 

2013). Foram coletadas dez amostras de água residual da escaldagem (n=10), água 

residual do chiller (n=10) e água industrial (n=10), aproximadamente 50 mL cada. 

Também foram coletadas amostras de carcaças após a saída do chiller, também pela 

técnica de rinsagem de superfície das carcaças em 200 mL de APT (n=100). Foram 

coletadas amostras de superfície do piso da caixa de transporte das aves a partir da 

técnica de swab de superfície, de quatro áreas com esponjas estéreis (3M 

Microbiology, St. Paul, MN, EUA), pré-umedecidas com 20 mL de solução salina 

peptona tamponada (BPS, com peptona a 0,01%, p/v, e NaCl a 0,85%, p/v), 

totalizando 50 amostras de 400 cm2.  

Para as amostras dos humanos, foram representadas pelo swab fecal de 15 

funcionários envolvidos na etapa da cadeia de produção avícola (propriedades rurais 

e abatedouro frigorífico), saudáveis, sem envolvimento em surto de origem alimentar 

ou que apresentassem qualquer patologia gastrointestinal, distribuídos em cinco 

funcionários da área limpa/fria do abatedouro, cinco da área suja/quente e cinco 

amostras de Médicos Veterinários do fomento. Todos os funcionários que participaram 

desse projeto, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, cuja o número 

do parecer: 3.454.359, de acordo com o Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 
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Humanos. 

Todas as amostras foram armazenadas em recipientes adequados, mantidos 

sob refrigeração e transportadas ao Laboratório de Inspeção e Controle de Qualidade 

de Alimentos e Água – LACOMA da Universidade Federal do Paraná, Setor Palotina, 

material foi devidamente acondicionado em recipientes isotérmicos e mantido sob 

refrigeração até o momento das análises laboratoriais  

 

4.2.2 Isolamento de Escherichia coli  

 

As amostras de swab fecal foram semeadas diretamente no ágar MacConkey 

(MC, Oxoid) e incubados por 37 ºC por 18 h. As amostras de esponjas das caixas de 

transporte foram acrescidas de 180 mL de Água Peptonada Tamponada 1% (APT, 

Oxoid), as amostras foram homogeneizados em equipamento tipo Stomacher 

(Stomacher 400®, Seward, Worthing, Reino Unido) a 185 rpm por 2 min, e incubadas 

a 37 ºC por 18 h (pré-enriquecimento) e, em seguida, semeadas em ágar MC. As 

amostras ambientais (de água) foram processadas adicionando-se um total de 225 

mL de APT em 25 mL da amostra, homogeneizados em Stomacher por 2 min e 

incubados a 37 ºC por 18 h e após incubação estriadas em ágar MC. As amostras de 

carcaças e produto final que já possuíam APT foram incubados por 37 °C por 18 h e, 

sem seguida, semeados em ágar MC. Após incubação, cinco colônias com morfologia 

típica para E. coli foram transferidas para Ágar Triptona de Soja (TSA, Difco™) e 

incubado a 36 °C por 24 h. A confirmação da E. coli foi feita pelos testes bioquímicos: 

Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato. Após confirmação, os isolados 

foram armazenados em caldo tripticase de soja (TSB, Difco™) com glicerol para testes 

posteriores. 

 

4.2.3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos pela técnica de diluição em ágar 

(Breakpoint) 

 

Os isolados de E. coli foram submetidos a testes de sensibilidade 

antimicrobiana a diferentes antimicrobianos, seguindo a metodologia de diluição em 

ágar, conforme a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015). Os 
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antimicrobianos e suas concentrações mínimas inibitórias (MIC) foram determinados 

conforme CLSI (2020) e CLSI VET (2018) para determinação de resistência por 

enterobactérias, sendo eles: amoxicilina - AMO (32 μg), ceftiofur – CTF (8 μg), 

cloranfenicol - CLO (32 μg), tetraciclina - TET (16 μg), ciprofloxacina - CIP (1 μg) e 

sulfametaxazol + trimetropim - SUT (76/4 μg).  Todos os antimicrobianos testados 

eram da marca Sigma®. Os isolados foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion 

(BHI, Oxoid) e incubados a 37 ºC por 18 h. Posteriormente os subcultivos foram 

ajustados na escala 0,5 de McFarland em BHI, o que corresponde a aproximadamente 

1.5 x 108 UFC/mL. Após essa etapa, 200 μL da cultura bacteriana turva, foram 

adicionadas a uma placa de 96 poços, e com o auxílio de um pin-replicator, foram 

transferidas para as placas contendo ágar Mueller-Hinton (MH, Oxoid) suplementado 

com a concentração selecionada dos diferentes antimicrobianos. Após a incubação a 

37 °C por 16 h, os resultados foram interpretados como sensíveis e resistentes. Para 

cada ensaio, uma cepa pan-suscetível (E. coli ATCC 25922) foi incluída como controle 

negativo, para validar o desempenho do teste e uma placa de Ágar MH sem 

antimicrobianos foi utilizada para verificação da viabilidade dos isolados avaliados. 

 

4.2.4 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos pela técnica do Disco-difusão e 

detecção de E. coli produtora de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) 

 

Com base na triagem dos isolados através do Breakpoint, 50% dos isolados 

que foram considerados sensíveis de cada ponto de coleta, juntamente com os 

isolados que apresentaram resistência a pelo menos um antimicrobiano testado, 

totalizando 701 isolados, foram submetidos ao teste de difusão em disco de ágar 

(método Kirby-Bauer) usando ágar MH, conforme recomendado pelos protocolos do 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Todos os antimicrobianos 

testados eram da marca Cecon®. Foram testadas antimicrobianos pertencentes à dez 

classes distintas, utilizadas na produção animal e para a saúde humana: Penicilinas: 

amoxicilina - AMO (10 μg); Cefalosporina de terceira geração: ceftiofur - CTF (30 μg); 

Monobactam: aztreonam - ATM (30 μg); Carbapenema: imipenem - IPM (10 μg); 

fluoroquinolona: ciprofloxacina - CIP (5 μg); tetraciclina: tetraciclina - TET (30 μg); 

aminoglicosídeo: gentamicina - GEN (10 μg), inibidores do folato: sulfametoxazol + 

trimetoprima - SUT (23,75/1,25 μg), anfenicóis: cloranfenicol - CLO (30 μg) e 
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macrolideo: azitromicina - AZI (15 μg). Os isolados foram cultivados em caldo BHI e 

incubados a 37 ºC por 18 h. Posteriormente os subcultivos foram ajustados na escala 

0,5 de McFarland em BHI, estriados em placa de ágar MH e após foi realizado a 

aplicação dos discos. O controle do teste foi realizado com uma cepa pan-suscetível 

de Escherichia coli ATCC® 25922. As placas foram incubadas a 37 ºC por 18 h, e 

realizado leitura. Os resultados foram interpretados com base nas diretrizes do CLSI 

(CLSI, 2020). 

Na triagem para detecção de ESBL foram utilizados dois antimicrobianos, 

ceftazidima – CAZ (10 μg) e cefotaxima - CTX (5 μg), ambos cefalosporinas de terceira 

geração (EUCAST, 2013). Os isolados que apresentaram resultados com halos de 

inibição para ceftadizima e cefotaxima menores do que 22 e 21 mm, respectivamente, 

foram submetidos ao teste fenotípico confirmatório de ESBL que consistiu na 

realização do método de disco-difusão duplo (EUCAST, 2013). Para isso, os isolados 

foram cultivados em caldo BHI e incubados a 37 ºC por 18 h. Posteriormente os 

subcultivos foram ajustados na escala 0,5 de McFarland em BHI, estriados em placa 

de ágar MH e realizado a aplicação dos discos: um disco central contendo a 

combinação de amoxicilina com ácido clavulânico - AMC (20/10 μg) e, em um raio de 

20 mm a partir do disco central, foram aplicados três discos, dois de cefalosporinas 

de terceira geração (ceftazidima – CAZ – 30 μg e cefotaxima – CTX – 30 μg) e uma 

cefalosporina de quarta geração (cefepima – CPM – 30 μg). O controle do teste foi 

realizado com uma cepa pan-suscetível de Escherichia coli ATCC® 25922. Foram 

considerados positivos para produção de enzimas ESBL os isolados de E. coli que 

apresentaram zonas de inibição aumentadas em torno de qualquer cefalosporina na 

direção do disco com amoxicilina com ácido clavulânico (EUCAST, 2013).  

Isolados de E. coli foram considerados suscetíveis ou não suscetíveis, e cepas 

com perfil intermediário foram consideradas resistentes. Isolados de E. coli resistentes 

a mais de três classes de antimicrobianos foram definidos como multirresistentes 

(MDR) (ECDC; EFSA; EMA, 2017).  

 

4.2.5 Caracterização molecular dos genes de resistência dos isolados 

 
Foram selecionados 30% (n=176 isolados) de E. coli por ponto de coleta, 

buscando isolados que apresentaram perfis distintos de resistência fenotípica através 
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do teste de Disco-difusão, para a correlação genotípica através da pesquisa de genes 

de resistência aos antimicrobianos pela técnica da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). 

Para a obtenção do DNA, os isolados foram submetidos a extração, segundo a 

metodologia descrita por Dias et al. (2016). O DNA obtido foi submetido à PCR para 

avaliação dos genes relacionados a resistência aos β-lactâmicos – blaTEM; 

Gentamincina - aac(3)-II;, Tetraciclina tetA; Ciprofloxacina - qnrS, Trimetoprim – dhfrI; 

Sulfonamidas - sul1; Cloranfenicol - cmIA5 e floR (Tabela 1). 

Em todos os protocolos, as reações compreenderam um volume final de 25 μl, 

contendo metade do voulme da Taq Pol Master Mix 2X Green (Cellco ®), 5,0 μl do 

DNA extraído, 10 pmol dos primers forward e reverse e água ultrapura livre de 

nucleases (Promega®) para completar o volume final. Para controle positivo foram 

utilizados isolados obtidos em estudo anterior (VIANA et al., 2020), sendo para os 

genes blaTEM, tet(A), qnrS e floR, utilizado Salmonella Bredeney (cv-19); para os 

genes aac(3)-II, dhfrI e sul1 foi utilizado uma cultura de S. Bredeney (cv-18) e para o 

gene cmlA5 foi utilizado uma cultura de S. Typhimurium (cv-38). Para o controle 

negativo, foi utilizado e água ultrapura livre de nucleases (Promega®).  

As sequências dos primers, os tamanhos de fragmentos esperados e a 

temperatura de anelamento de cada primers estão representados na tabela 1. Os 

produtos das reações da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1,5%, e tampão de 0,5X Tris/ÁcidoBórico/EDTA e revelados com o intercalante 

GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), e visualizados em transiluminador UV. 
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4.2.6 Análise estatística 

 

 A estatística descritiva foi usada para uma caracterização dos dados de 

resistência. Para cada ponto de amostragem, foram calculadas as prevalências de 

isolados que eram resistentes. Os dados de susceptibilidade antimicrobiana são 

expressos como porcentagens.  

A "coerência" geral entre fenótipos e genótipos resistentes foi então calculada 

usando o software OpenEpi (DEAN et al., 2013) Os resultados fenotípicos foram 

considerados o “padrão ouro” para este teste. A sensibilidade diagnóstica representa a 

proporção de verdadeiros positivos, enquanto a especificidade diagnóstica representa a 

proporção de verdadeiros negativos. A concordância dos resultados fenotípicos e 

genotípicos foi calculada e comparada pelo índice Kappa de Cohen (K) utilizando 

também o software OpenEpi (DEAN et al., 2013) e interpretada da seguinte forma: K 

<0,00 - concordância pobre; 0,00 < K <0,20 - concordância leve; 0,21 < K <0,40 - 

concordância justa; 0,41 < K <0,60 - concordância moderada; 0,61 < K <0,80 - 

concordância substancial; 0,81 <  K  <1,00 - concordância quase perfeita. 

 

4.3. RESULTADOS  
 

4.3.1. Isolados de E. coli 

 
Das 485 amostras coletadas, um total de 1.128 isolados de E. coli foram obtidos, 

sendo estes de carcaças de frango após a sangria (352 isolados), depenagem (255), 

evisceração (224) e após a saída do chiller (139), água residual da escaldagem (35) e 

chiller (17), caixa de transporte das aves (39) e fezes humanas (67). Nenhum isolado de 

E. coli foi obtido de água industrial (Tabela 2). 
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Tabela 2. Local de amostragem e número de amostras coletadas (n= 495), número e 

percentual de amostras positivas e número total de isolados obtidos das amostras na 

Cadeia de Frango de Corte 

Local de coleta (número de amostras)  
Número de 

amostras positivas 
(%) 

Número de isolados 

Carcaças de frango após a sangria (100) 99 (99%) 352 
Carcaças de frango após a depenagem (100) 85 (85%) 255 
Carcaças de frango após a evisceração (100) 93 (93%) 224 
Carcaças de frango após a chiller (100) 74 (74%) 139 
Água residual da escaldagem (10) 10 (100%) 35 
Água residual do chiller (10) 10 (100%) 17 
Água industrial (10) 0 (0%) 0 
Caixa de transporte das aves (50) 25 (50%) 39 
Fezes humanas (15) 15 (100%) 67 
Total (495) 411 1128 

 

4.3.2. Susceptibilidade antimicrobiana de isolados de E. coli pela técnica de diluição em 
ágar  
 

A susceptibilidade antimicrobiana dos 1.128 isolados de E. coli foi testada pela 

técnica de diluição em ágar para a triagem inicial. O número e o percentual de isolados 

resistentes a cada agente antimicrobiano é relatada na Tabela 3. Os agentes 

antimicrobianos ao qual a resistência foi mais comumente detectada pelo Breakpoint 

foram o sulfametoxazol + trimetoprim (43,3%), tetraciclina (35,5%) e amoxicilina (29,2%). 

As amostras de carcaça após sangria, depenagem e evisceração tiveram 

resultados semelhantes, sendo uma resistência alta principalmente aos antimicrobianos 

sulfametoxazol + trimetoprim (47,3%), tetraciclina (38,9%) e amoxicilina (30,3%), com 

baixa resistência antimicrobiana principalmente ao ceftiofur (8,3%) e ciprofloxacina 

(10,8%). As amostras que representam o produto final (carcaça após saída do chiller), 

tiveram uma resistência antimicrobiana elevada para sulfametoxazol + trimetoprim 

(33,1%), amoxicilina (33,8%) e tetraciclina (24,4%). Já as amostras do ambiente, tanto 

de água residual da escaldagem quanto do chiller e também as amostras de caixa de 

transporte das aves, que representam o status de resistência dos isolados a campo, 

tiveram uma resistência alta à associação sulfametoxazol + trimetoprim (>37,1%), 

tetraciclina (>41%) e amoxicilina (>23,5%). Para as amostras de fezes dos funcionários, 

a maior resistência foi encontrada para o antimicrobiano amoxicilina (7,5%).  
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4.3.3. Resistência antimicrobiana de isolados de E. coli por Disco-difusão e ESBL 
 

Após a triagem com o Breakpoint, 701 isolados foram avaliados pela técnica de 

Disco-difusão (Tabela 4). Através dessa técnica, a resistência a ciprofloxacina foi a mais 

prevalente com 94,1% (660 isolados), seguido de tetraciclina (56,3%), sulfametoxazol + 

trimetoprim (54,4%) e amoxicilina (48,1%). Os antimicrobianos ceftiofur, imipenem e 

aztreonam, apresentaram menor porcentagem de resistência entre os isolados e pontos 

de coleta. Deste total de 701 isolados, 15 (2,2%) foram considerados ESBL positivas, 

sendo oito isolados provenientes de carcaça após sangria, quatro de carcaça após 

depenagem, uma de carcaça após evisceração e duas de água de escaldagem. 

Pode-se observar pela tabela 4 que os resultados de resistência dos isolados 

obtidos de amostras de carcaça após sangria, depenagem e evisceração, assim como 

os de caixa de transporte das aves, apresentaram uma grande porcentagem de 

resistência aos seguintes antimicrobianos: ciprofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprim, 

tetraciclina, amoxicilina e azitromicina. As amostras de carcaça após chiller, as maiores 

porcentagens de resistência foram demostradas para ciprofloxacina (91,5%) e a menor 

para o ceftiofur (13,2%). Os isolados de amostras de fezes humanas apresentaram baixa 

resistência aos antimicrobianos testados, com a menor porcentagem de resistência para 

os antimicrobianos ceftiofur e sulfametoxazol + Trimetoprim (5,6%) e as maiores 

porcentagens de resistência para ciprofloxacina (100%), amoxicilina (38,9%) e 

azitromicina (38,9%). Não foi detectado nenhum isolado resistente ao antimicrobiano 

cloranfenicol nestas amostras. 
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Foram considerados MDR 568 isolados (50,3%), divididos em 229 padrões de 

multirresistência. Os padrões de multirresistência mais prevalentes (acima de cinco 

isolados por perfil MDR) foram apresentados na tabela 5.  

 

Tabela 5. Padrão de resistência Múltipla a Drogas (MDR) mais prevalentes entre os 

isolados de Escherichia coli (acima de cinco isolados por perfil MDR) obtidos da Cadeia de 

Frango de Corte. 

AMO CTF ATM IPM GEN TET CIP SUT CLO AZI Nº isolados MDR 
X      X   X 5 
X    X  X  X  6 
X    X  X    6 
X   X   X    5 
X     X X    7 
      X X X  9 
    X  X   X 7 
    X  X X   12 
     X X   X 7 
     X X X   9 

X    X  X X   5 
X   X   X X   5 
X     X X   X 7 
X     X X X   9 
      X X X X 9 
    X X X X   10 
     X X X  X 5 
     X X X X  15 

X      X X X X 7 
X    X X X   X 5 
X     X X X X  8 
    X X X X  X 5 
     X X X X X 20 

X X X  X  X X   9 
X    X X X X  X 12 
X     X X X X X 8 
X X X  X X X X   5 
X X X  X X X X  X 5 
X X X   X X X X X X 6 

Legenda: Amoxicilina - AMO (10 μg); ceftiofur - CTF (30 μg); aztreonam - ATM (30 μg); imipenem - IPM (10 μg); 

ciprofloxacina - CIP (5 μg); tetraciclina - TET (30 μg); gentamicina - GEN (10 μg), sulfametoxazol + trimetoprima - SUT 

(23,75/1,25 μg), cloranfenicol - CLO (30 μg) e azitromicina - AZI (15 μg). X= Resultado resistente.  

 

A multirresistência variou entre os diferentes locais de amostragem: carcaça após 

sangria, depenagem, evisceração e saída do chiller tiveram as porcentagens de MDR de 
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34,3%, 23,2%, 18,7% e 11,4% respectivamente. Já para as amostras de água de 

escaldagem e chiller, caixa de transporte e fezes humanas, 2,11%, 4,22%, 4,75 e 1,23 

respectivamente. Apenas dois isolados, um de carcaça após sangria e outro de carcaça 

após depenagem, foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados (Tabela 6). Dos 701 

isolados testados, 6,1% dos isolados foram resistentes a sete antimicrobianos, 3,3% 

resistentes a oito antimicrobianos, 1,3% a nove antimicrobianos e apenas um (0,2%) foi 

resistente aos dez antimicrobianos testados, sendo este obtido de amostra de carcaça após 

depenagem. Todos os 15 isolados caracterizados como ESBL positivos também foram 

MDR.   

Tabela 6. Número de antimicrobianos aos quais os 701 isolados de Escherichia 

coli obtidos apresentaram resistência antimicrobiana, variando de um a até dez 

classes de antimicrobianos  

N° de antimicrobiano resistente N° isolados 

Porcentagem 

(%) 

Sensível a todos os antimicrobianos testados 2 0,3 

Resistente a 1 classe 35 5,0 

Resistente a 2 classes 96 27,4 

Resistente a 3 classes 118 16,8 

Resistente a 4 classes 136 19,4 

Resistente a 5 classes  126 18,0 

Resistente a 6 classes 112 16,0 

Resistente a 7 classes 43 6,1 

Resistente a 8 classes 23 3,3 

Resistente a 9 classes 9 1,3 

Resistente a 10 classes 1 0,2 
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4.3.4 Caracterização genotípica de resistência 

 

 Para a detecção dos genes de resistência blaTEM, aac(3)-II, tetA, qnrS, dhfrI, sul1, 

cmIA5 e floR foram selecionados 30% em cada ponto de coleta, correspondendo a 176 

isolados após o teste de Disco-Difusão. Um total de 74 isolados (42%) apresentaram a 

presença de um ou mais genes de resistência antimicrobiana, e 57,9% dos isolados de E. 

coli não apresentavam os genes de resistência investigados. Os genes mais detectados 

foram cmIA5 (21,6%), sul1 (21%) e dhfrl (12,5%) (Tabela 7). Uma baixa porcentagem foi 

detectada para os genes aac(3)-II (2,8%), tetA (6,2%) e blaTEM (7,9%). Nenhum dos 

isolados testados apresentaram os genes de resistência qnrS e floR.  

Em 14 isolados foi possível observar a detecção simultânea dos genes sul1 e dhfrl 

(Tabela 8). O número máximo de genes identificados em um único isolado foram cinco 

(blaTEM, tetA, dhfrl, sul1, cmIA5) em uma amostra obtida em carcaça após a sangria 

(Tabela 8). Em quatro isolados ESBL positivos fenotipicamente apresentaram genes de 

resistência, sendo que um deles apresentou quatro genes simultaneamente: blaTEM, dhfrl, 

sul1 e cmIA5 em uma amostra de carcaça após sangria. Os outros três isolados ESBL 

apresentaram os genes de resistência blaTEM e cmIA5 (carcaça após evisceração), dhfrl 

(carcaça após sangria) e sul1 (água de escaldagem).  

Em relação a correlação dos resultados fenotípicos e genotípicos observados, a 

maior discordância foi evidenciada para a resistência à amoxicilina, para as quais vários 

isolados foram fenotipicamente positivos, mas genotipicamente negativos (n=62). Com 

base no teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordância pobre (K=-0,052), já os 

demais antimicrobianos uma concordância leve (Tabela 9). 

 

  

 



48
 

 

Ta
be

la
 7

. F
re

qu
ên

ci
as

 d
e 

ge
ne

s 
de

 r
es

is
tê

nc
ia

 o
bs

er
va

do
s 

em
 is

ol
ad

os
 d

e 
E

sc
he

ric
hi

a 
co

li 
(n

 =
 1

76
) 

ob
tid

os
 d

e 
am

os
tra

s 
co

le
ta

da
s 

na
 

ca
de

ia
 p

ro
du

tiv
a 

de
 fr

an
go

 d
e 

co
rte

 c
om

 re
si

st
ên

ci
a 

a 
di

fe
re

nt
es

 a
nt

im
ic

ro
bi

an
os

 
 

C
la

ss
e 

A
nt

im
ic

ro
bi

an
o 

qu
e 

co
nf

er
e 

re
si

st
ên

ci
a 

G
en

e 
de

 
re

si
st

ên
ci

a 

C
ar

ca
ça

 
ap

ós
 

sa
ng

ria
 

(n
=5

8)
 

C
ar

ca
ça

 
ap

ós
 

de
pe

na
ge

m
 

(n
=4

0)
 

C
ar

ca
ça

 
ap

ós
 

ev
is

ce
ra

çã
o 

(n
=3

2)
 

C
ar

ca
ça

 
ap

ós
 

ch
ill

er
 

(n
=2

0)
 

C
ai

xa
 d

e 
tr

an
sp

or
t

e 
(n

=8
) 

Á
gu

a 
de

 
es

ca
ld

ag
em

 
(n

=7
) 

Á
gu

a 
do

 
ch

ill
er

 
(n

=6
) 

Fe
ze

s 
hu

m
an

as
 

(n
=5

) 

To
ta

l 
(n

=1
76

) 

β-
la

ct
âm

ic
os

 

Pe
ni

ci
lin

as
 e

 

ce
fa

lo
sp

or
in

as
 d

e 

1ª
 g

er
aç

ão
 

bl
aT

E
M

 
10

 
0 

1 
1 

0 
1 

0 
0 

13
 

Am
in

og
lic

os
íd

eo
 

K
an

am
ic

in
a 

e 

ge
nt

am
ic

in
a 

aa
c(

3)
-II

 
1 

0 
2 

1 
0 

0 
0 

1 
5 

Te
tra

ci
cl

in
a 

Te
tra

ci
cl

in
a 

te
t(A

) 
5 

1 
3 

1 
0 

1 
0 

0 
11

 

Q
ui

no
lo

na
 

C
ip

ro
flo

xa
ci

na
  

qn
rS

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

In
ib

id
or

es
 d

o 

Fo
la

to
 

Tr
im

et
op

rim
 

dh
frI

 
8 

1 
2 

7 
1 

1 
1 

1 
22

 

Su
lfo

na
m

id
as

 
su

l1
 

17
 

5 
4 

7 
0 

1 
1 

2 
37

 

An
fe

ni
có

is
 

C
lo

ra
nf

en
ic

ol
  

cm
lA

5 
12

 
4 

11
 

5 
1 

2 
1 

2 
38

 

C
lo

ra
nf

en
ic

ol
 e

 

Fl
or

fe
ni

co
l 

flo
R

 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

  



49 
 

 

Tabela 8. Perfil genotípico dos 14 isolados de Escherichia coli que apresentaram três ou 

mais genes de resistência e seus respectivos pontos de coleta na cadeia produtiva de 

frango de corte. 

Perfil genotípico N° de isolados Ponto de coleta 
blaTEM; aac(3)II; cmIA5 1 Carcaça após sangria 

blaTEM; dhfrl; sul1 1 Carcaça após sangria 

blaTEM; dhfrl; sul1; cmIA5* 1 Carcaça após sangria 

blaTEM; tetA; cmIA5 1 Água escaldagem 

blaTEM; tetA; dhfrl; sul1; cmIA5 1 Carcaça após sangria 

dhfrl; sul1; cmIA5 5 Carcaça após sangria; após evisceração e após chiller 

tetA; dhfrl; cmIA5 1 Carcaça após evisceração  

tetA; dhfrl; sul1; cmIA5 2 Carcaça após sangria e carcaça após chiller 

tetA; sul1; cmIA5 1 Carcaça após evisceração  

*Isolado de Escherichia coli ESBL positivo. 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

A importância econômica da cadeia de frango de corte, suas diversas etapas de 

produção e o uso de antimicrobianos faz com que seja um excelente reservatório de 

micro-organismos e genes de resistência. Desta forma, a pesquisa da Escherichia coli 

como indicador de resistência antimicrobiana é importante, principalmente pela facilidade 

de aquisição e transferência horizontal de genes, contribuindo para verificação da 

situação real da RAM, envolvendo o animal, o humano e o ambiente (JIANG et al., 2011; 

KAESBOHRER et al., 2012).  

No estudo atual e conforme esperado, o isolamento de E. coli ocorreu em todos 

os pontos coletados, sendo que o maior número de amostras positivas ocorreu em 

amostras de carcaça após a etapa de sangria, que pode ser devido a origem fecal com 

consequente contaminação das penas das aves (BUESS et al., 2019). O menor 

percentual de ocorrência de E. coli envolvendo amostras de carcaça foi na saída do 

chiller, evidenciando que durante o processo de abate houve redução da presença do 

micro-organismo, provavelmente por efeito do processo tecnológico aplicado. A 

presença desse indicador na água pode contribuir para a sobrevivência e disseminação 

do micro-organismo pelo abatedouro, já que pode ocorrer uma contaminação cruzada 

da carcaça durante os processos de escaldagem e resfriamento (ABU-RUWAIDA et al., 

1994). 

Em relação ao perfil de resistência dos isolados, uma alta resistência 

antimicrobiana foi detectada frente a ciprofloxacina, tetraciclina, sulfametoxazol + 

trimetoprim, amoxicilina e azitromicina, sendo um resultado preocupante, já que alguns 

desses antimicrobianos são utilizados em humanos para casos graves e também em 

aves, seja de forma profilática, terapêutica ou promotor de crescimento (Tabela 4). A 

permanência dessa alta porcentagem de micro-organismos resistentes na cadeia 

produtiva de frango de corte pode ser resultado de mutações espontâneas ou da 

aquisição e disseminação de genes de resistência, devido principalmente ao uso de 

antimicrobianos nos animais (DA COSTA et al., 2013). Outros trabalhos envolvendo a 

pesquisa de E. coli na cadeia de frango de corte também evidenciaram perfis de 

resistência semelhantes ao observados no presente estudo (JIANGUO et al., 2012; 

KORB et al., 2015; BEZERRA et al., 2016).  
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A resistência às fluorquinolonas, como a ciprofloxacina (94,1%), deve ser 

considerada como um sinal de alerta em saúde pública, já que é um antimicrobiano 

criticamente importante e seu uso é recomendado apenas para a saúde humana (WHO, 

2019; SIN et al., 2020). Resultados semelhantes ao presente estudo, com uma alta 

porcentagem de resistência à ciprofloxacina, mesmo quando não utilizados durante a 

criação das aves, foram detectados em isolados de E. coli de amostras de frango de 

corte em vários países (ÁLVAREZ-FERNÁNDEZ et al., 2013; DOREGIRAEE et al., 2018; 

MUCH et al., 2019; POURHOSSEIN et al., 2020). Tem crescido muito em todo o mundo 

a resistência a fluorquinolonas, não apenas em isolados E. coli comensais, mais também 

de patógenos de importância para a saúde humana (DOBIASOVA et al., 2013; 

SAMANTA et al., 2014; VIANA et al., 2019).  

No presente estudo, todos os isolados de E. coli ESBL positivos fenotipicamente 

apresentaram resistência simultânea a ciprofloxacina, o que já foi detectado em outros 

estudos, devido principalmente por estarem abrigados nos mesmos elementos genéticos 

móveis (LOWE et al., 2012; MATSUMURA et al., 2013; DOBIASOVA et al., 2013). 

Quando os isolados de E. coli produtores de ESBL estão associadas em plasmídeos 

podem abrigar genes de resistência de outros antimicrobianos, como fluorquinolonas, 

aminoglicosídeos e tetraciclinas (CARATTOLI, 2009; DOLEJSKA et al., 2013). Um dos 

problemas da localização de genes de resistência em plasmídeos, é pela perpetuação 

desses genes, já que podem carregar genes que conferem resistência a outras classes 

antimicrobianas no mesmo plasmídeo, podem continuar a selecionar micro-organismos 

resistentes e se espalhar mesmo que não estejam sujeitos a uma pressão seletiva pelo 

uso do antimicrobiano (ENNE, 2010). 

Foi detectada uma baixa prevalência ESBL nos isolados, apenas 2,1%. 

Resultados semelhantes foram obtidos em um trabalho no Irã, envolvendo isolados de 

E. coli de amostras de aves e fezes humanas onde 6,3% de ESBL foi detectada nas aves 

e nenhum isolado dos trabalhadores (DOREGIRAEE et al., 2018). No presente estudo, 

todos os isolados ESBL foram MDR tendo sido detectados os genes blaTEM; dhfrl; sul1; 

cmIA5 (Tabela 8), indicando que a resistência pode ser mantida através da co-seleção 

de genes de resistência de várias classes de antimicrobianos, e não somente pela 

exposição aos antimicrobianos previamente (BENNETT, 2008; BROLUND et al., 2014; 

YASIR et al., 2020).  

 A enrofloxacina, outra fluoroquinolona, é muito utilizada na avicultura de corte, 

quando esse antimicrobiano é administração pode ocorrer sua biotransformação no 
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fígado, formando como metabolito ativo a ciprofloxacina, o que foi comprovado em outro 

estudo em humanos onde os micro-organismos intestinais apresentaram aumento da 

resistência a ciprofloxacina quando era utilizada a enrofloxacina (CHEN et al., 2011). 

Além disso, como todas as fluorquinolonas possuem o mecanismo de inibição dos genes 

da topoisomerase levando à inibição da replicação do DNA, a resistência antimicrobiana 

a qualquer um deles, conferirá resistência a todos os outros (ODOCH et al., 2018).   

O gene qnrS que confere resistência a ciprofloxacina através da ligação à DNA-

girase à Topoisomerase IV, impedindo a ação do antimicrobiano, não foi detectado neste 

estudo (Tabela 7). Porém, existem outros genes correlacionados a resistência às 

quinolonas mediada por plasmídeo, como a qnrA, qnrB, assim como outros mecanismos 

e genes, como as mutações pontuais nas regiões determinantes da resistência às 

quinolonas do DNA girase (gyrA e gyrB) e dos genes da topoisomerase IV (parC e parE) 

(HOPKINS et al., 2005). Mutações dupla no gene gyrA, ocorrem através de substituições 

de aminoácidos em algumas posições, geralmente a serina localizada no códon 83 e 87 

que é substituído por outro aminoácido, a leucina, que alteram o sítio de ligação do 

antimicrobiano, reduzindo a afinidade e impedindo a ação do mesmo (SAYAH et al., 

2005; ALESSIANI, 2009; ODOCH et al., 2018).  

Foi detectado no presente estudo uma resistência em 54,4% dos isolados 

relacionada à associação sulfametoxazol + trimetoprim, evidenciando que o uso de 

antimicrobianos contribui diretamente para desenvolvimento da resistência, já que houve 

o relato de que foi utilizada esta associação de antimicrobianos em lotes estudados. Uma 

porcentagem alta de resistência a esse antimicrobiano (61,1%) também foi detectado 

nas amostras de caixa de transporte, e este alto percentual também pode explicar a baixa 

taxa metabólica o que proporciona a excreção nas fezes (SIVAGAMI et al., 2020). Os 

resíduos de antimicrobianos excretados, juntamente com os antimicrobianos que são 

administrados via ração animal que não são consumidos, atingirão os sedimentos do 

solo diretamente, levando a uma seleção de micro-organismos resistentes (SIVAGAMI 

et al., 2020).  

Atualmente no Brasil o uso da tetraciclina como aditivo alimentar na produção de 

aves é proibido (BRASIL, 2009), porém o uso na forma terapêutica para aves ainda é 

permitido. No estudo atual foi obtido uma alta resistência a tetraciclina (Tabela 4), 

condizente com outros trabalhos (ZHANG et al., 2012; STELLA et al., 2013). Em relação 

a presença do gene tetA, que codificam bombas de efluxo, apenas 6,2% dos isolados 

apresentaram o gene, e também apresentaram uma concordância leve entre o resultado 
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fenotípico e genotípico (Tabela 9), sendo explicado pela diversidade de genes que 

codificam resistência a essa classe, cerca de 36 (CHOPRA & ROBERTS, 2001). No 

estudo do Ghanbarpour et al. (2020), uma baixa presença de genes de resistência de 

tetA foi detectada, mesmo com uma alta resistência fenotípica observada. As 

tetraciclinas, sulfonamidas e penicilinas são muito utilizadas na produção animal, e taxas 

de resistência mais alta a estes antimicrobianos são esperadas (VAN BOECKEL et al., 

2017).  

A resistência a amoxicilina foi comum entre os isolados (Tabela 4) e, por ser um 

antimicrobiano muito utilizado na cadeia de frangos de corte, pode favorecer a resistência 

antimicrobiana. Porém o gene blaTEM, que é capaz de hidrolisar penicilina e 

cefalosporinas de 1ª geração (ALI et al., 2018), obteve a maior discordância em relação 

a frequência aos resultados fenotípicos e genotípicos observados (Tabela 9), onde vários 

isolados foram fenotipicamente positivos, mas genotipicamente negativos, apresentando 

uma concordância pobre, sendo explicada principalmente pela diversidade de gene da 

classe (BUSH & JACOBY, 2010; D’ANDREA et al., 2013; DAY et al., 2016). 

Cloranfenicol teve o uso proibido em animais a partir de 1998, e é recomendado 

apenas para tratamento em humanos (BRASIL, 2003), sendo considerado um 

antimicrobiano de importância crítica. Mesmo não apresentando uma alta porcentagem 

de resistência fenotípica ao Cloranfenicol, o gene mais detectado foi o cmlA5, em 21,6% 

dos isolados de E. coli, apresentando uma concordância leve entre o fenotípico e 

genotípico (Tabela 9). O uso de florfenicol é permitido apenas em animais, sendo um 

análogo estrutural fluorado de tianfenicol e cloranfenicol, pode selecionar para 

resistência cruzada entre patógenos bacterianos, o que pode ser dos motivos de manter 

a resistência ao cloranfenicol mesmo sem o seu uso na produção animal (WHITE et al., 

2000). Alguns micro-organismos podem abrigar genes silenciados de resistência 

antimicrobiana e se tornam inativados devido a um defeito genético, chamados “silencing 

of antibiotic resistance by mutation” (SARM), dos quais podem não expressar a 

resistência fenotípica e serão classificados como sensíveis nos testes fenotípicos (KIME 

et al., 2019).  

Assim como observado no presente estudo, o gene floR não foi detectado em 

nenhum isolado em pesquisa realizada em cadeia de suínos nos Estados Unidos da 

América (EUA), onde o gene cmIA5 foi mais detectado entre os isolados de E. coli e o 

gene floR foi menos frequente (TRAVIS et al., 2006). Assim, a presença de E. coli 

resistentes a esse antimicrobiano em animais e a excreção desses agentes e genes de 
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resistência diretamente no ambiente representa um risco, já que pode haver uma 

contaminação direta ou através do alimento, chegando até a microbiota humana e 

perpetuando a resistência entre outros micro-organismos comensais e patogênicos ali 

presentes (WHO, 2011).  

Isolados de E. coli obtidos de amostras de carcaça após o chiller, que já podem 

representar o produto final, apresentaram uma resistência alta a alguns antimicrobianos 

testados (Tabela 4), o que também foi evidenciado por ZHAO et al. (2012) em amostras 

de produtos cárneos bovinos, suínos, aves e perus onde a maior resistência aos 

antimicrobianos foi detectada em isolados de carne de frango. No estudo atual, dos 20 

isolados testados para genes de resistência nas amostras de carcaça após chiller, os 

genes dhfrl (35%), sul1 (35%) e cmIA5 (25%) foram os mais detectados. A presença 

destes genes de resistência podem contribuir com a disseminação de genes de 

resistência para a microbiota endógena humana (VAN DEN BOGAARD et al., 2001).  

De maneira geral a resistência dos isolados de E. coli das amostras de fezes 

humanas foi alta (Tabela 4), semelhantes aos encontrados na literatura (ALALI et al., 

2010; KORB et al., 2015). Os isolados de E. coli das amostras de fezes humanas 

apresentaram resistência a praticamente os mesmos antimicrobianos que as demais 

amostras da cadeia de frango de corte (Tabela 4). Entre esses antimicrobianos com 

resistência similar, estão amoxicilina, ciprofloxacina e azitromicina, que são utilizados 

para o tratamento em humanos e animais. Esse resultado pode sugerir que além do uso 

direto desses antimicrobianos pelos humanos, a produção animal é um cenário 

importante, pois permite a exposição humana indireta aos antimicrobianos ou aos micro-

organismos resistentes através de animais, resíduos e produtos (WOON & FISHER, 

2016). 

Em um estudo nos EUA, identificaram-se isolados de E. coli resistentes a 

antimicrobianos de humanos e produtos avícolas muito semelhantes entre si sugerindo 

que esses isolados humanos possam ter sido derivados das aves (JOHNSON et al., 

2007). Um outro estudo realizado com isolados de E. coli de trabalhadores da pecuária 

e trabalhadores de restaurantes da mesma região, evidenciou que os isolados obtidos 

dos trabalhadores da pecuária eram mais resistentes aos antimicrobianos, demostrando 

que o contato com os animais pode ser uma fonte de resistência (CHO et al., 2012). 

Assim, o uso de antimicrobianos na cadeia produtiva animal gera um impacto para a 

saúde pública, principalmente por que o intestino humano é um ótimo reservatório de 

genes de resistência, onde pode ocorrer muita troca de material genético e mutações, 
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contribuindo para elevar as possíveis falhas terapêuticas, aumento da mortalidade e 

perdas econômicas (HUDDLESTON, 2014; SIVAGAMI et al., 2020).  

A azitromicina, aztreonam, imipenem e gentamicina também entram no grupo de 

antimicrobianos criticamente importantes de mais alta prioridade para a medicina 

humana (WHO, 2019) e a resistência a eles variou entre 20,4% e 43,2% (Tabela 4). Essa 

resistência é considerada um problema para a saúde pública, já que uma prevalência de 

resistência de 10-20% em antimicrobianos criticamente importantes é considerada mais 

grave do que uma resistência acima de 50% para antimicrobianos menos importantes no 

tratamento em humanos (HANON et al., 2015). O antimicrobiano imipenem, da classe 

dos carbapenemas, é importante para o tratamento de infeções, principalmente pelo seu 

amplo espectro e sua ação contra micro-organismos produtores de beta-lactamases 

(MIRBAGHERI et al., 2015). No entanto, uma resistência elevada foi detectada no estudo 

atual, representando um risco para saúde pública.  

O isolamento de E. coli resistentes na água de escaldagem e do chiller também 

foi elevado (Tabela 4), onde acorreu a detecção de resistência a antimicrobianos de 

importância para a saúde humana, como ciprofloxacina, cloranfenicol e azitromicina. Na 

água de escaldagem e chiller foram detectados genes de resistência (Tabela 7), 

indicando que essa fonte ambiental, pode servir como um reservatório de bactérias e 

genes de resistência, contribuindo para dispersão para o alimento e humanos. Além 

disso, essa água residual vai ser destinada para tratamento e os micro-organismos 

resistentes e genes de resistência presentes podem ser disseminados através do solo e 

água (CHEN et al., 2017; HONG et al., 2018; ANDRADE et al., 2020). 

A concordância pobre (gene blaTEM) ou leve entre os fenótipos e genótipos de 

resistência observados neste estudo não é um fenômeno incomum, e pode ocorrer 

devido a outros genes de resistência estarem envolvidos com a resistência 

antimicrobiana ou porque a presença do gene não é suficiente para expressar uma 

resistência significativa ao antimicrobiano. Além disso, a deleção da região promotora do 

gene também pode contribuir para a não expressão da resistência (VK et al., 2019).  

 

4.5 CONCLUSÃO 

 
Uma porcentagem alta de resistência fenotípica foi observada neste estudo, todos 

os isolados de E. coli, exceto dois, foram resistentes a pelo menos um dos 
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antimicrobianos pesquisados, e grande parte desses isolados (50,3%) foram 

multirresistente. A similaridade da resistência antimicrobiana entre os isolados de 

amostras de funcionários, com as demais amostras da cadeia avícola foi detectada, 

principalmente para os antimicrobianos amoxicilina, tetraciclina, ciprofloxacina e 

azitromicina. Esses antimicrobianos são de importância para tratamento de infeções 

bacterianas, sendo um sinal de alerta para a saúde pública, já que a exposição a esses 

antimicrobianos e a troca de material genético entre os micro-organismos pode facilitar 

o aumento da resistência. 

Grande parte dos isolados testados carregavam os genes de resistência dhfrl, sul1 

e cmIA5, que conferem resistência às sulfonamidas, trimetoprim e ao cloranfenicol, 

respectivamente. Para a correlação dos resultados fenotípicos e genotípicos, a maior 

discordância foi evidenciada para a resistência à amoxicilina, para as quais vários 

isolados foram fenotipicamente positivos, mas genotipicamente negativos. Com base no 

teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordância pobre, já os demais 

antimicrobianos uma concordância leve. Isso se deve principalmente pela diversidade de 

genes que podem codificar a resistência ao determinado antimicrobiano e também por 

que outros mecanismos de resistência podem estar envolvidos. Sendo assim, mais 

estudos são necessários, principalmente o sequenciamento do genoma completo, que 

permite uma análise mais completa dos genes e mecanismos de resistentes dos 

isolados. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A resistência a antimicrobianos é um problema de saúde pública, onde a presença 

de alta resistência nos isolados evidencia a importância do controle e redução do uso de 

antimicrobianos, assim como o estabelecimento de planos de controle eficazes no 

mundo todo. Os resultados apresentados são dignos de preocupação, já que a cadeia 

de frango de corte tem uma importância econômica, além dessa proteína chegar em 

muitos países, facilitando ainda mais a disseminação da resistência antimicrobiana. 

Assim, a identificação de genes de resistência em isolados que apresentam a 

característica fenotípica de resistência é importante, pois podem ser transferidos para 

outras isolados horizontalmente e expressos em condições apropriadas, ocorrendo a 

dispersão da resistência para os humanos, animais e ambiente.  
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