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IDENTIFICAÇÃO SOROLÓGICA E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A 

ANTIMICROBIANOS EM AMOSTRAS DE Escherichia coli ISOLADAS DE PEIXE E 

ÁGUA DE PESQUE-PAGUES 

 

 

RESUMO - Pesquisou-se a ocorrência de E. coli (EPEC, EIEC, EHEC) em água e 

peixe (pele, trato gastrintestinal e músculo) de pesque-pagues da microbacia do 

Córrego Rico, Jaboticabal, SP. A amostragem foi realizada entre os meses de abril e 

junho de 2008 em cinco pesque-pagues. Em cada um, foram colhidos dez 

exemplares de peixes adultos, e para análise foram colhidas amostras do músculo, 

do trato gastrintestinal e da superfície corpórea. As amostras de água foram colhidas 

em cinco pontos distintos de todos os pesque-pague. As colônias com características 

morfológicas relativas à E. coli isoladas do ágar MacConkey foram submetidas a 

confirmação bioquímica. Posteriormente, os isolados foram identificados 

sorologicamente como EPEC, EIEC e EHEC e realizado os testes de 

susceptibilidade a antimicrobianos e atividade hemolítica. Assim, foram isoladas 115 

cepas de E. coli, entre as quais 81 (70%) foram sorogrupadas como EPEC, 5 (4%) 

como EHEC e 8 (7%) como EIEC. Os sorogrupos mais frenquentes foram O125 

(13,9%), O126 (11,3%) e O158 (10,4%). Dentre as amostras testadas, 60 (52%) 

apresentaram resistência simultânea a dois antimicrobianos. A Análise de 

Correspondência foi realizada com intuito de verificar as possíveis correspondências 

envolvendo o local de isolamento, sorogrupos e multirresistência e com isso pode-se 

observar que o músculo foi o local de isolamento com menor correlação aos demais 

fatores. Enquanto água, trato e pele apresentaram maior correspondência entre si. 

Assim, a presença de um alto número de isolados EPEC nesse estudo indica 

contaminação por enteropatógenos possivelmente advindos de fezes de animais, 

humanas e/ou águas contaminadas, representando risco à saúde dos frequentadores 

destes pesque-pagues e consumidores do pescado.  

 

Palavras-chave: EPEC, sorogrupos, resistência, pesque-pague. 
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SEROLOGICAL IDENTIFICATION AND PROFILE OF ANTIMICROBIAL 

RESISTANCE OF Escherichia coli STRAINS ISOLATED FROM FISH AND 

WATER FEE FISHING 

 

 

SUMMARY - The occurrence of Escherichia coli (EPEC, EIEC, EHEC) in water and 

fish (skin, gastrointestinal tract and muscle) was surveyed in fee fishing from the 

stream Rico micro-basin, Jaboticabal, São Paulo/Brazil. Samples were collected 

between april and june 2008 in five fee fishing. In each fee fishing, ten copies were 

collected from adult fish and for analysis were sampled muscle, gastrointestinal tract 

and body surface. Water samples were collected from five different points of all fee 

fishing. Thus, we isolated colonies from the MacConkey agar with morphological 

characteristics related to E. coli for biochemical confirmation. Subsequently, the 

isolates were identified serologically as EPEC, EIEC and EHEC and performed tests 

of antimicrobial susceptibility and hemolytic activity. It was found that among 115 

strains of E. coli isolated, 81 (70%) were serologically classified as EPEC, 5 (4%) as 

EHEC and 8 (7%) as EIEC. The most common serogroups were O125 (13.9%), O126 

(11.3%) e O158 (10.4%). From the 115 bacterial isolates, 60 (52%) were resistant to 

two antimicrobials. The Correspondence Analysis was performed to verify possible 

matches involving the location of isolation, serogroup and antimicrobial resistance 

and that can be observed that the muscle had lower correlation to other factors. While 

water and tract and skin had correlation with each other. Probably, the isolation of 

EPEC serogroups in this study indicates contamination by pathogens coming from 

animals, human and/or contaminated water, constituting a potential risk to the 

consumer health of these fee fishing. 

 

Keywords: EPEC, serogroup, resistant, fee fishing. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A aquicultura é uma alternativa para incrementar os índices de consumo de 

proteínas de origem animal e o desenvolvimento sócio-econômico de um país. Além 

desses fatores, a busca por uma melhor qualidade de vida, por meio de práticas 

alimentares mais saudáveis e controle do peso, dentre outros, também contribuem 

para que o consumo de peixes tenha aumentado nos últimos anos.  

Dentre as atividades aquicolas, surgem os pesque-pagues que alia a busca 

por lazer ao consumo do pescado. Estes empreendimentos desenvolveram-se 

bastante em regiões com alto número de nascentes e fontes de água. Porém, se o 

manejo for realizado de forma incorreta, excretas animais podem poluir as águas e 

prejudicar a saúde dos animais e seres humanos, com a presença de patógenos 

indesejáveis.   

Os peixes podem ser vias de transmissão de agentes patogênicos ao seres 

humanos, como qualquer fonte de proteína de origem animal, pois a água, salgada 

ou doce, constitui ambiente natural de uma variedade de bactérias capazes de 

originar infecções no ser humano, embora o potencial para isso dependa de fatores, 

como: sobrevivência, latência e dose infectante do organismo e suscetibilidade do 

hospedeiro.  

A penetração e estabelecimento de bactérias em diferentes tecidos e órgãos 

de peixes, como o aparelho digestivo, brânquias, músculo, rim, fígado e bexiga, 

foram relatados em ambientes aquáticos poluídos (PAL e DASGUPTA, 1992). 

Embora Escherichia coli não seja habitante natural da microbiota de peixes, essa 

bactéria tem sido isolada, com frequência, do estômago e intestinos desses animais 

(GUZMÁN et al., 2004).  

Escherichia coli é a espécie predominante entre os diversos microrganismos 

anaeróbios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais 

homeotérmicos. O significado da sua presença nos alimentos deve ser avaliado sob 

dois ângulos: indica contaminação microbiana de origem fecal e, portanto condições 

sanitárias insatisfatórias; e outro aspecto a ser considerado é que diversas linhagens 
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são comprovadamente patogênicas aos seres humanos e animais. Assim, a 

pesquisa laboratorial de Escherichia coli auxilia na detecção do real risco de uma 

toxinfecção alimentar por meio da água e dos alimentos fornecidos ao consumo 

(FRANCO e LANDGRAF, 2002). 

Existem vários estudos mostrando a evolução da Escherichia coli como um 

importante patógeno gastrintestinal, no que diz respeito à transferência horizontal de 

genes, que traz como consequência diversidade biológica quanto aos seus fatores 

de virulência. Estudos comprovam que amostras isoladas de animais saudáveis 

podem ser potencialmente patogênicas para seres humanos, por possuírem fatores 

de virulência característicos para tal hospedeiro, mostrando ser um grande risco para 

a saúde pública.  

Outro exemplo de manejo inadequado nas atividades aquícolas é o uso 

indiscriminado de antibióticos. Pois para controlar as doenças infecciosas, 

estratégias similares (por exemplo, vacinação e uso de agentes antimicrobianos) 

àquelas usadas em outras áreas da produção animal, são empregadas na 

aquicultura. Assim, o uso de antibióticos na aquicultura resulta no surgimento de 

reservatórios de bactérias resistentes aos antimicrobianos nesses ambientes e seu 

uso também representa risco à saúde pública, pois pode disseminar genes de 

resistência em microrganismos patogênicos ao seres humanos. 

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi estudar e identificar E. coli 

diarreiogênicas presentes em água e peixes de pesque pagues situados na 

microbacia do Córrego Rico/SP, por meio da sorologia e testes bioquímicos. Foram 

verificadas também a atividade hemolítica e a sensibilidade a antimicrobianos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aquicultura e o consumo de pescado  

 Atualmente, apesar da crise econômica, a aquicultura é considerada um dos 

sistemas de produção de alimentos que mais cresce no mundo e que poderá 

contribuir, significativamente, com a crescente demanda mundial por pescado neste 

milênio (NAYLOR et al., 2009). 

Segundo dados da FAO (Organização para Alimentação e Agricultura), a 

produção pesqueira mundial, de 19 milhões de toneladas em 1950, ultrapassou em 

2004 os 141 milhões de toneladas. A produção brasileira cresceu de 150 mil 

toneladas para mais de 1 milhão de toneladas no mesmo período (FAO, 2006).  

De acordo com DIAZ (2004), peixes e outros produtos aquícolas representam 

um terço do consumo mundial de proteína. Segundo dados do Ministério da Pesca e 

Aquicultura, o consumo anual brasileiro de pescado é, em média, 7,0 kg/hab.ano 

(OSTRENSKY et al., 2007).  

Entre as justificativas para o baixo consumo está a comercialização em locais 

inadequados, o suprimento irregular, a suspeita de más condições higiênicas do 

produto e o elevado custo do produto no mercado, além da questão cultural 

(SANTOS, 2006). Pois segundo recomendações da OMS (Organização Mundial de 

Saúde) o consumo anual deve ser 12,0 Kg/hab.ano (WHO, 2009a) 

Porém, com o aumento pela busca por uma alimentação saudável, o consumo 

do pescado no Brasil tende aumentar cada vez mais, devido sua composição lipídica 

ser rica em ácidos graxos insaturados e ter baixo teor de colesterol (PACHECO et 

al., 2004). 

Segundo BARROS (2003), entende-se por pescado tudo aquilo que pode ser 

retirado de águas oceânicas ou interiores e que possa servir para alimentar o ser 

humano ou os animais. É um termo genérico, envolvendo peixes, crustáceos, 

moluscos, algas, etc.  
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2.2 Pesque-pagues  

Lagos de pesca recreativa, conhecidos como pesque-pagues, emergiram no 

cenário brasileiro rural como uma atividade que une lazer e produção animal (LOPES 

et al., 2005). 

Segundo SONODA (2002), os primeiros pesque-pagues surgiram no início da 

década de 80, nas regiões Sul e Sudeste, como uma tentativa por parte de alguns 

piscicultores para resolver problemas da comercialização de peixes, uma vez que o 

número de abatedouros ou de peixarias para comercialização de peixes vivos era 

incipiente. Em função da alta estrutura e tecnologia, a maioria destes 

empreendimentos não obteve sucesso, mas, por representar uma atividade de lazer, 

nos últimos 10 ou 15 anos esta atividade mostrou-se dinâmica, expandido-se de 

maneira significativa, principalmente ao redor dos centros urbanos mais populosos.  

De acordo com PEZZATO e SCORVO FILHO (2000), na região Sudeste, os 

pesque-pagues são importantes canais de comercialização de peixes produzidos em 

cativeiro. Estes estabelecimentos armazenam espécies de peixes consideradas 

esportivas1, nativas e exóticas, em lagos e oferecem a pesca como principal atrativo.  

A atividade traz oportunidade de novas fontes de renda e de trabalho, além da 

pesca amadora e do lazer proporcionado, a combinação entre aquicultura e outras 

práticas agrícolas é considerada efeito positivo dessa atividade (ELER et al, 2006). 

ELER et al. (2001) ressaltam que o sucesso econômico dessa atividade 

recreativa depende de boa manutenção da qualidade da água, sendo que essa 

qualidade pode ser influenciada por diversos fatores como, por exemplo, a origem da 

fonte de abastecimento de água e manejo alimentar.  

De acordo com MERCANTE et al. (2004), a qualidade da água pode ser 

considerada por diversos aspectos, dentre os quais as preocupações com a saúde 

do usuário e a preservação do meio ambiente são de fundamental importância. E as 

técnicas de manejo empregadas nos locais destinados à pesca são fatores 

primordiais para a adequada pesca e lazer (LOPES, 2000). 

 

                                                 
1  Espécies esportivas são aquelas que apresentam uma maior resistência ao serem capturadas no 
ato da pesca, espécies carnívoras geralmente são consideradas esportivas.  
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2.3 Poluição das águas e sua influência na qualidade do pescado 

Os alimentos e a água podem servir como veículos de agentes patogênicos ao 

seres humanos. Segundo a OMS (Organização Mundial de Saúde), cerca de 88% 

dos casos de diarréia que ocorrem nos países em desenvolvimento são transmitidas 

por águas contaminadas (WHO, 2004). Pois a água está presente em quase todas 

as atividades da vida humana, direta ou indiretamente.  

Apesar do peixe ser uma fonte de proteína saudável, também pode ser 

veiculador de doenças. Não somente por sofrer rápida deterioração, mas também 

devido a diversos microrganismos patogênicos que podem estar presentes nesse 

alimento (FRANCO e LANDGRAF, 2002).  

A microbiota natural do peixe é relativamente uniforme, porém sofre forte 

influência das condições físicas, químicas e biológicas da água e das variações de 

temperatura. A microbiota do peixe vivo está diretamente relacionada à microbiota da 

água onde ele vive. No muco que recobre a superfície externa do seu corpo, guelras 

e intestino encontram-se uma ampla variedade de gêneros bacterianos (MÖLLERKE, 

2002).  

Segundo MURATORI et al. (2004) a microbiota de peixes recém capturados 

reflete o ambiente terrestre próximo aos ambientes hídricos e as condições 

microbiológicas do local de captura.  

Por estarem em contato com a água os peixes podem albergar naturalmente 

alguns patógenos (MATTÉ et al., 2007). Dentre os agentes bacterianos amplamente 

distribuídos no ecossistema aquático, destacam-se aqueles pertencentes às famílias 

Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae, cuja presença nesse ambiente pode ser 

reconhecida pela sua detecção na pele, brânquias e intestinos dos peixes e, quando 

há desequilíbrio do sistema bactéria-hospedeiro-ambiente, podem estar envolvidos 

como agentes etiológicos primários, inclusive desencadeando epizootias em 

piscicultura (HUBER et al., 2004). 

A presença de patógenos é identificada como um dos principais perigos que 

comprometem a qualidade dos produtos aquícolas. A sua ocorrência está 

relacionada a práticas impróprias de criação, poluição ambiental e hábitos culturais 

no preparo do alimento. Além disso, ao manejo indevido, tais como: má qualidade da 
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água, ração inadequada, falta de cuidados higiênicos com os peixes, com os 

tanques, com os viveiros e equipamentos e falta de treinamento de funcionários 

(ALEXANDRINO, 1998).  

MORITA et al. (2006) ressaltam que a contaminação da água em sistemas 

pesqueiros também pode ocorrer pela entrada direta de fezes advindas de animais 

(aves, suínos, bovinos, cães e gatos) próximos aos lagos de pesca.  

 

2.4 Uso de antimicrobianos na aquicultura e saúde pública 

Outro fator importante a considerar no tocante a criação de peixes, é o uso 

indiscriminado de antimicrobianos para prevenir a disseminação de doenças. Não se 

tem o conhecimento deste manejo sobre o impacto ao meio ambiente e à saúde do 

ser humano. Os resíduos destes podem permanecer na carne do peixe destinado ao 

consumo humano, e levar ao aparecimento, na cadeia alimentar de bactérias 

resistentes a antibióticos (HEUER et al., 2009).  

O ambiente aquícola é importante meio para a seleção de espécies 

bacterianas resistentes a vários antimicrobianos, em virtude da utilização de tais 

substâncias no tratamento e profilaxia de doenças bacterianas dos peixes, muitas 

vezes de forma indiscriminada (SAPKOTA et al., 2008).  

O uso de antibióticos na aquicultura resulta no surgimento de reservatórios de 

bactérias resistentes aos antimicrobianos em peixes e outros animais aquáticos, bem 

como no ambiente aquático (AKINBOWALE et al., 2006). Segundo PIDDOCK (2006) 

tem-se observado aumento considerável no número de bactérias resistentes aos 

antimicrobianos, inclusive resistentes a mais de um, simultaneamente.  

As consequências da resistência antimicrobiana em bactérias causadoras de 

doenças nos seres humanos incluem: aumento no número de infecção, na 

frequência de tratamento sem sucesso e na severidade da infecção (BARZA e 

TRAVERS, 2002).   

Os mecanismos de resistência são complexos e numerosos (AMINOV et al., 

2001). As bactérias podem tornar-se resistentes por meio de mutações ou 

transferências horizontais de genes, que codificam bombas de efluxo, enzimas 
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degradativas e modificadoras, e proteínas de proteção ribossomal (KHACHATRYAN 

et al., 2004). 

O aumento da ocorrência de resistência antimicrobiana em bactérias 

provenientes de ambientes de produção animal e as possíveis implicações para 

saúde pública têm levado a uma intensiva fiscalização do uso de antimicrobianos 

nesta atividade (LIMA et al., 2006).  

 

2.5 Peixe como origem de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs) 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), doenças de origem 

alimentar pode ser definida como aquela de natureza infecciosa ou tóxica, causada 

por agentes que entram no organismo através da ingestão de alimentos (WHO, 

2009b). 

Existem, basicamente, duas maneiras dos microrganismos provocarem 

doenças nos consumidores: através de intoxicação, quando se refere a ingestão da 

toxina previamente formada pelo microrganismo no alimento – estas patogenias são 

incluídas no grupo das denominadas Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs); 

ou infecção provocada pela presença de células em concentração suficientes para se 

tornarem prejudiciais à saúde (VIEIRA et al., 2004).  

As doenças veiculadas por alimentos constituem-se em um dos problemas de 

saúde mais disseminados e uma importante causa de redução da produtividade 

econômica. A importância destas doenças como um problema real de saúde da 

população é, no geral, subestimada porque a verdadeira incidência é de difícil 

avaliação e a severidade das consequências à saúde ou à economia não são 

devidamente analisadas (TESSARI et al., 2003). 

Os contaminantes dos alimentos possuem 2 origens: endógena e exógena. Os 

contaminantes de origem endógena já se encontram nos alimentos antes de sua 

obtenção e os de origem exógena são contaminantes adicionados nos alimentos 

durante sua manipulação (UNGAR et al., 1992).  

São importantes causas de infecções e intoxicações alimentares os 

contaminantes de origem exógenas onde estão contidos os microrganismos como E. 
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coli. Portanto, a grande preocupação é impedir que estes microrganismos sejam 

adicionados à matéria-prima e se multipliquem (GERMANO e GERMANO, 2003).  

O pescado é um importante veiculador de agentes patogênicos, responsáveis 

por diversas enfermidades nos seres humanos, notadamente as toxinfecções. Pode-

se classificar os contaminantes presentes no pescado, em microrganismos 

deteriorantes, microrganismos indicadores de higiene ou de processamento, 

microrganismos indicadores de manipulação inadequada, microrganismos 

indicadores de contaminação fecal, microrganismos potencialmente capazes de 

provocar doenças transmitidas pelo consumo de pescado e microrganismos aptos 

em liberar toxinas capazes de causar intoxicações ao consumidor (PIMENTEL e 

PANETTA, 2003). 

Muitas espécies enteropatogênicas são encontradas em peixes, inclusive 

aqueles mantidos sob refrigeração (DALTON et al., 2004). Peixes e frutos do mar 

estão envolvidos, nos Estados Unidos, em 19% de doenças causadas por alimentos 

de origem conhecida (OLSEN et al., 2000). 

Na Europa, entre os anos de 1993 e 1998, a contribuição de pescado em 

surtos de doenças transmitidas por alimentos variou entre 0,3 a 12,2% dentre 16 

países pesquisados (TIRADO e SCHMIDT, 2000). 

Dados australianos mostram que dentre 173 surtos de origem alimentar, com 

tipo de alimento implicado conhecido, depois da carne associada em 64 (30%) 

surtos, o segundo veículo mais frequentemente implicado entre 1995 e 2000 naquele 

país foram os peixes em 34 (16%) surtos, seguido pelo frutos do mar responsáveis 

por 13 (6%) deles (HALL et al., 2005). 

No Brasil, entre 1999 e 2004, em aproximadamente 33% (1.243/3.737) dos 

surtos não foi possível determinar o tipo de alimento implicado, enquanto peixes e 

frutos do mar implicados em 1% e 0,37% destes surtos, respectivamente (CARMO et 

al, 2005).  

Mesmo na ausência de informações confiáveis sobre o número de casos de 

doenças provocadas por alimentos contaminados, sabe-se que o pescado está 

fortemente relacionado com toxinfecções, principalmente quando é oferecido em 

locais sem condições de salubridade.  
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2.6 Escherichia coli 

Theodore Escherich (1855) descreveu um microrganismo que se encontrava 

em altas densidades nas fezes humanas e foi por ele nomeado Bacterium coli. No 

início do século passado (1912), Bacterium coli já era utilizada como indicador da 

qualidade sanitária da água. Na década de 1950, esta bactéria passou a ser 

denominada Escherichia coli pelos microbiologistas e foi escolhida como modelo 

para estudos de processos biológicos básicos, tais como vias metabólicas, regulação 

gênica, transdução de sinais, estrutura de parede celular e conjugação (KUHNERT et 

al., 2000). 

O gênero Escherichia é composto por cinco espécies: E. coli, E. blattae, E. 

fergusonnii, E. hermannii e E. vulneris. A espécie E. coli é um dos principais 

componentes da família Enterobacteriaceae (KUHNERT et al., 2000). 

Dentre suas principais características, destacam-se: bacilos Gram-negativos, 

não esporulados, capazes de fermentar glicose com produção de ácido e gás; a 

maioria também fermenta a lactose. Apresentam antígenos somáticos O, 

relacionados com os polissacarídeos da membrana externa; antígenos flagelares H, 

relacionados com proteínas de flagelos, e ainda, antígenos K, relacionados com 

polissacarídeos capsulares (MENG et al., 2001).  

Esta espécie compreende grupos e tipos sorológicos, identificados por meio 

de anti-soros preparados contra as três variedades de antígenos que ocorrem na 

espécie, ou seja, antígenos O, K e H. O antígeno O identifica o sorogrupo das cepas 

e a combinação de antígeno O e H identifica o sorotipo. Entretanto, nem todas as 

amostras apresentam os três tipos ao mesmo tempo (MENG et al., 2001). 

A maioria das cepas de E. coli é habitante natural do trato gastrintestinal de 

mamíferos, incluindo humanos, e usualmente apresentam-se como bactéria 

comensal. Entretanto, existem amostras de E. coli patogênicas que podem causar 

diarréia e outras doenças em humanos e animais, pois expressam fatores de 

virulência que estão envolvidos em sua patogênese (SANTIAGO et al., 2005).  

As cepas de E. coli são importantes como possíveis patógenos transmitidos 

por alimentos, se encontram nas fezes e em geral têm ampla distribuição, embora 

em pequenas quantidades, nos ambientes onde se encontram os alimentos. Como 
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microrganismo indicador, a presença de E. coli nos alimentos em quantidades 

elevadas é utilizada para indicar a possibilidade de contaminação fecal e da 

presença de outros microrganismos enteropatogênicos. Como microrganismo 

potencialmente patogênico transmitidos por alimentos, as reduzidas quantidades, 

geralmente aceitáveis, adquirem novos significados em especial quando as 

condições do meio em que se encontra permitem sua multiplicação (FRANCO e 

LANDGRAF, 2002).  

Desde 1945, quando foi verificado o primeiro caso de diarréia associada a 

uma linhagem de E. coli, o conhecimento a respeito de como esta bactéria causa 

diarréia tem aumentado muito. Como todos os microrganismos que causam diarréia, 

E. coli são ingeridas com alimentos e/ou águas contaminados com fezes humanas 

ou animais. Os mecanismos de patogenicidade de E. coli são complexos e envolvem 

um grande número de fatores de virulência, que variam em suas diferentes 

categorias. Muitos destes fatores parecem ter sido adquiridos de outros patógenos 

entéricos, como Vibrio cholerae e Shigella dysenteriae (GILLIGAN, 1999). Toxinas e 

fímbrias são os fatores de virulência mais comumente encontrados em E. coli. 

Algumas toxinas são intimamente relacionadas com determinadas categorias desta 

bactéria (KUHNERT et al., 2000). 

As amostras de E. coli associadas à infecção intestinal e causadora de 

diarréia ou disenteria, são conhecidas como E. coli diarreiogênicas e são 

classificadas em seis classes: Escherichia coli enteropatogênica clássica (EPEC), 

subdividida em EPEC típicas e atípicas, enterohemorrágica (EHEC), enterotoxigênica 

(ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e Escherichia coli de 

aderência difusa (DAEC) (KAPER et al., 2004). 

 

2.7 Escherichia coli enteropatogênica clássica (EPEC) 

O subgrupo EPEC é o maior causador de surtos de diarréia infantil em países 

subdesenvolvidos (DEAN et al., 2005).  

Geralmente, a transmissão ocorre por alimentos contaminados e a 

colonização acontece no intestino delgado onde a bactéria se fixa firmemente às 

células epiteliais causando lesões típicas chamadas “attaching and effacing” (A/E) 
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(KAPER et al., 2004). Esta lesão é caracterizada pela destruição das 

microvilosidades intestinais e rearranjo do citoesqueleto celular, culminando na 

formação de uma estrutura semelhante a um pedestal onde a bactéria permanece 

ligada (MOXLEY e SMITH, 2010).  

CLARKE et al (2003) propõe que a formação de lesões A/E resulta em uma 

redução da capacidade de absorção da mucosa intestinal o que leva ao rompimento 

do equilíbrio eletrolítico e, posteriormente, a diarréia. Provavelmente a diarréia 

causada por EPEC resulta de múltiplos mecanismos, incluindo secreção de íons, 

aumento da permeabilidade intestinal, inflamação intestinal e perda da superfície de 

absorção (SHAW et al., 2005). 

As cepas EPEC são divididas em dois grupos: EPEC típicas (presença de 

gene eae e plasmídio EAF) e EPEC atípicas (presença somente do gene eae). As 

EPEC típicas, ou simplesmente EPEC, são bastante homogêneas em suas 

propriedades de virulência, pois expressam basicamente os fatores de virulência 

codificados pela região LEE e pelo plasmídio EAF. Por outro lado, as EPEC atípicas 

não são portadoras do plasmídio EAF, mas possuem o gene eae e demais fatores de 

virulência codificados na região LEE. Diversos estudos avaliaram a importância 

epidemiológica de cepas EPEC atípicas em doenças gastrointestinais (NGUYEN et 

al., 2006). 

 As EPEC típicas e atípicas também diferem no padrão de adesão nas células. 

As EPEC típicas apresentam somente o padrão de adesão localizada, enquanto que 

as atípicas apresentam o padrão de adesão “localizada Like” (LAL), podendo 

também apresentar adesão difusa (AD) e adesão agregativa (AA) (TRABULSI et al., 

2002). 

Segundo KOBAYASHI et al. (2000), no Brasil a diarréia ainda é um importante 

problema de saúde pública e em várias partes do país linhagens de EPEC tem sido 

isoladas de crianças de baixo nível sócio-econômico durante episódios de diarréia. 

Estes autores verificaram em estudos realizados no Hospital Universitário de 

Londrina - PR que dentre as 442 amostras de E. coli isoladas de crianças menores 

de dois anos de idade com diarréia, 18,6% dos isolados apresentaram um ou mais 

fatores de virulência características para EPEC.  
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MORENO et al. (2010) observaram frequência de 11% de E. coli EPEC dentre 

2344 isolados de fezes de crianças com diarréia em um hospital no nordeste 

brasileiro, sendo EPEC típicas e atípicas responsáveis por 2% e 9% dos casos, 

respectivamente. 

 

2.8 Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) 

Escherichia coli enterohemorrágica é causadora de uma variedade de 

doenças, que vão desde leve diarréia a doenças graves como a colite hemorrágica e 

síndrome hemolítico-urêmica (NAKANISHI et al., 2009).  

O sorogrupo mais comum e conhecido é denominado O157. EHEC inclui uma 

diversa população de E. coli produtoras de shigatoxinas, sendo o bovino seu 

principal reservatório. O consumo de alimentos de origem bovina é o principal 

responsável por surtos alimentares (MANNING et al., 2008). Porém, outras fontes 

como alface, brotos de rabanetes, espinafre, maçã, sidra, consumo ou uso recreativo 

de água, o contato direto com bovinos ou excretas de animais e uso recreativo de 

pastagens também são associados a infecções esporádicas e a surtos de diarréias 

em seres humanos (RANGEL et al., 2005)  

Segundo CLARKE (2001), o principal componente de virulência desse grupo é a 

produção de uma toxina que tem atividade citotóxica sobre células Vero e, é 

denominada Verotoxina (VT), essa toxina também é reconhecida toxina Shiga (Stx) 

ou toxina “Shiga-like” (SLT) devido sua similaridade com a toxina produzida pela 

Shigella dysenteriae. Dois principais grupos antigênicos distintos da toxina ocorrem e 

são identificados com Stx1 que é similar a toxina tipo I de S. dysenteriae, e a Stx2 

que apresenta 11 variantes distintas (WANI, 2007). Portanto, o subgrupo da espécie 

que comumente é denominado E. coli enterohemorrágica (EHEC), é também 

nomeado de E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) ou E. coli verocitotoxigênica 

(VETEC) (GARCIA-ALJARO et al., 2005). 

Das cepas de Escherichia coli que produzem shigatoxinas, existem as que 

são altamente patogênicas aos seres humanos e podem pertencer a uma extensa 

gama de sorogrupos O, sendo as E. coli enterohemorrágicas O157 as responsáveis 

pela maioria dos casos mais graves. Trata-se de microrganismos que são uma 
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ameaça à saúde pública, pela gravidade das patologias que provocam, como a colite 

hemorrágica, a síndrome hemolítica urêmica e a púrpura trombocitopênica 

trombótica, que podem ser fatais, principalmente para crianças e idosos (KARMALI 

et al., 2009). 

Assim como EPEC, E. coli O157:H7 pode aderir ao epitélio intestinal e 

produzir a característica lesão A/E. NATARO e KAPER (1998) demonstraram que as 

EHEC produzem intimina que também é codificada pelo gene eae. Acredita-se que 

os fatores de virulência adicionais desta bactéria tenham sido adquiridos por 

transferência horizontal e recombinação gênica (COBURN et al., 2007). 

 

2.9 Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) 

As bactérias do grupo ETEC são importantes causas de diarréia em países 

subdesenvolvidos onde as condições de saneamento são precárias. Além disso, 

ETEC é considerada um dos principais agentes etiológicos da chamada “diarréia dos 

viajantes”, acometendo indivíduos que se deslocam de áreas desenvolvidas para 

regiões com problemas de saneamento básico, atingindo pessoas de todas as faixas 

etárias (MENG et al., 2001).  

Para VICENTE et al. (2005), a virulência das linhagens de ETEC é devido a 

habilidade da bactéria de produzir enterotoxinas e expressar adesinas de superfície 

que permitem a colonização das células do epitélio intestinal.  

No aparelho digestivo, estas bactérias colonizam a porção distal do intestino 

delgado e produzem enterotoxinas responsáveis pela síndrome diarréica (HINSON e 

WILLIANS, 1989). As enterotoxinas produzidas por este grupo de E. coli pertence à 

classe de toxinas termolábil (LT) e termoestável (ST), que se diferenciam na 

estrutura, antigenicidade e mecanismos de ação (SEARS e KAPER, 1996). 

A enterotoxina termolábel possue estrutura e função semelhante à toxina 

colérica (TC) de Vibrio cholerae e é dividida em duas subclasses: LT-I e LTII. A 

toxina LT-I é expressa por amostras de E. coli que são patogênicas aos seres 

humanos e animais, principalmente suínos, enquanto que a LT-II é encontrada 

principalmente em bovinos e raramente em humanos. A ação destas toxinas baseia-

se na estimulação da enzima adenil-ciclase, promovendo uma elevação dos níveis 
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de AMPc nos enterócitos, o que leva à perda de potássio e íons bicarbonato pela 

célula, com conseqüente secreção de líquido para a luz intestinal e diarréia (KAPER 

et al., 2004). 

As enterotoxinas termoestáveis (STa e STb) são capazes de resistir ao 

tratamento térmico, a 100ºC por 30 minutos, sendo que STa é solúvel em água e em 

solventes orgânicos, além de ser resistente à ação de enzimas proteolíticas. Por 

outro lado, a enterotoxina STb é insolúvel em metanol, ativa em alça ligada intestinal 

de suínos de 5 a 7 semanas e estimula secreção intestinal por um mecanismo que 

não envolve alterações das concentrações de nucleotídeos cíclicos, mas eleva 

concentrações citosólicas de Ca2+, estimula a liberação de prostaglandina E2 e 

estimula a liberação de serotonina, mecanismos que permitem aumento de secreção 

de íons com consequente diarréia (KAPER et al., 2004). 

 

2.10 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

E. coli enteroagregativa (EAEC) é reconhecida como um patógeno emergente 

que causa diarréia em crianças e adultos em todo o mundo (NGUYEN et al., 2006). 

Estudos envolvem EAEC em casos de diarréia persistente, principalmente em 

pacientes infectados com o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) (BERNIER et 

al., 2002). A principal característica da EAEC é sua capacidade de apresentar um 

padrão de aderência, em células HEp-2 e HeLa, caracterizado pela presença de 

agregados de células bacterianas que aderem à superfície celular bem como à 

superfície da lamínula, em um arranjo semelhante a tijolos empilhados – aderência 

agregativa (AA) (NATARO et al., 1987). 

Esta característica permite que se diferencie amostras EAEC de amostras 

EPEC ou DAEC. Cepas EAEC são heterogêneas tanto pelos sintomas desenvolvidos 

pelas pessoas infectadas, quanto pelos genes de virulência. Diversos tipos de 

fímbrias têm sido descritos para EAEC, embora apenas duas delas, denominadas 

“Aggregative adherence fimbriae I (AAF/I) e Aggregative adherence fimbriae II 

(AAF/II)” tenham sido mais bem caracterizadas (HUANG e DUPONT, 2004).  

Contudo, dados epidemiológicos indicam que somente uma minoria de cepas 

EAEC (10-15%) isoladas de diferentes regiões do mundo possuem AAF/I e/ou AAF/II 
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(HARRINGTON et al., 2006). Isto sugere a existência de outras adesinas, ainda não 

caracterizadas, em um grande percentual de cepas EAEC.  

Uma terceira estrutura fimbrial (AAF/III) codificada por plasmídio foi isolada da 

cepa EAEC 55989. Em contraste com a morfologia de feixes de AAF/I e AAF/II, a 

fímbria AAF/III parece com um filamento longo e flexível que, além da adesão em 

células, também promove a agregação bacteriana (BERNIER et al., 2002). 

Para OKEKE e NATARO (2001), nenhum dos fatores de virulência de EAEC é 

encontrado em todas as amostras e muitos não são únicos dessa categoria. Isto 

demonstra a dificuldade para se estabelecer definição genotípica e/ou propor um 

modelo exato de sua patogenicidade. 

 

2.11 Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) 

A EIEC acontece mais comumente em adultos e alguns estudos apontam surtos 

relacionados à ingestão dos alimentos e/ou água contaminados. Entretanto, acredita-

se que a via de transmissão mais comum seja o contato interpessoal (MENG et al., 

2001). Essas cepas são capazes de penetrar em células epiteliais do cólon e causar 

manifestações clínicas semelhantes às infecções causadas por Shigella. A maioria 

delas apresenta características bioquímicas peculiares que a torna diferente das 

demais cepas de E. coli, tornando-a semelhante à Shigella, como a incapacidade de 

descarboxilar a lisina e ausência de flagelos. Os limitados sorogrupos conhecidos 

são O136, O143, O144, O152, O164, O167 e O173 (FRANCO e LANDGRAF, 2002). 

Cepas EIEC invadem o intestino através das células M do sistema linfático 

específico da mucosa (MALT), com subsequente formação de vesículas 

denominadas vacúolos endocíticos, ocorrendo a lise desses vacúolos e alterações 

do citoesqueleto celular que favorecem o movimento bacteriano. Este movimento 

dentro do citoplasma da célula hospedeira é mediado pela nucleação da actina 

celular em uma espécie de “cauda” que se forma em um dos pólos da bactéria. 

Posteriormente, mais actina é adicionada à cauda, o que “impulsiona” a bactéria 

através do citoplasma, geralmente na direção lateral, até alcançar a célula adjacente 

através de protuberâncias na membrana citoplasmática (PENG et al., 2009).  
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A invasão da mucosa por EIEC provoca intensa reação inflamatória tecidual e 

disentérica e, embora EIEC seja invasiva, sua disseminação através da submucosa é 

rara (KAPER et al., 2004). Muitas destas características da patogênese de EIEC são 

resultado dos múltiplos efeitos do sistema de secreção tipo III, que secreta as 

proteínas IpaA, IpaB, IpaC e IpaD e medeiam eventos de sinalização, rearranjos do 

citoesqueleto, lise do vacúolo endocítico e outras ações (TRAN VAN NHIEU et al., 

2000). 

 

2.12 Escherichia coli de aderência difusa (DAEC) 

Cepas de E. coli pertencentes a esse grupo são identificadas pelo seu padrão 

de aderência difuso em cultura de células epiteliais “in vitro” e foram reconhecidas 

como a sexta classe de E. coli diarreiogênica (NATARO e KAPER, 1998). 

Várias estruturas envolvidas na virulência desse grupo são relatadas. De fato, 

quatro adesinas relacionadas com o fenótipo de aderência difusa estão bem 

caracterizados: F1845 (BILGE et al., 1989), AIDA-I (BENZ e SCHMIDT, 1992), 

CF16k (JALLAT et al., 1994), e uma proteína de 57 kDa (YAMAMTO et al., 1996). 

Contudo, não há dados suficientes para confirmar o papel dessas adesinas na 

diarréia (TADDEI et al., 2003). 

A importância da categoria DAEC em infecções do trato urinário também tem 

sido descrita (NOWICKI et al. 2001). Estudos mostram que algumas cepas DAEC 

carreiam fatores de virulência encontrados em E. coli uropatogênica (UPEC) 

(JOHNSON e STELL, 2000). 

SERVIN (2005) propôs uma nova classificação para E. coli que aderem 

difusamente em células. De acordo com este autor, DAEC podem ser divididas em 

típicas e atípicas. A classe típica incluiria cepas que carregam adesinas da família Dr 

com idêntica organização gênica, permitindo ligação ao DAF, enquanto a classe 

atípica englobaria cepas que não só possuem adesinas Dr, mas também outros tipos 

de adesinas que promovem aderência difusa e que não possuem capacidade de 

ligação ao DAF. Dados a respeito da relação entre cepas DAEC e diarréia 

permanecem controversos e a patogenicidade entérica deste grupo ainda é 

questionável (TADDEI et al., 2003). 
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3. OBJETIVOS 

 

- Isolar e identificar Escherichia coli, por meio de testes bioquímicos, em 

amostras de água e peixe de pesque-pagues da microbacia do Córrego Rico/SP. 

 

- Determinar a frequência de sorogrupos diarreiogênicos de E. coli (EPEC, 

EHEC e EIEC) pela técnica de aglutinação em lâmina. 

 

- Avaliar a atividade hemolítica das cepas de Escherichia coli isoladas.  

 

- Determinar o perfil de susceptibilidade a 14 antimicrobianos por meio da 

técnica de disco difusão 

 

- Verificar a correlação entre o local de isolamento, resistência 

antimicrobiana e sorogrupo através da Análise de Correspondência. . 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Local, colheita e transporte das amostras de água e peixe   

As amostras de água dos viveiros e dos peixes foram realizadas entre abril e 

junho de 2008, durante o período da manhã. Foram utilizados para amostragem 

cinco pesque-pagues localizados na região da microbacia do Córrego Rico, região 

Nordeste do Estado de São Paulo (Figura 1).  

As amostras de água do viveiro foram colhidas, em cinco pontos distintos dos 

mesmos, em frascos estéreis para análise e transportadas em caixa isotérmicas com 

gelo, perfazendo um total de 25 amostras de água. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Localização dos cinco pesque-pagues situados na microbacia do Córrego 
Rico, região nordeste do Estado de São Paulo. Fonte: Google Earth, 2009. 
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Em relação às amostras de peixe, foram colhidas, aleatoriamente, dez 

exemplares de peixes adultos da espécie Oreochromis niloticus (tilápia do Nilo) em 

todos os pesque-pague, com o auxílio de tarrafas e/ou varas de pescas, totalizando 

50 amostras de peixe. Em seguida os peixes capturados foram colocados em sacos 

plásticos esterilizados e expostos a imersão em gelo para serem sacrificados e 

analisadas as diferentes partes. 

O preparo das amostras e a análise foram realizados no Laboratório de 

Microbiologia localizado no Departamento de Engenharia Rural da Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias de Jaboticabal (UNESP-FCAV). 

 

4.2 Preparo das amostras de peixe 

4.2.1 Enxaguadura da pele  

Foram adicionados 200 mL de água peptonada 0,1% esterilizada no saco 

plástico contendo um peixe. Em seguida o peixe foi massageado durante um minuto 

para transferir os microorganismos da pele para a água peptonada. Desta maneira 

foi obtida uma amostra de enxaguadura para análise (APHA, 2001). 

 

4.2.2 Tecido muscular  

Antes de serem dissecados, a pele do peixe foi lavada com álcool 70% para 

evitar contaminação do seu interior. Em seguida os peixes foram dissecados dentro 

de um fluxo laminar e com o auxílio de instrumentos esterilizados, tomando o devido 

cuidado para que não ocorresse rompimento do trato gastrintestinal. Foram utilizados 

25g de músculo de cada peixe, pesados em placas de Petri estéreis, realizando a 

diluição da mesma com a adição de 225 mL de água peptonada a 0,1%, obtendo-se 

assim a diluição 10-1. A partir dessa solução homogeneizada foram realizadas 

diluições seriadas até 10-3 para análise (APHA, 2001). 

 

4.2.3 Trato gastrintestinal  

Todo o conteúdo do trato gastrintestinal do peixe foi retirado e pesado. Para a 

obtenção da diluição 10-1, foi adicionada água peptonada 0,1% em volume 

proporcional. Novas diluições decimais foram realizadas transferindo-se 1 mL da 
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diluição anterior para tubos contendo 9 mL do diluente até obter a diluição 10-4 

(APHA, 2001). 

 

4.3 Isolamento de Escherichia coli 

Após a diluição seriada da água, dos lavados superficiais, do tecido muscular 

e do trato gastrintestinal, alíquotas das diluições foram semeadas em Caldo Lauril 

Sulfato de Sódio2 e incubadas por 24-48h a 37°C. Em seguida, 100µl das amostras 

foram inoculados em 5 mL de caldo EC3 e incubadas por 24h a 44,5°C. 

As amostras positivas para caldo EC foram semeadas em ágar MacConkey4 e 

incubadas a 37° C por 24 horas. De cada amostra, foram colhidas três colônias 

sugestivas de E. coli e identificadas bioquimicamente como pertencentes à espécie 

E. coli com base nos testes de produção de indol, reações de vermelho de metila e 

Voges-Proskauer e utilização de citrato. Posteriormente, as colônias positivas para 

E. coli foram identificadas sorologicamente e realizados testes de atividade 

hemolítica e de susceptibilidade a antimicrobianos.  

 

4.4 Identificação bioquímica de Escherichia coli 

4.4.1 Indol 

 O indol é um dos produtos de degradação do metabolismo do aminoácido 

triptofano. As bactérias que possuem a enzima triptofanase podem clivar o triptofano 

e, desse modo, produzir indol, ácido pirúvico e amônia. O indol pode ser detectado 

em um meio de prova com triptofano, observando-se o aparecimento de cor 

vermelha após a adição de uma solução que contenha p-dimetilaminobenzaldeído 

(reativo de Ehrlich ou de Kovac). Para testar o indol, os isolados foram inoculados 

com auxílio de uma agulha de semeadura em tubos de ensaio contendo o caldo 

triptofano, e incubados a 37ºC por 24 horas. Ao termino deste período, foram 

adicionadas 5 gotas do reativo de Kovacs pela parede do tubo. O desenvolvimento 

                                                 
2
 Difco, Detroit, USA 

3
 Difco, Detroit, USA 

4
 Oxoid, Hampshire, UK  
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de uma cor vermelha brilhante na superfície de contato entre o reativo e o caldo 

triptofano indica a presença de indol. (KONEMAM, 2001). 

 

4.4.2 Prova do vermelho de metila 

 Esta prova atesta se alguns microrganismos produzem e mantém estáveis 

produtos ácidos finais da fermentação da glicose. Os isolados foram inoculados em 

tubos de ensaio contendo caldo MR-VP e incubados por 72 horas a 35ºC. Na 

leitura, foram adicionadas cinco gotas de uma solução de vermelho de metila. O 

aparecimento da cor vermelha caracteriza a prova como positiva (SIQUEIRA, 1995). 

 

4.4.3 Prova de Voges-Proskauer 

 Este teste é baseado na conversão de acetil metil carbinol (acetoína) em 

diacetil pela ação de hidrólise de potássio e oxigênio atmosférico. O diacetil é 

convertido a um complexo vermelho sob a ação catalítica de α-naftol e creatina. A 

formação de acetoína e butileno glicol é uma via alternativa do metabolismo do ácido 

pirúvico. Os isolados foram inoculados em tubos de ensaio contendo caldo MR-VP e 

incubados por 48 horas a 35ºC. Posteriormente, foram adicionados 0,2mL da 

solução de hidróxido de potássio a 40% e 0,6mL da solução de alfa-naftol a 

5%. Foram aguardados 30 minutos com os tubos abertos e inclinados para 

observar a produção da coloração avermelhada que caracteriza a prova como 

positiva (KONEMAN, 2001). 

 

4.4.4 Utilização de citrato 

 Esta prova bioquímica é utilizada para caracterizar microrganismos capazes 

de utilizar o citrato como única fonte de carbono, o que provoca a elevação do pH do 

meio de cultivo devido a metabolizaço do íon citrato. O aparecimento de cor azul no 

meio de prova após 24 horas de incubação a 35ºC indica a presença de produtos 

alcalinos e um resultado positivo na prova de utilização de citrato (SIQUEIRA,1995). 
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   4.5 Atividade Hemolítica  

Foi avaliada a atividade hemolítica placa de Petri contendo Ágar sangue com 

5% de sangue de carneiro. As cepas foram semeadas no meio e incubadas a 37°C 

por 24 horas para avaliação do halo de hemólise.  

 

   4.6 Detecção dos sorogrupos de E. coli por aglutinação em lâmina 

Para determinação dos sorogrupos EHEC foi utilizado o soro anti E. coli O157 

Para determinação dos sorogrupos EPEC foi utilizado o soro polivalente anti E. coli 

enteropatogênica clássica: Polivalente A: Anti O26, O55, O111, O119; Polivalente B: 

Anti O114, O125, O142, O158; Polivalente C: Anti O86, O126, O127, O128; e seus 

respectivos monovalentes. Para determinação dos sorogrupos EIEC foi utilizado o 

soro polivalente anti E. coli enteroinvasora: Polivalente A: Anti O28ac, O29, O136, 

O144, O152; Polivalente B: Anti O112ac, O124, O143, O164, O167. A suspensão 

bacteriana usada foi bastante espessa e a proporção suspensão/anti-soro foi de uma 

alçada de cultura para uma gota normal dos soros PROBAC5, seguindo 

recomendações do fabricante. A presença de aglutinação, verificada em 

aglutinoscópio, foi considerada resultado positivo para essa prova. 

 

   4.7 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos  

   4.7.1 Antibiograma 

Para a realização do teste de susceptibilidade a antimicrobianos, as cepas de 

E. coli foram repicadas em tubos contendo 5mL de caldo tripicase soja e incubadas a 

37ºC por 18 a 20 horas. Após a incubação, alíquotas das culturas foram gotejadas 

de forma asséptica em tubos contendo 4mL de solução salina esterilizada. A seguir, 

as culturas diluídas na concentração ½ da escala de MacFarland foram semeadas 

com o auxílio de swabs estéreis, em placas contendo ágar Mueller-Hinton e, após 3 

minutos, tempo necessário para a secagem da superfície do meio, foram colocados 

os polidiscos contendo os antimicrobianos. A leitura foi realizada após 18 a 24 horas 

de incubação a 37ºC por meio da medida dos halos de inibição, com a utilização de 

                                                 
5 PROBAC DO BRASIL, São Paulo, Brasil 
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régua milimetrada (BAUER et al., 1966) e descrito pelo “National Commite for Clinical 

Standards” (NCCLS, 2003). 

Os antimicrobianos testados foram: ampicilina (10µg), cefalotina (30µg), 

cloranfenicol (30µg), enrofloxacina (5µg), eritromicina (15µg), estreptomicina (10µg), 

gentamicina (10µg), neomicina (30µg), novobiocina (5µg), cotrimoxazol (25µg), 

tetraciclina (30µg), trimetropim (5µg), ciprofloxacina (5µg) e norfloxacina (10µg). 

 

4.7.2 Índice de Múltipla Resistência a Antimicrobianos (MAR) 

Para determinação da multirresistência foi utilizado o índice MAR (múltipla 

resistência a antimicrobianos), que é definido como a/(b), em que “a” é o número de 

antimicrobianos aos quais o isolado foi resistente e “b” o número de antimicrobianos 

aos quais o isolado foi exposto (KRUMPERMAN, 1983).  

 

4.8 Análise Estatística - Análise de Correspondência (AC) 

A Análise de Correspondência (AC) permite a visualização, como em um 

mapa geográfico, das proximidades (similaridades ou dissimilaridades) entre os 

estímulos propostos no trabalho de pesquisa. A análise de correspondência usa o 

conceito básico Qui-quadrado para padronizar as frequências e formar a base para 

as associações desejadas pelo pesquisador. A variação total dos dados é 

denominada inércia, sendo esta variação decomposta em cada eixo (ou dimensão) 

do gráfico. Assim, a inércia associada a cada dimensão do gráfico nos informa qual é 

a proporção da variação total que aquele eixo está explicando. A primeira dimensão 

do gráfico do mapeamento perceptual exibe a maior quantidade de inércia sendo o 

mais relevante, a segunda dimensão exibe a maior quantidade de inércia depois da 

primeira sendo o segundo mais importante e assim sucessivamente sendo o último o 

menos importante (HAIR et al., 2005).  

A Análise de Correspondência foi realizada com intuito de verificar as 

possíveis correspondências envolvendo o local de isolamento (água, pele, trato 

gastrintestinal e músculo), sorogrupos (EPEC, EIEC e EHEC) e resistência a um 

(R_1), dois (R_2), três (R_3) e quatro (R_4) antimicrobianos, bem como as amostras 

não identificadas pela sorologia (ND). 
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5. RESULTADOS  

 

 

Através das provas bioquímicas foram identificados 115 isolados de E. coli, 

sendo 19 da água e 96 do peixe, dos quais 26 foram isolados da superfície corpórea 

(pele), 65 do trato gastrintestinal e 5 do músculo. A atividade hemolítica não foi 

verificada em nenhum dos isolados.  

Em relação à sorologia, cinco (4%) isolados apresentaram aglutinação positiva 

para EHEC, enquanto oito (7%) foram positivos para EIEC. Oitenta e um (70%) 

isolados mostraram aglutinação positiva para EPEC. Os sorogrupos mais frequentes 

na água foram O125 e O126; na pele O125, O128 e O86; no trato O125, O126 e 

O55; e no músculo O119 e O158 (Tabela 1).  

 

Tabela1. Sorogrupos de EIEC, EHEC e EPEC isolados de amostras de peixe e água 
de pesque-pagues, microbacia do Córrego Rico/SP. 

 

Fontes 

Sorogrupos 

EIEC 
EHEC 

(O157) 
EPEC 

    

Água 2 2 
4 (O125); 3 (O126); 1 (O128);  

2 (O158); 1 (O114); 2 (O142) 
    

Pele 3 2 

6 (O125); 1 (O126); 3 (O128);  

2 (0158); 1 (O114); 1 (O55);  

3 (O86) 
    

Trato 

gastrintestinal  
3 1 

6 (O125); 9 (O126); 5 (O128);  

5 (0158); 5 (O114); 8 (O55);  

 3 (O86); 2 (O119); 3 (O142) 
    

Músculo 0 0 3 (O158); 2 (O119) 

 

 



25 

 

 

 

O antibiograma apontou a alta sensibilidade de todos os isolados aos agentes: 

ciprofloxacina, cloranfenicol, enrofloxacina e norfloxacina. Entretanto, todos os 

isolados mostraram resistência a novobiocina.  

Na Tabela 2 está apresentada a susceptibilidade encontrada aos demais 

agentes antimicrobianos avaliados. 

Para os antimicrobianos tetraciclina, trimetropim e cotrimoxazol, 89,5% dos 

isolados obtidos da água apresentaram sensibilidade e 10,5% de resistência. A 

ampicilina foi o único antimicrobiano cujos isolados foram 100% sensíveis. Já para 

eritromicina e estreptomicina, 63,2% e 10,5% dos isolados da água foram 

resistentes, respectivamente.  

Dos 26 isolados da pele do peixe, apenas para neomicina não foi observado 

resistência, porém 61,5% apresentaram perfil intermediário de resistência. Para 

ampicilina, estreptomicina e tetraciclina, 11,5% dos isolados foram resistentes, 

enquanto 15,4% apresentaram resistência para cefalotina. Semelhante aos isolados 

da água, o maior número de isolados com perfil de resistência foi para eritromicina 

(53,9%).  

Em relação aos isolados do trato gastrintestinal do peixe, 100% apresentaram 

sensibilidade para tetraciclina, trimetropim e cotrimoxazol e 70,8% foram resistentes 

a eritromicina. Apesar de poucos isolados do trato gastrintestinal apresentar perfil de 

resistência, 78,5%, 47,7% e 27,7% apresentaram perfil intermediário de resistência 

para neomicina, estreptomicina e cefalotina, respectivamente.  

Nos isolados do músculo, apenas para os agentes antimicrobianos 

eritromicina, cefalotina e gentamicina foram observados isolados com perfil de 

resistência. Enquanto 100% dos isolados apresentaram sensibilidade para 

ampicilina, tetraciclina, trimetropim e cotrimoxazol. 
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Tabela 2. Susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de E. coli obtidos de 
amostras de peixe e água em pesque-pagues, microbacia do Córrego 
Rico/SP. 

 

Fontes S* 
Antimicrobianos N (%) 

AMP GEN NEO EST TET TRI SUT CFL ERI 
           

Água 

S  
19 

(100) 

18 

(94,7) 

12 

(63,2) 

12 

(63,2) 

17 

(89,5) 

17 

(89,5) 

17 

(89,5) 

10 

(52,6) 

7 

(36,8) 

SI 
0 

 (0) 

1  

(5,3) 

7 

(36,8) 

5 

(26,3) 

0 

 (0) 

0  

(0) 

0 

 (0) 

9 

(47,4) 

0 

 (0) 

R 
0 

 (0) 

0  

(0) 

0  

(0) 

2 

(10,5) 

2 

(10,5) 

2 

(10,5) 

2 

(10,5) 

0  

(0) 

12 

(63,2) 

           

Pele  

S  
23 

(88,5) 

23 

(88,5) 

10 

(38,5) 

17 

(65,4) 

23 

(88,5) 

25 

(96,2) 

25 

(96,2) 

16 

(61,5) 

12 

(46,1) 

SI 
0  

(0) 

2  

(7,7) 

16 

(61,5) 

6 

(23,1) 

0 

 (0) 

0 

 (0) 

0  

(0) 

6 

(23,1) 

0  

(0) 

R 
3 

(11,5) 

1  

(3,8) 

0  

(0) 

3 

(11,5) 

3 

(11,5) 

1  

(3,8) 

1  

(3,8) 

4 

(15,4) 

14 

(53,9) 

           

Trato 

gastrintestinal 

S  
64 

(98,5) 

61 

(92,3) 

13 

 (20) 

33 

(50,8) 

65 

(100) 

65 

(100) 

65 

(100) 

39 

 (60) 

19 

(29,2 

SI 
1  

(1,5) 

5  

(7,7) 

51 

(78,5) 

31 

(47,7) 

0  

(0) 

0  

(0) 

0  

(0) 

18 

(27,7) 

0  

(0) 

R 
0 

 (0) 

0  

(0) 

1  

(1,5) 

1  

(1,5) 

0  

(0) 

0 

 (0) 

0 

 (0) 

8 

(12,3) 

46 

(70,8) 

           

Músculo 

S  
5  

(100) 

4  

(80) 

1 

 (20) 

4  

(80) 

5  

(100) 

5  

(100) 

5  

(100) 

2  

(40) 

0  

(0) 

SI 
0  

(0) 

0  

(0) 

4  

(80) 

1 

 (20) 

0  

(0) 

0 

 (0) 

0  

(0) 

2  

(40) 

0  

(0) 

R 
0  

(0) 

1  

(20) 

0  

(0) 

0  

(0) 

0 

 (0) 

0 

 (0) 

0  

(0) 

1  

(20) 

5 

 (100) 

*  Susceptibilidade: S - sensibilidade; SI - sensibilidade intermediária; R - resistência 
    AMP - ampicilina; GEN - gentamicina; NEO – neomicina; EST – estreptomicina;  
    TET – tetraciclina; TRI – trimetropim; SUT – cotrimoxazol; CFL – cefalotina; ERI - eritromicina  
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A Tabela 3 apresenta os valores para o Índice de Múltipla Resistência a 

Antimicrobianos (MAR). Assim, observou-se que dos 115 isolados analisados, 60 

(52,0%) apresentaram índice MAR 0,14 (resistência a dois antimicrobianos) e 30 

(26,0%) apresentaram MAR 0,07 (resistência a um antimicrobiano). 

Em relação aos isolados da água, 47,4% apresentaram MAR 0,14. Enquanto 

26,3% e 21,0% apresentaram MAR 0,07 e 0,21, respectivamente.  

Os isolados da pele apresentaram maiores valores para MAR, pois 11,5% 

isolados apresentaram MAR 0,29 (resistência a quatro antimicrobianos) e 23,1% 

apresentaram MAR 0,21 (resistência a três antimicrobianos).  

 

Tabela 3. Resistência Múltipla a Antimicrobianos de isolados de E. coli obtidos de 
amostras de peixe e água em pesque-pagues, microbacia do Córrego 
Rico/SP. 

 

Fontes 
Índice MAR (%) 

0,07 0,14 0,21 0,29 
     

Água 5 (26,3) 9 (47,4) 4 (21,0) 1 (5,3) 
     

Pele 8 (30,8) 9 (34,6) 6 (23,1) 3 (11,5) 
     

Trato 

gastrintestinal 
17 (26,2) 39 (60,0) 9 (13,8) 0 (0,0) 

     

Músculo 0 (0,0) 3 (60,0) 2 (40,0) 0 (0,0) 

Total 30 (26,0) 60 (52,0) 21 (18,0) 4 (4,0) 

 

 

Apesar do maior número de isolados do trato gastrintestinal, apenas 9 (13,8%) 

apresentaram MAR 0,21. Sendo que a maioria dos isolados (60,0%) apresentaram 

MAR 0,14. Entre os isolados do músculo, os índices de MAR apresentados foram 

0,14 (60,0%) e 0,21 (40,0%). 
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A relação entre o local de isolamento, perfil de multirresistência e sorogrupo 

foi avaliada através da Análise de Correspondência (Figura 1). A qualidade do mapa 

perceptual é medida pela quantidade de inércia retida nas duas dimensões 

consideradas. Neste estudo a retenção foi de 93,7% sendo 75,2% retida na primeira 

dimensão e 18,4% retida na segunda dimensão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mapa perceptual resultante da Análise de Correspondência (AC) 

 

A partir da visualização do mapa perceptual foi possível observar que o 

músculo foi o local de isolamento com menor correlação aos demais fatores. 

Enquanto água, trato e pele apresentaram correspondência entre si, porém água e 

pele foram mais correspondentes. 

 Além disso, os isolados EHEC tiveram maior correspondência a resistência a 

4 antimicrobianos (R_4). Os isolados do trato gastrintestinal apresentaram maior 

correspondência a resistência a 2 antimicrobianos (R_2) e as cepas de E. coli 

isoladas não identificadas sorologicamente apresentaram maior correspondência a 

resistência a 1 antimicrobiano (R_1) e a 2 antimicrobianos (R_2), semelhante ao 

sorogrupo EPEC. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Em relação aos sorogrupos EPEC, os resultados foram heterogêneos, sendo 

O125, O126, O128, O158 e O55 os mais frequentes, e todos estão, comumente, 

envolvidos em doenças humanas (NATARO e KAPPER, 1998). Contudo, CAMPOS 

et al. (2004) observaram que os sorogrupos O126 e O128 não apresentaram fatores 

de virulência em isolados obtidos de crianças com diarréia. Já O55, o segundo mais 

frequente no trato gastrintestinal, é considerado um dos mais importantes sorogrupos 

de EPEC, devido sua frequência de isolamento e por ser um dos mais encontrados 

em diarréias infantis no Brasil (TRABULSI et al., 1996). Estudos baseados nas 

propriedades de virulência e nas características sorológicas mostraram que 

sorogrupos EPEC são heterogêneos e, embora a maioria das estirpes pertencentes 

a estes sorogrupos sejam realmente EPEC, muitos deles não possuem 

características de virulência (CAMPOS, 1996). 

O sorogrupo EHEC apenas não foi encontrado no músculo de peixe. Esse 

sorogrupo já foi isolado de várias fontes de alimento, porém o bovino é o principal 

reservatório de O157 (PATON e PATON, 2002). Entretanto, ORSI et al. (2007) 

encontraram genes de EHEC produtoras de shigatoxinas em águas utilizadas como 

balneários no Brasil e LICENCE et al. (2001) observaram contaminação da água de 

abastecimento por O157 na Escócia. 

Em relação a E. coli enteroinvasora, estudos sobre a presença desse 

microrganismo no meio ambiente ou alimentos são escassos. Porém, pesquisas 

sobre sua frequência em casos de diarréia relatam que esse patógeno, geralmente, 

se encontra em baixas porcentagens. MORENO et al. (2010) observaram a presença 

de EIEC em 1% dos 290 casos de diarréia infantil em um hospital público de João 

Pessoa, na Paraíba. Enquanto NGUYEN et al. (2005) encontram EIEC em 7% dos 

isolados de fezes de crianças com diarréia no Vietnã. 

A hemólise é utilizada como indicativo de virulência em microrganismos 

isolados em animais de consumo humano (COSTA et al., 2006). Porém, nenhum 

isolado de água e peixe apresentou essa característica.  
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Pode-se observar que o músculo foi o local de isolamento com menor 

correspondência em relação aos demais fatores analisados. Esse resultado indica 

que a avaliação da qualidade higiênico-sanitária do músculo do peixe não representa 

o real risco da ingestão de peixes oriundos de tanques com presença de patógenos, 

uma vez que o risco envolvido no consumo de peixe contaminado não está apenas 

associado com as bactérias presentes nos tecidos comestíveis. A infecção pode 

ocorrer também durante o manuseio dos peixes e é provável que ocorra a 

contaminação cruzada para outros alimentos, superfícies de preparo e mãos de 

manipuladores, quando o peixe é preparado e limpo para consumo (STRAUSS e 

BLUMENTHAL, 1990). Com base nas análises, água, pele, e trato gastrintestinal de 

peixe apresentaram maior correspondência e maior quantidade de isolados, sendo 

possíveis veículos de transmissão de E. coli causadoras de diarréia. 

Outro aspecto importante a ser considerado, é o fato dos isolados 

apresentarem alto número de multirresistência. Os isolados EHEC apresentaram 

maior correspondência à resistência a quatro antimicrobianos. Segundo MORA et al. 

(2005) cepas EHEC multirresistentes oriundas de alimentos e seres humanos foram 

isoladas em vários países, principalmente a estreptomicina e tetraciclina. Apesar de 

alguns estudos mostrarem maior taxa de resistência antimicrobiana entre isolados 

EHEC de bovinos em comparação com os isolados humanos. SCHROEDER et al. 

(2002) relatou prevalência de resistência semelhantes entre essas fontes. Apesar de 

ZIEBELL et al., 2008 relatarem que a resistência antimicrobiana também varia entre 

as diferentes linhagens.  

Os sorogrupos EPEC apresentaram correspondência à resistência a um, dois 

e três antimicrobianos e EIEC a um e três antimicrobianos. HIEN et al. (2007) 

observaram que em áreas do Vietnã, onde o uso de águas residuárias é realizado na 

agricultura e aquicultura, uma em cada três cepas de EIEC isoladas de crianças 

apresentaram resistência à dezessete antimicrobianos avaliados e EPEC 

apresentaram resistência à gentamicina, tetraciclina, estreptomicina e trimetropim, 

dentre outros. NGUYEN et al. (2005) relataram que antimicrobianos apresentam 

baixa atividade contra cepas de EIEC.  



31 

 

 

O uso de antibióticos na aquicultura representa risco à saúde pública, pois 

pode disseminar genes de resistências em microrganismos patogênicos ao seres 

humanos, como Aeromonas spp. e E. coli, geralmente presentes na aquicultura 

(HEUER et al., 2009). 

Os antimicrobianos testados representam classes de drogas importantes para 

a terapêutica na medicina humana e veterinária. A elevada proporção de bactérias 

resistentes principalmente à eritromicina, à cefalotina e à estreptomicina sugere que 

outros fatores, além da utilização de antimicrobianos nesses pesque-pagues, 

favorecem a manutenção de bactérias resistentes no ambiente aquático. Esses 

fatores podem estar relacionados às práticas inadequadas de manejo nos ambientes 

aquícolas estudados. Antimicrobianos como eritromicina e estreptomicina são 

utilizados para tratar e prevenir enfermidades na aquicultura, assim tem-se 

observado, recentemente, maior frequência no isolamento de bactérias resistentes a 

essas drogas oriundas dessa atividade (AKINBOWALE et al., 2006).  

No presente trabalho o maior número de isolados com características de 

resistência foram para os antimicrobianos eritromicina e novobiocina. Resultados 

semelhantes foram obtidos por CARNEIRO et al. (2007) quando estudaram o perfil 

de susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias da família Enterobacteriaceae 

isoladas de água e de peixe de tanques de piscicultura. Por outro lado, SATER et al. 

(2007) encontraram maior resistência à ampicilina e cloranfenicol em E. coli isoladas 

de peixes de viveiros.  

Apesar do trato gastrintestinal de peixes apresentar maior número de isolados, 

a frequência de percentuais de multirresistência foi menor quando comparados aos 

demais isolados, como também houve maior correspondência entre trato 

gastrintestinal e resistência a dois antimicrobianos. LIMA et al. (2006) também 

observaram esse fato e sugeriram que o sistema gastrintestinal de peixes pode não 

ser a principal fonte de bactérias multirresistentes. Porém, mesmo com menor 

percentual de MAR em E. coli isoladas do trato gastrintestinal de peixes, pode ser 

possível a troca de resistência entre essas bactérias e aquelas da microbiota do 

peixe e meio aquático. A transferência de múltipla resistência a antimicrobianos é um 

dos principais problemas decorrentes do uso de antimicrobianos na aquicultura, visto 
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que a pressão de seleção favorece as trocas de genes de resistência entre bactérias 

do ambiente (MIRANDA e ZEMELMAN, 2002). 

Em geral, bactérias aquáticas não diferem de outras bactérias quando 

expostas a agentes antimicrobianos, sendo capazes de transferir genes de 

resistência antimicrobiana para outras bactérias. Provavelmente, o fato de infecções 

em peixes e nos seres humanos serem causadas por bactérias pertencentes aos 

mesmos gêneros, a probabilidade de propagação de resistência à antimicrobianos de 

bactérias oriundas da aquicultura para o ser humano pode aumentar. Estudos 

demonstraram que plasmídeos determinantes de resistência são transferidos de 

agentes patogênicos de peixes e bactérias aquáticas, não só para outras bactérias 

dentro do mesmo gênero, mas também para E. coli (AKINBOWALE et al., 2007). 

Portanto, a presença de muitos isolados de E. coli resistentes e 

multirresistentes no ambiente aquícola geram implicações ecológicas e de saúde 

pública, além de enfatizar a necessidade de novos estudos, principalmente em 

relação aos determinantes de resistência, assim como sobre a possibilidade de 

transferência de genes de resistência a patógenos humanos mediante o consumo de 

pescado (MIRANDA e ZEMELMAN, 2001). De acordo com SAPKOTA et al. (2008) o 

desenvolvimento de bactérias resistentes à antibióticos no ambiente aquícola pode 

contribuir ou influenciar a ocorrência dessa característica em bactérias presentes na 

população humana.  

Além disso, o consumo de carnes cruas contaminadas induz a contaminação 

cruzada e a ingestão de bactérias resistentes a antimicrobianos. Assim, as opções 

de tratamentos poderão ficar limitadas se estirpes de bactérias multirresistentes a 

antimicrobianos são transferidas de alimentos contaminadas aos seres humanos 

(HAMMERUM e HEUER, 2009). 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

• Vários sorogrupos de E. coli enteropatogênicas foram isolados de água 

e peixe oriundos de pesque-pagues. 

 

• Os isolados de E. coli de água e peixe dos pesque-pagues estudados 

não apresentaram atividade hemolítica. 

 

• Todos os isolados apresentaram resistência a pelo menos um 

antimicrobiano testado. 

 

• Para os antimicrobianos eritromicina e novobiocina foi encontrado o 

maior número de isolados com perfil de resistência.  

 

• Os isolados do trato gastrintestinal apresentaram menor índice MAR.  

 

• A Análise de Correspondência mostrou que os isolados de E. coli da 

pele, água e trato trato gastrintestinal possuem correspondências entre si. 

 

• Os isolados EHEC apresentaram maior correspondência a resistência a 

quatro antimicrobianos. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Poucos estudos abordam a presença de microrganismos diarreiogênicos nas 

atividades aquícolas. Além disso, a presença de Escherichia coli neste ambiente é 

avaliada, principalmente, quantitativamente, como indicadora de contaminação fecal 

em relação a qualidade da água de cultivo, esquecendo que mesmo em baixas 

concentrações a presença desse microrganismo indica risco de transmissão de 

patógeno aos seres humanos. 

É necessário enfatizar que os agentes patogênicos transmitidos pelo peixe ao 

ser humano, frequentemente, não causam prejuízos na produção aquícola. Portanto, 

o produtor não se sente estimulado a buscar controle sanitário adequado para 

assegurar a qualidade do produto. Entretanto, o peixe contaminado, quando 

consumido, pode servir de via de transmissão desses agentes para o ser humano 

bem como contaminar outros alimentos e superfícies.  

Faz-se necessária também a conscientização dos produtores e empresários 

desta atividade em relação a existência de contaminação de origem fecal, incluindo-

se a presença de enteropatógenos, pois a manutenção desta forma de produção 

pode trazer prejuízos ao consumidor. Visto que a presença de um alto número de 

isolados EPEC nesse estudo possivelmente indica contaminação por 

enteropatógenos advindos de excretas humanas e/ou animais, representando risco à 

saúde dos consumidores, principalmente aos mais suscetíveis como crianças, idosos 

e adultos imunodepressivos. 

Diante do exposto, pode-se observar que o consumo do pescado 

adequadamente preparado e cozido, a educação dos consumidores e produtores 

sobre os fatores de contaminação cruzada, a conscientização da população no 

consumo inadequado de peixes crus e outras medidas no preparo podem reduzir 

alguns problemas relacionados ao consumo de peixes oriundos de pesque-pagues.  

Outro fator preocupante é o uso indiscriminado de antimicrobianos nestas 

atividades, pois a ocorrência de bactérias multirresistentes nestes ambientes pode 

ser um risco à saúde pública. Uma vez que o uso desses agentes em um nicho 
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ecológico, como na aquicultura, pode gerar a ocorrência de resistência em outros 

nichos ecológicos, incluindo o ambiente humano.  

Do ponto de vista da saúde pública, torna-se importante e necessária uma 

campanha educacional dirigida aos produtores e frequentadores de pesque-pagues 

para conscientização sobre a boa prática de manejo nestes ambientes, 

principalmente relacionada à existência de outros animais próximos aos tanques de 

cultivo, às medidas profiláticas incorretas, à alimentação imprópria dos peixes, à 

utilização de iscas inadequadas e às condições da água utilizada para 

abastecimento dos tanques.  

Além disso, pesquisas capazes de identificar a presença de enterotoxinas 

devem ser realizadas com intuito de determinar se os microrganismos isolados 

destas atividades são realmente produtores dessas toxinas capazes de causar 

intoxicações alimentares nos consumidores. 
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