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RESUMO

SILVA, L. S. G. R. CONDICOES MICROBIOLOGICAS DO AMBIENTE E
INSUMOS DE AVIARIOS E SUSCEPTIBILIDADE DE Escherichia coli A
ANTIMICROBIANOS NATURAIS.

O trabalho objetivou determinar a populacdo de Coliformes Totais e
Escherichia coli (E. coli) em amostras de insumos e ambiente dos aviarios,
incluindo racdo, agua e cama, bem como a sensibilidade frente a
antimicrobianos naturais. No periodo de julho a dezembro de 2014 foram
coletadas 72 amostras de insumos e ambiente dos aviarios, sendo verificada a
populacdo de Coliformes Totais e E. coli, pelo método r4pido de contagem
Petrifilm™ (3M Company), (AOAC 998.8) e nas amostras de agua, por meio do
meétodo rapido cromogénico Readycult® (Merck). As amostras de E. coli foram
analisadas quanto a presenca dos genes de viruléncia iss e iutA, utilizando a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e submetidas a teste de sensibilidade
antimicrobiana frente a compostos naturais. Para o teste de atividade
antimicrobiana foram utilizados Oleo essencial extraido de folhas e
inflorescéncia de Lippia origanoides (Kunth) e extrato de Agave sisalana
(Perrine), utilizando o teste de microdiluicdo em caldo proposto pelo CLSI
(2003) com modificacBes. Os Coliformes Totais foram detectados em 82,85%
das amostras do ambiente e insumos, com populacdo entre 1,48 a 8,40 log
UFC/g. Cepas de E.coli estavam presentes em ambiente e insumos em 71,42%
das amostras, com populacdo entre <0,95 a 7,79 log UFC/g. Dentre as
amostras do ambiente e insumos dos aviarios, a cama configurou-se como o
local de maior contaminacdo microbiana apresentando meédia da populacéo de
5,36 log UFC/g, seguido das amostras de racdo do comedouro (3,00 log
UFC/g), racao do depésito (2,60 log UFC/g) e agua do bebedouro que esteve
presente em 78,57% das amostras. Os genes iutA e iss foram detectados em
92,0% e 34,0% dos isolados de E. coli, respectivamente, obtendo-se de forma
concomitante a presenca dos genes de viruléncia em 34,0% dos isolados. A

Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) apresentada pelo 6leo essencial extraido

14



de folhas e inflorescéncia de L. origanoides foi de 0,54 mg.mL™ para a E. coli
patogénica isolada da lesdo de celulite, figado, &gua, racdo e cama,
considerada como bacteriostética. A CIM para a ATCC 25922 foi 1,09 mg.mL™,
avaliada como bacteriostatica. A Concentracédo Bactericida Minima (CBM) para
os isolados da racdo foi de 1,09 mg.mL™, figado, 4&gua e cama apresentaram
CBM de 2,18 mg.mL™, enquanto que os isolados de lesdo de celulite e cepa
padrdo (ATCC 25922) apresentaram CBM de 4,37 mg.mL™* e 8,75 mg.mL™,
respectivamente. Em contraposto, o extrato de sisal ndo apresentou atividade
antibacteriana em nenhuma das concentracdes avaliadas frente a todas as
cepas estudas. Desta forma, considerando a presenca de E. coli no processo
produtivo de carne de frango, tendo em vista 0 seu potencial zoondtico,
configura-se um risco para consumidores deste produto. Portanto, a utilizacéo
de folhas de L. origanoides no ambiente produtivo de carne de frango,
possibilita a inibicdo e/ou reducdo da multiplicagdo microbiana, conferindo uma
seguranca ao consumidor final, além de caracterizar uma alternativa viavel em

substituicdo as medidas preventivas a partir de antimicrobianos sintéticos.

Palavras chave: Seguranca dos Alimentos, Aves, Patogenicidade de

Escherichia coli, Inspecéo Sanitaria, Fitoterapico.
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ABSTRACT

SILVA, L. S. G. R. MICROBIOLOGICAL CONDITIONS OF ENVIRONMENT
AND INPUTS AVIARIES AND SUSCEPTIBILITY Escherichia coli A
NATURAL ANTIMICROBIAL.

The study aimed to determine the population of Total Coliforms and
Escherichia coli (E. coli) in samples of raw materials and environment of
aviaries, including feed, water and bed. In the period from July to December
2014 were collected 72 samples of raw materials and environment of aviaries, it
is verified the population of Total Coliforms and E. coli, the quick method of
counting Petriflm ™ (3M Company), (AOAC 998.8) and in the water samples
through rapid method chromogenic Readycult® (Merck). Samples of E. coli
were analyzed for the presence of virulence genes iss and iutA, using the
Polymerase Chain Reaction (PCR) and subjected to antimicrobial susceptibility
testing natural compounds. For the antimicrobial activity test were used
essential oil extracted from leaves and inflorescence of Lippia origanoides
(Kunth) and extract Agave sisalana (Perrine), using the broth microdilution test
proposed by CLSI (2003) with modifications. The Total Coliforms were detected
in 82.85% of environmental samples and inputs, with between 1.48 to 8.40 log
UFC / g. Strains of E. coli were present in the environment and inputs in 71.42%
of samples, with between 0.95 to 7.79 log UFC/g. Among the samples of the
environment and inputs of poultry, the bed was configured as the sample
increased microbial contamination with an average population of 5.36 log
UFCl/g, followed by the feed trough samples (3.00 log UFC/q), feed shed (2.60
log UFC/g) of water cooler water that was present in 78.57% of samples. The
reaction to the virulence gene iutA obtained a prevalence of 92.0% in E. coli
isolates and 34.0% for the virulence gene iss, obtaining concomitantly the
presence of virulence genes in 34.0% of isolates. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) presented by the essential oil extracted from leaves and
inflorescences of L. origanoides was 0.54 mg.mL™ for pathogenic E. coli

isolated from cellulitis injury, liver, water, feed and bed, considered as
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bacteriostatic. The MIC to ATCC 25922 was 1.09 mg.mL™?, assessed as
bacteriostatic. The Minimum Bactericidal Concentration (MBC) for isolated from
the reaction was 1.09 mg.mL™, liver, water and bed showed MBC 2.18 mg.mL™,
whereas cellulite injury isolated and standard strain (ATCC 25922) showed
CBM 4.37 mg.mL™? and 8.75 mg.mL™?, respectively. In counterposed, sisal
extract presented no antibacterial activity in any of the evaluated the
concentrations of all studied strains. Thus, considering the presence of E. coli
during the production process of chicken, in view of its potential zoonotic, sets
up a risk to consumers in this product. Therefore, the use of L. origanoides
leaves in the production of chicken environment, allows for the inhibition and /
or reduction of microbial growth, conferring a safety to the final consumer, as
well as characterize a viable alternative preventive measures from synthetic

antimicrobials.

Keywords: Food Safety, Poultry, Pathogenic Escherichia coli, Sanitary

Inspection, Phytotherapic.
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INTRODUCAO

A grande necessidade de investimentos na producdo alimenticia
alavancou a avicultura brasileira, que cresce a cada ano, devido a alta
qualidade proteica, associada ao baixo custo em relacdo a outros tipos carneos
(SILVA et al., 2012).

Estudos aprofundados sobre nutricdo, convertibilidade e desenvolvimento
de dietas especiais para as varias etapas da vida dos frangos mostram que
essas aves sao eficientes ao transformar alimento em massa corporea. Além
disso, a gestdo de todas as etapas da producdo, com auxilio tecnologico
intenso e aperfeicoamento no manejo operacional e sanitario explica o
consumo elevado de carne de frango no cenario mundial (ABEF, 2014).

Contudo, essa crescente demanda do consumidor implica em alta
produtividade e propicia a disseminacdo de microrganismos patogénicos na
industria aviaria (BARROS et al.,, 2012). A seguranca e qualidade dos
alimentos como a carne in natura pode ser estimada pela contagem de
microrganismos indicadores, como Coliformes Totais e Escherichia coli,
estimadores de falhas na higiene relacionados a niveis significativos de
enteropatogenos (JAY, 2000). Ressalta-se que Escherichia coli destaca-se
como um agente responsavel por perdas econémicas na industria avicola e
riscos a saude do consumidor (SILVA et al. 2012).

Dentro do grupo dos Coliformes Totais existe o grupo dos Coliformes
Termotolerantes ou a 45° C, que recebem essa denominagcdo devido a
capacidade de desenvolver e fermentar lactose com producdo de gas a
temperatura de 44° C - 45° C. S&o constituidos pelos géneros Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, e Citrobacter. tendo como principal representante a
espécie E. coli, visto que é mais abundante e a Unica de origem fecal
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Embora a legislacdo brasileira vigente ndo determine parametros para a
avaliacdo deste grupo de bactérias, a determinacdo da contaminagdo por

s

Coliformes Totais em alimentos € importante, visto que a presenca destes
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microrganismos relacionada com a qualidade higiénico-sanitaria do produto
(PENTEADO; ESMERINO, 2011).

E. coli pode ser encontrada na microbiota intestinal de seres
homeotérmicos, constituindo-se na espécie predominante entre as bactérias
intestinais anaerobicas facultativas e ndo esporuladas, pertencendo a familia
Enterobacteriaceae, sendo um bacilo Gram-negativo fermentador da glicose e
lactose e produtora de acido e gas. E. coli patogénica para aves (APEC) é o
agente etiolégico de doencas extra-intestinais como aerossaculite, pericardite e
septicemia, geralmente denominadas como colibacilose (ITO et al., 2007), que
podem ser controladas por medidas profilaticas e uso de antibacterianos
(McMULLIN, 2004).

Com vistas a reducédo das perdas financeiras, antimicrobianos sintéticos
sdo utilizados como promotores de crescimento e, conseguentemente,
previnem a contaminagao por microrganismos patogénicos (FARIA et al., 2009;
SOUZA et al., 2010; DALOLIO et al., 2015). Entretanto, o uso dessa prética
acarretou em linhagens bacterianas resistentes aos farmacos utilizados,
ocasionando um problema de satde publica (FRASAQO et al, 2015).

A adicdo de antibacterianos em doses subclinicas, como promotores de
crescimento, tem gerado preocupacdes para a saude publica, como a
emergéncia de bactérias resistentes a antimicrobianos, bem como a indesejada
presenca de residuos destes farmacos em derivados carneos, leites e ovos.
Nesse contexto, alternativas ao uso de antibidticos sdo urgentemente
requeridas, tais como o0 uso de compostos naturais extraidos de plantas
medicinais, incluindo éleos essenciais e/ou extratos herbais (BRUGALLI, 2003).

Os Oleos Essenciais (OES), extraidos de plantas medicinais, representam
complexas misturas de substéncias naturais, tradicionalmente utilizadas para
acentuar gosto ou aroma de alguns alimentos. Constituem-se de substancias,
cujos componentes incluem hidrocarbonetos terpénicos, &alcoois simples,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, acidos organicos fixos, em diferentes
concentracbes. A maior parte da atividade antimicrobiana de OES parece estar
associada aos compostos fendlicos (SIMOES; SPITZER, 2000), sendo o efeito
antimicrobiano relacionado, principalmente, a alteracdo da permeabilidade e

integridade da membrana celular bacteriana (LAMBERT et al., 2001).
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N&o obstante, o uso de antimicrobianos naturais, pode apresentar como
uma alternativa economicamente viavel para assegurar a qualidade
microbiolégica da carne de frango e proporcionar uma seguranca para o
consumo deste produto.

Diante do exposto, enfatiza-se a necessidade de tracar o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos em cepas de E. coli isoladas do ambiente
produtivo (cama), insumos (agua e racao), celulite e figado de frango com o
objetivo de determinar novas alternativas do controle da multiplicacdo de
microrganismos patogénicos, destacando-se 0 uso de antimicrobianos
extraidos de plantas medicinais na perspectiva da garantia da inocuidade dos
cortes de frango, e consequentemente, o aumento da sua estabilidade durante
0 armazenamento.

Este trabalho foi dividido em trés capitulos: a revisdo de literatura esta
representada no primeiro capitulo, abordando aspectos importantes acerca da
avicultura, dos Coliformes Totais e a Escherichia coli e da sensibilidade da E.
coli frente a agentes antimicrobianos naturais.

O segundo e terceiro capitulos, em forma de artigo, relatam os resultados
da pesquisa de Coliformes Totais, E. coli e genes de viruléncia da E. coli, em
amostras do ambiente produtivo do frango (cama), insumos (racdo e agua),
lesbes de celulite e figado de frango e o teste de sensibilidade da E. coli frente

a antimicrobianos naturais.
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CAPITULO 1

Revisdo de Literatura: Presenca de Coliformes Totais e
Escherichia coli nos aviarios e sua susceptibilidade frente a

antimicrobianos.
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RESUMO - O consumo de carne de frango estd aumentando em todo o mundo e a
elevacédo da oferta vem atendendo a essa crescente demanda. Entretanto, a avicultura,
em especial a industrial, tem novos desafios em diversos aspectos, dentre eles destaca-
se 0 sanitario. As principais fontes de contaminacdo do frango sao oriundas do ambiente
produtivo, por meio da cama, agua e/ou racao, sendo o frango o veiculo da disseminacao
de patdgeno ao longo da cadeia produtiva. Um dos principais fatores de contaminacao é
a presenca de celulite, que funciona como a porta de entrada de microrganismos na ave.
A intensa producdo do setor avicola propicia a disseminacdo de microrganismos
patogénicos, como Escherichia coli, sendo considerado um agente etiologico de infecgbes
invasivas em seres homeotérmicos. A avicultura industrial utiliza antimicrobianos, visando
a reducédo de perdas financeiras, potencializando a produgcéo em larga escala em tempo
reduzido. O uso de antimicrobianos em frangos de corte pode ser classificado em trés
categorias de dosagem, terapéutica, profilatica e promotor de crescimento. O uso de
antibidticos como promotores de crescimento realiza-se com dosagem inferior a CIM
(Concentracao Inibitéria Minima), com a finalidade de controlar o crescimento exacerbado
e indesejado de determinadas populacdes microbianas. Por outro lado, o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento na producdo animal caracteriza-se
como uma das causas da origem da resisténcia destes microrganismos. Contudo, hd um
consenso de que a proibicdo total dos antimicrobianos promotores de crescimento
resultaria em menor lucratividade para o setor. Para que se possam ter dietas sem 0 uso
desses compostos, faz-se necesséria a introducdo de novas estratégias, como o uso de
antimicrobianos naturais, visando suprir as necessidades dos promotores de crescimento
sintéticos, garantindo o desempenho e a saude das aves. Desta forma, o uso de
fitoterapicos pode representar uma alternativa economicamente viavel para manter a
viabilidade econémica da producado, assegurar a qualidade microbiologica da carne de

aves e proporcionar seguranca alimentar para o consumidor.

Palavras chaves: Seguranca dos Alimentos, Aviarios, APEC, iss, iutA, Oleo essencial.

ABSTRACT- The chicken meat consumption is increasing worldwide and the increase in
supply is meeting this growing demand. However, poultry, in particular industrial, it has
new challenges in many ways, among them stands out the health. The main chicken
contamination sources are from the productive environment, through the bed, water and /

or feed, it is the chicken vehicle the spread of the pathogen along the production chain.
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The main factor of contamination is the presence of cellulite, which serves as the input port
of the microorganism in the bird. The intense production of the poultry sector provides the
spread of pathogenic microorganisms, as Escherichia coli, It is considered an etiological
agent of invasive infections in humans and animals broad spectrum. The poultry industry
uses antibiotics, in order to reduce financial losses, leveraging the large-scale production
in a short time. The use of antimicrobials in broiler chickens can be classified into three
categories dosage, therapeutic, prophylactic and growth promoter. The use of antibiotics
as growth promoters is carried out with lower dosage MIC (Minimum Inhibitory
Concentration), in order to control the undesired growth and exacerbated certain microbial
populations. On the other hand, the use of antimicrobials as growth promoters in animal
production is characterized as one of the causes of the origin of resistance of these
microorganisms. However, there is a consensus that a total ban on antimicrobial growth
promoters results in lower profitability for the sector. In order to have diets without the use
of these compounds, it is necessary to introduce new strategies, as the use of natural
antimicrobial, in order to meet the needs of synthetic growth promoters, ensuring the
performance and health of birds. Thus, the use of natural antimicrobials may represent an
economically viable alternative to ensure the microbiological quality of poultry meat and

provide food security for the consumer.

Keywords: Food Safety, aviaries, APEC, iss, iutA, Essential oil.

A AVICULTURA BRASILEIRA NO MUNDO E NO BRASIL

O Brasil é o terceiro maior produtor de frango do mundo, produzindo em 2014
12.691.000 toneladas, ficando atras dos Estados Unidos da América (EUA) com
17.254.000 toneladas, e China, com 13.000.000 toneladas, e é o maior exportador
mundial da carne de frango, exportando no mesmo ano 4.099.000 toneladas de frango.
Entre os criadores de frango no pais, o Estado do Parana lidera o ranque, seguido de
Santa Catarina e posteriormente Rio Grande do Sul. A Bahia ocupa a décima primeira
colocacdo em relacdo aos produtores brasileiros, sendo o segundo maior produtor do
nordeste no ano de 2014, ficando atras de Pernambuco (ABPA, 2015).

Para manutencdo dessa producdo, o pais necessita aumentar e melhorar sua
eficiéncia, atendendo aos aspectos de qualidade da carne e exigéncias relacionadas ao

bem-estar animal e preservacdo do meio ambiente, tdo valorizados pelo consumidor da
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atualidade (PASCHOAL; OTUTUMI; SILVEIRA, 2012). Destaque deve ser dado a reducao
de suas perdas durante a producdo e processamento da carne de frango. Segundo
Maschio e Raszl (2012) grande parte das perdas ocorre dentro do matadouro,
principalmente associadas as condenacdes parciais e totais da carcaca.

A alta produtividade da avicultura brasileira deve-se a caracteristica de ser uma
atividade economicamente eficiente, com altos indices zootécnicos, incluindo viabilidade,
conversdo alimentar e ganho de peso. Esses fatores associados a baixo custo de
producdo, boa qualidade dos produtos e um elevado status sanitario, permitem uma alta
competitividade da carne de frango brasileira (JACOBSEN, 2007). Entretanto, a
avicultura, em especial a industrial, tem novos desafios, com peculiaridades culturais e
geograficas diversas e sempre na busca de elevados niveis de exceléncia em qualidade

de produtos, especialmente a sanitaria.

INSPECAO INDUSTRIAL E SANITARIA DE CARNE DE FRANGO

O servico oficial da inspecédo sanitaria dos matadouros avicolas, que é representado
pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) e suas representacfes dos estados e municipios, sao 0s 6rgaos
responsaveis pela garantia da qualidade da carne e visceras para o consumo (PONTES,
2004).

A condenacao parcial da carcaca de frango é determinada pela presenca de
inflamacdao local ou de algum 6rgédo e a condenacéo total ocorre se existir inflamacéo de
carater sistémico em carcaca ou visceras. A inspecdo post-mortem de frango é efetuada
durante o abate, onde séo realizados exames macroscépicos de carcaga e visceras, e, se
for necessaria, é efetuada a palpacao ou cortes. Esta atividade € regulamentada segundo
a portaria n°® 210 de 10 de novembro de 1998 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento do Brasil. (BRASIL, 1998).

Vieira (2010) observou que as carcagas condenadas por celulite podem apresentar
lesbes em outros Orgdos, como no coracdo, sacos aéreos, figado e ossos, sendo que
E.coli tem sido isolada em pelo menos um desses érgdos além da celulite.

Ao avaliar o impacto financeiro de um matadouro-frigorifico de Inspecao Federal
localizado no estado de Santa Catarina, em decorréncia das condenacdes post-mortem
parciais e totais de frangos no periodo de Setembro de 2006 a Agosto de 2007, Giotto

(2008) concluiu que o aspecto repugnante, ascite e colibacilose eram as causas mais
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incidentes em condenacdes totais, enquanto que as condenacfes parciais eram mais
frequentes por dermatose, artrite e celulite, culminando com prejuizo em decorréncia das
condenacdes em cerca de 3,7 milhdes de reais.

A inspecéao de frangos é dividida em linhas de inspecéao, A, B, e C. A primeira etapa
de inspecdo, A, realiza-se a analise interna da ave, verifica-se a cavidade toracica e
abdominal e os 0Orgdos internos (sacos aéreos, pulmdes, rins e 6rgdos sexuais). Na
segunda etapa de inspecdo, B, sdo examinadas as visceras. Na Ultima etapa de
inspecéo, C, avaliam-se as superficies externas (BRASIL, 1998).

A determinacao de inadequacédo da carcaca de frango para o consumo humano tem
por objetivo zelar pela salde dos comensais, visto que o consumo destes produtos de
origem animal constitui um risco de aquisicdo de doenca alimentar, em potencial o figado
de frango, que pela sua natureza quimica, 0 manejo e a condicdo de manipulacéo
favorecem a contaminacao bacteriana (BARCELLOS et al., 2006).

Conforme Carvalho et al. (2005) a fonte inicial de contamina¢cdo microbiana séo as
proprias aves que sdo encaminhadas para o abate e 0 numero de microrganismos pode
ser influenciado pela condicao higiénica do abate e processamento. Santana et al. (2008)
ao observarem as causas de condenacdo de carcacas de aves em matadouros
localizados no estado de Goiads, Brasil, constataram que o principal motivo das
condenacOes da carcaca de frango foi a presenca de celulite associado a contaminagao
de microrganismo, como da espécie Escherichia coli.

Mesmo com todo o investimento tecnoldgico utilizado na avicultura que garanta a
sanidade dos produtos, qualquer falha que possa gerar contaminagao ou inadequacao do
consumo deste tipo de carne, pode gerar prejuizos econdémicos devido as restricdes
sanitarias (VIEIRA, 2010). A producédo veloz demanda intensa fiscalizacdo, sendo assim

pequenas falhas podem gerar prejuizos a saude dos consumidores (SILVA, 2009).

PRESENCA DE COLIFORMES TOTAIS E Escherichia coli em frangos

A verificagdo da presenca de microrganismos é de fundamental importancia para
determinar a qualidade dos alimentos e a sua inobservancia pode ocasionar riscos a
saude publica.

Na avaliacdo da seguranca e da qualidade microbiologica dos alimentos alguns
microrganismos sao denominados indicadores de qualidade microbiologica e

considerados relevantes. Estes microrganismos, quando presentes em um alimento,
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podem fornecer informacbes sobre as condicbes sanitarias e a possibilidade de
contaminacao por patdgenos (SILVA, 2002).

De acordo com Oliveira e Salvador (2011) dentro do grupo de microrganismos
indicadores da qualidade microbiolégica de alimentos, destacam-se os Coliformes Totais
e Termotolerantes.

O grupo dos Coliformes Totais é constituido por membros da familia
Enterobacteriaceae, incluindo Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. e
Escherichia spp. Considerando que a bactéria E. coli representa o principal membro do
grupo dos Coliformes Termotolerantes, estando presente em varios alimentos, a
determinacdo deste microrganismo pode indicar contaminagao fecal recente e eventual
presenca de organismos patogénicos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A determinacdo da contaminacdo por Coliformes Totais em alimentos € importante,
visto que a sua presenca esta relacionada com a qualidade higiénico-sanitaria do produto
(PENTEADO; ESMERINO, 2011). Salienta-se que ndo ha limite maximo estabelecido
pelos érgdos competente para Coliformes Totais em frangos, contudo a presenca desse
grupo de microrganismos indica falta de condi¢cdes higiénicas adequadas em alguma
etapa da cadeia produtiva, sendo considerado como relevante na medida em que a
contaminacdo por coliformes pode constituir um risco & saude do consumidor (ELPO;
NEGRELLE; GOMES, 2004).

Em um estudo realizado por Cardoso et al. (2005) em dois matadouros avicolas na
cidade de Descalvado (SP), foram colhidas 120 amostras em ambos estabelecimentos.
Os resultados demonstraram que 13,3% (8) das amostras do estabelecimento A e 10%
(6) das amostras do B, apresentaram indices de Coliformes Totais significativos.

Carvalho et al. (2005), ao avaliar cortes de frango, coxa/sobrecoxa, figado e moela,
observaram populacdo para Coliformes Totais minima de 1,5x10% e maxima de 4,3x103
por unidade, apesar desse indicador ndo possuir limite segundo a legislacdo sanitaria
vigente. O estudo de Rodrigues et al. (2008), que avaliaram 25 amostras frangos antes do
chuveiro de higienizacdo, apdés a depenagem, detectou que 76% (19) das amostras foi
detectado Coliformes Totais, apresentando populagdo média de 3,1 log UFC/g. Enquanto
Leite e Franco (2008) analisaram 30 coxas de frango resfriadas e na contagem de
Coliformes Totais, a média foi 2,0 x 10"/UFC com valores variando de < 3 Coliformes
Totais/g a > 2,4 x 108/UFC, sendo que somente uma (3,33%) apresentou o menor valor.

Embora ndo existam padrdes estabelecidos para Coliformes Totais pelas legislacbes
sanitarias em vigor, numeros elevados destes coliformes indicam que esta ocorrendo uma

deficiéncia na qualidade de higienizacéo interna nos abatedouros, o que deve ser revisto
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para evitar posteriormente contaminacfes que possam prejudicar a qualidade dos
produtos (CARDOSO et al., 2005).

A intensa producdo do setor avicola propicia a disseminacdo de microrganismos
patogénicos, como Escherichia coli, que pode ser encontrado na microbiota intestinal de
mamiferos e aves. Apesar de ser integrante da microbiota intestinal desses animais, E.
coli é responsavel por infeccdes entéricas e extra-intestinais, sendo considerado um
agente etiolégico de infec¢des invasivas no ser-humano e animais (RON, 2006).

A contaminag&o por E. coli era considerada pelas industrias alimenticias apenas
como falha nas praticas de higiene, porém atualmente, com a descoberta de varios
sorotipos desta bactéria que possuem um grande potencial patogénico, sabe-se que a
contaminacdo humana pode gerar infeccbes graves e até levar a 6bito (GERMANO;
GERMANDO, 2011).

Infeccdes causadas por E. coli podem ser denominadas de Colibacilose,
caracterizadas por infeccdo localizada ou sistémica e as implicagdes incluem
colisepticemia, doenca respiratéria, sindrome da cabeca inchada, coligranuloma,
peritonite, celulite, salpingites entre outras (BARNES; NOLAN; VAILLANCOUT, 2008)
responsaveis por prejuizos econdmicos na industria avicola, sendo a colibacilose
frequentemente associada a mortalidade embriondria e do plantel, pior conversdo
alimentar, menor desenvolvimento corpéreo e altos custos com medicamentos, além do
aumento da condenacdo de carcacas devido as lesGes por colisepticemia (ANDREATTI
FILHO, 2006).

Neste contexto, a presenca de celulite em carne de frango apresenta um risco para
saude da populacéo, visto que a E. coli pode estar presente sozinha ou em associacao
com outras espécies bacterianas nesses alimentos (ANDRADE et al., 2006; VIEIRA et al.,
2006). Vaillancourt e Barnes (2003) relataram que a celulite € um processo infeccioso que
emergiu como uma patologia aviaria de relevancia financeira devido ao crescimento do
numero de condenac¢fes de carcacas, reducao da qualidade do processamento industrial
e aumento dos custos relativos as condenagfes parciais e ao reprocessamento das
carcacas afetadas. Santana et al. (2008) corroboram quando afirmam que a celulite pode
ser considerada como uma das mais importantes causas de condenacdo de carne de
frango em todo o mundo, gerando interesses em termos econdémicos, por conta das
perdas financeiras impostas aos produtores.

As lesBes cutaneas favorecem a penetracdo dos microrganismos invasores e,
mesmo cicatrizadas, nao inviabilizam a infec¢do no tecido subcutaneo, ativando o sistema

fagocitico mononuclear com a finalidade de conter a multiplicagdo do patégeno. No
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entanto, bactérias que evadem da resposta imune s&o responsaveis por induzir a infec¢ao
(BRITO et al., 2002). Aléem disso, a presenca de E.coli em celulites de frango, quando
abertas, favorece a contaminagao cruzada do microrganismo em linha de processamento
(VIEIRA et al., 2006).

Neste contexto, a condenacao de carnes e visceras improprias para 0 consumo visa
zelar pela saude publica, uma vez que a carne de frango e seus subprodutos, assim como
todos os produtos de origem animal, sdo uma das mais importantes fontes de
enfermidades veiculadas por alimentos (JAY, 2005).

Ao analisar a presenca de E. coli como agente causal da celulite aviaria em frangos
de corte inspecionados em um matadouro de Sao Paulo, Andrade et al. (2006) isolaram
E. coli em 76,6% das amostras. Corroborando com esse achado, Vieira et al., (2006)
detectaram E. coli em 100% das amostras de celulite de frango provenientes de um
matadouro sob inspecado estadual.

N&o obstante, lesdo de celulite pode configurar-se como carreador de patégeno que
adentram no animal por meio da celulite e alcancam os 6rgaos internos. Rodrigues et al.
(2008) afirmaram que a possivel contaminacdo da carne de frango, pode ser devido a
exposicao da carne ao material das visceras, no processo de eventracdo, que pode ter
sido realizada de forma inadequada, indicando falha na condicdo higiénica de
manipulagéo, o que confere risco a saude do consumidor.

Em um estudo realizado por Silva et al. (2012) foram analisadas 62 amostras de
figados de frango oriundos de dois matadouros do Recdncavo da Bahia, sendo que 32
destas havia sido descartadas pela fiscalizacdo e 30 liberadas para o consumo.
Entretanto, os autores detectaram a presenca de E. coli em 60% das amostras que
haviam sido destinadas a alimentacdo humana, por serem consideradas préprias para o
consumo.

Entretanto Silva (2011) salienta que as principais fontes de contaminacéo do frango
sdo oriundas do ambiente produtivo, por meio da cama, agua e/ou racao, sendo o frango
veiculo da disseminacgédo do patdégeno ao longo da cadeia produtiva, constituindo-se um
problema de Vigilancia Sanitaria. Dessa forma, os processos produtivos, cada vez mais
intensos e velozes, demandam controle e fiscalizacdo da sanidade mais eficientes e
sempre baseados em conhecimento cientifico, posto que pequenas falhas podem gerar
grandes perdas financeiras, além de produzir agravos a saude.

Fator produtivo que merece destaque na disseminacdo microbiana em aviarios € a
cama aviaria, que possui funcéo de protecao as aves, inviabilizando o contato direto com

0 chéo, absorve a agua, incorpora fezes e penas e contribui com reducao das oscilacdes
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da temperatura no galpao de cativeiro (GARCIA; LIMA; CALDARA, 2011). Entretanto
configura-se um nicho microbioldgico que alberga diversos patdgenos, dentre eles a
bactéria Esherichia coli, importante por determinar prejuizos na inddstria avicola
(FIORENTIN, 2005).

A biota da cama € uma combinacédo de material com fezes, urina e agua. A umidade
da cama, independente do tipo de material, € o principal fator determinante para o
aumento da proliferagdo microbiana e aumento de temperatura com fermentagéo e
liberacdo de gases como nitritos, nitratos, amoénia e sulfato de hidrogénio (FERNANDES;
FURLANETTO, 2004).

Contudo, a reutilizacdo da cama nas criagdes € uma pratica viavel e desejavel sob o
ponto de vista de producdo sustentavel, desde que sejam adotados procedimentos
eficientes para reducao de riscos a saude humana e das aves (SILVA et al., 2007). Deste
modo, para que a cama possa ser reutilizada deve passar por tratamentos que
inviabilizem a sobrevivéncia dos principais microrganismos patogénicos (GARCIA; LIMA;
CALDARA, 2011).

Associado a cama, Nolan et al. (2013) atribuem a agua um importante fator
ambiental como facilitador da colonizacdo de E. coli em aves e consequentemente a
manutenc¢ao do ciclo de contaminagao.

Preconiza-se que a agua destinada ao consumo animal deva ter as mesmas
caracteristicas da agua potavel consumida pelos seres humanos, salientando que as aves
ingerem duas a trés vezes mais agua que racdo, podendo considerar a agua como um
importante veiculo na transmissdo de doencas infectocontagiosas, intoxicacdes por
diversos elementos ou mantenedora da condicdo ideal para que determinados patdogenos
figuem propicios a infectar as aves (GAMA et al., 2008).

Neste contexto, a celulite funciona como a porta de entrada do microrganismo na
ave, principalmente através de lesGes cutanea sofridos durante o crescimento o qual
possibilita a entrada de microrganismo que estdo no ambiente e insumos, penetrem nas
aves (SILVA, 2011).

Escherichia coli COM POTENCIAL PATOGENICO

A prevencdo da contaminacdo por Enterobactérias deve ser realizada, acima de

tudo, em funcdo da larga distribuicdo ambiental do microrganismo e da consequente e
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inevitavel presenca destes em alimentos, por meio de medidas de controle visando a
diminuicado da contaminacdo dos mesmos (COSTALUNGA; TONDO, 2002).

Atribui-se como principal fator de contaminagéo do frango, a presenca de celulite,
gue pode ter como agente causal a Escherichia coli. Caracterizada pela inflamacéao,
aguda e difusa, que ocorre no tecido subcutaneo profundo formando placas
fibrinocaseosas (VIEIRA, 2010; SILVA, 2011).

Geralmente as cepas de E. coli sdo encontradas confinadas no Iiumen intestinal,
porém em hospedeiros imunosuprimidos ou quando as barreiras gastrointestinais sao
atravessadas elas podem causar doencas infecciosas, além disso, algumas cepas
mutagénicas podem causar doencas em hospedeiros sadios (NAKAZATO et al., 2009).

E um meséfilo com temperatura 6tima de crescimento de 37°C, entretanto
possui capacidade de se desenvolver entre 7 e 42°C. N&ao apresenta
termorresisténcia, sendo destruido a 60°C, mas é capaz de resistir por longo tempo
em temperatura de refrigeracdo. O pH proximo do neutro propicia condicbes 6timas
para o seu desenvolvimento (GERMANO; GERMANO, 2011).

A célula bacteriana é composta de estruturas antigénicas que contribuem para a
caracterizagcdo dos sorogrupos de E. coli, baseados na identificacdo de antigenos
somaticos “O”, relacionados a polissacarideos da membrana externa; antigenos flagelares
“H”, relacionados a proteinas dos flagelos; antigenos capsulares “K”, relacionados com
polissacarideos capsulares e antigenos fimbriais “F”, importantes no processo de
aderéncia e colonizacdo do hospedeiro (FRANCO; LANDGRAF, 2008). O antigeno “O”
identifica o sorogrupo da cepa enquanto que a combinagdo do antigeno “O” com o
antigeno “H” ira identificar o sorotipo (MENG; FENG; DOYLE, 2001).

Por meio da associacao entre os fatores de viruléncia, as manifestacfes clinicas e a
epidemiologia do hospedeiro, em relagéo as linhagens de E.coli, Kaper (2005) citou nove
grupos de E. coli virulentos (patotipos):E. coli enteroagregativa (EaggEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli que adere difusamente (DAEC), E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli de meningite neonatal (NMEC) e E. coli patogénica para
aves (APEC). Ferreira e Knobl (2000) ainda citam o patotipo E. coli enteropatogénica para
coelhos (REDEC) e Moulin-Schouleur et al. (2007) E. coli causadora de septcemia
(SePEC).

Caprioli et al., (2005) afirmam que a identificacdo dos genes de viruléncia e

associacOes entre eles configura-se como uma etapa crucial para a determinacao
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de doencas em animais e homens. Possibilitando, a partir desse reconhecimento
genético, intervir efetivamente no impacto de saude do hospedeiro.

Dentre os patotipos presentes nas aves destacam-se a EHEC e a APEC
(RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; LEE et al., 2009).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) tem a capacidade de destruir células
epiteliais e produz uma citotoxina potente, a toxina Shiga (Stx), que provoca diarreia com
ou sem a presenca de sangue, sindrome urémico-hemolitica, e € fatal para criancas
(KAPER, 2005).

Referente a APEC, os fatores de viruléncia que apresentam destaque sédo expressao
de adesinas, a producéo de sideréforos e a capacidade de resistir a agdo microbicida do
soro (FERREIRA; KNOBL, 2000). Apesar da existéncia de fatores reconhecidos por sua
contribuicdo para a viruléncia de APEC (iutA, iron, iss, ompT e hlyF), ainda ndo ha um
marcador definido ou conjunto de marcadores que definam o patotipo APEC (DZIVA E
STEVENS, 2008).

Em 2008, Johnson et al., demostraram que os genes plasmidiais iutA (que codificam
receptores siderdforos) e iss (que codifica proteina de resisténcia ao sistema
complemento) eram significativamente mais frequentes em cepas APEC, servindo como
indicadores da patogenicidade. Delicato et al. (2003) ainda afirmam que a associacao
entre esses genes pode aumentar o potencial de viruléncia da APEC.

Estudo realizado com 238 amostras de lesdo de celulite e cama aviaria identificou a
presenca de 51,3% e 19,2% respectivamente, para o gene iutA, enquanto 80,6% e 53,8%
respectivamente, para o gene iss (ROCHA, 2006).

Para controle e prevencdo de infeccdes, a terapia antimicrobiana é comumente
utilizada (MANTILLA et al., 2008), sendo que o0 uso de antimicrobianos como promotores
de crescimento é regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), por meio da Instrucdo Normativa N° 13 de dezembro de 2004, dispde sobre o
regulamento técnico para aditivos para produtos destinados a alimentacdo animal
(BRASIL, 2004). Entre os aditivos mais empregados como promotores de crescimento,
estdo os antibidticos, maximizando a producdo (CONOLLY, 2001), e ALBINO et al.,
(2006) afirmam que a relagéo custo-beneficio favorece o seu uso.

Entretanto, o uso de antimicrobiano na producéo animal e saude humana devem
ser prudentes, considerando os registros de mortes humanas por infecgbes causadas
por bactérias multirresistentes (WHO, 2013).

Somando-se a isso, animais de produgéo tém sido considerados como principais

fontes de integrons cerreadores de genes resistentes a antimicrobianos, servindo de fonte
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de transferéncia de resisténcia nédo s6 para estirpes de E. coli, como para outras espécies
bacterianas, promovendo mudanca na prevaléncia de resisténcia de infec¢des humanas
em diferentes partes do mundo (AJIBOYE et al., 2009).

Os humanos podem adquirir E.coli resistente a antimicrobianos ou genes resistentes
oriundos de animais por meio do contato direto com animais, do ambiente ou alimentos.
Essas células resistentes conferem perigo ao ser humano. Essas bactérias podem se
instalar e promover a colonizagao do intestino ou transferir genes de resisténcia a outras
bactérias que estiverem no mesmo ambiente, podendo promover uma infec¢ao bacteriana
com opcoes limitadas de tratamento (HAMMERUM; HEUER, 2009).

USO DE ANTIMICROBIANOS NA CRIACAO DE FRANGOS

O uso de antimicrobianos em frangos de corte pode ser classificado em trés
categorias de dosagem: terapéutica, profilatica e promotor de crescimento. A dosagem
terapéutica é indicada para o tratamento de doencas diagnosticadas em lotes de aves,
utilizam-se dosagens de antimicrobianos acima da concentracéo inibitéria minima (CIM).
A dosagem profilatica constitui 50% ou menos das doses terapéuticas, contudo a dose
profilatica deve atingir no animal a CIM na forma plasmatica ou tissular. O uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento realiza-se com dosagem inferior a CIM,
tendo a finalidade de controlar o aumento exacerbado e indesejado de determinadas
populacées microbianas, o objetivo ndo € eliminar uma determinada espécie ou cepa de
microrganismo, mas evitar a sua multiplicacdo desordenada, reduzindo a secrecdo de
substancias téxicas por estes microrganismos, reduzindo a inflamacdo do epitélio
intestinal, evitando a ocorréncia de diarreias (COLUSI 1993).

Soares (1996) concluiu que um promotor de crescimento ideal deve proporcionar um
aumento do desempenho das aves, apresentar um bom custo/beneficio, ser atéxico, ndo
alterar drasticamente a microbiota intestinal, atuar exclusivamente ao nivel intestinal, ndo
estar envolvido em transferéncia de resisténcia, ndo possuir resisténcia cruzada com
outros antimicrobianos (em especial os de uso na terapéutica humana), ndo deixar
residuos na carcaca dos animais ap0s sua retirada e ser biodegradavel.

Desta forma, os antimicrobianos promotores de crescimento, de acordo com Benicio
(1996), ndo esterilizam o intestino. Mas, proporcionam uma reducdo do numero de

bactérias aderidas a mucosa intestinal e a diminuicdo de bactérias produtoras de toxinas

32



e amoOnia, com isto, ha uma diminuicdo de células inflamatérias na parede intestinal e
diminuicdo do grau de descamacéo e renovacao das vilosidades, tornando a parede mais
lisa e delgada (SOARES, 1996).

E fato crescente a restricdo ao uso de antimicrobianos em doses subterapéuticas
como aditivos na nutricdo animal em nivel mundial, devido a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (TOLEDO et. al, 2007).

Além disso, 0 uso destes medicamentos como promotores de crescimento preocupa
a comunidade cientifica e a opinido publica, devido a possivel presenca de residuos em
alimentos de origem animal que pode prejudicar a saude do consumidor, podendo
contribuir para o aumento da incidéncia/prevaléncia de resisténcia microbiana na
medicina humana (BRASIL, 2006).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos se tornou uma das preocupacfes para a
saude humana, mas também esta se tornando problema na medicina veterinaria. Os
antimicrobianos sao usados mundialmente para tratamento e profilaxia de doencas
infecciosas em animais de producdo, como equinos, e animais de companhia e como
promotores de crescimento. Em muitos estudos observou-se que o0 uso de
antimicrobianos em animais contribuiu para o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana em humanos, pois muitas classes de antimicrobianos usadas em animais
também sdo empregadas em seres humanos para tratar doengas graves, ocorrendo falha
terapéutica, devido a transferéncia de bactérias resistentes pela cadeia alimentar (ARIAS;
CARRILHO, 2012).

As cepas de E.coli resistentes a antimicrobianos podem ser isoladas de frango, que
podem ser veiculo dessas cepas , possibilitanto a transferéncia de genes de resisténcia
para microbiota humana (VICENTE et al., 2010).

A situacdo do uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento e prevencéo de
doencas € um problema de saude animal e humana (MOTA et al., 2005). Ao avaliar a
suscetibilidade de amostras de Escherichia coli de origem aviaria a antimicrobianos
Zanatta et al. (2004) constataram que 76% das cepas de Escherichia coli de origem
aviaria eram consideradas resistentes, assim como 77,5% eram multirresistentes e
nenhuma droga foi eficiente para todas as amostras bacterianas avaliadas. Um percentual
maior de cepas resistentes de E. coli de origem fecal foi verificado por Bogaard et al.
(2001) na Turquia, que realizaram um estudo em frangos e perus a fim de avaliar a
resisténcia de E. coli, bem como maior nimero de cepas multirresistentes.

Diante do exposto, é notavel a necessidade de avaliar a sensibilidade das cepas de

E. coli a novos compostos antimicrobianos que possam ser usados para tratamento e
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prevencao de infeccdes originadas por este patdgeno provenientes do consumo de carne
de aves, evitando o surgimento e proliferacao de cepas multirresistentes.

Desta forma, o uso de antimicrobianos de origem natural, comumente adicionados
aos alimentos como condimentos, € uma alternativa eficaz e econdmica. Estes
condimentos sdo obtidos a partir de plantas aromaticas e especiarias que sdo ricas em
Oleos essenciais, substancias estas que se caracterizam por sua notavel atividade
antimicrobiana, por esta razao, seus produtos derivados podem ser usados para retardar
ou inibir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes (SANTOS,
2010).

EFEITO INIBITORIO DE COMPOSTOS NATURAIS EXTRAIDOS DE PLANTAS
MEDICINAIS SOBRE O CRESCIMENTO DE Escherichia coli.

A fitoterapia € utilizada pela humanidade h&4 muitos anos, porém ficou esquecida por
um tempo devido ao surgimento de novos farmacos quimicamente sintetizados, tendo
novamente ganhando destaque nos ultimos anos. O fenbmeno da resisténcia bacteriana
se tornou um problema de saude publica, levando ao aumento das pesquisas em torno de
substancias para o combate das infecc¢des, principalmente os antimicrobianos oriundos de
plantas medicinais (GARVIL et al., 2013).

A busca por substancias com atividade antimicrobiana tem dado atencdo para os
produtos naturais, sendo considerado o potencial da flora brasileira, que tem originado
diversos estudos (AYRES et al., 2008).

A utilizagdo de produtos naturais que substituam aditivos quimicos tem sido uma
opcao para aqueles que procuram habitos saudaveis e seguranca alimentar. Os 6leos
essenciais de condimentos possuem atividade bioldgica sobre microrganismos, por isso
sempre foram utilizados como conservantes de alimentos (PEREIRA et al., 2008). Esses
Oleos essenciais, extraidos dos vegetais por arraste de vapor de agua ou outras técnicas,
sdo compostos de grande importancia em pesquisas, por serem potencialmente Gteis no
controle fitossanitario, propiciando o desenvolvimento de técnicas que procuram diminuir
os efeitos negativos de oxidantes, radicais e microrganismos causadores de prejuizos nas
industrias alimenticias (SANTOS, 2004).

O uso de metabdlitos secundéarios de plantas esta crescendo e conquistando o
mercado e a preferéncia dos consumidores por apresentarem beneficios a saude, bem

como menores impactos ao meio ambiente. Portanto, a pesquisa fitoquimica apresenta-se
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como um método util, buscando técnicas analiticas e instrumentais que permitem o
isolamento e elucidacéo de inUmeros compostos. Esses metabolitos possuem potencial
para uso na industria alimenticia, na qual a possibilidade de contaminacdes é grande
(PEREIRA et al., 2008).

O oleo essencial (OE) extraido de plantas apresentam atividade antimicrobiana
contra um grande numero de bactérias, incluindo algumas espécies resistentes a
antimicrobianos. A composi¢cdo quimica desses 6leos varia dependendo do clima, da
estacdo do ano, das condi¢des geogréficas, periodo de colheita e a técnica de destilacdo
empregada (BERTINI et al., 2005).

As substancias isoladas de plantas que possuem atividade antimicrobiana s&o bem
diferentes daqueles obtidos a partir de bactérias, leveduras e bolores. Ao contrario dos
guimioterapicos sintéticos, ndo ha muitos registros na literatura sobre o0s possiveis
mecanismos de acao dos ativos originarios de plantas. Esses ativos podem atuar ativando
enzimas no metabolismo intermediario, alterando a ag&o de inibidores que influenciam os
nutrientes do meio, inferindo nos processos enzimaticos em nivel nuclear ou ribossomal,
provocando alteracBes nas membranas ou ainda interferindo no metabolismo secundario
(VOLPATO, 2005).

Em seu estudo Garvil et al. (2013) obtiveram resultados satisfatérios com o éleo de
Melaleuca alternifolia popularmente conhecido como Melaleuca, comprovando a sua
eficacia como agente antimicrobiano, tanto contra os bacilos Gram-negativos, como
contra os cocos Gram-positivos. O método de avaliacdo usado foi a difusdo em agar, que
comprovou a sensibilidade de E. coli e S. aureus que apresentaram um halo de inibicao
de 4 cm frente ao OE de M. alternifolia. A constituicdo quimica do 6leo essencial de M.
alternifolia é bastante conhecida, sendo este rico em terpinen-4-ol (44,9%), este
constituinte € o principal responsavel por suas propriedades medicinais, especialmente
antifingicas e antibacterianas.

Pereira et al. (2008), concluiram em seus resultados dos testes in vitro que os 6leos
essenciais de Cymbopogon citratus (capim-lim&do), Origanun vulgare (orégano) e
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) promoveram efeito inibitério sobre a E. coli. O oleo
de S. aromaticum apresentou melhor atividade em menores concentracdes, halo de
inibicdo de 0,8 cm na concentracdo de 0,1%, enquanto que os Oleos de C. citratus e O.
vulgare apresentaram na mesma concentragdo halos de 0,7cm e ausencia de halo de
inibicdo, respectivamente.

Hoferl et al. (2009) encontraram de médio a forte atividade antimicrobiana do OE de

O. vulgare contra Escherichia coli, apresentando CIM de 6 ppm.
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Romeo et al. (2008) estudaram o OE de Rosmarinus officinalis (alecrim), cuja
composi¢do quimica mostrou 1,8 cineol, canfora e borneol e apresentou acdo contra
Escherichia coli em todas as concentracdes testadas, 10%, 5%, 1%, 0,1% e 0,01%

Hammer, Carson e Riley, (1999) relataram atividade do Thymus vulgaris (tomilho)
contra Escherichia coli, apresentando concentracao inibitéria minima de 0,03% (v/v).

Xu et al., (2008) concluiram que o mecanismo de acdo do carvacrol, oriundo da
Lippia graveolens (orégano mexicano) contra Escherichia coli € o rompimento da
membrana plasmatica.

O OE de Lippia grandis (erva-do-marajo) inibiu o crescimento de estirpes de E. coli
(ATCC 35218 e ATCC 25922), apresentando Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
1,15 pg/mL, com halo de inibicAo com média de 29,3 + 2,3 mm e 22,7 + 0,6 mm, para
cada cepa, respectivamente. Foi evidenciado que o 6leo essencial de L. grandis contém
compostos quimicos que poderiam ser importantes para o tratamento de infeccfes
causadas por microrganismos, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias que
podem ser usadas pela industria de alimentos (SARRAZIN et al., 2012).

Lippia origanoides (Kunth), conhecida no norte do Brasil como "salva-do-Marajo" e
"alecrim-pimenta”, € uma espécie arbustiva com um ciclo de vida perene, cujas partes
aéreas sdo usadas na culindria como aromatizante de pratos regionais, em tratamento de
desordens gastrointestinais, doencas respiratérias, € como um antisséptico para a boca e
garganta irritada. Esta espécie é também chamada de orégano no México e usada como
um substituto para Lippia graveolens (Kunth) e Origanum vulgare, o orégano mexicano e
orégano, respectivamente. (PASCUAL et I., 2001; SANTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2007).

L. origanoides € um arbusto aromatico, ereto e ramificado, que cresce até 3 metros
de altura, pertencente a familia Verbenaceae. Este arbusto tem folhas simples e opostas,
de tamanhos variados, devido a possiveis adaptacfes fisiologicas e morfolégicas em
resposta a exposicao a luz (PARRA e RODRIGUEZ, 2007).

Algumas espécies de Lippia, ao longo dos anos, tém apresentado problemas de
nomenclatura botanica devido a dificuldade em torno da correta identificacdo, causando a
utilizacdo de diversas sinonimias para uma mesma espécie em artigos cientificos
(PASCUAL et al., 2001). L. origanoides foi recentemente reclassificada e agora pertence a
um grupo que inclui varias espécies com semelhancas morfologicas. Quatro grupos
podem ser distinguidos e um deles que € dirigido por L. origanoides em que 28 taxons
tém sido considerados como sinbnimos, incluindo L. sidoides, L. affinis, L. graveolens, L.

salviifolia, reconhecidos por seus usos tradicionais (O’LEARY et al., 2012).
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A composi¢do quimica de 6leos essenciais de Lippia spp. € também determinada
por fatores genéticos e outros fatores podem acarretar alteracdes significativas na
producdo dos metabdlitos secundarios de tais plantas, como disponibilidade de &agua,
luminosidade, temperatura, estagio de desenvolvimento da planta e seu estado
nutricional. No entanto, as atividades biolégicas atribuidas a espécie variam de acordo
com constituicdo quimica do seu Oleo essencial, podendo ocorrer divergéncia genética
dentro de uma mesma populacdo (VELA; AVILA; SANCHEZ, 2013).

O OE de L. origanoides possui como principais componentes 0S monoterpenos
oxigenados, o timol e o carvacrol (OLIVEIRA et al., 2006), que sao responsaveis pelo
cheiro caracteristico e tém forte acdo antimicrobiana contra fungos e bactérias
(CARVALHO et al., 2003).

No estudo de Souza (2015) a composicdo quimica do OE de L. origanoides
determinou que o carvacrol foi 0 composto majoritario na maioria das plantas estudadas
na estacao seca ou chuvosa.

Utilizando a técnica de Disco difusdo, Souza et al., (2015) a partir de seus resultados
constaram que o OE extraido de Lippia origanoides apresentou resultados que indicam
um efeito inibitério mais efetivo sobre E. coli quando comparado a bactéria
Staphylococcus aureus, obtendo a CIM de 40 yL/mL para ambas as cepas e CBM de 160
pML/mL frente a E. coli, ndo sendo identificado a CBM frente a Staphylococcus aureus nas
concentracfes do estudo (40, 80 e 160 puL/mL).

O OE de Lippia origanoides foi submetido a ensaios antimicrobianos para
determinacdo da CIM e da CBM (Concentracdo Bactericida Minima). Os resultados
mostraram que a dose de 120ul/mL foi eficiente em inibir o crescimento dos
microrganismos Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Salmonella Choleraesuis (ATTCC 10708). As concentracfes testadas nao induziram
alteracdes significativas no peso, no comportamento dos animais e nos parametros
hematolégicos e bioquimicos. Também ndo houve presenca de alteracbes
histopatolégicas no figado, rins e coracdo sugerindo que o 6leo de Lippia origanoides &
atoxico apos administragdo oral em condi¢cdes agudas ou crbnicas e sua utilizacdo na
medicina veterinaria deve ser considerada como uma grande viabilidade econdémica e
sustentavel (ANDRADE et al., 2014).

Santos et al. (2004) concluiram que o OE de L. origanoides apresentou atividade
antimicrobiana significativa contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida

albicans e Candida tropicalis com halos de inibicdo de 15cm, 15 cm, 21 cm, 23cm e 27

37



cm, respectivamente. A analise da composicdo quimica do Oleo demonstrou que o
carvacrol foi o principal componente juntamente com o G-terpineno, timol, e p-cimeno.

No cenéario de compostos naturais com potencial antimicrobiano, destaca-se a
Agave sisalana (Perrine), conhecida popularmente como sisal € uma cultura de grande
importancia no Brasil (SILVEIRA et al.,, 2012). Produzida em larga escala no nordeste
brasileiro, principalmente no Estado da Bahia, que € responséavel por 95% da producéo
nacional de fibras duras, gerando empregos para mais de 800 mil pessoas (SANTOS et
al., 2010). Na composigcéo quimica da A. sisalana encontra-se tanino, alcaldides, saponina
e cumarina (BARRETO; ARAUJO; BONIFACIO, 2010).

O extrato de A. sisalana apresenta atividade antimicrobiana comprovada, Almeida
(2013) detectou uma CIM de 98 ug/mL para Candida albicans, 783 ug/mL para
Tricophyton mentagrophytes e 3125 pg/mL para Malassezia pachydermatis.

Nos testes in vitro com A. sisalana encontrou-se reducgdo superior a 95% na
contagem de larvas de terceiro estagio (L3) do género Haemonchus spp. nas
concentracfes entre 86,5 e 146,3 mg/mL, e de 95% para Oesophagostomum spp. na
concentracdo de 146,3 mg/mL, concluindo que o tratamento a partir do extrato de A.
sisalana resulta na reducédo significativa (p<0,05) do nimero de larvas (DOMINGUES et
al., 2010).

Os extratos da A. sisalana impediu a germinac¢éo de conidios Fusarium oxysporum e
o crescimento micelial na concentracédo de 40 %. A aplicacdo do extrato em solo fértil em
época pos-plantio reduziu a incidéncia de plantas afetadas (MORAIS et al., 2010).

A literatura mostra que o extrato de Agave sisalana tem comprovada acéo
antifangica, porém com poucos estudos tem sido realizado com bactérias, fomentando a
necessidade de avaliar a sua eficacia como antibacteriano.

Neste contexto, a industria de alimentos busca opc¢des de substituicio dos métodos
tradicionais de controle de microrganismos nos alimentos, e, dentre 0s mais estudados,
estdo a utilizagdo de compostos antimicrobianos naturais (SANTOS, 2010).

Salienta-se a necessidade de realizar estudos consistentes nessa area, com vistas a
reducdo da resisténcia bacteriana por meio de alternativas que substituam as terapéuticas
atualmente utilizadas, e associacdo com novas estratégias para reducao de contaminante
como no uso em embalagens. Conferindo interesse ao uso de antimicrobianos naturais,
por ser uma alternativa economicamente vidvel para se assegurar a qualidade
microbioldgica deste produto e proporcionar uma segurancga para a saude do consumidor

associado a importancia da fiscalizacao pelos 6rgaos competentes e a sensibilizagéo dos
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consumidores no que tange o0 manuseio higiénico e a coccdo adequada, medidas

eficientes para eliminar patégenos alimentares.
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Abstract

The aim of this study was to determine the population of total coliforms and Escherichia coli (E.
coli) in environmental samples (bed) and inputs (water and food) of poultry in the slaughterhouse
of Bahia Reconcavo and identify virulence genes iss and iutA the positive strains E. coli. In the
period from July to December 2014 were collected in 7 aviaries 70 samples, including
environment and inputs, it was found the population of Total Coliforms and E. coli, by rapid
method of counting Petrifiim™ (3M Company) (998.8 AOAC) samples and the bed through feed
and fast method chromogenic Readycult® (Merck) in water samples. Samples of E. coli were
analyzed for the presence of virulence genes iss and iutA, using the Polymerase Chain Reaction
(PCR). The Total Coliforms were detected in 82.85% of environmental samples and inputs, with
between 1.48 to 8.40 log UFC/g. Strains of E. coli were present in the environment and inputs in
71.42% of samples, with between <0.95 to 7.79 log UFC/g. Among the samples of the
environment and inputs the poultry, the bed is configured as larger population sample of E. coli,
with a mean of 5.36 log UFC/g, then the trough of the feed samples (3.00 log UFC/g) depositing
ration (2.60 log UFC/g). In the water cooler E. coli water was present in 78.57% of the
samples. The iutA and iss genes were detected in 92.0 % and 34.0 % of the isolates of E.
coli, respectively, yielding concomitantly the presence of virulence genes in 34.0 % of the
isolates. Thus, considering the presence of virulence genes iss and utA characteristic of
Pathogenic Escherichia coli for Birds, in coming isolated from the environment and inputs of the
aviaries of Bahia Reconcavo, it is emphasized that the implementation of effective techniques for
health management in all stages of production of chicken meat that aim to avoid the disclosure of
this and other pathogens aviaries to the consumer, ensuring safe food production.

Keywords: Poultry, zoonotic potential, APEC, Pathogenicity, avian bed, iss, iutA.
Resumo

Obijetivou-se neste trabalho determinar a populacao de Coliformes Totais e Escherichia coli
(E. coli) em amostras de ambiente (cama) e insumos (agua e racdo) de aviarios em matadouro
do Recdncavo da Bahia e identificar os genes de viruléncia iss e iutA nas cepas positivas para E.
coli. No periodo de julho a dezembro de 2014 foram coletadas em 7 aviarios 70 amostras,
incluindo ambiente e insumos. Foi verificada a populacdo de Coliformes totais € E. coli, pelo
método rapido de contagem Petrifilm™ (3M Company), (AOAC 998.8) nas amostras de cama e
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racao e por meio do método rapido cromogénico Readycult® (Merck) nas amostras de agua. As
amostras de E. coli foram analisadas quanto a presenca dos genes de viruléncia iss e iutA,
utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os Coliformes Totais foram detectados em
82,85% das amostras do ambiente e insumos, com populagcédo entre 1,48 a 8,40 log UFC/g.
Cepas de E.coli estavam presentes em ambiente e insumos em 71,42% das amostras, com
populagéo entre <0,95 a 7,79 log UFC/g. Dentre as amostras do ambiente e insumos dos
aviarios, a cama configurou-se como a amostra de maior populacdo de E. coli, apresentando
média de 5,36 log UFC/g, seguida das amostras de racdo do comedouro (3,00 log UFC/g) e
ragcao do deposito (2,60 log UFC/g). Na agua do bebedouro E. coli esteve presente em 78,57%
das amostras. Os genes iutA e iss foram detectados em 92,0% e 34,0% dos isolados de E. col,
respectivamente, obtendo-se de forma concomitante a presenca dos genes de viruléncia em
34,0% dos isolados. Desta forma, considerando a presenca dos genes de viruléncia iss e iutA,
caracteristicos de Escherichia coli Patogénica para Aves, nos isolados oriundos do ambiente e
insumos dos aviarios do Recébncavo da Bahia, enfatiza-se a implantacéo de técnicas efetivas
para 0 manejo sanitario, em todas as etapas do processo produtivo da carne de frango que
visem evitar a veiculagao deste e de outros patdogenos do avario para o consumidor, garantindo
a producao segura do alimento.

Palavras-chave: Avicultura, Potencial zoondtico, APEC, Patogenicidade, Cama aviaria, iss, iutA.

1. Introdugédo

No cenéario mundial, o Brasil ocupa posicdo de destaque na producdo de aves,
considerado o principal exportador de carne de frango no mundo (ABPA 2015). Contudo, essa
crescente demanda propicia a disseminacdo de microrganismos, que pode comprometer toda a
cadeia produtiva, além de se configurar um risco potencial a saude do consumidor (Barros et al.
2012).

De acordo as afirmacdes de Maschio & Raszl (2012), observa-se com frequéncia a
ocorréncia de lesbes que levam a condenacdo de carcacas ou partes, durante as fases de
criacdo dos frangos e a fase industrial, culminando em prejuizos para as empresas avicolas.
Dados da literatura apontam o frango e seus derivados como importantes veiculos de
microrganismos patogénicos (Marques et al. 2010; Vaz et al. 2010; Prata 2008)

Neste contexto, a condenacéo parcial ou total de carcagcas tem como objetivo zelar pela
saude publica, tendo em vista que os produtos de origem animal constituem a mais importante
fonte de patégenos que podem ser veiculados para o ser humano (Silva & Vieira 2010). Estas
condenagbes podem ter como origem trés problemas: sanitarios, de manejo e de operagao
industrial (Maschio & Raszl 2012).

Na perspectiva de garantir a seguranca dos alimentos, pesquisas de Coliformes Totais e
Escherichia coli podem ser utilizadas como par&dmetros para monitoramento da qualidade
sanitaria dos frangos (Rodrigues et al. 2008).

Entre os patdégenos bacterianos causadores de infeccdo em aves, Escherichia coli
patogénica para aves (APEC) constitui-se um dos principais agentes responsaveis por perdas
econdmicas na industria avicola. (Ferreira & Kndbl 2009), representando um dos maiores
desafios da avicultura industrial moderna (Barnes, Nolan & Vaillancourt 2008; Ferreira & Knobl
2009).

Os mecanismos de viruléncia da APEC tém sido continuamente estudados e acredita-se
ser multifatorial. Apesar da existéncia de fatores reconhecidos por sua contribuicdo para a
viruléncia de APEC, ainda ndo ha um marcador definido ou conjunto de marcadores que definam
0 seu patotipo (Dziva & Stevens 2008).

Em 2008, Johnson et al. demonstraram que 0s genes plasmidiais utA (que codifica
receptores sideroforos) e iss (que codifica proteina de resisténcia ao sistema complemento)
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eram significativamente mais frequentes em cepas APEC, sugerindo que estes poderiam servir
como indicadores da patogenicidade desse patotipo.

Salienta-se ainda que as principais fontes de contaminagdo do frango s&o oriundas dos
insumos e ambiente produtivo, sendo o frango veiculo da disseminacdo do patégeno ao longo
da cadeia produtiva, constituindo-se um problema de Vigilancia Sanitéaria (Silva 2011).

Dentre as fontes de contaminacdo do ambiente produtivo destaca-se a cama que protege
0s animais do contato direto com o solo, absorve a agua, incorpora fezes e penas e contribui
com reducédo das oscilagdes da temperatura no galpéo (Garcia, Lima & Caldara 2011). Segundo
Paganini (2004), cama é todo o material distribuido sobre o piso de galp8es para servir de leito
as aves e é constituido de uma mistura de excreta, penas das aves, racdo e o material utilizado
sobre o piso, que geralmente é constituido de maravalha de madeira. Representa um nicho
microbioldgico que alberga varios patdgenos implicados em problemas inerentes a seguranca
dos alimentos, destacando E. coli, relevante por causar infec¢cdes oportunistas ou condenacéo
de carcacas (Fiorentin, 2005).

Diante da importancia da cadeia produtiva de carne de frango para a seguranca desse
importante alimento e da caréncia de estudos que identifiquem possiveis fontes de
contaminac&o microbiolégica nos aviarios, objetivou-se identificar a presenca de Coliformes
Totais e Escherichia coli patogénica nas amostras do ambiente e insumos dos aviarios, bem
como o potencial patgénico a partir da identificacéo de fatores de viruléncia de resisténcia sérica
e receptores sideroéforos.

2. Metodologia
2.1. Coleta das amostras

No periodo de julho a dezembro de 2014 foram identificados sete aviarios fornecedores de
frango (Gallus gallus) para um matadouro avicola do Reconcavo Sul da Bahia, os quais foram
visitados duas vezes para coleta das amostras com intervalo entre 45 e 60 dias.

Em cada visita procedeu-se a coleta de amostras do ambiente (cama) e insumos (racéo
dos comedouros, ragdo dos galples, agua dos bebedouros e agua da tubulacdo da
distribuicdo), totalizando 10 amostras por aviario, obtendo um quantitativo final de 70 amostras.

As amostras foram coletadas assepticamente, identificadas, acondicionadas em caixa
térmica contendo gelo reciclavel e transportadas até o Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia
do Nucleo de Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (CCS/UFRB), sendo as anélises microbiolégicas
executadas em até duas horas.

2.2. Quantificagédo de Coliformes Totais e Escherichia coli

A determinacdo da populacédo de Coliformes Totais e Escherichia coli das amostras de
racao e cama foram realizadas por meio de método rapido de contagem em placas Petrifilm™
(83M Company), utilizando a placa Petrifilm EC, conforme recomendacdes do fabricante (AOAC
998.8). A contagem de colbnias caracteristicas foi realizada com auxilio de um contador de
colénias modelo CP600 Plus (Phoenix®), calculando-se o numero de log UFC/g (Silva et al.,
2007).

Para as analises das amostras de agua, a presenga ou auséncia de Escherichia coli em
100 mL foi realizada por meio do método rapido cromogénico Readycult® (Merck), conforme
orientacdes do fabricante. Uma aliquota das amostras que apresentaram fluorescéncia azul sob
luz ultravioleta, caracteristicas de serem positivas para Escherichia coli, foram transferidas para
placas de Petri contendo agar Eosina Azul de Metileno (Eosine-Methylene Blue, EMB) com auxilio
de alca de platina (didametro 0,46 por 5 cm), sendo selecionadas as coldénias que apresentaram
coloracao verde metalico (Silva et al. 2007).
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2.3. Pesquisa de genes de viruléncia de patotipos de Escherichia coli

Inicialmente foram isoladas até trés coldnias tipicas de Escherichia coli oriundas da placa
Petrifim EC™ (83M Company) e EMB. Cada colbénia foi inoculada, com o auxilio da alca de
platina, em microtubo contendo o caldo Brain Heart Infusion (BHI), sendo incubado a 35+1°C por
24+2h. Ap6s esse periodo, foi adicionado 2 mL de glicerol a 15 % e as amostras foram
congeladas a 20 °C negativos para posterior extragcdo do DNA.

No processo de extragdo de DNA, as amostras foram reativadas em caldo BHI e incubadas
a 35+1 °C por 24+2 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 13500
rom. Apds esta etapa, o sobrenadante foi descartado e acrescentado 800 pL de agua
deionizada, sendo realizada a homogeneizacdo e centrifugacdo nas mesmas condicdes
descritas anteriormente. Ao término, novamente descartou-se o sobrenadante e adicionou 80 uL
de agua deionizada e foi realizada a homogeneizacdo. Apos essa etapa, as amostras foram
submetidas a 96 °C por 10 minutos em banho-maria. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 20 segundos a 13500 rpm, sendo retirado 2 uL do sobrenadante e colocado
em um microtubo contendo 18 pL de agua deionizada. As amostras de DNA foram estocadas a
20 °C negativos até o momento da analise.

Apds a extracdo de DNA, foi realizada a quantificacdo do DNA, a qual foi estimada por
meio de espectofotdbmetro BioPhotometer D30 (Eppendorf™) e as amostras foram diluidas em
agua ultrapura (Hexapur™) para padronizacao da concentracao final de 50 ng/10uL.

Partindo das cepas de Escherichia coli isoladas dos insumos e ambiente produtivo,
pesquisou-se 0s genes de viruléncia associados aos patotipos APEC (iss e iutA) por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

Os componentes utilizados para a realizagéo da PCR estdo descritos no Quadro 1.

As reacdes foram preparadas em camara asséptica e 24 uL do mix (Quadro 2) foram
distribuidas em tubos de polipropileno de 0,5 mL, sendo adicionado 1 yL de cada amostra em
cada tubo. Para o controle negativo utilizou-se a agua ultrapura (Hexapur™), para os controles
positivos foram utilizadas cepas padrées cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio
de Janeiro, APEC (ATCC 25922). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador
do tipo Mastercycler (Amplitherm™).

Posteriormente, 10 uL do produto amplificado, assim como 0s controles positivo € negativo,
e 2 uL do peso molecular de 50pb DNA /ladder foram adicionados em cada poco do gel de
agarose a 2%, corado com brometo de etidio (10 mg/mL), realizando-se a separagcdo mediante
eletroforese, utilizando o equipamento GSR® 1000STD em condi¢des de 100 minutos, 60V, 37mA
e 2W. Apds essa etapa os resultados foram observados ao transiluminador ultravioleta (Loccus
®

).
2.4. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versao 20.0. Realizou-se
analise descritiva, sendo media e desvio padréo para as variaveis quantitativas, e porcentagem
para as variaveis categoricas. Foram calculadas as médias e desvio padrdo das contagens de
microrganismos encontradas.

A média das bactérias foram submedidas a analise de variancia (ANOVA) e comparados
pelo teste de Tuckey em relacao a variacao entre os pontos de cultivo. Valores de p < 0,05 foram
considerados significantes.

3. Resultados

A partir das andlises realizadas, foi evidenciada a presenca dos Coliformes Totais (CT) em
82,85% das amostras, com populacao entre 1,48 a 8,40 log UFC/g, enquanto a presenca de
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Escherichia coli foi detectada em 71,42% das amostras analisadas, cuja populacao esteve entre
<0,95 a 7,79 log UFC/g (Quadro 3).

Em andlise comparativa das amostras do ambiente e insumos, a cama configurou-se como
a amostra de com maior populacdo de E. coli , apresentando média da populacdo de 5,36 log
UFC/g, seguido das amostras de racdo do comedouro (3,00 log UFC/g), racao do depdsito (2,60
log UFC/g). E. coli esteve presente em 78,57% (n=12) das amostras da agua do bebedouro,
enquanto as amostras coletadas da agua do sistema de distribuicdo apresentaram a menor
contaminacéo, 35,71% (n=5).

Ao avaliar a contaminacdo microbiolégica por aviarios, conclui-se que o aviario G
apresentou maior populacdo microbiana, apresentando média de 5,60 log UFC/g, 4,52 log
UFC/g, para Coliformes Totais e Escherichia coli, respectivamente, seguido do aviario F, E, D, C
e A. O aviario B apresentou menores indices de contaminacdo, apresentando média de 3,45
UFC/g Coliformes Totais e 1,50 log UFC/g para Escherichia coli e (Quadro 4).

No que tange a genotipagem, os resultados do estudo revelaram que foram amplificados
simultaneamente os genes de viruléncia iss e iutA em 34,0% (n=17), a partir dos isolados de
Escherichia coli das amostras de ambiente e insumos de aviarios. Conforme descrito no quadro
5, Os genes utA e iss foram detectados em 92,0% e 34,0% dos isolados de E. coli,
respectivamente, sendo observado que 0s genes JutA foram mais prevalentes quando
comparados aos genes /ss para todos os isolados oriundos da cama, agua do bebedouro e
agua de distribuicao. A amplificacdo exclusiva do gene iutA ocorreu em 58% (29/50), enquanto o
gene iss ndo foi detectado unicamente em nenhuma das cepas avaliadas, estando sempre
associado a presenca do gene iutA.

4. Discussao

O sucesso ou a falha da producé&o de frangos esta diretamente ligado as condigdes
ambientais nos quais 0s animais sé&o criados (Bueno & Rossi, 2006). De acordo com Mohamed,
Shehata & Rafeek (2014) a presenca de E.coli nos sistemas de criacdo de aves é prevalente,
conferindo ao ambiente produtivo papel fundamental para a qualidade do frango, caracterizando
0s procedimentos de higienizagdo como preditores para a permanéncia ou eliminagdo do
patdbgeno no ambiente, como bebedouro, comedouro, cama de frango, paredes e pisos, como
afirmado por Nogrady et al. (2008) e Heyndrickx et al. (2002), podendo permitir assim a
contaminacéo de lotes posteriores de frangos originalmente livres de patdégenos.

A populacéo elevada de microrganismos indicadores, como Coliformes Totais, pode inferir
a ocorréncia de falhas higiénico-sanitarias no manejo de criagdo das aves.

A partir dos achados dessa pesquisa, pode-se atribuir ao frango, o papel de veiculo
carreador de microrganismos ao longo da cadeia produtiva. A presenca de patdégenos na cama
configura a mesma como reservatério de microrganismos que podem contaminar a ave, e 0S
insumos aviarios, como a ragdo do comedouro, depdsito e a agua do bebedouro, e ainda,
recontaminar o ambiente, em decorréncia do contato direto do frango com esses substratos
durante o periodo de criacdo, mantendo ativo esse ciclo contaminante.

A diferenca de contaminacao entre as racdes, depdsito e comedouro pode estar atribuida
ao contato do frango com esses substratos, pois a racdo do depdsito tem contato reduzido com
a ave, assim como a baixa populacdo microbiana nas amostras de agua do sistema de
distribuicao, que também podendo ser justificada em decorréncia da inexisténcia do contato das
aves com o sistema de distribuicdo de agua. Desta forma, potencializa os riscos ao consumidor,
visto que o contato direto do frango a esses substratos pode influenciar na presenca do
patdégeno na ave. Neste contexto, a cama representa um ambiente propicio para a manutengéo e
permanéncia de microrganismos.

Entretanto, o ambiente do aviario pode sofrer influéncia de camas de frango com alto teor
de umidade, que interage com altas temperaturas do ambiente, levando a elevagdo dos
incrementos na emissdo de amdnia, 0 que provoca uma gqueda na produtividade dos animais
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(Menegali 2009). O que de acordo com Oliveira et al. (2003) tornam as aves mais predispostas a
doencas respiratérias, aumentam os riscos de infeccdes, prejudicando processos fisioldgicos de
trocas gasosas. Causando ainda, estresse aos frangos, 0 que leva a perda de peso e pode
provocar a morte das aves (Hernandes & Cazetta 2001).

A contagem de enterobactérias esta intimamente relacionada ao tempo de uso da cama,
em decorréncia da incorporacdo gradativa de grande quantidade de dejetos a cama,
aumentando a sua populagdo microbiana (Roll et al. 2008). Salientando que a reutilizagdo da
cama deve ser realizada quando proveniente de lotes saudaveis e tratada antes do uso, evitando
dessa forma que a cama atue como veiculo de bactérias patogénicas (Diniz, Mello & Salcedo
2015).

Justificando a importancia da qualidade do ambiente aviario, Otutumi et al. (2013)
avaliaram a influéncia da cama em dermatoses, e concluiram que tratamento com microrganismo
benéfico na cama aviaria apresentaram melhora no aproveitamento de frangos e reducéo para
as dermatoses, o que implica em menores perdas econémicas para as agroindustrias. Sendo
assim, a cama aviaria é um importante aspecto a ser considerado na producéo avicola. Bassan
et al. (2008) e Alzawgari et al. (2013) ressaltam que pode ocorrer ingestao de cama aviaria com
risco de contaminacédo por enteropatdégenos na etapa final do manejo pré-abate, quando as aves
sdo submetidas a restricdo alimentar, potencializando a necessidade de manter a qualidade da
mesma, visando a seguranga microbiologica das aves.

Desta forma, as etapas do processo produtivo de frango incitam a necessidade do
desenvolvimento de alternativas com vistas a qualidade e seguranca dos alimentos a fim de
minimizar contaminagdes e prejuizos na industria avicola (Saki et al. 2012).

Somando-se as caracteristicas do ambiente, 0os insumos (dgua e racado), possuem a
mesma relevancia, por interferir diretamente indices zootécnicos e na disseminacdo de
enfermidades, acarretando graves prejuizos econémicos, além de carrear agentes patogénicos
de doencas de interesse em saude publica (Soares & Mesa, 2009).

Assim, medidas de controle microbioldégico da agua devem ser consideradas como
prioridade a fim de evitar tais doencas, evitando perdas econdmicas e riscos associados ao
consumo animal (Gama et al. 2008). O consumo de agua de qualidade favorece melhor
condicdo morfofisioldgica, manutencdo da integridade intestinal e consequente melhora
significativa nos parametros de desempenho das aves (Gama et al. 2009; Amoroso 2009).

Contudo, a 4&gua utilizada para dessedentacdo (bebedouros) das aves, pode ser
contaminada no interior do aviario por meio do contato com fezes, secrecdes e muco de aves
doentes (Amaral, 2004).

Escherichia coli € considerado indicador da qualidade microbiolégica da agua dos
aviarios, representando 95% das bactérias que compdem o grupo dos Coliformes
Termotolerantes. Sua presenca é o melhor indicador para contaminacgao fecal (Jay, 2005).

No presente trabalho pode-se atribuir também a contaminacé&o da agua dos bebedouros,
bem como a racdo do comedouro e depdsito, associados ao contato direto da cama, pois foi
observada a presenca de cama nesses insumos, considerando a ave como contaminante da
cama e responsavel por carrear cama para bebedouro, comedouro e depdsito de racéo, ou seja,
carreador de patdégeno.

No estudo de Togashi et al. (2008) avaliou-se a qualidade microbiolégica da agua para
dessedentacdo de poedeiras fornecida por diferentes tipo de bebedouros taca e nipple
(chupeta), sendo o primeiro caracterizado por armazenar a agua a disposicdo das aves,
facilitando assim a exposicao as condigcdes ambientais, € 0 segundo por representar um sistema
fechado e capaz de libera agua através do toque do bico das aves (Carr et al. 1988). Os
pesquisadores observaram que as amostras de agua fornecidas por bebedouro nipple n&o
apresentaram concentracdo de Coliformes Totais ou termotolerantes, ou seja, o contato menor da
ave com a agua reduz a contaminacao microbiana.

Desta forma, pode-se sugerir que quanto maior o contato das aves com a agua/bebedouro
maior a probabilidade de contaminag&o, sugerindo maior possibilidade de contaminagé&o
cruzada entre os animais do aviério, além de necessitarem maior frequéncia de higienizacao de
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equipamentos e instalacfes, visando a reducdo da contaminacado e atribuindo ao frango um
veiculo carreador microbiolégico ao longo das etapas produtivas. O que é confirmado com os
achados de Duarte et al. (2014) que avaliaram a qualidade da agua de consumo para bovinos e
concluiram que as areas onde havia livre acesso foi detectada E. coli nos recursos hidricos por
pisoteio do solo, fezes e urina, enquanto que as areas sem o acesso dos animais e tratada com
cloro ndo apresentaram Coliformes Totais, demonstrando a eficiéncia deste tratamento e
correlacéo positiva entre o contato animal e contaminacéao.

N&o obstante, a elevada contaminac&o microbiana apresentada pelos aviarios pode ser em
decorréncia da reutilizacdo da cama, pois, conforme o relato dos avicultores, as mesmas n&o
passam por processo de tratamento e/ou descontaminacao para receber novos lotes de frango,
podendo ser reutilizada até seis vezes, possibilitando a veiculagédo de microrganismos
patogénicos ao longo da cadeia produtiva. Observou-se ainda, que a discrepancia entre o
aviario B e os demais com relacéo a presenca de E. coli, podendo esté atribuido a cama, por ser
um material novo, € pouco tempo em contato com as aves no momento que foi coletado, bem
como a elevada contaminagdo no aviario G foi decorrente a reutilizagdo da cama, que
visivelmente foi reaproveitada de outros lotes devido ao acumulo de dejetos na mesma..

Verificou-se a partir da analise de comparacdo de médias, através do teste Tukey, que
houve diferenca estatistica da contaminacao microbiana apenas para cama evidenciando a sua
relevancia no processo contaminante do ambiente avicola, inclusive na carreagao de patdégeno
para 0s insumos.

Diante da elevada presenca de E. coli em ambiente e insumos de aviarios fez-se
necessario identificar o potencial patogénico das cepas, dessa forma, a genotipagem configura-
se como um método eficiente para identificacdo de cepas bacterianas patogénicas, como APEC.

Nakazato et al. (2009) relataram que a caracterizacdo molecular e bioldégica € necessaria
para o0 entendimento da patogénese da APEC, visando o desenvolvimento de ferramentas que
podem prevenir as perdas econdmicas causadas por estas linhagens.

Corroborando com os achados genéticos do estudo, Corréa et al. (2013) amplificaram o
gene iss em 92,8% dos isolados (26/28) e o gene iutA em 71,4% (20/28) de amostras coletadas
em aves no Brasil. Da mesma forma, Rodriguez-Siek et al. (2005), em estudo sobre a prevaléncia
de genes de viruléncia nas APEC nos Estados Unidos, encontraram o gene iss em amostras de
aves (frangos e perus) em 76,5% dos isolados € o gene iutA em 92,7% destas amostras.

Para classificacdo da patogenicidade de Escherichia coli, Yurong et al. (2015) atribuiram a
presenca dos genes de viruléncia da APEC iss, iutA, iroN, ompT e hlyF, e em seu estudo
observaram que entre 87 isolados de E. coli, 41 (47,1%) apresentaram trés ou mais genes de
viruléncia.

Gines et al. (2015) concluiram que dentre 22 isolados da APEC, 91% (20) continham os
genes de viruléncia preditores de APEC, utA e iss, salientando que os frangos s&o 0s
reservatorios desse patotipo € que 0os genes associados a viruléncia poderiam ser transmitidos
para a comunidade por meio da cadeia alimentar.

Oliveira et al. (2015) avaliaram 72 cepas isoladas de Escherichia coli oriundas de galinhas
caipiras, todas as cepas apresentaram o gene iss, enquanto que a frequéncia para iutA foi de
88,9% (n=64).

Wang et al. (2015) atribuiram a presenca de genes utA e iss com maior frequéncia em
estirpes de Escherichia coli altamente patogénicas, conferindo evidéncias que demonstram que
a patogenicidade de cepas de E. coli estd associado com 0 numero e combinacédo de genes
associados a viruléncia.

O patotipo APEC causa infecgdes extraintestinais em aves, como infeccéo respiratdria,
pericardite e septicemia. Em humanos estdo associados a infecgbes intra-abdominais (Kaper,
2005). Diante do exposto, Montassier et al. (2015) indicam que os frangos de corte que portam
um conjunto relevante de genes virulentos, pode aumentar significativamente a ocorréncia e
gravidade de colibacilose nas aves.

Entretanto, visando a reducdo da carga microbioldégica, medidas de controle sé&o
requeridas na industria aviaria para culminar na garantia de produtos seguros para 0 consumo
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humano, reducao de perdas com condenacdo de carcacas € manutenc¢éo da producéo em larga
escala da avicultura nacional.

5. Conclusdo

Diante da crescente demanda da indUstria aviaria, a qualidade dos frangos é objeto de
interesse, visando reducéo de condenacgao dos produtos, bem como a garantia da seguranca
alimentar para o consumidor.

Neste contexto promissor € indispensavel o planejamento e execucio de estratégias que
contemplem a sanidade das aves nos aviarios, pois a presenca de patdgenos no ambiente
produtivo, assim como nos insumos, configura-se como risco potencial para a contaminacéo do
frango, considerando o potencial zoondtico das APEC.

Assim, a comprovagdo da presenca dos genes de viruléncia iss e iUtA nos isolados de
Escherichia coli, oriundos do ambiente e insumos dos aviarios deve ser um alerta para
produtores e consumidores.

N&o obstante, os resultados obtidos na pesquisa salientam a importancia de técnicas
efetivas no manejo sanitario para criacéo de frangos, em especial ao que tange a cama, em que
medidas de controle precisam ser implementadas para cada troca de lote, visando a reducéo da
populacdo microbiana, principalmente de Escherichia coli.
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Quadro 1 - Caracteristicas dos primers utilizados para a PCR em insumos e ambiente de
aviarios de um matadouro avicola do Recdncavo da Bahia.

Gene Sequéncia de oligonucleotideos Amplicom Fungéo
(PM)
iss* GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC 760 Resisténcia
CGCCTCGGGGTGGATAA ao soro
iUtA*™* GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 Aquisicao
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG de ferro

* Fonte- Knobl et al. (2012) ** Fonte Johnson et al. (2008). PM-Peso Molecular

Quadro 2 - Componentes utilizados na realizacdo da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para amplificacdo dos genes iss e jutA em amostras de insumos e ambiente oriundos de aviarios.

Componentes Volume (pL) Concentragdo
Agua deionizada 15,2 -

PCR buffer 5 0,2 uMol
dNTP mix 0,5 0,02 Mol
MgCl, 1,5 1,5 uMol
Taqg DNA polimerase 0,27 -
Iniciador | 1,6 -
Iniciador Il 1,6 -
DNA-molde 1 50 ng/10uL
Total 25 -
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Quadro 3 - Frequéncia de Coliformes Totais (CT) e Escherichia coli (E. col) em amostras de
ambiente e insumos de aviarios do Recéncavo da Bahia, 2014

Amostra Populagéo CT Populagéo de E. E. coli
de CT* coli*
Racéao 3,782 14/14-100% 2,602 10/14-71,42%
Depésito 1,48°-5,70° <0,95°-5,08°
(+1,50)° (+1,43)°
Racéao 4,302 14/14-100% 3,012 11/14-78,57%
Comedouro 1,90°-5,73° <0,95°-5,28°
(+1,36)° (+1,55)°
Cama 6,132 14/14-100% 5,362 13/14-92,85%
2,48P-8 40° <0,95°-7,79°
(+1,73)¢ (+1,57)¢
Agua sistema NQ 05/14-35,71% NQ 5/14-35,71%
Agua NQ 11/14-85,71% NQ 11/14-78,57%
Bebedouro
Total 4,492 82,85% 3,462 71,42%
1,48°-8,40° <0,95°-7,79°
(+1,43)° (+1,50)°

aMédia "Minimo “Maximo “Desvio Padrdo NQ N&o quantificado

*Valores expressos em log.
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Quadro 4 - Frequéncia de Coliformes Totais e Escherichia coli em aviérios do Recéncavo da

Bahia, 2014.
Aviérios Populacéo de Coliformes Totais* Populacéo de E. coli*
4,29% 3,207
A 1,81°-8,40° <0,95°-5,60°
(+1,81)° (+1,55)¢
3,72% 2,548
B 1,90°-5,20° <0,95-4,90°
(+1,15)° (+1,48)°
4,212 3,38%
C 1,48°-7,99° 1,00°-7,79°
(+1,76)° (+1,48)°
4,542 3,38%
D 2,48°-5,62° <0,95°-5,48°
(+0,97)° (+1,14)°
4,73° 3,77°
E 3,15°-7,00° 2,08°-6,15°
(+1,18)° (+1,19)°
4,937 3,99°
F 3,08°-7,54° <0,95°-7,00°
(+1,50)¢ (+1,72)°
G 5,00% 3,97°
3,30°-7,71¢ 2,30°-6,32°
(+1,14)° (+1,32)°

aMédia "Minimo “Méaximo “Desvio Padrao

*Valores expressos em log.
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Quadro 5 - Frequéncia de Escherichia coli e genes de viruléncia em amostras de ambiente e

insumos de aviarios do Recébncavo da Bahia, 2014.

Origem E. coli iutA iss
Cama 13/14 12/13 04/13
Agua Bebedouro 11/14 11/11 05/11
Agua Distribuicao 05/14 04/05 02/05
Rac&o Comedouro 11/14 11/11 06/11
Racao Depdsito 10/14 08/10 0/10
Total 50/70 46/50 (92,0%) 17/50 (34,0%)
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CAPITULO 3

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE COMPOSTOS NATURAIS FRENTE A CEPAS DE
Escherichia coli PATOGENICA ISOLADAS DO PROCESSO PRODUTIVO DE CARNE
DE FRANGO.

Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Plantas Medicinais
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Resumo

Objetivou-se neste trabalho avaliar o potencial antibacteriano de 6leo essencial extraido de
folhas e inflorescéncia de Lippia origanoides (Kunth) e o extrato de Agave sisalana (Perrine)
frente a Escherichia coli patogénica, isoladas do ambiente e insumos de aviarios, lesao de
celulite e figado de frango. Isoladas por meio de método rapido de contagem em placas
Petriflm™ e método rapido cromogénico Readycult® (Merck), as amostras de E. coli foram
analisadas quanto a presenca dos genes iss e iutA, utilizando a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Selecionou-se 5 cepas de E. coli positiva para os genes iutA e iss,
oriundas do ambiente e insumos, lesdo de celulite e figado de frango, as quais foram
submetidas a teste de sensibilidade antimicrobiana frente a 6leo essencial extraido de folhas
e inflorescéncia de L. origanoides e extrato de A. sisalana, utilizando o teste de microdiluicao
em caldo. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) apresentada pelo 6leo essencial de L.
origanoides foi de 0,54 mg.mL™ para a E. coli patogénica isolada da lesdo de celulite,
figado, agua, racdo e cama, considerada como bacteriostatica. A CIM para a ATCC 25922
foi 1,09 mg.mL™, avaliada como bacteriostatica. A Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
para os isolados da racao foi de 1,09 mg.mL™, figado, 4gua e cama apresentaram CBM de
2,18 mg.mL™, enquanto que os isolados de lesdo de celulite e cepa padrdo (ATCC 25922)
apresentaram CBM de 4,37 mg.mL™ e 8,75 mg.mL™, respectivamente. Em contraposto, 0
extrato de sisal ndo apresentou atividade antibacteriana em nenhuma das concentragdes
avaliadas frente a todas as cepas estudas. Portanto, a utilizagéo de folhas de L. origanoides
no ambiente produtivo de carne de frango com vistas na inibicdo do crescimento microbiano,
propicia seguranca ao consumidor, visto a presenca de microrganismos patogénicos durante
0 processo produtivo de carne de frango, haja vista o potencial zoonético da bactéria.
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Palavras-chave: Lippia origanoides, alecrim-pimenta, Agave sisalana, sisal, fitoterapia,
aviarios.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the essential oil antibacterial potential extracted from
leaves and inflorescence of Lippia origanoides (Kunth) and extract Agave sisalana (Perrine)
against pathogenic Escherichia coli, isolated from the environment and aviaries inputs,
cellulitis and chicken liver injury. Isolated by fast method count on Petrifilm™ plates and quick
method chromogenic Readycult® (Merck), samples of E. coli were analyzed for the presence
of genes iss and iutA, using the Polymerase Chain Reaction (PCR). Is 5 selected positive E.
coli strains for the genes iss and iutA, coming from the environment and inputs, cellulitis and
chicken liver injury, which were submitted to antimicrobial susceptibility testing against
essential oil extracted from leaves and inflorescence L. origanoides and extract A. sisalana,
using the broth microdilution test. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) presented by
the essential oil of L. origanoides was 0.54 mg.mL™ for pathogenic E. coli isolated from
cellulitis injury, liver, water, feed and bed, considered bacteriostatic. The CIM to ATCC 25922
was 1.09 mg.mL™?, assessed as bacteriostatic. The Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) for isolated ration was 1.09 mg.mL™, liver, water and bed showed CBM 2.18 mg.mL™,
whereas cellulite injury isolated and standard strain (ATCC 25922) showed CBM 4.37
mg.mL? and 8.75 mg.mL™, respectively. In counterposed, extract sisal presented no
antibacterial activity in any of the evaluated the concentrations of all studied strains.
Therefore, the use of L. origanoides leaves in the production of chicken environment aiming
at inhibiting microbial growth, provides consumer safety, since the presence of pathogenic
microorganisms during the production process of chicken, given the zoonotic potential of the
bacteria.

Ke_yvyords: Lippia origanoides, pepper-rosemary, Agave sisalana, sisal, herbal medicine,
aviaries.

1. Introducéo

Escherichia coli patogénica para aves (APEC) é uma bactéria responsavel por
colibacilose, uma das principais doencas da avicultura industrial moderna (Ferreira & Knobl,
2009). A associacdo deste microrganismo a outros patdégenos e a manifestacdo sob a forma
de celulite aviaria, a qual acomete frangos de corte, resulta em um grande numero de
condenagbes em matadouros (Ferreira et al., 2012), principalmente em decorréncia das
condenag0fes parciais e totais da carcaga (Maschio & Raszl, 2012), com consideravel perda
econdmica para os produtores.

Para controle e prevencdo de infeccbes, a terapia antimicrobiana € comumente

utilizada (Mantilla et al., 2008), cujo uso de antimicrobiano como promotor de crescimento é
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regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL, 2006).
Entretanto, recomenda-se que o uso de antimicrobiano na producédo animal e satde humana
devem ser prudentes (WHO, 2013).

Na avicultura, o uso de antimicrobianos é comumente utilizado como promotor de
crescimento em dosagem subterapéutica, considerado eficiente, por melhorar o ganho de
peso e conversao alimentar e reduzir a mortalidade. No entanto, existe uma crescente
preocupacdo que o uso de antimicrobianos na alimentacdo animal em doses subclinicas
atue como fator de risco a saude publica, devido a presenca de residuos em produtos
animais para o consumo humano, que podem produzir reacdes alérgicas, toxicidade ou
inducao de surgimento de resisténcia bacteriana (Santos et al., 2005).

A elevada resisténcia aos antimicrobianos sintéticos em E. coli oriunda de frangos de
corte apresenta-se como indicativo da existéncia de sele¢cdo na microbiota nas aves (Korb et
al., 2015; Guimaraes et al., 2015). Ha evidéncias de que as resisténcias aos antimicrobianos
em bactérias de frangos de corte possam ser transferidas para o ser humano por ingestao
de alimentos contendo residuos de farmacos ou material fecal-oral (Mantilla et al. 2008;
Johnson et al., 2007). A emergéncia de fendtipos de resisténcia de relevancia clinica e a
multirresisténcia em cepas de E. coli de origem animal ilustram a gravidade do problema
(Allen et al., 2010).

Neste contexto, a industria de alimentos busca opcdes de substituicdo dos métodos
tradicionais de controle de microrganismos nos alimentos, dentre os mais estudados estao a
utilizacdo de compostos antimicrobianos naturais (Devlieghere et al., 2004). Entre as plantas
com potencial uso destaca-se a Lippia origanoides (Kunth) (Verbenaceae) e a Agave
sisalana (Perrine) (Agavaceae).

L. origanoides é conhecida popularmente como alecrim-pimenta, alecrim do nordeste,
alecrim de tabuleiro (Martins et al., 2003), sua composi¢cdo tem cerca de 60% de timol ou

uma mistura de timol e carvacrol, ambos agentes antimicrobianos, além de outros
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componentes quimicos como flavondides e quinonas (Lorenzi & Matos, 2002), sendo citada
na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (Brasil, 2009).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial e de extratos de L. origanoides contra
varios fungos, bactérias e outros microrganismos ja foram comprovados por diversos autores
(Wange, 2014; Fernandes et al., 2012; Reis et al., 2011; Silva et al., 2010; Cavalcanti et al.,
2010; entre outros). Sua utilizacdo na medicina veterinaria deve ser considerada como uma
alternativa de grande viabilidade econémica e sustentavel (Andrade et al., 2014).

A planta A. sisalana popularmente conhecida como sisal, apresenta importancia
econOmica para a regido nordeste do Brasil, responsavel por mais de 78% da producéo
mundial de sisal. Contudo, o aproveitamento é de aproximadamente 5%, sendo o restante
descartado na forma de residuo (Branco et al, 2010). A atividade biologica do extrato bruto
das folhas e do extrato bruto do residuo de A. sisalana foi avaliada e demonstrou eficacia
anti-helmintica (Botura et al., 2011) e antifungica (Morais et al., 2010). Entretanto faz-se
necessario conhecer sua propriedade antibacteriana, estabelecendo uma correlacdo entre
esse potencial e a composicao quimica e ainda potencializar o aproveitamento dos residuos
da A. sisalana de modo a possibilitar maior agregacao de valor a producdo sisaleira no
Estado da Bahia.

N&o obstante, diante da importancia da cadeia produtiva de carne de frango, 0s riscos
a saude do consumidor oferecido pelo poencial zoonético e a resisténcia de cepas de
Escherichia coli patogénica a utilizacdo de compostos naturais configura-se como uma
possibilidade promissora, podendo, desta maneira, reduzir os impactos advindos do uso de
antibioticos. Contribuindo, desta forma, com o desenvolvimento de novas tecnologias no
manejo de producéo aviaria, que permitira a garantia da inocuidade dos cortes de frango, e
consequentemente, o aumento da estabilidade durante o armazenamento.

Neste contexto, 0 presente estudo objetivou-se avaliar o potencial antibacteriano de

6leo essencial extraido de folhas e inflorescéncia de Lippia origanoides e o extrato de Agave
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sisalana frente a Escherichia coli patogénica oriunda do ambiente e insumos de aviarios,

lesdo de celulite e figado de frango.

2. Metodologia

2.1 Microrganismos

Para avalicdo da atividade antimicrobiana dos compostos naturais utilizou-se cepas de
Escherichia coli patogénica isoladas a partir de etapas do processo produtivo de carne de
frango por meio de método rapido de contagem em placas Petrifilm™ (3M Company),
utilizando a placa Petrifilm EC, conforme recomendacdes do fabricante (AOAC 998.8). Para
as analises em amostras de agua, a presenca ou auséncia de Escherichia coli em 100 mL
foi realizada por meio do método rdpido cromogénico Readycult® (Merck), conforme
orientacdes do fabricante.

Foram selecionadas 5 cepas de Escherichia coli patogénica positivas para os genes iss
e iutA, isoladas dos insumos do frango (dgua e racdo) ambiente produtivo (cama), lesdo de
celulite e figado, e 01 cepa padrdo de Escherichia coli (ATCC 25922), adquirido da
bacterioteca do Instituto Nacional de Controle de qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ).

Os isolados foram identificados geneticamente a partir da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) cujas caracteristicas dos primers estdo descritas na Tabela 1.

TABELA 1 - Caracteristicas dos primers utilizados para a PCR em insumos e ambiente de aviarios, celulite e figado de
frangos de um abatedouro avicola do Recéncavo da Bahia.

Gene Sequéncia de oligonucleotideos Amplicom (PM) Funcédo

iss* GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC 760 Resisténcia ao soro
CGCCTCGGGGTGGATAA

UtA** GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 Aquisicao de ferro

CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
* Fonte: Knobl et al. (2012) ** Fonte: Johnson et al. (2008). PM-Peso Molecular

Para realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana, as cepas foram reativadas 18
horas antes do experimento, em placas de petri contendo o meio agar nutriente e incubadas

a 36 + 1°C.
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A suspensdo bacteriana foi padronizada na concentracéo de 1,5 x 10° UFC/mL™ com
auxilio de espectrofotbmetro, Spectrum, com comprimento de onda 625 nm, cujo limite de

leitura aceitavel que variou entre 0,08 e 0,10.

2.2 Compostos naturais extraidos de plantas

Foram utilizados no presente estudo Oleo essencial de folhas e inflorescéncia de Lippia
origanoides (Kunth) (alecrim-pimenta) e o extrato de Agave sisalana (Perrine) (sisal).

O cultivo da planta L. origanoides foi realizado entre janeiro a marco do ano 2014,
conduzido na Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de
Santana-UEFS, Bahia. Esta unidade situa-se a 234 metros de altitude, na latitude de
12°16°00” Sul e longitude de 38°58'00” Oeste. Durante o periodo de cultivo foi registrado
pluviosidade média de 750 mm por ano e temperatura variando em torno de 26° C. Segundo
a classificacdo de Kdppen, o clima do local de cultivo é do tipo BSh, semiérido quente.

A composicdo quimica do 6leo essencial foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), em cromatografo Shimadzu CG-2010
acoplado a Espectrobmero de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu, coluna WCOT de silica
fundida, 30 m x 0,25 um, injetor CP-1177, temperatura do injetor 220°C, gas de arraste Hélio
(LmL/min), temperatura da interface de 240°C, temperatura da fonte de ionizagdo de 240°C,
energia de ionizacado 70 eV, corrente de ionizacdo 0,7 kV e programa de temperatura do
forno 60°C a 240°C (3°C/min), 240°C (20min). Os componentes foram identificados através
da comparacédo dos espectros de massas obtidos com os da biblioteca do equipamento e
por comparacdo dos Indices de Kovats (IK) calculados com a literatura (Adams, 1995)
empregando uma série homoéloga de hidrocarbonetos.

O O6leo essencial e sua composicdo quimica foram obtidos no Laboratério de

Fitoquimica do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da
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Universidade do Recbncavo da Bahia (UFRB) com apoio do Laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Para o preparo do extrato, o residuo de sisal foi coletado no campo, no momento de
desfibramento da folha, com a maquina de desfibramento tradicionalmente utilizada
pelos produtores, no municipio de Valente, com o apoio da Associacdo de
Desenvolvimento Sustentavel e Solidario da Regido Sisaleira - APAEB.

O residuo, contendo mucilagem e liquido (a polpa da folha de sisal sem a fibra) foi
prensado com uma prensa desenvolvida pelo Laboratério de Microbiologia Agricola da
UFRB, o liquido foi coletado em sacos de plastico e transportado refrigerado em caixas de
isopor no mesmo dia, até o Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB, congelado em
freezer vertical a 4°C, até ser utilizado nos ensaios propostos neste projeto. A composi¢cao

guimica do extrato de Agave sisalana serdo realizados posteriormente.

2.3 Teste de Susceptibilidade aos antimicrobianos

2.3.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

O dleo essencial de L. origanoides e o extrato de A. sisalana foram testados contra
Escherichia coli patogénicas oriundas de insumos e ambiente de aviarios, celulite e figado
de frangos e cepa padrdo Escherichia coli ATCC 25922.

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi utilizado o ensaio de
suscetibilidade por microdiluicdo em caldo recomendado pelo CLSI (2003), com adaptacoes,
sendo que todos os testes foram realizados em triplicatas.

Inicialmente, os compostos naturais foram diluidos em Tween 80 a 10% de modo a
obter uma solucdo estoque de 70 mg.mL™, a qual foi posteriormente esterilizada utilizando
filtros de porosidade de 0,22um.

Foram preparadas diluices seriadas na ordem de 35 mg.mL™ a 0,27 mg.mL™ dos

compostos testados em placas de microtitulagdo de 96 pocos. Em seguida, cada pocgo
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recebeu 10 pL da suspensdo de micro-organismo teste na concentracdo de 1,5 x 10°
UFC.mL™. As placas foram incubadas & 37°C por 24 horas e a determinacdo da CIM foi feita
pelo método colorimétrico utilizando 30 pL de resazurina 0,01%.

Como controles foram usados: gentamicina 10 mg.mL™, controle de viabilidade dos
microrganismos, esterilidade do meio e influéncia dos solventes (Tween 80) sobre o
crescimento microbiano. Cinco microlitros do conteddo dos po¢os que mostraram atividade
foram inoculados em &gar Mdueller Hinton para determinacdo da concentracdo bactericida
minima (CBM). O crescimento bacteriano no meio de cultura contido na placa de Petri
caracterizou o composto como tendo atividade bacteriostética, a auséncia de crescimento,

atividade bactericida.

3. Resultados e Discussao
A composicdo quimica do 6leo essencial extraido de folhas de L. origanoides esta

representada na tabela 2. O componente majoritario foi o carvacrol (56,60%), seguido de p —
Cimeno (6,27%), E-cariofileno (4,13%) e timol (4,10%).

Estudos mostram que as propriedades bactericidas de um 6leo essencial podem ser
atribuidas, dentre outros fatores, a presenca de seus compostos majoritarios ou a sinergia
entre esses e 0s compostos minoritarios identificados no 6éleo essencial (Burt, 2004; Bakkali
et al., 2008).

Os compostos fendlicos dos Oleos essenciais se ligam a bicamada fosfolipidica da
membrana celular aumentando sua permeabilidade e promovendo o extravasando dos
constituintes intracelulares ou danificando o sistema enzimatico da célula (Moreira et al.,

2005).
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TABELA 2. Componentes quimicos identificados no 6leo essencial de Lippia origanoides e seus respectivos
indices de Kovats calculados (IKCalc), indices de Kovats da literatura (IKLit).

COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL

IKcalc IK Lit %
Composicéo
(2E)-Hexenal + (32)-Hexenol tr.a
Pent-4-enoato de etila 884 888 tr.a
a-Tujeno 930 930 0,53+0,15
a —Pineno 938 939 tr.a
Canfeno 954 954 0,33%0,06
1-Octen-3-ol 980 979 tr.a
Mirceno 992 990 0,93+0,15
a —Terpineno 1019 1020 0,70+0,17
p —Cimeno 1028 1024 6,27+0,40
Limoneno 1032 1029 0,20+0,12
y —Terpineno 1063 1064 3,97+0,81
Linalool 1100 1196 2,563+0,61
Canfora 1148 1146 1,10+0,00
Borneol 1169 1169 0,60+0,10
Terpinen-4-ol 1180 1177 0,53+0,06
Metil timileter 1238 1235 2,53+0,12
Timol 1296 1290 4,10+0,10
Carvacrol 1311 1299 58,60+2,23
Acetato de carvacrol 1376 1372 0,50+0,10
E-Cariofileno 1423 1419 4,13+0,50
a —Bergamoteno 1438 1434 tr.a
Aromadendreno 1442 1441 0,67+0,06
a —Humuleno 1457 1454 1,43+0,15
Biciclogermacreno 1500 1500 3,23+0,50
7-epi- a —Selineno 1521 1522 0,37+0,06
Espatulenol 1581 1578 2,20+0,35
Oxido de cariofileno 1586 1583 1,60+0,26
Viridiflorol 1594 1592 0,33+0,06
Total identificado 97,40

Diversos fatores contribuem para diferengca na composicdo dos 6leos essenciais de
uma mesma espécie. Morais (2009) descreve que fatores genéticos, idade e alguns fatores
climaticos e ambientais, podem acarretar alteracfes significativas na producdo dos
metabdlitos secundarios pelas plantas. Dependendo do ambiente em que a planta se
encontra, os estimulos podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de
diferentes compostos, alterando o teor e a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais.

Somando-se a esses fatores, o processamento do Oleo essencial em laboratério,
horéario de coleta sao fatores imprescindiveis que precisam ser considerados a fim de manter

a concentragao e qualidade dos mesmos.
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Em geral o Oleo essencial das espécies de Lippia contém, como constituintes
majoritarios, 0s monoterpenos timol e carvacrol (Soares & Dias, 2013), que sdao
componentes volateis com atividades antimicrobiana (Maia & Andrade, 2009).

Santos et al. (2004) identificaram em seu estudo, o carvacrol (33,5-42,9%) como maior
componente junto com y-terpineno (8,0-10,5%), timol (5,1-8,4%), metil timol (6,1-8,7%) e p-
cimeno (11,9- 15,8%) para o 6Oleo de L. origanoides. Em contraposto, Queiroz et al. (2014)
relataram que o timol foi o constituinte majoritario, com 48,70% e uma pequena quantidade
do carvacrol (1,14%).

O carvacrol € sempre encontrado em plantas que contém timol, mostrando inclusive
uma espécie de mutualismo entre os dois compostos (SOTO, 1995).

Solomakos et al. (2008) descrevem a atuacdo dos O6leos essenciais a partir da
penetracdo do envelope celular e membrana plasmatica, destruindo a camada de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos, alterando sua permeabilidade. Essa alteracéo
leva & perda de ions com perda do potencial de membrana, colapso da bomba de prétons e
deplecédo de ATP, coagulacao citoplasmatica e clivagem de macromoléculas.

Os resultados para o teste de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia
origanoides e o extrato de Agave sisalana estdo descritos na tabela 3. Todas as cepas de
Escherichia coli patogénica mostraram-se sensiveis frente ao 6leo essencial de Lippia
origanoides. Contudo, o extrato de Agave sisalana ndo mostrou efeito inibitério nas
concentragdes testadas, frente a todos os microrganismos.

TABELA 3. Concentragéo Inibitéria Minima (MIC) e Concentragdo Bactericida Minima (CMB) determinada
em mg.mL'l de ¢6leo essencial (OE) de Lippia origanoides e extrato de Agave sisalana contra ATCC 25922 e
Escherichia coli patogénica isoladas de insumos e ambiente de aviarios, celulite e figado de frangos de um
abatedouro avicola do Recdncavo da Bahia.

Escherichia coli PATOGENICA

ATCC AA ALC AC AF AR
Compostos 25922

CciMm ¢CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM cBM CIM CBM
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OE

de 1,09 1,09 054 437 054 437 054 2,18 054 2,18 054 1,09
Lippia
origanoides

Extrato NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO
Agave
sisalana

AA — E. coli patogénica origem agua; ALC - E. coli patogénica origem leséo de celulite; AC - E. coli
patogénica origem cama; AF - E. coli patogénica origem figado; AR - E. coli patogénica origem ragao.
NO - Nenhum efeito inibitério observado

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) apresentada pelo 6leo essencial extraido de
folhas e inflorescéncia de Lippia origanoides foi de 0,54 mg.mL™ para as cepas de
Escherichia coli patogénica isoladas de insumos e ambiente produtivo (dgua, racdo e cama),
lesédo de celulite e figado, considerada a atividade antimicrobiana do 6leo como
bacteriostatica. A CIM para a cepa padrdo (ATCC 25922) foi 1,09 mg.mL™, avaliada como
bactericida. O 6leo essencial de L. origanoides mostrou CBM de 4,37 mg.mL™ para os
isolados de leséo de celulite e agua, para as cepas oriunda do figado e cama apresentaram
CBM de 2,18 mg.mL™?, enquanto para os isolados da racdo e cepa padrdo (ATCC 25922) a
CBM foi 1,09 mg.mL™,

Para classificacdo da atividade antimicrobiana, Wange (2014) categorizou em 4 classes
de acordo com a sua concentracao inibitéria minima (CIM): uma atividade forte (CIM: <0,01
mg.mL™); uma atividade antimicrobiana forte a moderada (CIM: 0,01- 0,1 mg.mL™); uma
atividade fraca a moderada (CIM: 0,1-1 mg.mL™); e uma atividade fraca (CIM:> 1 mg.mL™).

A partir da classificacdo referida anteriormente é possivel afirmar que o 6leo essencial
extraido de folhas de Lippia origanoides obteve uma atividade antimicrobiana classificada
como fraca para as cepas de Escherichia coli testadas. Contudo, vale ressaltar que ainda
nao existe um consenso sobre qual seria a CIM ideal de compostos naturais, de modo que
os resultados encontrados sdo merecedores de atencao para estudos posteriores.

Souza et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo de Alecrim-pimenta (L.
origanoides) por meio da técnica de disco de difusdo e obtiveram resultados que indicaram

atividade inibitéria forte a moderada frente a bactéria Escherichia coli isolada de amostras
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fecais, de 49 aves de postura do setor de Avicultura do Instituto de Ciéncias Agréarias da
UFMG (Montes Claros - MG). A atividade do 6leo foi demonstrada pela CIM de 0,04 mg.mL™
e a atividade bactericida (CBM) frente ao microrganismo E. coli foi obtida na concentracao
de 0,16 mg.mL™,

Sarrazin et al. (2015) ao avaliar a acao do Oleo essencial extraido de Lippia origanoides
frente a Escherichia coli mostraram valores de CIM que variaram de 0,00015 mg.mL™* a
0,00031 mg.mL* e CBM 0,00125 mg.mL™. Os autores afirmam também que atividade
antimicrobiana estudadas para amostras cultivadas em diferentes épocas do ano,
permaneceu inalterada, permitindo o uso medicinal desta espécie de planta medicinal sem
qualquer risco de perda ou auséncia dos principios ativos da planta.

Utilizando o teste de microdiluicdo em caldo, Sarrazin et al. (2012) avaliaram a acéo
antimicrobiana do 6leo essencial extraido L. origanoides frente a cepa padrdo Escherichia
coli (ATCC 25922). O valor de CIM obtido foi de 1,15 mg.mL™.

Pinho et al. (2012), utilizando a técnica de difusdo em &agar, ndo detectaram atividade
inibitéria frente a E. coli a partir do extrato alcodlico das folhas de alecrim-pimenta da
espécie Lippia sidoides, o que pode estar relacionado a menor susceptibilidade das
bactérias Gram-negativas a extratos vegetais.

Outro estudo, envolvendo amostras de alimentos, revelou que o 6leo essencial de
Lippia sidoides apresentou uma atividade antimicrobiana forte sobre as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de queijo artesanal, a concentracéo
inibitéria minima (CIM) encontrada foi de 0,013 mg.mL™ para todas as bactérias testadas e a
concentracéo bactericida minima (CBM) foi de 0,025 mg.mL™ (Castro et al. 2011).

Santurio et al. (2011) avaliaram amostras de Escherichia coli, sendo isoladas de fezes
de aves e fezes de bovinos, o0 6leo essencial extraido de outra espécie de Lippia (Lippia
graveolens) demonstrou atividade antimicrobiana fraca, apresentando CIM 1,50 mg.mL™ e

CBM 2,173 mg.mL™.
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No teste de concentracdo bactericida minima (CBM) o Oleo essencial de Lippia sidoides
(alecim pimenta) apresentou efeito bactericida frente a cepas de E. coli isoladas de leite,
destacando a atividade do 6leo que ocorreu na concentracdo de 0,32 mg.mL™ (Costa et al.,
2011).

A atividade antibacteriana apresentada pelo 6leo de Lippia origanoides parece estar
relacionada ao composto majoritario carvacrol.

Oliveira et al. (2007) avaliaram o efeito do 6leo essencial extraido de Lippia origanoides
contra fungos e bactérias (Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii,
Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum, Staphylococcus aureus, Lactobacillus casei
e Streptococcus mutans). Os autores relataram como constituinte majoritario o carvacrol e
com este trabalho sugeriram que a atividade antimicrobiana descrita esta relacionada a este
composto.

Dorman & Deans, (2000) afirmam que carvacrol e eugenol e sdo os principais
responsaveis pela acao bactericida/bacteriostatica dos Oleos essenciais. Khanjari et al.
(2013) relataram que os terpenos timol e carvacrol possuem amplo espectro contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

O carater hidrofébico dos 6leos essenciais provoca alteracdo na estrutura do envelope
celular, e os compostos fendlicos, como timol, carvacrol e eugenol diminuem a fluidez e
alteram o perfil lipidico da membrana celular bacteriana (Pasqua et al., 2007).

Saad et al. (2013) relataram que a agéo do carvacrol resulta na alteracdo do gradiente
de ions e atribuem tal efeito a capacidade do composto, quando desprotonado, de se ligar a
cations e transporta-los através da membrana celular.

Carvacrol e timol podem interferir no transporte de elétrons, absor¢cdo de nutrientes,
sintese de acidos nucleicos e também interagir com proteinas da membrana, causando
deformacéo e prejudicando sua funcionalidade (Bajpai et al., 2008). A atividade inibitoria dos

Oleos essenciais pode estar relacionada a composicdo quimica, configuracdo estrutural e
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funcional das moléculas e possiveis interacfes sinergéticas entre 0s componentes
identificados (Dorman & Deans, 2000).

Estudos referem a resisténcia e multirresistencia de cepas de Escherichia coli de
origem aviaria e nenhuma droga foi eficiente para todas as amostras bacterianas avaliadas
(Zanatta et al., 2004; Bogaard et al., 2001).

Barros et al. (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana de sete antimicrobianos
sintéticos pertencentes a vérias classes de drogas e demonstraram a existéncia de um
percentual de amostras com coeficientes elevados da CIM, com multirresisténcia a varios
antimicrobianos. Indicam a existéncia de perfil de multirresisténcia em 33 das 35 amostras
estudadas. Os resultados observados por meio da CIM apresentaram resisténcia para a
enrofloxacina e lincomicina (100%) e 74,2% a 94,2% de resisténcia aos demais
antimicrobianos.

Diante deste contexto o 6leo essencial de Lippia origanoides caracteriza-se uma
alternativa economicamente viavel para se assegurar a qualidade microbiolégica deste
produto e proporcionar uma seguranca para o consumidor.

Entretanto, a variacdo das concentracbes bactericida minima (CBM) frente as
diferentes cepas de E. coli indicam que as cepas isoladas dos insumos, ambiente produtivo,
lesdo de celulite e figado, apresentaram uma resisténcia maior quando comparada a cepa
padrdo. O uso de antimicrobianos como promotores de crescimento pode justificar essa
resisténcia.

Potencializando a relevancia do presente estudo, ressalta-se que a identificacdo dos
genes de viruléncia iutA e iss nas cepas de E. coli indicam potencial patogénico.
Considerando que a presenca desses genes plasmidais € significativamente mais frequentes
em cepas de Escherichia coli patogénica para aves (APEC) e a associagdo entre eles pode

aumentar o potencial de viruléncia (Johnson, et al. 2008; Delicato et al., 2003).

85



Ao avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de Agave sisalana (Perrine) frente
a Escherichia coli patogénica os resultados obtidos nas condicbes testadas ndo foram
satisfatorios, ndo foi observada atividade antimicrobiana sobre os isolados e cepa padrao
(ATCC 25922).

Salienta-se que estudos com extrato de A. Sisalana frente a bactérias ainda sao
escassos, mas, conforme demonstrado por outros trabalhos, essa espécie vegetal possui
efeito antimicrobiano, destacando sua atividade antifingica (Morais et al., 2010; Santos et

al., 2009; Almeida, 2009;).

4. Concluséo

O oleo essencial extraido de folhas de Lippia origanoides apresentou atividade
antimicrobiana frente a Escherichia coli patogénica e ATCC 25922, com atividade bactericida
frente aos microrganismos testados. Tais resultados indicam o potencial de uso do 6leo
essencial dessa planta na avicultura industrial como produto alternativo aos antimicrobianos
convencionais, 0s quais segundo a literatura induzem a selecao de cepas multirresistentes.

Desta forma, sugere-se a utilizacdo de folhas de L. origanoides no ambiente produtivo
de carne de frango com vistas na inibicdo do crescimento microbiano, visando a reducao da
taxa de condenacéo de carcacas e mortalidade, propiciando seguranca ao consumidor.

Novos estudos devem ser realizados visando a aplicabilidade do 6leo essencial de
Lippia origanoides no processo produtivo de carne de frango, garantindo assim a seguranca
de sua utilizacao e aplicabilidade na industria avicola.

Apesar do extrato de sisal ndo ter apresentado atividade antimicrobiana frente aos
isolados testados, faz-se necessario estudos em diferentes condi¢cdes de estudo com vistas

a identificar o seu potencial antimicrobiano.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil possui posicdo de destaque na exportacdo de frangos, contudo
para que a industria avicola mantenha a lideranca faz-se necessario a oferta de
alimentos seguros para os consumidores. Pautado nos resultados oriundos desta
pesquisa e revisdo de literatura fica evidenciado a importancia de adocdo de
medidas de controle microbiano no ambiente e insumos de aviarios, tendo em
vista a possivel relacdo de contaminagdo cruzada. Salientando o manejo
adequado das camas e sua reutilizagédo, por configurar uma porta de entrada de
bactérias em aves.

Considerando a presenca de genes de viruléncia de Escherichia coli no
ambiente e insumos faz-se necessario a implementacao de medidas eficazes com
vistas a reducao microbiana considerando o potencial patogénico das cepas.

Neste contexto, medidas profilaticas sdo requeridas na inddstria avicola,
contudo o uso de antimicrobianos como promotor de crescimento, visando o
controle da populacdo microbiana pde em risco a saude publica, em decorréncia
da resisténcia adquirida as substancias utilizadas. Esse fato desperta o interesse
a alternativas substitutivas que ndo comprometa a saude animal e humana, como
0 uso de compostos naturais extraidos de plantas.

No presente estudo ficou evidenciado o potencial antimicrobiano de 6leo
essencial extraido de Lippia origanoides (Kunth), porém €& necessaria a
continuidade de estudos que fomentem esse potencial com o objetivo de melhorar

a avicultura moderna.

92



