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RESUMO

A continua intensificacdo da produ¢&o no setor avicola propicia condi¢des favoraveis
a ocorréncia e a disseminacdo de alguns patégenos, como a Escherichia coli (E.
coli), responsavel pela colibacilose aviaria. Esta doenca pode provocar septicemia,
celulite, doenca respiratoria cronica, entre outras, resultando em grandes perdas
econdbmicas devido mortalidade, morbidade e suas consequéncias na cadeia
produtiva. Este trabalho teve como objetivo isolar E. coli de figados, pulmdes e
intestinos provenientes de frangos condenados por septicemia em um matadouro de
aves sob regime de inspecdo estadual na Bahia, além de avaliar o perfil de
resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli isoladas. Em 09 dias, 243 mil aves
foram abatidas; destas, 52 foram condenadas por septicemia, cujos figados,
pulmdes e intestinos foram coletados e encaminhados para analise, totalizando 156
amostras. Utilizou-se cultivo direto das amostras em meios de cultura seletivos e
perfil bioquimico para identificacdo. Foi observado crescimento bacteriano em todas
as amostras de visceras analisadas, sendo E. coli isolada em 86,5% das carcacas
(45/52). Do total de 156 amostras analisadas, 58,3% mostraram-se positivas para E.
coli, sendo o0 microrganismo encontrado em 57,7%; 55,8% e 61,5% das amostras de
figado, pulméo e intestino analisadas, respectivamente. Foram isoladas 09 estirpes
de E. coli, as quais foram submetidas ao teste de suscetibilidade a seis antibidticos
utilizados na prética veterinaria. Nenhuma das estirpes foi sensivel a todos os
antimicrobianos testados, porém constatou-se um grande nUmero de amostras
multirresistentes. A eritromicina foi o0 antimicrobiano que apresentou maior
resisténcia bacteriana (77,8%), seguido da tetraciclina e da sulfonamida (55,6%). Os
outros antimicrobianos testados (ampicilina, cefalexina e sulfametoxazol-trimetropim)
apresentaram atividade antibacteriana moderada (44,4%). As elevadas taxas de
resisténcia e multirresisténcia da E. coli, aos antibidticos testados no presente
estudo evidenciam a necessidade do uso correto desses farmacos, em criacdes de
aves comerciais, a fim de evitar maiores transtornos no controle e combate a
colibacilose e outras enfermidades causadas por bactérias.

Palavras chave: visceras, frango de corte, inspecao sanitaria, antibiograma.



PEREIRA, Rafael Mendes. Isolation of Escherichia coli in liver, lung and
intestine samples from poultry condemned of septicemia, in a fridge
slaughterhouse under state inspection regime.

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, 2015.

Adviser: Profa. Dra. Ana Karina da Silva Cavalcante

ABSTRACT

Continuous production intensification in the poultry industry provides favorable
conditions for the occurrence and spread of some pathogens, such as Escherichia
coli (E. coli), responsible for the avian colibacillosis. This disease can lead to
septicemia, cellulitis, chronic respiratory disease, among others, resulting in severe
economic losses because mortality, morbidity and its consequences on the
production chain. This study aimed to isolate E. coli of liver, lungs and intestines from
chickens sentenced for septicemia in a slaughterhouse poultry under state inspection
regime in Bahia, and to evaluate the antimicrobial resistance profile of E. coli isolated
strains. In 09 days, 243,000 poultry have been slaughtered; of these, 52 were
condemned for septicemia, whose livers, lungs and intestines were collected and
sent for analysis, totaling 156 samples. Was used by direct culture of the samples in
selective media and biochemical tests for identification. Bacterial growth was
observed in all the analyzed samples of viscera, being E. coli isolated in 86.5% of
carcasses (45/52). Of the total of 156 samples analyzed, 58.3% were positive for E.
coli, the microorganism being found in 57.7%, 55.8% and 61.5% of the liver, lung and
intestine samples, respectively. Were isolated 09 strains of E. coli which have been
subjected to the susceptibility test for 06 antibiotics used in veterinary practice. None
of the strains were sensitive to all antibiotics tested, but it was found a large number
of multidrug-resistant samples. The antibiotic erythromycin was presented the highest
bacterial resistance (77.8%), followed by sulfonamide and tetracycline (55.6%). The
other antimicrobials (ampicillin, cephalexin and sulfamethoxazole-trimethoprim) had
moderate antibacterial activity (44.4%).The high rates of resistance and multidrug
resistance of E. coli, to antibiotics tested in this study, highlight the need for the
correct use of these drugs in creations of commercial poultry in order to avoid further
trouble in the control and treatment of colibacillosis and other diseases caused by
bacteria.

Keywords: viscera, broiler, sanitary inspection, antibiogram.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C — Graus Célsius

% — Porcentagem

pm — Micrometro

AMP — Ampicilina

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
APEC — Escherichia coli Patogénica paras as Aves
BHI — Caldo infusédo de cérebro e coracao

CISPOA — Coordenadoria de Inspecao de Produtos de Origem Animal
CLSI — Clinical Laboratory Standard Institute

CXN — Cefalexina

DAEC - Escherichia coli difusamente aderente

DIF — Departamento de Inspecéao Final

DRCC - Doenca Respiratoria Crénica Complicada
DTA — Doengas Transmitidas por Alimentos

EaggEC — Escherichia coli enteroagregativa

EFSA — European Food Safety Authority

EMB — Agar eosina azul metileno

EPEC — Escherichia colienteropatogénica

ERY — Eritromicina

ETEC — Escherichia coli enterotoxigénica

EUA — Estados Unidos da América

g — Grama

h — Hora

HUMYV — Hospital Universitario de Medicina Veterinaria
Kg — Kilograma

LDI — Laboratério de Doencgas Infecciosas

LMR — Limite Maximo de Residuo

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mcg — Micrograma

NCRA — North Central Regional Association

NMEC — Escherichia coli associada a sindrome neonatal



N° — Numero

PCR — Reacdo em Cadeia pela Polimerase

PNCRC - Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
SCI - Sindrome da Cabeca Inchada

SIF — Servico de Inspecéo Federal

SSP — Espécies

SSS - Sulfonamidas

STEC — Escherichia coli produtora de Shiga Toxina
SXT — Trimetropim-Sulfametoxazol

TET — Tetraciclina

TSA — Teste de susceptibilidade a antimicrobianos
UBABEF - Uniao Brasileira dos Avicultores

UFRB — Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

UPEC - Escherichia coli uropatogénica



SUMARIO

Pagina
1 INTRODUGAO. ... e e eeeeaans 10
2 OBUJIETIVOS. ...ttt et e e 12
2.1 GERAL. ... 12
2.2 ESPEFICOS ..ottt 12
3 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 13
3.1 INSPECAO POST MORTEM EM FRANGOS DE CORTE................. 13
3.1.1 Principais causas de condenacao em frangos de corte.................. 14
3.2 COLIBACILOSE AVIARIA. ...t 17
3.2.1 Escherichia coli patogénica para as aves (APEC).......cccccccceeiennnnnn. 20
3.2.2 Colibacilose em frangos de COMe........coovviiiiieeeeeiiiiiieeiec e 20
3.2.3 DiagnOStiCO € PreVENGCAD. .......ccceeveerieiriiiiiiieeieeeeeeeeeaeeaeeeeereeearennnnnaaans 23
3.2.4 Impactos na cadeia ProdutiVa...........cccuuuiiiiiiiiriiiieieeee e 27
3.2.5 Impactos na saude publiCa..........cccueiiiieiiiiiii 28
4 MATERIAL E METODOS ...ooviiitecteceeceeee ettt 32
4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS. .....ooveeiteeeectee e ee e 32
4.2 ANALISE BACTERIOLOGICA........coouiuiiiiiieeirieieieieee s 33
4.3 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS................ 35
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cooouiieiiiiiisieisieisieieee e 37
B CONCLUSAOD. ...ttt ettt 44
REFERENCIAS . ..ottt ettt e e e et e e e e s e snnnaeeaee e 45

ARTIGO L. e e e et s 58



FICHA CATALOGRAFICA

P436i Pereira, Rafael Mendes.

Isolamento de E.coli em amostras de figado,
pulmdo e intestino de frangos condenados com
septcemia, em um matadouro frigorifico sob regime de
inspecéo estadual, 2016 / Rafael Mendes Pereira._
Cruz das Almas, BA, 2017.

755 il

Orientadora: Ana Karina da Silva Cavalcante.

Dissertagcdo (Mestrado) — Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas.

1.Frango de corte — Doengas. 2.Frango de corte —
Infecgdes por escherichia coli. 3.Inspe¢édo sanitaria —
Avaliacdo. l.Universidade Federal do Rec6ncavo da
Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas. 1. Titulo.

CDD: 636.5

Ficha elaborada pela Biblioteca Universitaria dezGfas Almas - UFRB.




10

1 INTRODUCAO

A avicultura, assim como outros segmentos agroindustriais, ao longo do tempo
tem passado por inumeras modificagbes ancoradas nas inovacdes
tecnologicas, a fim de aumentar a produtividade, a producdo e o faturamento
das industrias (BELUSSO, 2010).

A partir da década de 70, a avicultura passou a participar significativamente na
producdo de proteinas de origem animal (CORREA, 2012a) e a industria de
frango tornou-se um segmento moderno. Esse fato decorreu da implementacéo
da politica agricola de crédito subsidiado e da instalacdo de frigorificos, bem
como das articulacbes entre grupos nhacionais e empresas estrangeiras
produtoras de linhagens (DOMINGUES; DIEHL, 2012).

Atualmente, a avicultura tem uma grande significancia na economia mundial,
movimentando bilhées de ddlares por ano. Os Estados Unidos sdo o maior pais
produtor de carne de frango, seguido da China e do Brasil, sendo que em 2013,
nosso pais foi considerado o maior exportador mundial. Em 2011, a avicultura
brasileira atingiu um recorde de producdo de 13,05 milhdes de toneladas de
carne de frango. O consumo per capita em nosso pais passou de 29,91kg em
2000 para 41,80kg em 2013, tendo o recorde de consumo ocorrido no ano de
2011, com 47,38kg per capita (UBABEF, 2014).

A continua intensificacdo da producdo no setor avicola propicia condicdes
favoraveis a ocorréncia e a disseminacdo de alguns patégenos, como a
Escherichia coli (E. coli), que pode provocar infeccbes graves nos animais e
nos homens (SILVA et al., 2012). Esta bactéria faz parte da microbiota normal
do trato gastrintestinal de humanos e de animais (KASNOWSKI, 2004), porém
cepas de E. coli patogénicas para aves (APEC) sdo responsaveis por Varios

processos patoldgicos nestas (MELLATA et al., 2003).

A infeccdo causada por E. coli, denominada colibacilose, manifesta-se com
quadros de peritonite, pneumonia, pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite,

coliganuloma, doenca respiratoria cronica complicada (DRCC), onfalite,
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salpingite, sindrome da cabeca inchada (SCI), osteomielite e ooforite (DZIVA;
STEVENS, 2008; SALEHI et al., 2008; SHAHBAZI; FEIZI, 2015).

As doencas resultantes das bactérias patogénicas para as aves (APEC)
diminuem a taxa de crescimento, aumentam a mortalidade e a morbidade, e
causam perdas econ6micas significativas na industria avicola (ZHONG et al.,
2014), sendo o uso de antimicrobianos fundamentais no tratamento de doenca
clinica e manutencdo da saude dos rebanhos (BARROS et al., 2012a;
TALEBIYAN et al., 2014).

Entretanto, o uso de antibiéticos durante um longo tempo para tratar e prevenir
doenca sem animais de producdo trouxe como consequéncia o
desenvolvimento de resisténcia aos mesmos tornando um risco consideravel
para a saude publica, a nivel mundial, a transferéncia de genes de resisténcia
e/ou viruléncia para bactérias endégenas humanas (TALEBIYAN et al., 2014;
OOSTERIK et al.,, 2015), muitas vezes através do consumo de alimentos

contaminados por microrganismos resistentes (ALCANTARA, 2011).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo investigar a presenca de E.
coli em amostras de figados, intestinos e pulmdes de frangos abatidos e
condenados na linha de inspecdo, em um matadouro frigorifico sob regime de
inspecédo estadual, e avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas

isoladas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de E. coli em amostras de figado, pulméao e intestino de
frangos condenados com septicemia em um matadouro frigorifico sob regime

de inspecao estadual na Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos alcancados com esse estudo foram:

e Correlacionar as condenac¢des com os resultados positivos para E. coli, em
amostras de visceras condenadas por septicemia.

o Verificar se as caracteristicas macroscépicas das visceras condenadas séao
indicativas confiaveis de infeccao por E. coli.

e Verificar a resisténcia das E. coli através do teste de antibiograma das

cepas isoladas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INSPECAO POST MORTEM EM FRANGOS DE CORTE

Para alcancar a posicdo de lideranca no mercado avicola mundial, o
processamento e a inspecdo industrial sofreram evolu¢cées no intuito de
adequar os produtos as exigéncias do mercado (JACOBSEN; FLORES, 2008).
Isto incluiu um rigido controle sanitario desde o momento em que as aves
chegam a plataforma de recepcéo, até a obtencdo do produto final, a fim de
minimizar o risco de incidéncia de doencas transmitidas por alimentos (DTA) e
de garantir a qualidade aos produtos (SCHIMDT; FIGUEIREDO, 2008).

A inspecéo sanitaria é compulsoéria em todos os estabelecimentos e legalizada
desde a década de 1950 no Brasil (BRASIL, 1952). O exame post mortem é
realizado individualmente ao longo da calha de evisceracao, através do exame
macroscopico das carcacas e visceras (BRASIL, 1998; GOMIDE, 2006).

Existem trés linhas de inspe¢do nos matadouros avicolas. Na primeira, a linha
A, é feita a inspecdo interna da carcaca, através da visualizacdo da cavidade
toracica e abdominal (celomatica) e dos 6rgédos a elas pertencentes. Nesta
linha, as carcacas com problemas sanitarios passiveis de condenacdo sdo
retiradas e encaminhadas ao DIF (Departamento de Inspecéo Final), para que
sejam feitos os cortes e as condenacfes totais ou parciais necessarias; as
visceras , quando necessario, também séao retiradas e condenadas (BRASIL,
1998; AMORIM NETO; MIRANDA, 2009).

As carcacas que nao apresentam problemas para serem encaminhadas ao DIF
continuam seguindo pela norea e passam pela linha B, onde é feita a inspecéo
das visceras (figado e coragéo) através de visualizagédo, palpacdo, percepcao
de odores e cortes. As visceras que apresentam problema sdo condenadas e

colocadas em chutes, que as encaminham até a fabrica de subprodutos. Na
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dltima linha de inspegéo, linha C, sdo avaliadas as superficies externas das
carcacas, como pele e articulacbes, sendo retiradas fraturas, contusdes e
demais lesdes ainda existentes (BRASIL, 1998; AMORIM NETO; MIRANDA,
2009).

A Portaria N° 210, de 10 de novembro de 1998, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), define os destinos e critérios de julgamento
das aves, sendo passiveis de condenacdo as carcacas na inspecao post
mortem com: abscessos, aerossaculite, processos inflamatdrios, tumores,
aspecto repugnante, caquexia, contaminacéo, contusao, fraturas, dermatoses,
escaldagem excessiva, magreza, evisceracao retardada, septicemia, sindrome

ascitica e doencas especiais (BRASIL, 1998).

Olivo (2006) preconiza que apenas a colibacilose pode ser detectada na
inspecao post mortem com facilidade.Geralmente, as lesdes constatadas nos
orgdos motivam um novo detalhamento do exame da carcaca, devendo-se
seguir o emprego de exames laboratoriais complementares, como o exame
bacteriol6gico, para identificacdo do agente etiolégico (GOMIDE, 2006).
Andreatti Filho (2006) ressalta que esses dados sao importantes para
proporcionar informac6es epidemioldgicas para definicdo de fontes comuns de

infeccéo.

Armendaris (2006) afirma que a quantificacdo correta dos achados de inspecéo
post mortem pode gerar mais beneficios que a prépria retirada do processo das
carcacas e visceras com alteracdes, por possibilitar a tomada de acdes

preventivas sobre a matéria prima.

3.1.1 Principais causas de condenacdo em frangos de corte

A maior parte das condenacdes no abate de aves € de origem nao patoldgica e
normalmente se deve a tecnopatias, porém, as condenacdes de origem
patolégica constituem um importante fator para se averiguar possiveis

problemas de manejo sanitario que podem estar ocorrendo dentro da cadeia
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produtiva, sendo importante o estudo e o reconhecimento de suas patogenias,

implicacdes sanitarias e medidas de prevencao (PEREIRA, 2009).

De acordo com Mendes (2004), a origem das condenacdes esta relacionada
com o0 manejo das aves durante a criacdo, apanha, transporte e abate,
aumentando com a idade e o0 peso ao abate.

Silva (2005) estudou as principais causas de condenacéo total de carcacas de
aves a partir das notificacbes de inspecdo post mortem ocorridas em um
matadouro avicola da Bahia, sob Inspecdo Federal, entre o ano de 2004
€2005. A gquantidade de carcacas com condenacdao total foi de 240.755, o que
representou uma parcela de 0,68% do total de aves abatidas nesse periodo.
Dentre as alteracdes que determinaram o maior numero de reprovacao total da
carcaca, destacaram-se o0 aspecto repugnante (34,43%), caquexia (21,34%) e
aerossaculite (16,93%).

Sesterhenn et al. (2011) quantificaram as principais causas de condenacdes
post mortem de aves e seus impactos econdmicos em matadouros frigorificos
sob inspecdo estadual, no Estado do Rio Grande do Sul, no ano 2010,
seguindo os critérios de condenacdes estipulados pela Coordenadoria de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (CISPOA). As principais causas por
condenacdes totais foram: colibacilose (19,76%), contaminacdo (19,23%) e

salmonelose (15,35%).

Giotto et al. (2008) avaliou as causas de condenacdes post mortem parciais e
totais de frangos em um matadouro frigorifico sob Inspecéo Federal, localizado
na regiao sul do Brasil, no periodo de um ano, obedecendo aos critérios de
condenacdes estipulados pelo SIF (Servico de Inspecdo Federal). Os
resultados obtidos demonstraram que as condenacgdes totais por causas
patolégicas de maior ocorréncia foram por aspecto repugnante, ascite e
colibacilose, e as condenacdes parciais por causas patolégicas mais

frequentes foram dermatose, artrite e celulite.

Santana et al. (2008) observaram as principais causas de condenacfes de
aves, em dois matadouros frigorificos, localizados na regido Sudeste do Estado

de Goiés, Brasil. Os dados foram obtidos junto ao Servi¢o de Inspecdo Federal
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do Ministério da Agricultura, no periodo de janeiro a abril de 2007. As trés
principais causas de condenacfes observadas em ambas as industrias foram
celulite, contusdo/fratura e hematomas e contaminacdo devido a ruptura de

visceras no momento da evisceragao.

Em estudo realizado por Ferreira; Sesterhenn; Kindlein (2012), foram
analisadas as causas de condenacado de carcacas de frango ocorridas durante
o periodo de janeiro de 2009 a junho de 2011, em matadouros frigorificos sob
Inspecao Federal no Rio Grande do Sul. As principais causas de condenacdes
totais encontradas foram contaminagdo, caquexia e aspecto repugnante,
perfazendo 32; 26,6 e 19,4%, respectivamente, em relacdo ao total de aves
abatidas no periodo, sendo que as condenacfes parciais por contaminacao,
contusaol/fratura e por celulite apresentaram maiores percentagens durante o
periodo analisado, representando, respectivamente, 48,7; 21,0 e 8,3% das

condenacoes.

Paschoal; Otutumi; Silveira (2013) identificaram as principais causas de
condenacOes de frangos abatidos sob o Servico de Inspecédo Federal, em um
matadouro frigorifico de aves localizado na regido noroeste do Parana, no
periodo compreendido entre janeiro de 2011 a outubro de 2012. Das
16.684.646 aves inspecionadas neste periodo, 1.344.473 (8,06%) tiveram
algum tipo de condenacgao post mortem. As causas de condenacgéao total mais
frequentes foram aspecto repugnante (47,33%), sangria inadequada (23,09%)
e caquexia (15,82%), jA as causas de condenacdo parcial mais frequentes se
deveram a contusao/fratura (54,38%), seguida de celulite (13,66%) e
colibacilose (7,31%).

Segundo dados do North Central Regional Association (NCRA), quase a
totalidade das condenacdes nos matadouros nos EUA é devida a aerossaculite
e septicemia que, na sua maioria, sdo alteracdes decorrentes de doengas
respiratorias ocasionadas por infeccéo pela bactéria E. coli (NCRA, 2009). No
Brasil, estima-se que 1,3% do total das aves condenadas sejam em
decorréncia de infec¢des por APEC (CUNHA et al., 2013).
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3.2 COLIBACILOSE AVIARIA

A colibacilose € uma patologia causada pela E. coli, descrita e denominada
Bacterium coli commune no final do século XIX, por Theodor Von Escherich.
Devido ao fato de ser encontrada no coOlon e extremamente comum nos
humanos e animais, em 1958 passou a ser chamada de Escherichia coli (E.
coli) em homenagem ao seu descobridor e local do intestino em que se
encontra (BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2009).

A bactéria pertence a familia Enterobacteriacea, sendo extremamente
heterogénea e complexa (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Trata-se de um
bastonete curto, ndo esporulado, de coloracdo Gram negativa, cujo tamanho
varia de 1,1 a 1,5um por 2 a 6um; é anaerébio facultativo, podendo ser imével
ou movel devido a existéncia de flagelos peritriqueos, crescendo numa faixa de
temperaturas entre 18 a 44°C, sendo 37°C o ideal (FERREIRA; KNOBL, 2009).

A bactéria é inativada em temperaturas que variam de 60°C durante 30 minutos
a 70°C durante 2 minutos; sobrevive ao congelamento e persiste por longos
periodos em baixas temperaturas. Tem a capacidade de adquirir resisténcia a
uma vasta gama de desinfetantes, como clorexidina, formaldeido, peroxido de
hidrogénio e compostos de amdnia quaternaria. A reproducdo da maioria das

cepas é inibida em pH inferior a 4,5 ou superior a 9 (HIRSH; ZEE, 2003).

Nas provas bioquimicas, o género Escherichia é capaz de utilizar, em seu
metabolismo, a glicose e outros carboidratos com producdo de acido, e em
algumas espécies observa-se também a producdo de gas. Sado negativas para
a prova de oxidase, citrato de simmons, urease, liquefacdo da gelatina,
producdo de sulfeto, Voges-Proskauer e fenilalanina desaminase. Sendo
positivas no teste do vermelho de metila, indol, lisina, catalase e reducéo do
nitrato. Todas as estirpes de E. colisdo O-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
positivas (QUINN et al., 2005; FERREIRA; KNOBL, 2009).

A E. coli cresce bem em meios de cultivo comuns, produzem colonias de cor

rosa em Agar MacConkey, enquanto que algumas cepas, em meio EMB (Agar
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eosina azul de metileno), produzem coldénias com brilho metélico. Podem
também apresentar atividade hemolitica em meio Agar sangue (QUINN et al.,
2005).

As coldnias, em meios nutrientes solidos em placa, apresentam de 1 a 3mm de
diametro, as formas lisas e rugosas s&o mais comuns, mas podem ser
intermediarias e mucoides. As bordas das coldnias lisas se apresentam
regulares e macroscopicamente tem aspecto convexo e brilhante. Por outro
lado, as rugosas s&o grosseiras e tém bordas irregulares (BERCHIERI
JUNIOR; MACARI, 2009).

A E. coli atua como patdgeno entérico ou até extra-intestinal, sendo o agente
etiologico de um amplo espectro de infec¢des invasivas no homem e animais,
além de ser um dos integrantes da microbiota intestinal de animais de sangue
qguente (RON, 2006).

Compreende um grande namero de grupos e sorovares, identificados por meio
de anti-soros preparados contra as trés variedades de antigenos que ocorrem
na espécie, que sdo O (somatico), K (capsular) e H (flagelar). Estes antigenos
sdo designados por nimeros arabicos colocados apds cada uma das trés letras
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os antigenos somaticos sao lipopolissacarideos que ficam na superficie da
parede celular. Os antigenos flagelares sdo proteicos e o0s capsulares
saoconstituidos de polissacarideos (QUINN et al., 2005).

O antigeno O é caracterizado por ser uma endotoxina termoestavel, liberado
durante a fase de multiplicacdo ou apés a morte bacteriana. O H ndo possui
relacdo com a patogenicidade bacteriana, enquanto que o K confere resisténcia
aos efeitos bactericidas causados pelo sistema complemento. Outro antigeno
importante € o F (proteindceos fimbriais) que agem como adesinas,
viabilizando a aderéncia e colonizacdo no hospedeiro (FERREIRA; KNOBL,
2009).

A patogenicidade de E. coli se manifesta por um mecanismo multifatorial e

complexo que envolve varios fatores de viruléncia, que variam de acordo com o
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sorotipo (ROCHA, 2008). Esses fatores podem permitir a adeséo da bactéria e
viabilizar a célula hospedeira, evitar os ataques das defesas do hospedeiro,
sinalizar e interferir diretamente nas funcdes celulares do hospedeiro,por meio
de toxinas ou proteinas secretadas, e também multiplicar-se,colonizando o
hospedeiro (CROXEN; FINLAY, 2010). Somente cepas que apresentam um ou
mais fatores de viruléncia causam doenca em individuos saudaveis (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Os fatores de viruléncia de linhagens patogénicas de E. coli incluem
componentes LPS da estrutura bacteriana (endotoxinas), diferentes cito ou
exotoxinas (hemolisinas, verotoxinas e enterotoxinas), representadas por
propriedades que permitem a multiplicacgdo em meios com restricdo de ferro
(sideroforos), multirresisténcia aos antimicrobianos, resisténcia sérica, fatores
que facilitam a aderéncia e a colonizacdo celular (pili, adesinas ou fimbrias)
além da producdo de colicinas (HIRSH; ZEE, 2003; TORTORA et al., 2003;
QUINN et al., 2005).

Embora frequentemente tenham os mesmos alvos no hospedeiro, cada
patétipo tem seu proprio mecanismo molecular caracteristico para aderir e
explorar a célula hospedeira, levando a sintomas clinicos particulares a cada
patotipo. Este fato possibilitou a classificacdo dos patétipos de E. coli em dois
grandes grupos: as linhagens causadoras de infeccéo intestinal (patogénicas
intestinais ou enteropatogénicas), e as capazes de causar infeccao
extraintestinal (E. coli patogénica extraintestinal — EXPEC) (CROXEN; FINLAY,
2010).

Segundo Russo; Johnson (2000), E. coli patogénicas intestinais sao
classificadas em seis patétipos de cepas:

. coli difusamente aderente (DAEC)

. colienteroagregativa (EaggEC)

. colienteroinvasiva (EIEC)

. colienteropatogénica (EPEC)

. colienterotoxigénica (ETEC)

. coli produtora de Shiga toxina (STEC/EHEC)

[ )
m m m m m m
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E as extraintestinais (EXPEC) englobam:

e E. coli uropatogénica (UPEC)
e E. coli associada a meningite neonatal (NMEC)

e E. coli patogénica aviaria(APEC)

3.2.1 Escherichia coli patogénica para aves (APEC)

As cepas APEC possuem atributos de viruléncia especificos tornando-as
capazes de ocasionar diversos quadros infecciosos em aves, denominados
genericamente de colibacilose (QUINN et al., 2005). Estima-se que entre 10%
a 20% da microbiota intestinal das aves de producdo saudaveis pertencam a
sorotipos potencialmente patogénicos de APEC (FERREIRA; KNOBL, 2009).

Varios sorogrupos de E. coli estdo relacionados a colibacilose aviaria,
particularmente o O1, 02, 06, 08, 035, 078, 0109 e 0115, sendo que o O1,
02, O35 e 078 sédo os mais frequentemente isolados em aves de producéo
com colibacilose em todo o mundo (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999;
DZIVA; STEVENS, 2008; IANCU et al., 2014). No Brasil, os sorogrupos de
APEC mais frequentemente isolados séo: 02, 021, 036, 050, 078, 088, 0119
e 0152 (MENAO et al., 2002; FERREIRA; KNOBL, 2009).

Estudo realizado com sorogrupos de cepas de E. coli isoladas de pintainhas de
postura comercial com um dia de idade, revelou uma grande diversidade entre
0s sorogrupos encontrados. Das 22 amostras analisadas, foram identificados
14 sorogrupos, sendo O1, O2 e 0O360s mais frequentes, e as aves com
colibacilose somaram 13,67% das amostras analisadas (GUASTALLI et al.,
2010).

3.2.2 Colibacilose em frangos de corte

A colibacilose € considerada uma doenca multifatorial, cuja ocorréncia resulta

da interacdo entre o microrganismo, o hospedeiro e o0 meio ambiente (BRITO,
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2000). Diversos fatores sao considerados importantes na patogénese da
doenca, incluindo: concentracdo, via e duracdo da exposi¢cao; exposicao a
outros agentes infecciosos; e idade, estresse e imunidade da ave (DE ROSA,;
FICKEN; BARNES, 1992).

Segundo Guastalli et al. (2007) e Andreatti Filho (2006), qualquer fator
ambiental, nutricional ou infeccioso capaz de lesar o epitélio respiratério ou de
interferir no sistema imunolégico da ave, pode torna-la susceptivel a infeccao
por APEC.

A deficiéncia do sistema de ventilacdo, exposicao a extremos de temperatura,
altas concentracbes de amoénia no ambiente, umidade na cama, espaco
limitado para a criacdo e deficiéncia no processo de desinfeccdo colaboram
para a infeccdo das aves por APEC e instalacdo da doenca, pois oferecem a
bactéria um ambiente propicio ao seu desenvolvimento (ANDREATTI FILHO,
2006; MATTER, 2011; BARROS et al., 2012a).

Segundo Matter (2011), qualquer condicdo que cause um aumento na
producdo de muco, perda dos cilios das vias respiratdrias ou alteracdes no
sistema respiratorio facilita o desenvolvimento de infec¢cdo por APEC em aves.
Fatores como alimentacdo inadequada e a presenca de outros agentes
infecciosos no ambiente, tornam as aves predispostas a doenca pelo fato de
causar queda na imunidade, facilitando a entrada e a multiplicacdo da bactéria
no organismo (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; BERCHIERI JUNIOR,;
MACARI, 2009).

Por outro lado, APEC pode ser encontrada no trato digestivo das aves e
liberadas para o ambiente através das fezes, podendo assim ser disseminada e
perpetuada pela criacdo por meio da contaminacdo do ar, da agua e dos
alimentos (EWERS et al., 2009; FERREIRA; KNOBL, 2009).

Segundo Guastalli; Soares (2011), a contaminacdo fecal do ovo feértil é a
principal via de transmissdo de E. coli patogénica para os pintinhos, em
decorrénciada penetracdo da bactéria, pelos poros da casca, para 0 seu
interior, existindo também a possibilidade de transmisséo ovariana de galinhas

infectadas para a progénie. No entanto, a transmissao da colibacilose ocorre
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principalmente pela via horizontal, através do contato da ave com outros
passaros, ou devido a inalacdo de poeira e consumo de agua ou alimento
contaminados por fezes (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; CORREA,
2012b).

A contaminacdo do ovo muitas vezes resulta em morte embrionaria. Os
pintinhos que sobrevivem a disseminacgao da bactéria nos primeiros quatro dias
de vida, podem apresentar casos de infeccbes graves e ter seu
desenvolvimento  comprometido, tornando-as susceptiveis a varias
enfermidades. Essas aves geralmente morrem em até 3 semanas apos a
eclosdo, sendo frequentemente observadas retencédo do saco vitelino e onfalite,
ou tornam-se refugos, sendo geralmente eliminadas do lote por ndo atingirem
os indices  zootécnicos  (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999;
VANDEKERCHOVE et al., 2004).

Em aves jovens, de 4 a 9 semanas de idade, a sindrome mais importante
associada a APEC comeca como uma infeccéo do trato respiratério que se néo
for contida, podera evoluir para uma bacteremia e uma infec¢do generalizada.
A infecdo pode ter diversas vias de acesso ao organismo animal, porém, uma
das principais € pelo sistema respiratério superior, pois na traqueia, a bactéria
se reproduz e pode formar colénias com potencial para infectar os sacos
aéreos (aerosaculite) e desencadear os sinais clinicos iniciais (DE ROSA;
FICKEN; BARNES, 1992; DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; BARNES;
NOLAN; CUNHA, 2014).

A bacteremia geralmente € observada em 48h apés a infeccdo, embora em
quadros agudos, a septicemia possa se instalar nas primeiras seis horas,
levando as aves ao 6bito, sem apresentar lesdes (FERREIRA; KNOBL, 2009).
Apés invadir a circulagdo, a APEC determina uma sindrome complexa,
caracterizada por lesées em multiplos érgdos (ROCHA, 2010). De acordo com
Nakazato et al. (2009), a colisepticemia € a doenca mais importante causada
por linhagens de APEC.

Em aves adultas sobreviventes do quadro colisepticémico, os sinais clinicos ou

lesdes mais frequentemente observados s&o conjuntivite, corrimento nasal,
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espirro, estertores, perda de peso e de apetite, aerossaculite, pericardite,
periepatite e salpingite (POURBAKHSH et al., 1997).

Em frangos de corte, a APEC pode causar uma sindrome especifica chamada
sindrome da cabeca inchada, que ocorre geralmente apds uma infecgéo inicial
por outros virus, observando-se nestes casos lesées como celulite e edema
subcuténeo e dos tecidos periorbitais (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999).

Também conhecida como dermatite necroética, trata-se de uma infeccéo
subcutanea que evolui para uma leséo inflamatéria supurativa que pode atingir
0 musculo, tendo inicio nos arranhdes feitos por outros frangos, principalmente
se as aves ndo apresentam uma cobertura de penas adequada (BARBIERI,
2014). Conforme Vieira et al. (2006), as lesdes cutaneas, como a celulite
aviaria, vém se tornando cada vez mais frequentes, em funcao da produgcdo em

larga escala e do manejo de frango de corte.

As aves que sobrevivem ao quadro colisepticémico podem ainda apresentar
panoftalmite, meningoencefalite, osteomielite, sinovite, artrite, esplenomegalia,
fipado com manchas esverdeadas, congestdo do tecido muscular,
pleuropneumonia, cefalite e coligranuloma (FERREIRA; KNOBL, 2009).

3.2.3 Diagndstico e prevencao

O controle da colibacilose envolve diversas a¢des que devem ter inicio com a
confirmacéo do diagndstico da doenca (CUNHA et al., 2013). A suspeita da
enfermidade é baseada na observacdo dos sinais clinicos e das lesdes
macroscopicas tipicas no corpo das aves doentes ou mortas (HASAN et al.,
2012). Na necropsia, devem ser colhidas, de forma asséptica, amostras das
lesGes patologicas e de tecidos possivelmente afetados como sangue cardiaco,
figado, baco, medula éssea, sacos aéreos ou pericardio (OLIVEIRA 2010a;
KABIR, 2010).

A confirmacdo do diagnostico se da pelo isolamento e identificacdo de E. coli
proveniente das amostras coletadas de aves com suspeita de colibacilose. O

isolamento deve ser realizado em meios diferenciais e seletivos apropriados. A
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identificacdo posterior das colonias isoladas €é baseada nas reacdes
observadas nos testes bioquimicos (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999;
FERREIRA; KNOBL, 2009).

De acordo com Albuquerque et al. (2000), a escolha adequada dos meios de
cultura € essencial para o isolamento de qualquer microrganismo, visto que
diversos fatores podem afetar os resultados do isolamento de bactérias, sendo
melhor a utilizacdo combinada de mais de um meio de cultura do que apenas

de um meio isolado.

Segundo Salle (2009), apés o diagnéstico bacterioldgico, a classificagdo das
cepas como patogénicas ou apatogénicas seria extremamente Gtil no
estabelecimento de medidas de controle da infeccdo. Uma vez que o método
de determinacdo da patogenicidade convencional € eticamente questionavel,
além de caro e demorado, 0 uso de técnicas moleculares, como o PCR (reacdo
em cadeia pela polimerase), tem se mostrado bastante Util na pesquisa de
genes de viruléncia que possam caracterizar as APEC e diferencia-las de
outros sorogrupos (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005; SALLE, 2009)

A prevencdo e o controle da infeccdo por E. coli sdo tidos como grandes
desafios para a avicultura industrial em virtude da continua incidéncia da
doenca observada nas criagdes (ANDREATTI FILHO, 2006; BARROS et al.,
2012a), devendo envolver uma série de medidas inespecificas de manejo, além
de um rigoroso programa sanitario para minimizar a introducdo e/ou presenca
de E. coli e outros agentes infecciosos no plantel (FERREIRA; KNOBL, 2009;
OLIVEIRA, 2010a).

As medidas de manejo que contribuem na reducéo da morbidade e mortalidade
das aves incluem: ventilacdo regulada de acordo com a densidade, cloracéo
adequada da agua, controle da umidade da cama, tempo necessario de vazio
sanitario, reducdo dos niveis de poeira e amolnia, diminuicdo de fatores
estressantes e maiores cuidados com higiene e desinfeccdo (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999; REVOLLEDO, 2009).

Segundo Oliveira (2010a), quando possivel, deve-se seguir o programa all-in,

all-out (tudo dentro, tudo fora) aliado as demais medidas de manejo como fator
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auxiliar na prevencdo da entrada de agentes patogénicos indesejaveis na

granja.

De acordo com Kehler (2015), a obtencdo de condi¢cdes Otimas para a ninhada
é fundamental na reducdo do impacto global da colibacilose. Os cuidados
devem comecar na incubadora, com fumigacdo dos ovos dentro de 2h apés a
postura, descartando-se aqueles que estiverem rachados ou sujos com
material fecal;, o saneamento, umidade e temperatura da incubadora devem ser
rigorosamente controlados (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999). Também
deve-se selecionar cuidadosamente o fornecedor dos ovos para incubacao, de
pintinhos ou de aves de recria, assegurando-se de que eles sdo provenientes
de matrizes saudaveis; os animais devem ser mantidos agrupados de acordo
com a idade e a procedéncia (BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2009).

Além disso, as aves precisam ser protegidas contra agentes patogénicos, tais
como micoplasmas e virus, que favorecem infeccbes por APEC. As aves
podem ser protegidas contra as doencas virais pela utilizacdo de vacinas
adequadas. Uma infraestrutura apropriada, com o uso correto de uma zona de
transicdo pelos funcionarios (para troca de vestuario e lavagem das maos) e
um eficiente controle de pragas urbanas, como pombos e roedores, também
sdo imperativos na prevencao da introducdo da doenca no plantel (KABIR,
2010).

Conforme Cunha et al. (2013), a utilizacdo de probiéticos ou produtos de
exclusdo competitiva podem auxiliar na reducédo da colonizacao intestinal das
aves por cepas de E. coli patogénica e na reducao dos niveis de contaminacéo

ambiental.

Em aves de um dia, esta protecdo pode ser obtida inoculando as aves com
uma monocultura bacteriana a patogénica de Bacillus subtilis, ou com a
microbiota bacteriana normal de frangos adultos saudaveis (LA RAGIONE et
al., 2001; KABIR, 2009).

Em aves adultas, a utilizacdo de vacinas € uma alternativa no controle da
colibacilose, entretanto, apresenta algumas limitagcdes e embora possa reduzir

momentaneamente 0s prejuizos econdmicos, dificiilmente fornece uma
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protecdo de longo prazo contra todos os sorotipos circulantes (CUNHA et al.,
2013).

Vérias vacinas baseadas em estirpes mortas ou atenuadas foram testadas
experimentalmente. Em geral, elas asseguram uma prote¢ao suficiente contra
a infeccdo por estirpes homaologas, mas a protecao contra estirpes heterélogas
€ menos eficiente (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999).

O tratamento da colibacilose depende principalmente da antibioticoterapia,
destacando-se o0 uso de danfloxacina, gentamicina, enrofloxacina, apramicina,
espectinomicina e acido oxolinico (ANDREATTI FILHO, 2006).

Entretanto, o uso indiscriminado de antimicrobianos com objetivos terapéuticos,
profilaticos e como promotores de crescimento tem levado ao surgimento de
cepas resistente a diversos farmacos (JOHNSON et al., 2005; MOTA et al.,
2005), tais como tetraciclina (em média 90%), estreptomicina e sulfonamidas e
até 60% dos isolados séo resistentes a cinco ou mais antimicrobianos (NOLAN,
2013).

Para obter maior sucesso no tratamento, este deve ser realizado na fase inicial
da doenca, sendo recomendavel a realizacdo de um teste de susceptibilidade a
antimicrobianos (TSA) antes da utilizacdo do farmaco para garantir a eficacia
do produto a ser empregado (FERREIRA; KNOBL, 2009; OLIVEIRA 2010b).

O TSA ou antibiograma € um ensaio laboratorial realizado in vitro que mede a
susceptibilidade e/ou resisténcia de um microrganismo a um ou mais agentes
antimicrobianos (DO CARMO et al., 2013).

Este teste é principalmente indicado quando o agente etiolégico em questao
pertence a uma espécie sabidamente capaz de apresentar resisténcia aos
agentes antimicrobianos usuais, orientando assim na escolha da terapia
antimicrobiana mais adequada (CLSI, 2003), além de ser uma importante
ferramenta no monitoramento da evolucdo da resisténcia bacteriana e na
implantagédo de medidas de controle que evitem a disseminacdo de bactérias
multirresistentes (ANVISA, 2008).
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Diversos meétodos podem ser utilizados para determinar a sensibilidade aos
farmacos, sendo considerados padrdo os meétodos de diluicdo em caldo
(macrodiluicdo e microdiluicdo) e de difusdo em &gar, essencialmente
baseados na determinacdo da capacidade que um isolado bacteriano tem de
se multiplicar in vitro, na presenca de um agente antimicrobiano (CLSI, 2003).

3.2.4 Impactos na cadeia produtiva

A colibacilose é uma das enfermidades mais importantes na avicultura,
resultando em grandes perdas economicas devido a mortalidade, morbidade e
suas consequéncias na cadeia produtiva (VANDEKERCHOVE et al., 2004),
principalmente em paises onde a criagdo de aves ocupa lugar de destaque na
economia, como Estados Unidos, China e Brasil (MELLATA, 2013).

A APEC acomete aves de todas as idades, sendo que a susceptibilidade e a
gravidade da doenca sdo mais intensasnas mais jovens. A Infeccdo pode
acontecer ainda na incubadora, por transmissdo transovariana ou atraves da
contaminagdo dos ovos pelas fezes. Os pintinhos infectados que sobrevivem
aos primeiros dias de vida podem ter o desenvolvimento comprometido ou
permanecerem portadores, veiculando para outros lotes da granja. Os impactos
econdmicos gerados pela infeccdo podem se estender por toda vida da ave
(GUASTALLI; SOARES, 2011), sendo o maior custo observado quando afeta
animais entre 2 e 12 semanas de idade (ARNE et al., 2000).

Como a bactéria pode afetar praticamente todos os 6rgdos das aves, causando
infeccdes intestinais e extraintestinais (DZIVA; STEVENS, 2008), a mortalidade
acumulada por um surto de infeccdo costuma atingir niveis entre 5 e 10%,
porém o0 grau de morbidade em um lote pode chegar a 50%
(VANDEKERCHOVE et al., 2004; ASK, 2006).

Observa-se também a diminui¢cdo de produtividade, pois a menor conformacao
da carcaca pode acarretar em diversas falhas tecnologicas na linha de abate,
visto que os equipamentos séo calibrados para aves com maior conformacao,

propiciando a ocorréncia de cortes no trato digestivo e um aumento no
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percentual de contaminacdo fecal das carcacas, potencializando a

contaminacdo das mesmas por bactérias patogénicas (RUSSEL, 2003).

Consequentemente, as infeccdes em multiplos 6rgdos, as manifestacdes
clinicas da APEC também causam grandes prejuizos a industria frigorifica
devido as condenacbes parcial ou totais de carcacas (DZIVA; STEVENS,
2008).

Perdas econ6micas também s&o observadas devido aos custos com
medicacdo e a intensificacdo de outras doencas respiratérias provocadas por
virus ou outras bactérias durante o periodo de criagdo (ANDREATTI FILHO,
2006).

3.2.5 Impactos na saude publica

Além dos prejuizos econémicos e do seu impacto na cadeia produtiva avicola,
cepas de APEC também podem ser de grande relevancia para a saude publica
(ROCHA, 2010). Apesar de a maioria dos sorotipos ndo serem implicados
como causadores de infeccdo em mamiferos (MENAO et al., 2002), diversos
estudos apontam que determinadas linhagens de APEC constituem um
potencial risco zoondtico em virtude de suas similaridades genéticas — genes
de viruléncia e de resisténcia — com cepas causadoras de doencas
extraintestinal em humanos, o que pode facilitar sua transmissao entre as
bactérias provenientes de diferentes hospedeiros (JOHNSON et al., 2008;
KOGA et al., 2015; KWON; KIM; KIM, 2015; MITCHEL et al., 2015).

A maior preocupacdo com a saude humana esta relacionada ao uso frequiente
de antimicrobianos na producdo de aves comerciais devido a selecdo de
microrganismos resistentes (KOGA et al.,, 2015) De acordo com Trabulsi;
Althertum (2008), o termo resistente se refere aos microrganismos que nao
inibem seu crescimento quando expostos a concentracdes de antimicrobianos

habitualmente alcancadas no sangue ou tecidos.

A utilizacdo inadequada dos antibioticos como promotores de crescimento em

animais de producédo, o uso indiscriminado para fins profilaticos e a utilizacao
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de dosagens subterapéuticas sdo tidos como 0s principais responsaveis pela
selecdo de microrganismos resistentes, tanto na medicina humana quanto
veterinaria (ANDREATTI FILHON, 2006; GONCALVES et al., 2012). Conforme
Korb (2014), as implicacdes das resisténcias bacterianas na salde publica
reside no fato de que além de limitar a possibilidade de tratamentos eficazes,

sao responsaveis pela morbidade e mortalidade de seres humanos.

De modo geral, a transmissdo de bactérias resistentes ou de determinantes
genéticos de resisténcia de animais para seres humanos pode ocorrer por
diferentes mecanismos: mediante o contato direto com o0s animais; pelo
consumo de produtos de origem animal contaminados com microrganismos
resistentes ou portadores de genes que codificam resisténcia a
antimicrobianos; pelo consumo de alimentos de origem animal contendo
residuos de antimicrobianos que induzirdo ou selecionardo populacdes
bacterianas resistentes no consumidor; ou através da exposicdo ao meio
ambiente contaminado por dejetos de origem animal contendo bactérias
resistentes (ROSTAGNO, 2011; KORB, 2014).

A European Food Safety Authority (EFSA) descreve que bactérias comensais,
como a E. coli, sdo considerados os principais reservatérios de genes de
resisténcia nos animais e no meio ambiente (KORB, 2014). No que se refere
especificamente a E. coli comensal de animais, a sua resisténcia a grande
parte dos agentes antimicrobianos utilizados na rotina, como as tetraciclinas,
sulfametoxazole, ampicilina, estreptomicina e carbenicilina, é amplamente
conhecida (KANG et al., 2005).

Em estudo realizado por Soares et al. (2007), foi avaliado o perfil de
sensibilidade de 11 cepas de E. coli isoladas de carne de frango
comercializada na cidade de Fortaleza, sendo observado: 72,5% de cepas
resistentes a doxiciclina, 47,5% a sulfonamidas, 27,5% a estreptomicina,
ampicilina e sulfametoxazol-trimetroprim, 7,5% a gentamicina, 5% a
ciprofloxacina e 2,5% aamicacina, ndo sendo observadas resisténcia para a

ceftazidima e o imipenem.
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Queiroz; Alves; Peres (2014) avaliaram o perfil de sensibilidade de 16 cepas de
E. coli isoladas de carne de frangos congelados comercializados no Distrito
Federal, observando 100% de resisténcia a bacitracina e 12,5% de resisténcia

a gentamicina, cefotaxima e sulfazotrim.

A fim de garantir um nivel adequado de protecdo aos animais, a saude humana
e ao meio ambiente, a legislacdo brasileira preconiza algumas medidas em
relacdo ao uso dos antimicrobianos na producdo animal. A Instrucdo Normativa
n° 65 versa sobre a incluséo de substancias medicamentosas em suplementos
nutricionais e/ou ragdes, exigindo a prescri¢cdo veterinaria quanto a dosagem e
periodo de retirada, de modo a obedecer ao Limite Maximo de Residuo (LMR)
preconizado, proibindo o uso de o uso de medicamentos em empresas de
alimentacdo animal que nao estejam previamente autorizadas pelo MAPA
(Tabela 1) (BRASIL, 2006).

Tabelal — Aditivos antimicrobianos autorizados e nao autorizados pela

legislacdo brasileira para uso na alimentacao animal.

- . , Antimicrobianos n&o
Antimicrobianos autorizados _
autorizados

Avilamicina, Bacitracina metileno disalicilato, Anfenicois, Avoparcina,
Bacitracina de zinco, Colistina, Clorexidina, Betalactamicos, Cloranfenicol,
Enramicina, Eritromicina, Espiramicina, Eritromicina, Espiramicina,
Flavomicina, Halquinol, Lasalocida, Lincomicina, Carbadox, Nitrofuranos,
Monensina, Salinomicina so6dica, Tiamulina, Quinolonas, Sulfonamidas
Tilosina, Virginamicina. sistémicas, Tetraciclinas.

Fonte: Brasil (2013; 2015).

Por outro lado, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) é uma ferramenta de gerenciamento de risco que tem entre suas
metas 0 uso correto e seguro dos medicamentos veterinarios, de acordo com
as praticas recomendadas e das tecnologias utilizadas nos processos de
incrementacdo da producdo pecuéaria. Suas acbfes sdo direcionadas para
conhecer e evitar a violacao dos niveis de seguranca ou LMR’s de substancias
autorizadas, bem como a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de

compostos quimicos de uso proibido no pais (BRASIL, 1999).
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As drogas a serem pesquisadas sao atualizadas a cada ano, levando-se em
consideracdo os dados obtidos do PNCRC em anos anteriores, 0os LMR’s
estabelecidos pelo Coodex Alimentarius e pesquisas internas realizadas pelo
MAPA que monitoram as drogas mais utilizadas nas propriedades rurais
(SILVA, 2009). No ano de 2015, os antibidticos pesquisados foram: amicacina,
ampicilina, apramicina, cefazolina, clindamicina, clortetraciclina, doxiciclina,
dihidroestreptomicina, eritromicina, estreptomicina, gentamicina, higromicina,
espectinomicina, kanamicina, lincomicina, neomicina, oxacilina, nitrofurazona,
oxitetraciclina, penicilina G, penicilina V, tetraciclina, tilmicosina, tirosina e
tobramicina (BRASIL, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Em um matadouro frigorifico de aves e coelhos, sob regime de inspecao
estadual na Bahia, foram abatidos, entre os meses de abril e maio de 2015, um
total de 243 mil aves. Durante um periodo de 9 dias de abate, 52 carcacas de
frangos (Gallus gallus) foram condenadas na linha de inspecao por suspeita de
septicemia, das quais foram coletadas amostras de figado, intestino e pulméao

visualmente com alteracées macroscopicas (Figuras 1 e 2).

As amostras retiradas foram acondicionadas em coletores plasticos estéreis
identificados e encaminhadas em caixa isotérmicas com gelo para o
Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) do Hospital Universitario de Medicina
Veterinaria (HUMV) da UFRB (Universidade Federal do Recéncavo da Bahia),

sendo processadas no mesmo dia da coleta.

Figural— Figados de frango de carcacas condenadas pelo Servico de

Inspecao Estadual em abatedouro do Estado da Bahia (2015), por
suspeita de septicemia.
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Figura 2 — Figados condenados. A) Coloracdo esverdeada. B) Presenca de

focos necrdticos.

4.2 ANALISE BACTERIOLOGICA

No fluxo laminar, a fim de diminuir a contaminacdo externa, foram pesados 1g
(£ 0.1) de figado, intestino e pulm&o de cada carcaca, huma balanca analitica
de precisdo (Shimadzu AUW320), em seguida os fragmentos foram
higienizados com solucdo fisiologica estéril (Farmax 0,9%) (Figura 3) e

macerados em placas de petri estéreis individualmente.

xxxxxx

Figura 3 — Preparo da amostra para cultivo. Lavagem com soro fisiologico.
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O macerado foi inoculado em 5ml de caldo BHI (Infusédo de Cérebro e Coracéo)
Himedia® por meio de uma alca de platina (Figura 4), sendo o inéculo entdo
levado a estufa bacterioldgica (Digital Timer Sterilifer) a 37°C. Apos 24 horas,
ele foi semeado no meio Agar nutriente (Figura 5) e levado novamente a estufa
a 37°C, por 48 horas.

Figura 5 — Semeadura da amostra em meio Agar nutriente.

No fim desse periodo, foi feita a avaliagdo das caracteristicas das colonias em
contador de coldnia (Quimis®), tais como: tamanho, coloracdo, contaminacao e
presenca ou auséncia de crescimento misto (Figura 6), apos o que o odor foi
avaliado. Seguidamente, foi realizada a coloragdo de Gram para observagao
das caracteristicas morfotintoriais e posterior escolha do meio seletivo para
semeadura.
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Figura 6 — Crescimento de E. coli em meio Agar nutriente. Observacédo de

coldnias verdes brilhantes.

Foram utilizados dois meios de cultura: o EMB (Eosina Azul Metileno)
HIMEDIA®, que é seletivo para bactérias Gram-negativas indicado para E.coli,
outro meio para Gram-negativa, e o Agar Baird Parker HIMEDIA®, utilizado
para bactérias Gram-positivas com bom crescimento para estafilococos.
Posteriormente realizou nova coloracdo de Gram e seguiu-se para a realizacao

das provas bioquimicas: Catalase, Citrato, Escolina e Fenilalanina (Figura 7).

Figura 7 — Resultado das provas bioquin‘{i’cas. A) Citrato. B) Escolina.

4.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A partir das cepas de E. coli isoladas, foram realizados os testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos, baseado na metodologia proposta por
Bauer et al. (1966).
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Inicialmente, as amostras foram cultivadas em meio sélido Mueller-Hinton e
incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, pipetou-se 0,1mL na diluicdo de
1,0 x 108 UFC/ml de cada caldo (de cada amostra) em placas de Agar Mieller-
Hinton, espalhando-o de forma homogénea por toda a superficie da placa com

0 auxilio de um suabe estéril.

Foram testadas seis drogas antimicrobianas (Bioradlaboratories) utilizadas na
pratica veterinaria: Ampicilina (AMP 10mg), Trimetropim-Sulfametoxazol (SXT
25mg), Cefalexina (CXN 30mg), Eritromicina (ERY15mg), Sulfonamidas (SSS
300mg) e Tetraciclina (TET 30mg).

Os discos contendo os antimicrobianos foram depositados na placa, de forma
equidistantes. Por fim, as placas foram incubadas a 37°C por 48h, realizando-

se a leitura, com o auxilio de uma régua, em 24h e apo6s 48h.

Com o auxilio de uma tabela apropriada baseado no manual (CLSI, 2012), foi
determinado se o microrganismo em andlise era sensivel, intermediario ou

resistente ao antimicrobiano testado.

Todos os dados foram dispostos em uma planilha para analise e descricdo dos

resultados.

Figura 8 — Resultados do teste de suscetibilidade a antimicrobianos. A)
Amostra F (09). B) Amostra F (12).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 243.000 aves abatidas durante o periodo de estudo, apenas 52 (0,021%)
foram condenadas por suspeita de septicemia, sendo observado, apos cultura,
crescimento bacteriano em todas as 156 amostras de visceras analisadas.
Dentre as 52 carcacas, foi possivel isolar e identificar Escherichia coli em 45
destas (86,5%) (Quadro 1).

Com base nestes achados, pode-se constatar que a avaliagcdo macroscopica
das carcacas como critério de condenacdo utilizado na linha de inspecéo
corroborou com a avaliacdo microscépica, uma vez que todas as carcacas
condenadas por suspeita de septicemia apresentaram algum tipo de
contaminagao bacteriana, principalmente por E. coli.

A pesquisa de E. coli e a investigacdo da presenca de outros microrganismos
em miudos de frangos de corte em abatedouros € importante por fornecer

informacdes sobre a qualidade sanitaria das aves estudadas (ALMEIDA, 2011).

Do total de 156 amostras analisadas, 91 (58,3%) mostraram-se positivas para
E. coli, sendo o microrganismo encontrado em 57,7%, 55,8% e 61,5% das
amostras de figado, pulméo e intestino analisadas, respectivamente (Tabela 2).
Este achado se assemelha ao encontrado por Silva et al. (2012), que, ao
avaliarem 62 amostras de figado colhidas aleatoriamente em dois matadouros

avicolas do Recbncavo Baiano, isolaram esta bactéria em 45,5% das amostras.

Porém, de forma diferente deste trabalho, o autor supracitado analisou
amostras de figado com e sem alteracdes macroscoépicas visiveis, identificando
E. coli em 60% das amostras considerados com aspecto macroscopico
inalterado, evidenciando que a inspecdo visual dos figados no matadouro
avicola muitas vezes ndo é suficiente para descartar carcagas contaminadas

por este microrganismo.
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Quadro 1 — Ocorréncia de bactérias isoladas de visceras, oriundas de carcagas

condenadas por septicemia, pelo Servico de Inspecédo Estadual em

abatedouro do Estado da Bahia (2015).

Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria
Amostra E.. Outras Amostra E._ Outras Amostra E._ Outras Amostra E.. outras
coli coli coli coli
F + F + F + F +
01 | P + 02 | P + 03 | P + 04 | P +
I + | + | + | +
F + F + F + F +
05 | P + 06 | P + o7 | P + 08 | P +
| + I + | + I +
F + F + F + F +
09 | P + 10 | P + 11 | P + 12 | P +
| + I + | + | +
F + F + F + F +
13 | P + 14 | P + 15 | P + 16 | P +
| + I + | + I +
F + F + F + F +
17 | P + 18 | P + 19 | P + 20 | P +
| + I + | + I +
F + F + F + F +
21 | P + 22 | P + 23 | P + 24 | P +
I + | + I + I +
F + F + F + F +
25 | P + 26 | P + 27 | P + 28 | P +
I + | + I + I +
F + F + F + F +
29 | P + 30 | P + 31 | P + 32 | P +
| + I + | + I +
F + F + F + F +
33 | P + 34 | P + 35 | P + 36 | P +
| + I + | + I +
F + F + F + F +
37 | P + 38 | P + 39 | P + 40 | P +
I + | + I + I +
F + F + F + F +
41 | P + 42 | P + 43 | P + 4 | P +
| + I + | + I +
F + F + F + F +
45 | P + 46 | P + 47 | P + 48 | P +
| + I + ] + ] +
F + F + F + F +
49 | P + 50 | P + 51 | P + 52 | P +
I + I + I + I +

LEGENDA: F= Figado; P=Pulmé&o; I=Intestino; +=Positividade

A presenca de E. coli em figados aparentemente sadios torna-se um fato

preocupante, ja que a viscera pode vir a ser liberada para consumo e causar

doenca no homem, uma vez que esta bactéria € capaz de resistir por longos

periodos em temperaturas de refrigeracdo (HIRSH; ZEE, 2003). Além disso,




39

existe 0 risco dos microrganismos contaminantes serem resistentes ou
portadores de genes que codificam resisténcia a antimicrobianos, podendo
haver o surgimento de resisténcia cruzada de E. coli aviaria com patégenos
entéricos dos seres humanos (BARTON, 2000).

Tabela 2 — Resultado do isolamento bacteriano de visceras de carcagas de
frango de corte condenadas por septicemia, pelo Servico de

Inspecao Estadual em abatedouro do Estado da Bahia (2015).

Microrganismo Figado Pulmé&o Intestino

N° % N° % N° %
E. coli 30 57,7 29 558 32 615
Outros 22 423 23 442 20 385

Barcelos (2005), ao pesquisar amostras de figados de frango com alteracdes
macroscopicas, condenados na linha de inspecdo de dois matadouros
frigorifico do Rio Grande do Sul, isolou E. coli em 26,7% das amostras
analisadas, enquanto Casagrande (2013) identificou esta bactéria em 17,8%
das amostras de figado provenientes de carcacas condenadas totalmente por
colibacilose em estabelecimento sob SIF no mesmo Estado. Motta (2002)
analisou 47 carcacas condenadas por celulite em abatedouro comercial do
Estado de S&o Paulo, isolando E. coli em 31,9% das lesdes de celulite no peito
das carcacas, sendo que em 31,9% das aves também foi identificada a
presenca da bactéria no figado, sugerindo uma possivel contaminacéo

sistémica.

De acordo com Barcelos et al. (2006), a enterobactéria E. coli esta intimamente
associada a casos de infecgcbes sistémicas com comprometimento hepético.
Macgavin; Carlton (1998) relataram que a infeccao do figado pode ser primaria
ou fazer parte de um processo sistémico, sendo o 6rgdo frequentemente
envolvido nas infeccbes hematdgenas, por receber tanto sangue arterial do

coragao, quanto venoso do trato gastrintestinal via sistema porta..

Minharo et al. (2001) e Silva; Minharro; Santos (2013), ao examinarem sacos
aeéreos de frango de corte condenados por aerossaculite em abatedouros sob
SIF no Estado de Goias e do Tocantins, isolaram E. coli, respectivamente, em

80,6% e 61,7% das amostras avaliadas.
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Na regido de Sao José do Vale do Rio Preto-RJ, a partir de suabes da traqueia
e de sacos aéreos de 120 frangos de corte necropsiados, Gongalves (2005)
isolou E. coli em 98,3% das amostras avaliadas, sendo que, antes do estudo,

apenas 51,7% das aves apresentavam problemas respiratorios.

Conforme Dho-Moulin; Fairbrother (1999), E. coli pode ser facilmente isolada
do trato respiratério superior das aves, sendo esta a principal porta de entrada
da infeccdo por APEC, ocorrendo a incialmente a colonizacdo da traqueia com

posterior invasdo dos sacos aéreos e demais 0rgaos.

Entretanto, segundo Casagrande (2013), apesar de incomum, a infeccéo por E.
coli patogénica também pode ter origem intestinal, atingindo baco e figado
antes de se disseminar pelo organismo. Leitner; Heller (1992) relataram que a
existéncia de fatores estressantes no galpdo pode ser determinante na
passagem de APEC do intestino para a corrente sanguinea das aves.

De acordo com Motta (2002), a presenca de E. coli nas visceras das aves
evidencia a disseminacdo sistémica do microrganismo, além de mostrar a

possibilidade da ocorréncia de infeccdo por outras bactérias.

Neste estudo, no que se refere aos testes de sensibilidade a antimicrobianos,
nenhuma das estirpes de E. coli foi sensivel ou resistente a todos os
antimicrobianos testados. Entretanto, cinco estirpes (55,5%) mostraram
resisténcia a trés ou mais antimicrobianos, sendo que quatro estirpes de E. coli

(44,5%) foram resistentes a cinco dos antimicrobianos testados (Quadro 2).

Quadro 2 - Resisténcia aos antimicrobianos de isolados de E. coli
provenientes de visceras de carcacas de frangos de corte

condenadas sob SIE no Estado da Bahia.

o Amostras de Visceras
Antibiotico
F (01) F (02) F@4) | F(8) | F(09) | F(12) | P(03) | P(10) | 1(09)

Ampicilina R S R S R R S R S

Cefalexina R IN R S R R IN R S

Eritromicina IN R R R R R S R R

Sulfgmetoxgzol- R S S R R R S R S
Trimetropim

Sulfonamidas R R R R R R S S S

Tetraciclina R S R R S S R R R

LEGENDA: F= Figado; P=Pulmé&o; I=Intestino; R=Resistente; S=Sensivel, IN= Intermediarios
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A multirresisténcia também foi observada por Barros et al. (2012b) e Guastalli
(2010), cujos resultados foram de 94,2% e 94,4% dos isolados de E. coli,
respectivamente, resistentes a trés ou mais antimicrobianos pertencentes a

diferentes classes de antibiéticos.

O Gréfico 1 apresenta o numero de isolados de E. coli sensiveis, intermediarios

Ou resistentes aos antimicrobianos testados.

Grafico 1 — Quantitativo de E. coli sensivel, intermediario ou resistente a
antimicrobianos.

Sensivel

O RL N WA UIO N

M Resistente

M Intermediario

No presente estudo, a eritromicina foi 0 antimicrobiano que apresentou menor
atividade antibacteriana (77,8%). Achados semelhantes em relagcdo a este
macrolidio foram relatados anteriormente por Guastalli (2010), Santos (2012),
Goncalves et al. (2012) e Stella et al. (2013), que observaram um percentual de

resisténcia entre 95,6% a 100%.

Para a sulfonamida e a tetraciclina, foram observadas 55,6% das estirpes de E.
coli resistentes. Resultados proximos foram achados por Gongalves; Andreatti
Filho (2010), que relataram, para amostras de E. coli oriundas de aves com
suspeita de colibacilose, 66,7% de resisténcia a sulfonamida. Valor mais
elevado foi relatado por Alcantara (2011), que encontrou 90,9% das cepas de

E. coli isoladas de celulite aviaria resistentes a este antibiotico.
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Conforme Gongalves; Andreatti Filho (2010), o alto indice de resisténcia a
sulfonamida observado pode ser atribuido a sua utilizagdo em larga escala no
controle e erradicacdo de diversos agentes patogénicos, como coccideos,

induzindo a resisténcia cruzada com outros patdégenos entéricos das aves.

Os outros antimicrobianos testados no presente trabalho, ampicilina, cefalexina
e sulfametoxazol-trimetropim, apresentaram atividade antibacteriana moderada
(44,4%). Com relacdo a cefalexina, o resultado foi proximo ao do estudo
realizado por Zanattaet al. (2004), que encontraram resisténcia a esta
cefalosporina em 54,6% das amostras de E. coli isoladas de aves comerciais.

Em estudo semelhante, Cardoso et al. (2014) evidenciaram alta resisténcia ao
antibiotico (91,1%), que também encontraram altas taxas de resisténcia a

estreptomicina (95,6%) e a doxiciclina (93,3%).

Santos (2012) avaliou a resisténcia de cepas de E. coli provenientes de lesbes
de celulite aviaria e verificaram alta percentagem de resisténcia a ampicilina
(81,81%) e a tetraciclina (90,9%).

Guastalli (2010), em amostras de E. coli isoladas de pintinhos de reposi¢cao de
postura, também observou altas taxas de resisténcia a estes antibioticos,

81,1% e 80%, respectivamente.

Achados mais condizentes com o presente estudo foram relatados por
Zanattaet al. (2004), que encontrou 58% de resisténcia para ampicilina, e por
Goncalves; Andreatti Filho (2010), que relataram 48% de resisténcia para

tetraciclina.

Quanto a andlise de resisténcia frente ao sulfametoxazol-trimetropim, resultado
um pouco inferior ao do presente estudo (41,7%) foi citado por Gongalves et al.
(2012) ao avaliar isolados de E. coli em frangos de corte na idade de abate,
engquanto que Cardoso et al. (2015) encontrou 66,7% de resisténcia para esta

combinacdo de antibioticos.

De acordo com Kanget al. (2005), a resisténcia da E. coli comensal a maioria
dos agentes antimicrobianos utilizados, como as tetraciclinas, sulfametoxazol

ampicilina é bastante conhecida, fato evidenciado no presente estudo.
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Segundo Cardoso et al. (2015), isto ocorreu em decorréncia do uso abusivo e
indevido destas substancias como aditivos alimentares, conservantes ou
promotores de crescimento para animais antes do ano de 1998, quando nao

havia regulamentacao para controlar o uso destas substancias para estes fins.

Conforme Goncalves; Andreatti Filho (2010), a alta resisténcia a tetraciclina
evidenciada em diversos estudos também pode ser explicada devido ao seu

baixo custo e facilidade de obtencao, fato que popularizou a sua utilizacao.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel observar isolar e identificar colénias E. coli de amostras oriundas
de visceras de frangos condenados por septicemia, em um matadouro

frigorifico de aves sob regime de inspecédo estadual na Bahia.

As caracteristicas macroscopicas das visceras condenadas foram indicativas
confidveis de infeccdo por E. coli, pois esta estava presente em 86,5% das

amostras condenadas por septicemia.

O teste de antibiograma das coldnias isoladas evidenciou elevadas taxas de
resisténcia e de multirresisténcia aos antimicrobianos testados, reforcando a
necessidade do uso correto desses farmacos, em criacbes de aves comerciais,
a fim de evitar maiores transtornos no controle e combate a colibacilose e

outras enfermidades causadas por bactérias.

Frente a presente investigacao realizada e elevadas taxas de resisténcia e de
multirresisténcias encontradas por E. coli nas visceras das carcacas de frango
condenadas, vale destacar a importancia e a necessidade de mais pesquisas
no que diz respeito ao uso de antibiético no campo e seus impactos na saude

publica.

A alta taxa de resisténcia de E. coli observada neste e em outros estudos
evidenciam a importancia da realizacdo de um teste de sensibilidade aos
antimicrobianos em cria¢c@es de frango de corte para garantir sua efetividade no

tratamento das infecgdes.
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ISOLAMENTO E TESTE DE SUSCETIBILIDADE DE Escherichia coli EM
AMOSTRAS DE FIGADO, PULMAO E INTESTINO DE FRANGOS
CONDENADOS COM SEPTICEMIA, EM UM MATADOURO FRIGORIFICO
SOB REGIME DE INSPECAO ESTADUAL

ISOLATION AND SUSCEPTIBILITY TEST OF E. COLI IN LIVER, LUNG AND
INTESTINE SAMPLES FROM POULTRY CONDEMNED OF SEPTICEMIA, IN
A FRIDGE SLAUGHTERHOUSE UNDER STATE INSPECTION REGIME.
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2 Professor Adjunto do Centro de Ciéncias, Agrarias, Ambientais e Biol6gicas da Universidade
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RESUMO - A Escherichia coli € responsavel pela colibacilose aviaria, doenca
que pode cursar com celulite, doenca respiratoria cronica e septicemia,
resultando em grandes perdas econémicas no setor avicola. Este trabalho teve
como objetivo isolar E. coli de figados, pulmdes e intestinos provenientes de
frangos condenados por septicemia hum matadouro de aves sob regime de
inspecdo estadual na Bahia, além de avaliar o perfil de resisténcia
antimicrobiana de cepas de E. coli isoladas. Foi observado crescimento
bacteriano em todas as amostras de visceras analisadas, sendo E. coli isolada
em 86,5% das carcacgas (45/52). Do total de 156 amostras analisadas, 58,3%
mostraram-se positivas para E. coli, sendo o microrganismo encontrado em
57,7%, 55,8% e 61,5% das amostras de figado, pulmao e intestino analisadas,
respectivamente. Foram isoladas 09 estirpes de E. coli, submetidas a teste de
suscetibilidade a 06 antibioticos. Nenhuma estirpe foi sensivel a todos os

antimicrobianos testados, porém constatou-se um grande nimero de amostras
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multirresistentes. A eritromicina foi o antimicrobiano que apresentou maior
resisténcia bacteriana (77,8%), seguido de sulfonamida e tetraciclina (55,6%).
Os outros antimicrobianos testados apresentaram atividade antibacteriana
moderada (44,4%). Constatou-se que os critérios de condenacdo utilizados
pelo SIE foram eficientes, descartando visceras e carcacas com potencial risco
de transmissdo de enfermidades, e que a resisténcia aos antimicrobianos
observada demonstra a real necessidade de um teste de susceptibilidade para
garantir a eficacia do produto a ser empregado no tratamento de uma possivel
infeccéo.

Palavras chave: visceras, frango de corte, inspecao sanitaria, antibiograma.
ABSTRACT - Escherichia coli is responsible for colibacillosis avian disease that
can be associated with cellulitis, chronic respiratory disease and septicemia,
resulting in huge economic losses in the poultry industry. This study aimed to
isolate E. coli of livers, lungs and intestines from chickens condemned for
septicemia in a slaughterhouse poultry under state inspection regime in Bahia,
and to evaluate the antimicrobial resistance profile of E. coli isolated
strains.Was used by direct culture of the samples in selective media and
biochemical tests for identification. Bacterial growth was observed in all the
analyzed samples of viscera, being E. coli isolated in 86.5% of carcasses
(45/52).0f the total of 156 samples analyzed, 58.3% were positive for E. coli,
the microorganism being found in 57.7%, 55.8% and 61.5% of the liver, lung
and intestine samples, respectively. Were isolated 09 strains of E. coli,
submitted to susceptibility testing to 06 antibiotics. No strain was sensitive to all
antibiotics tested, but it was found a large number of multidrug-resistant

samples. The antibiotic erythromycin was presented the highest bacterial
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resistance (77.8%), followed bysulfonamide and tetraciclin (55.6%). The other
antimicrobials tested showed moderate antibacterial activity (44.4%).lt was
found that the condemnation criteria used by the SIE were efficient, discarding
offal and carcasses with potential risk of transmission of diseases, and that
resistance to antimicrobials observed demonstrates the real need for
susceptibility testing to ensure the effectiveness of the product being used to
treat a possible infection.

Keywords: viscera, broiler, sanitary inspection, antibiogram.

INTRODUCAO

A continua intensificagdo da producdo no setor avicola propicia condi¢cdes
favoraveis a ocorréncia e disseminacdo de alguns patégenos, como a
Escherichia coli (E. coli), que pode provocar infecgcbes graves nos animais e
nos homens (SILVA et al., 2012).

Esta bactéria faz parte da microbiota normal do trato gastrintestinal de
humanos e de animais, porém, cepas de E. coli patogénicas para aves (APEC)
Sao responsaveis por varios processos patolégicos nestas (MELLATA et al.,
2003). Estima-se que entre 10% a 20% da microbiota intestinal das aves de
producdo saudaveis pertencam a sorotipos potencialmente patogénicos de
APEC (FERREIRA; KNOBL, 2009).

A bactéria pode afetar praticamente todos os 6érgdos das aves, causando
infecgbes intestinais e extraintestinais, manifestando-se com quadros de
peritonite,  pneumonia, pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite,

coligranuloma, doenca respiratéria cronica complicada (DRCC), onfalite,
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salpingite, sindrome da cabeca inchada (SCI), osteomielite e ooforite(DZIVA;
STEVENS, 2008; SHAHBAZI; FEIZI, 2015).

Segundo Guastalli; Soares (2011), a contaminacdo fecal do ovo fértil é a
principal via de transmissdo de E. coli patogénica para os pintinhos, em
decorréncia da penetracdo da bactéria, pelos poros da casca, para 0 seu
interior. No entanto, a transmisséo da colibacilose ocorre principalmente pela
via horizontal, através do contato da ave com outros passaros, ou devido a
inalacdo de poeira e consumo de agua ou alimento contaminados por fezes
(DHO-MOULIN; FAIRBROTHER,1999; CORREA, 2012).

A infeccdo causada por E. coli, denominada colibacilose, ¢ uma das
enfermidades mais importantes na avicultura, resultando em grandes perdas
econbmicas devido a mortalidade, morbidade e suas consequéncias na cadeia
produtiva (VANDEKERCHOVE et al., 2004), incluindo gastos com tratamento
(ANDREATTI FILHO, 2006); diminuicdo da produtividade (RUSSEL, 2003) e
condenacdes parcial ou total de carcacas (DZIVA; STEVENS, 2008).

O tratamento da colibacilose depende principalmente da antibioticoterapia
(ANDREATTI FILHO, 2006). Entretanto, o0 uso indiscriminado de
antimicrobianos com objetivos terapéuticos, profilaticos e como promotores de
crescimento tem levado ao surgimento de cepas resistente a diversos farmacos
(KORBet al., 2014), sendo recomendavel a realizacdo de um teste de
susceptibilidade a antimicrobianos (TSA) antes da utilizacdo do farmaco para
garantir a eficacia do produto a ser empregado (FERREIRA; KNOBL, 2009).

No Brasil, séo escassas na literatura as pesquisas que correlacionam as lesées

macroscopicas de origem infecciosa, que levaram a condenacéo de carcacas
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em abatedouros, com a identificacdo do agente infeccioso presente no 6rgao
lesionado.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar a presenca de E. coli
de figados, pulmdes e intestinos provenientes de frangos condenados por
septicemia num matadouro de aves sob regime de inspecao estadual na Bahia,
além de avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli

isoladas.

MATERIAL E METODOS

OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Em um matadouro frigorifico de aves e coelhos, sob regime de inspecao
estadual na Bahia, foram abatidos, entre os meses de abril e maio de 2015, um
total de 243 mil aves. Durante um periodo de 9 dias de abate, 52 carcacas de
frangos (Gallus gallus) foram condenadas na linha de inspecéo por suspeita de
septicemia, das quais foram coletadas amostras de figado, intestino e pulméo
visualmente com alteracdes macroscopicas.

As amostras retiradas foram acondicionadas em coletores plasticos estéreis
identificados e encaminhadas em caixa isotérmicas com gelo para o
Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) do Hospital Universitario de Medicina
Veterinaria (HUMV) da UFRB (Universidade Federal do Recéncavo da Bahia),

sendo processadas no mesmo dia da coleta.

EXAME BACTERIOLOGICO

No fluxo laminar, a fim de diminuir a contaminacéo externa, foram pesados 1g

(£ 0.1) de figado, intestino e pulmé&o de cada carcaga, numa balan¢a analitica
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de precisdo (Shimadzu AUW320), em seguida os fragmentos foram
higienizados com solucdo fisiologica estéril (Farmax 0,9%) (Figura 3) e

macerados em placas de petri estéreis individualmente.

O macerado foi inoculado em5 ml de caldo BHI (Infusédo de Cérebro e Coracéo)
Himedia® por meio de uma alca de platina e o in6culo foi levado a estufa
bacteriol6gica, (Digital Timer Sterilifer) a 37°C. Apds 24 horas o indculo foi
semeado no meio Agar nutriente e levado a estufa bacterioldgica, a 37°C, por
48 horas.

No fim desse periodo, foi feita a avaliagdo das caracteristicas das coldnias, tais
como: tamanho, coloracdo, contaminagdo, presenca ou auséncia de
crescimento misto e odor. Seguidamente foi realizado a coloragcédo de Gram
para observacao das caracteristicas morfotintoriais e posterior escolha do meio
seletivo.

Foram utilizados dois meios de cultura: o EMB (Eosina Azul Metileno)
Himedia®, que é seletivo para bactérias Gram-negativas indicado para E. coli,
outro meio para Gram-negativa, e o Agar Baird Parker Himedia®, utilizado para
bactérias Gram-positivas com bom crescimento para estafilococos.
Posteriormente realizou nova coloracéo de Gram e seguiu-se para a realizacao

das provas bioquimicas: Catalase, Citrato, Esculina e Fenilalanina.

TESTE DE SUSCEENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A partir das cepas de E. coli isoladas foram realizados os testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos, baseado na metodologia proposta por
Bauer et al. (1966).

Inicialmente, as amostras foram cultivadas em meio solido Mueller-Hinton e

incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, pipetou-se 0,1mL na diluicdo de
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1,0 x 108 UFC/ml de cada caldo (de cada amostra) em placas de Agar Mueller-
Hinton, espalhando-o de forma homogénea por toda a superficie da placa com
o0 auxilio de um suabe estéril.

Foram testadas seis drogas antimicrobianas (Biorad laboratories) utilizadas na
pratica veterinaria: Ampicilina (AMP 10mg), Trimetropim-Sulfametoxazol (SXT
25mg), Cefalexina CXN 30mg), Eritromicina (ERY15mg), Sulfonamidas (SSS
300mg) e Tetraciclina (TET 30mg).

Os discos contendo os antimicrobianos foram depositados na placa, de forma
equidistantes. Por fim, as placas foram incubadas a 37°C por 48h, realizando-
se a leitura, com o auxilio de uma régua, em 24h e apos 48h.

Com o auxilio de uma tabela apropriada baseado no manual (CLSI, 2012), foi
determinado se o microrganismo em analise era sensivel, intermediario ou
resistente ao antimicrobiano testado.

Todos os dados foram dispostos em uma planilha para analise e descricdo dos

resultados.

RESULTADOS
Das 243.000 aves abatidas durante o periodo de estudo, apenas 52 (0,021%)
foram condenadas por suspeita de septicemia, sendo observado, apos cultura,
crescimento bacteriano em todas as 156 amostras de visceras analisadas.
Dentre as 52 carcacas, foi possivel isolar e identificar Escherichia coli em 45
destas (86,5%) (Tabela 1).
Os resultados dos antibiogramas, para as cepas de E. colioriundas das

amostras de figados, pulmdes e intestinos estao apresentados no Quadro 1.
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179 Tabela 1 — Ocorréncia de bactérias isoladas de visceras oriundas de carcacas

180 condenadas por septicemia, pelo Servico de Inspecdo Estadual em
181 abatedouro do Estado da Bahia (2015).
Microrganismo Figado Pulmé&o Intestino
N° % N° % N° %
E. coli 30 57,7 29 558 32 615
Outros 22 423 23 442 20 38,5
182
183

Quadro 2 — Resisténcia aos antimicrobianos de isolados de E. coli provenientes de
visceras de carcacas de frangos de corte condenadas sob SIE no
Estado da Bahia.

Antibiético Amostras
F (01) F (02) F@4) | F(8) | F(09) | F(12) | P(03) | P (10) | 1(09)
Ampicilina R S R S R R S R S
Cefalexina R | R S R R | R S
Eritromicina I R R R R R S R R
Sulfgmetoxa_lzol— R S S R R R S R S
Trimetropim
Sulfonamidas R R R R R R S S S
Tetraciclina R S R R S S R R R
184
185
186 DISCUSSAO

187 Com base nestes achados, pode-se constatar que a avaliacdo macroscopica
188 das carcacas como critério de condenacdo utilizado na linha de inspecédo
189 corroborou com a avaliagdo microscopica, uma vez que todas as carcacas
190 condenadas por suspeita de septicemia apresentaram algum tipo de

191 contaminag&o bacteriana, principalmente por E. coli.

192 A pesquisa de E. coli e a investigacdo da presenca de outros microrganismos
193 em middos de frangos de corte em abatedouros € importante por fornecer

194 informagdes sobre a qualidade sanitaria das aves estudadas.

195 Do total de 156 amostras analisadas, 91 (58,3%) mostraram-se positivas para

196 E. coli, sendo o microrganismo encontrado em 57,7%, 55,8% e 61,5% das
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amostras de figado, pulméo e intestino analisadas, respectivamente (Tabela 1).
Este achado se assemelha ao encontrado por Silva et al. (2012), que, ao
avaliarem 62 amostras de figado colhidas aleatoriamente em dois matadouros

avicolas do Recbncavo Baiano, isolaram esta bactéria em 45,5% das amostras.

Porém, de forma diferente deste trabalho, o autor supracitado analisou
amostras de figado com e sem alteracbes macroscopicas visiveis, identificando
E, coli em 60% das amostras considerados com aspecto macroscopico
inalterado, evidenciando que a inspecdo visual dos figados no matadouro
avicola muitas vezes ndo é suficiente para descartar carcacas contaminadas

por este microrganismo.

A presenca de E. coli em figados aparentemente sadios torna-se um fato
preocupante, ja que a viscera pode vir a ser liberada para consumo e causar
doenca no homem, uma vez que esta bactéria é capaz de resistir por longos
periodos em temperaturas de refrigeracdo (HIRSH; ZEE, 2003). Além disso,
existe o risco dos microrganismos contaminantes serem resistentes ou
portadores de genes que codificam resisténcia a antimicrobianos, podendo
haver o surgimento de resisténcia cruzada de E. coli aviaria com patégenos

entéricos dos seres humanos (BARTON, 2000).

Barcelos (2005), ao pesquisar amostras de figados de frango com alteracbes
macroscopicas, condenados na linha de inspecéo de dois abatedouros do Rio
Grande do Sul, isolaram E. coli em 26,7% amostras analisadas, enquanto
Casagrande (2013) identificou esta bactéria em 17,8% das amostras de figado
provenientes de carcacas condenadas totalmente por colibacilose em

estabelecimento sob SIF no mesmo Estado. Motta (2002) analisou 47 carcacas
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condenadas por celulite em abatedouro comercial do Estado de Sao Paulo,
isolando E. coli em 31,9% das lesbes, sendo que em 31,9% delas a bactéria
estava presente no figado.

De acordo com Barcelos et al. (2006), a enterobactéria E. coli esta intimamente
associada a casos de infec¢des sistémicas com comprometimento hepatico.
Carlton; Macgavin (1998) relataram que a infeccdo do figado pode ser primaria
ou fazer parte de um processo sistémico, sendo o 6rgdo frequentemente
envolvido nas infeccfes hematdgenas, por receber tanto sangue arterial quanto
venoso do trato gastrintestinal.

Minharo et al. (2001) e Silva; Minharro; Santos (2013), ao examinarem sacos
aéreos de frango de corte condenados por aerossaculite em abatedouros sob
SIF no Estado de Goias e do Tocantins, isolaram E. coli, respectivamente, em
80,6% e 61,7% das amostras avaliadas.

Na regido de Sao José do Vale do Rio Preto- RJ, a partir de suabes da traqueia
e de sacos aéreos de 120 frangos de corte necropsiados, Goncalves (2005)
isolou E. coli em 98,3% das amostras avaliadas, sendo que, antes do estudo,
apenas 51,7% das aves apresentavam problemas respiratorios.

Conforme Dho-Moulin; Fairbrother (1999), E. coli pode ser facilmente isolada
do trato respiratdrio superior das aves, sendo esta a principal porta de entrada
da infeccdo por APEC, ocorrendo a incialmente a colonizagéo da traqueia com
posterior invaséo dos sacos aéreos e demais 6rgaos.

Entretanto, segundo Barnes et al. (2008), apesar de incomum em frangos, a
infeccdo por E. coli patogénica também pode ter origem intestinal, atingindo

baco e figado antes de se disseminar pelo organismo.
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Leitner; Heller (1992) relataram que a existéncia de fatores estressantes no
galpdo podem ser determinantes na passagem de APEC do intestino para a
corrente sanguinea das aves.

De acordo com Motta (2002), a presenca de E. coli nas visceras das aves
evidencia a disseminacdo sistémica do microrganismo, além de mostrar a
possibilidade da ocorréncia de infeccéo por outras bactérias.

No que se refere aos testes de suscetibilidade a antimicrobianos, nenhuma das
estirpes de E. coli foi sensivel ou resistente a todos os antimicrobianos
testados. Entretanto, cinco estirpes i (55,5%) mostraram resisténcia a trés ou
mais antimicrobianos, sendo que quatro estirpes de E. coli (44,5%) foram
resistentes a cinco dos antimicrobianos testados.

A multirresisténcia também foi observada por Barros et al. (2012) e Guastalli
(2010), cujos resultados foram de 94,2% e 94,4% dos isolados de E. coli,
respectivamente, resistentes a trés ou mais antimicrobianos pertencentes a
diferentes classes de antibidticos.

No presente estudo, a eritromicina foi 0 antimicrobiano que apresentou maior
atividade antibacteriana (77,8%). Achados semelhantes em relacdo a este
macrolidio foram relatados anteriormente por Guastalli (2010), Santos (2012),
Goncalves et al. (2012) e Stella et al. (2013), que observaram um percentual de
resisténcia entre 95,6% a 100%.

Para a sulfonamida e a tetraciclina, foram observadas 55,6% das estirpes de E.
coli resistentes. Resultados préximos foram achados por Gongalves; Andreatti
Filho (2010), que relataram, para amostras de E. coli oriundas de aves com

suspeita de colibacilose, 66,7% de resisténcia a sulfonamida. Valor mais
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elevado foi relatado por Alcantara (2011), que encontrou 90,9% das cepas de
E. coli isoladas de celulite aviaria resistentes a este antibiotico.

Conforme Goncalves; Andreatti Filho (2010), o alto indice de resisténcia a
sulfonamida observado pode ser atribuido a sua utilizacdo em larga escala no
controle e erradicacdo de diversos agentes patogénicos, como coccideos,
induzindo a resisténcia cruzada com outros patégenos entéricos das aves.

Os outros antimicrobianos testados no presente trabalho apresentaram
atividade antibacteriana moderada (44,4%). Com relacdo a cefalexina, o
resultado foi préximo ao do estudo realizado por Zanatta et al. (2004), que
encontraram resisténcia a esta cefalosporina em 54,6% das amostras de E. coli
isoladas de aves comerciais.

Em estudo semelhante, Cardoso et al. (2014) evidenciaram alta resisténcia ao
antibiotico (91,1%), que também encontraram altas taxas de resisténcia a
estreptomicina (95,6%) e a doxiciclina (93,3%).

Santos (2012) avaliou a resisténcia de cepas de E. coli provenientes de lesdes
de celulite aviaria e verificaram alta percentagem de resisténcia a amplicilina
(81,81%) e a tetraciclina (90,9%).

Guastalli (2010), em amostras de E. coli isoladas de pintinhos de reposicédo de
postura, também observou altas taxas de resisténcia a estes antibidticos,
81,1% e 80%, respectivamente.

Achados mais condizentes com o0 presente estudo foram relatados por
Zanattaet al. (2004), que encontrou 58% de resisténcia para ampicilina, e por
Goncalves; Andreatti Filho (2010), que relataram 48% de resisténcia para

tetraciclina.
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Quanto a analise de resisténcia frente ao sulfametoxazol/trimetropim, resultado
um pouco inferior ao do presente estudo (41,7%) foi citado por Gongalves et al.
(2012) ao avaliar isolados de E. coli em frangos de corte na idade de abate,
engquanto que Cardoso et al. (2014) encontrou 66,7% de resisténcia para esta
combinacéo de antibidticos.

De acordo com Kanget al. (2005), a resisténcia da E. coli comensal a maioria
dos agentes antimicrobianos utilizados, como as tetraciclinas, sulfametoxazole
e ampicilina é bastante conhecida, fato evidenciado no presente estudo.
Segundo Cardoso et al. (2014), isto é devido ao uso abusivo e indevido destas
substancias como aditivos alimentares, conservantes ou promotores de
crescimento para animais antes do ano de 1998, quando ndo havia
regulamentacao para controlar o uso destas substancias para estes fins.
Conforme Goncalves; Andreatti Filho (2010), a alta resisténcia a tetraciclina
evidenciada em diversos estudos também pode ser explicada devido ao seu

baixo custo e facilidade de obtencao, fato que popularizou a sua utilizagao.

CONCLUSOES
Foi possivel observar isolar e identificar colénias E. coli de amostras de
visceras de frangos condenados por septicemia, num matadouro frigorifico de
aves sob regime de inspec¢ao estadual na Bahia.
As caracteristicas macroscopicas das visceras condenadas foram indicativas
confiaveis de infeccdo por E. coli, pois esta estava presente em 86,5% das
amostras condenadas por septicemia.
O teste de antibiograma das colonias isoladas evidenciou elevadas taxas de

resisténcia e de multirresisténcia aos antimicrobianos testados, reforcando a
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necessidade do uso correto desses farmacos, em criacfes de aves comerciais,
a fim de evitar maiores transtornos no controle e combate a colibacilose e
outras enfermidades causadas por bactérias.

Frente a presente investigacao realizada e elevadas taxas de resisténcia e de
multirresisténcias encontradas por essas bactérias nas visceras dos frangos
condenadas. Vale destacar a importancia e a necessidade de mais pesquisar
no que diz respeito ao uso de antibiético no campo e o seus residuos nas
carcacas e miudos de frangos abatidos e seus impactos na saude publica.

A alta taxa de resisténcia de E. coli observada neste e em outros estudos
evidenciam a importancia da realizacdo de um teste de sensibilidade aos
antimicrobianos em cria¢c@es de frango de corte para garantir sua efetividade no

tratamento das infec¢des.
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