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RESUMO 

 

 

MENÃO, M. C. Indução de mutação por uma substância química em cepas de 
Escherichia coli para a atenuação e o desenvolvimento de vacina contra a 
colibacilose aviária. [Mutations induced by a chemical in strains of Escherichia coli 
to the attenuation and vaccine development against avian colibacillosis]. 2013. 100 f. 
Tese (Doutorado em Ciências). Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 

A colibacilose aviária caracteriza-se como uma infecção extra-intestinal secundária a 

outros agentes. É responsável por grandes perdas econômicas na criação de aves 

comerciais, sendo sua prevenção fundamental para minimizar prejuízos. O objetivo 

deste estudo foi atenuar cepas virulentas de Escherichia coli aviárias, por indução de 

mutagênese química. Foram selecionadas nove (09) cepas pertencentes à coleção 

de cultura do Laboratório de Ornitopatologia da FMVZ-USP. Todas as cepas 

estudadas foram resistentes à eritromicina, lincomicina, oxaciclina, penicilina, 

tiamulina e tilmicosin e sensíveis ao ácido nalidíxico, cloranfenicol, ciprofloxacina, 

colistina, enrofloxacina, florfenicol e gentamicina. Ocorreram resistências nas 

amostras analisadas de 33,33%, 22,22%, 11,11%, 55,55%, 66,66%, 77,77%, 

33,33%, 22,22%, 22,22% e 33,33%, respectivamente, a amoxacilina, a ampicilina, a 

doxaciclina, a espectiomicina, a estreptomicina, a lincomicina-espectiomicina, a 

neomicina, a rifampicina, a tetraciclina e ao trimetropin-sulfa. Induziu-se resistência a 

estreptomicina ou rifampicina ou ácido nalidíxico como marcadores. Não houve o 

desenvolvimento de resistências a outros antimicrobianos testados, após a 

exposição a substância mutagênica. Os resultados da amplificação dos genes por 

PCR, mostraram que todas as cepas foram negativas para papC, cnf e astA e todas 

foram positivas para iuc e irp2. Duas cepas foram positivas para os genes vat, cinco 

para iss, quatro para o gene tsh, uma para cvi/cva, duas para sfaI e uma para astA. 

Após o uso da substância mutagênica duas cepas apresentaram reações negativas 

para os genes tsh, cvi/cva e sfaI e uma  cepa para o gene astA.  No teste de AFLP 

verificaram-se diferenças em similaridade de bandas em oito (08) das nove (09) 

cepas, quando comparadas com a amostra tratada com a substância mutagênica, 

sendo que este indice variou de 40% a 96,3%. Embora no teste de patogenicidade 

em pintinhos de um dia de idade não tenha ocorrido diferenças significativas na 

mortalidade nos diferentes grupos estudados, houve alteração de patogenicidade 



 
 

em cinco cepas expostas à substância mutagênica. Ocorreram reduções 

significativas em relação ao escore de lesões quando os grupos foram comparados 

(p<0,05), indicando atenuação pela substância mutagênica.  

 

 

Palavras-chave: Escherichia coli. Substância mutagênica. Fatores de virulência. 

Aves. Mutação. 

  



 
 

ABSTRACT 
 

 

MENÃO, M. C. Mutations induced by a chemical in strains of Escherichia coli to 
the attenuation and vaccine development against avian colibacillosis  [Indução 
de mutação por uma substância química em cepas de Escherichia coli para a 
atenuação e o desenvolvimento de vacina contra a colibacilose aviária]. 2013. 100 f. 
Tese (Doutorado em Ciências). Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
 

 
The avian colibacillosis is characterized as an extraintestinal infection which is 

secondary to other agents. It is responsible for considerable economic loss in the 

breeding of commercial birds, making its prevention essential to reducing damages. 

The aim of this study was to attenuate viral strains of avian Escherichia coli, using 

chemical mutagenesis induction. Nine (09) strains were selected from the culture 

collection of the Ornitopathology Laboratory of the School of Veterinary Medicine of 

the University of São Paulo. All analyzed strains were resistant to erythromycin, 

lincomicin, oxacillin, penicillin, tiamulin and tilmicosin and they were sensitive to 

nalidixic acid, chloramphenicol, ciprofloxacin, colistin, enrofloxacin, florfenicol and 

gentamicin. The analyzed samples presented the following resistance levels: 

33.33%, 22.22%, 11.11%, 55.55%, 66.66%, 77.77%, 33.33%, 22.22%, 22.22% and 

33.33% to, respectively, amoxicillin, ampicillin, doxycycline, spectinomycin, 

streptomycin, lincomycin-spectinomycin, neomycin, rifampicin, tetracycline and 

trimethoprim-sulfa. The resistance to streptomycin or rifampicin or nalidixic acid was 

induced as a marker. There was no development of resistance to other tested 

antimicrobials after the exposure to the mutagenic substance. The results of the PCR 

gene amplification showed that all strains were negative for papC, cnf and astA and 

they were all positive for iuc and irp2. Two strains were positive for the vat genes, five 

for iss, four for the tsh gene, one for cvi/cva, two for sfaI and one for astA. After using 

the mutagenic substance, two strains presented negative reactions for the tsh, 

cvi/cva and sfaI genes and one strain for the astA gene. In the AFLP test, differences 

were found for band similarity in eight (08) out of nine (09) strains, when compared 

with the samples treated with the mutagenic substance and this rate varied from 40% 

to 96.3%. Although the pathogenicity test in one-day-old chicks did not present 

significant differences in the mortality rate in the different analyzed groups, there was 



 
 

a pathogenicity alteration in five strains exposed to the mutagenic substance. There 

were significant reductions regarding the lesion scores when the groups were 

compared (p<0,05), indicating an attenuation due to the mutagenic substance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

 A indústria avícola representa um dos mais importantes segmentos do 

agronegócio. Alcançou nas últimas décadas um grande desenvolvimento em função 

da crescente demanda por produtos avícolas pela população mundial e contínua 

agregação de novas tecnologias. Atualmente possui como principais características 

a alta produção, a boa qualidade dos produtos e os baixos custos (GIMENO, 2009; 

SALLE; MORAES, 2009). 

 No Brasil mais de 12 mil toneladas de carne de frango foram produzidas no 

ano de 2011, sendo o país o terceiro produtor mundial e líder em exportações 

(APINCO, 2012). Segundo o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, até 

2020, a expectativa é que a produção nacional de carne de frango seja responsável 

por 48,1% das exportações mundiais (BRASIL, 2012).  

 O melhoramento genético, a nutrição balanceada e a sanidade em uma 

produção intensiva foram os fatores responsáveis para que estes índices de 

produtividade fossem alcançados. Entretanto, novos desafios surgiram, dentre eles 

os problemas sanitários decorrentes de situações de estresse geradas por este 

moderno tipo de criação, além disso, a intensificação da produção também induz a 

perdas econômicas e a alteração da qualidade do alimento produzido (BARNES; 

VAILLANCOURT; GROSS, 2003; GIMENO, 2009).  

 Uma das doenças que se destacam neste cenário é a colibacilose aviária, 

causada pela Escherichia coli patogênica para aves (APEC) que é considerada 

secundária a outros agentes e tem manifestações clínicas extra-intestinais. Este 

agente pode ocasionar diversos quadros clínicos como colisepticemia, peritonite, 

pneumonia, pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite, doença respiratória crônica 

complicada (DRCC), onfalite, osteomielite e ooforite gerando extensivas perdas 

econômicas, decorrentes do tratamento e baixa produtividade, podendo também 

ocasionar mortalidade (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003; FERREIRA; 

KNÖBL, 2009).  

Várias proteínas estão associadas à virulência de Escherichia coli (E. coli) em 

aves, incluindo adesinas, proteínas que induzem resistência sérica e produção de 

sideróforos, sendo que a combinação destas pode aumentar a patogenicidade e 

potencializar os prejuízos (ROCHA et al., 2008).  



 

 A utilização de aditivos na dieta, como promotores de crescimentos, é uma 

das estratégias para a alta produtividade. Esses são definidos como substâncias 

adicionadas às rações, sem valor nutricional, capazes de melhorar o desempenho 

animal ou as características físicas dos alimentos (SILVA, 2000; ARAUJO et al., 

2007). O principal promotor de crescimento utilizado no Brasil e países cujas leis não 

imponham restrições, desde a década de 50 é o antibiótico (BARNES; 

VAILLANCOURT; GROSS, 2003; ANDREATTI FILHO, 2007). Este quando utilizado 

em doses sub-terapêuticas na ração, possui a função de impedir a invasão e 

multiplicação de micro-organismos patogênicos no intestino do animal, permitindo 

assim, que os nutrientes da dieta sejam aproveitados pelo hospedeiro (FLEMMING, 

2005; ARAUJO et al., 2007). 

  No entanto, o uso contínuo destes produtos na alimentação animal pode 

contribuir para o desenvolvimento de populações de bactérias resistentes que 

podem se disseminar no ambiente e na microbiota intestinal podendo possibilitar que 

essa resistência seja transferida a micro-organismos patogênicos, dificultando 

tratamentos, constituindo um risco tanto para a saúde animal quanto humana 

(LODDI, 2003, SINGER; HOFACRE, 2006). 

 Consequentemente, a vacinação das aves torna-se uma ferramenta 

imprescindível contra a doença. Entretanto, as vacinas inativadas com adjuvantes 

oleosos podem induzir reações adversas. Dessa forma, o desenvolvimento de 

vacinas atenuadas é uma opção para a imunização, pois além de produzirem 

menores reações adversas podem ser utilizadas por via aerossol ou água de bebida 

(BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).  

 A atenuação de cepas induzida por mutação pode representar uma alternativa 

para o desenvolvimento dessas vacinas atenuadas. Peighmbari et al. (2002) 

testaram duas vacinas elaboradas com cepas de E. coli mutante, dos sorogrupos O2 

e O78, em frangos de corte e concluíram que as aves vacinadas com o sorogrupo 

O2 apresentaram diferença significativa na redução de lesões em sacos aéreos 

quando comparadas as aves do grupo controle.  

 Neste trabalho foi investigada se a exposição à substância mutagênica 

poderia induzir mutações em cepas de E. coli para um futuro desenvolvimento de 

vacinas atenuadas. 
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CONCLUSÕES 



 

 

8 CONCLUSÕES 

 

 

• A substância mutagênica não alterou a suscetibilidade das nove cepas que 

apresentavam um perfil de multirresistência. 

 

• Os antimicrobianos utilizados como marcadores genéticos foram eficientes na 

indução de resistência nas cepas de E. coli selecionadas. 

 

• A substância mutagênica utilizada alterou o perfil de genes de virulência em 

três cepas de E. coli estudadas. 

 
• O perfil de bandas no AFLP se modificou em oito cepas, após a exposição à 

substância mutagênica.  

  

• A exposição à substância mutagênica foi eficiente na diminuição da 

patogenicidade a pintinhos em quatro cepas analisadas. 

 

• Ocorreu atenuação na patogenicidade a pintinhos com as cepas EC 713 M e 

EC 1869 M, pela redução da patogenicidade e escore de lesões, e estas 

apresentam potencial de serem usadas na produção de vacinas. 
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