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RESUMO

No setor avicola, um dos objetivos do uso de antimicrobianos seria a reducdo das
perdas ocasionadas por infeccOes por Escherichia coli e outras bactérias nas aves.
Os sorotipos de E. coli associados a doencas nas aves ndo afetam o homem, porém
o problema estd no fato da E. coli poder tornar-se resistente a antimicrobianos
utilizados na terapéutica de algumas doencas. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana de E.coli patogénicas isoladas de sacos
aéreos e tragueéias de frangos de corte ao abate. Dos 120 frangos estudados, em
apenas dois ndo houve isolamento de E. coli. Das aves E. coli positivas, 17,8%
(21/118) dos isolados foram de sacos aéreos, 16,1% (19/118) das traquéias e 66,1%
(78/118) dos sacos aéreos e traquéias. Todos os isolados de E. coli foram
submetidos confirmacgéo da sua patogenicidade pela deteccdo do gene iss por PCR,
sendo 12 isolados positivos. A resisténcia das E. coli iss positivas a antimicrobianos
foi verificada e todas se apresentaram resistentes a 14 dos 20 antimicrobianos
testados. Os 12 isolados positivos apresentaram resisténcia a antimicrobianos de
uso no tratamento de enfermidades em frangos de corte, 0os quais podem permitir o
surgimento de resisténcia cruzada com outras enterobactérias, representando um
risco de selecédo de cepas patogénicas para aves assim como para seres humanos.
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PROFILE OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF Escherichia coli iss GENE
POSITIVE FROM BROILER AT AGE OF SLAUGHTER

ABSTRACT
In the field of poultry science, antimicrobials have been used in the reduction of
economic losses caused by Escherichia coli, as well as other bacteria. E. coli
serotypes associated to avian colibacilosis do not infect humans, but might become
resistant to antimicrobials used in diseases therapy. The objective of this work was to
evaluate the antimicrobials resistance profiles of pathogenic E. coli isolated from the
air sac and trachea of broilers at slaughether time. Out of the 120 studied broilers,
from only two there was no E. coli isolation. From the E. coli positive birds, 17.8%
(21/118) came from the air sac, 16.1% (19/118) from the trachea, and 66.1%
(78/118) from both air sac and trachea. All E. coli isolates were subjected to
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pathogenicity confirmation by PCR iss gene detection, but only 12 were positive. The
E. coli iss positive isolates were subjected to antimicrobial sensitivity tests, and all of
them were resistant to 14 of the 20 antimicrobials employed. These 12 E.coli isolates
were found to be resistant to antimicrobials used in the treatment of broiler bacterial
diseases, which by crossing of resistance between enterobacteria, represent a risck
of selecting pathogenic strains to birds as well as to humans.

KEYWORDS: broiler, microbiology, sensibility

INTRODUCAO

Um dos grandes interesses na area de saude publica é a existéncia de
bactérias que colonizam o0s animais domésticos e que sao resistentes a
antimicrobianos. A utilizagdo incorreta de antibiéticos na medicina humana, o seu
uso na alimentacédo animal com objetivos terapéuticos, profilaticos ou de promocao
de crescimento sao 0s principais responsaveis pela resisténcia aos antibiéticos em
bactérias patogénicas para o homem. Por sua vez, essas bactérias resistentes
podem ser transferidas dos animais para seres humanos, principalmente em
individuos que trabalham diretamente com o0s animais ou na industria de
processamento tecnolégico de produtos de origem animal (BARTON, 2000;
PARSONNET & KASS,1987).

No setor avicola, um dos objetivos do uso de antibiéticos seria a redugéo das
perdas ocasionadas pela infeccdo por Escherichia coli nas aves. Os sorotipos de
E.coli associados a colibacilose das aves ndo afetam seres humanos. Entretanto, o
problema esta no fato da bactéria tornar-se resistente a antimicrobianos usados na
terapéutica de algumas doencas e esta resisténcia ser transferida para outros
membros da familia Enterobacteriaceae, dificultando o tratamento das enfermidades
causadas por estas bactérias, tanto no homem quanto nos animais (ALLAN et al.,
1993; BLANCO et al.; 1997; BREMNER, 1981).

O uso inadequado de antimicrobianos € considerado o fator mais importante
para a selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes aos mesmos. Em criagfes
de frangos de corte, quando utilizados como promotores de crescimento, 0S
antimicrobianos selecionam bactérias resistentes na microbiota intestinal das aves e
estas apresentam nas fezes proporcdes elevadas destas bactérias. Durante o abate
das aves, cepas resistentes do trato intestinal podem contaminar as carcagas e a
carne de frango pode ser contaminada por E. coli multiresistentes. A E. coli aviaria
resistente pode infectar pessoas diretamente ou por meio de alimentos, colonizar o
trato intestinal e contribuir com genes de resisténcia para a microbiota enddégena
humana (BARTON, 2000; PARSONNET & KASS,1987; VAN DEN BOGAARD,
2001).

A legislacéo brasileira preconiza algumas medidas em relagdo ao uso dos
antimicrobianos. O periodo de caréncia ou de retirada dos antimicrobianos deve ser
em conformidade com a forma, a férmula e a via de administracdo do produto,
devendo constar na bula, sempre que o antimicrobiano seja indicado para animais
cujos derivados e subprodutos sejam destinados ao consumo humano (BRASIL,
1997). A Portaria n°® 193 de 1998 considera a import ancia do uso adequado dos
agentes antimicrobianos em medicina veterinaria, no tratamento e na prevencao de
doencas, visando a seguranca para saude publica (BRASIL, 1998).

A E. coli, normalmente encontrada no trato intestinal de aves, apresenta
cepas que possuem fatores de viruléncia que as tornam patogénicas. Os
mecanismos de viruléncia identificados em cepas de E.coli patogénica para aves
(APEC) necessitam de maiores estudos, para se compreender melhor a patogénese
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das enfermidades causadas por E.coli (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999). A
identificacdo dos fatores de viruléncia, que pode ser realizada por métodos de
biologia molecular, como a PCR, auxilia a compreensdo dos mecanismos de
patogenicidade da E. coli e favorece o desenvolvimento de métodos de diagndstico,
controle, prevencdao e tratamento de enfermidades.

Dentre os mecanismos de viruléncia encontrados em APEC, a resisténcia aos
efeitos bactericidas do soro, mediada pelo gene iss, apresenta-se como um
relevante mecanismo, apesar de nao ser o Unico utilizado por essas bactérias para
alcancar os 0Orgdos internos das aves e causar uma infeccdo (MELLATA et al.,
2003). O gene iss foi encontrado como um dos mais frequientes em isolados de E.
coli de aves com colibacilose, apesar de varios genes de viruléncia estarem
envolvidos na sua patogénese (DELICATO et al., 2003; HORNE et al., 2000).

O gene iss esta localizado em um plasmidio conjugativo R, com um tamanho
aproximado de 100 kilobases, juntamente com outros genes de viruléncia e de
resisténcia a antimicrobianos. Este plasmidio pode ser transferido, por conjugacao,
para outras bactérias avirulentas, inclusive outras E. coli (JOHNSON et al., 2002;
JOHNSON et al., 2004)

O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana
de E. coli positivas para o gene iss pela PCR, isoladas de sacos aéreos e traquéias
de frangos de corte ao abate.

METODOLOGIA

Foram investigados 120 frangos de corte da linhagem Cobb, em idade de
abate, de um estabelecimento avicola no Estado do Rio de Janeiro. Os frangos
foram necropsiados e em seguida foi feita a coleta de suabes de sacos aéreos e
traguéias em Caldo BHI para enriquecimento. ApOos o crescimento, foi feito o
plagueamento para isolamento das colénias de E. coli em Agar MacConkey. Todos
os isolados provenientes de traquéias foram identificados bioquimicamente pelo
teste do Indol, do Vermelho de Metila, de Voges-Proskauer e do Citrato - teste do
IMVIC (KORNACKI & JOHNSON, 2001). Os isolados de sacos aéreos, foram
identificados bioquimicamente por meio do sistema API 20E (bioMérieux SA Franca)
para identificacdo de enterobactérias.

Todas as amostras de E.coli isoladas foram submetidas a PCR especifica
para deteccdo do gene iss. Para isso, 1 mL de cultivo puro de E. coli, apés
centrifugacdes, foi submetido a bloco térmico a 95° C por 10 minutos em volume de
20 ul de agua Milli-Q para a extracdo do DNA. A amplificacdo foi feita em
termociclador por 30 ciclos de 94° C por um minuto, 61° C por um minuto e 72° C por
dois minutos, em reacdo com volume de 50 pl: 21 pl de agua Milli-Q, 10 ul de
tampéo 10X, 5 ul de MgCl;, 5 pl de dNTP mix (0,25 mM de cada), 1 pl (100pmol) do
primer 5- GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC 3, 1 pl (100pmol) do primer
(GeneLink-USA) 5- CGC CTC GGG GTG GAT AA 3, 2 ul (2U) de Tag DNA
polimerase e 5 ul de DNA em agua Milli-Q (DELICATO et al., 2003; HORNE et al.,
2000). Os produtos amplificados (amplicons) foram submetidos a eletroforese a 94V
em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio e visualizados em
transiluminador com luz ultra-violeta. Para auxiliar a visualizacdo dos amplicons de
760 pares de base (pb) foi utilizado o marcador Ladder 100pb (PB-L Productos Bio-
Légicos).

As cepas de E.coli positivas para o gene iss foram submetidas ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana pelo método de difusdo em discos (BAUER et
al.,1966). Os seguintes antibiéticos foram testados: amicacina, ampicilina,
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aztreonam, ceftadizima, ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, cefotaxima,
eritromicina, acido nalidixico, nitrofurantoina, norfloxacina, oxacilina, pefloxacina,
penicilina, acido pipemidico, sulfametoxazol/trimetoprim, teicoplanina, tetracilcina e
vancomicina. Quatro a cinco colbnias isoladas foram transferidas para tubos
contendo 5 mL de Caldo Mueller-Hinton (Merck) formando uma suspensao de
acordo com a turbidez padréo correspondente a 0,5 da escala de Mac Farland. Um
suabe estéril foi mergulhado no tubo e inoculado, por estriamento, na superficie total
da placa de cultura com Agar Mueller-Hinton. Os discos de papel com os
antimicrobianos foram dispostos sobre a superficie do agar e as placas incubadas a
37° C por 24 horas. A leitura foi realizada medindo o diametro, em milimetros, dos
halos de inibicdo de crescimento das colonias bacterianas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 120 frangos estudados, em apenas dois ndo houve isolamento de E.coli
de sacos aéreos ou traquéias. Dos 118 isolados positivos de E.coli, 17,8% (21/118)
foram de sacos aéreos, 16,1% (19/118) de traquéia e 66,1% (78/118) de sacos
aereos e traquéia.

Todas as amostras de E.coli foram avaliadas pela PCR para deteccdo do
gene iss e 12 foram positivas, sendo nove dos sacos aéreos e trés das traquéias.
Essas amostras foram submetidas ao antibiograma e exibiram resisténcia a 14 dos
20 antimicrobianos testados, sendo todas as amostras sensiveis a amicacina e ao
aztreonam e resistentes a ampicilina, clindamicina, eritromicina, penicilina,
tetraciclina, vancomicina e teicoplanina (QUADRO 1).

No presente trabalho, foi encontrada uma grande proporcdo de E.coli de
origem aviaria resistentes aos antimicrobianos testados, corroborando o ja
observado por outros autores (YANG et al., 2004). O aumento da resisténcia
bacteriana é uma questao que vem gerando algumas medidas a serem adotadas
pelos criadores com o intuito de minimizar este preocupante problema de saude
publica (BARTON, 2000; VAN DEN BOGAARD, 2001). Cepas patogénicas (gene
iss) resistentes a norfloxacina (83,3%) e a tetraciclina (95%) foram relatadas
(BLANCO et al., 1997; CARDOSO et al., 2002). Em relacdo a eritromicina, ja foram
observados percentuais de resisténcia de 98% e 100%, resultados semelhantes ao
do presente estudo (ALLAN et al., 1993; PEIGHAMBARI et al., 1995).

A presenca da resisténcia a tetraciclina e a ampicilina encontrada nas cepas
de APEC isoladas neste estudo, onde o gene iss estava presente, corrobora
resultados anteriores (JONHSON et al., 2002). Este resultado serve de alerta, pois 0
uso de tetraciclina ou ampicilina nas criagbes de frangos poderia ocasionar uma
selecdo de bactérias resistentes a antimicrobianos dificultando o tratamento das
doencas das aves (JONHSON et al., 2004).

Também foram encontradas cepas resistentes ao cloranfenicol, a penicilina, a
tetraciclina e a sulfametoxazol/trimetoprim. O uso destes antimicrobianos é vetado
pela legislacao brasileira como aditivos alimentares, promotores de crescimento ou
como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 1998) e a resisténcia pode
ser explicada pelo uso abusivo desses antimicrobianos antes de 1998 ou pelo seu
uso indevido.

O nivel observado de resisténcia aos antimicrobianos nas cepas de E. coli
testadas demonstra a real necessidade do seu uso correto, em criacoes de frangos
de corte, com o objetivo de tratar possiveis infec¢des pela E. coli nas aves. Todavia,
0 problema do aumento da resisténcia bacteriana vem gerando algumas medidas a
serem adotadas pelos criadores com o intuito de minimizar este preocupante
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problema de saude publica, ou seja, o surgimento de resisténcia cruzada de E. coli
aviaria com patodgenos entéricos dos seres humanos (BARTON, 2000; VAN DEN
BOGAARD, 2001).

QUADRO 1. Resisténcia e sensibilidade das cepas de E.coli isoladas de sacos
aeéreos e traquéias de frangos de corte para antimicrobianos utilizados
no antibiograma.

Antimicrobianos Numero de amostras (%)
Resistente Sensivel Intermediario
Amicacina 0 (0) 12 (100) 0 (0)
Aztreonam 0 (0) 12 (100) 0 (0)
Ampicilina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Clindamicina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Eritromicina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Penicilina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Tetraciclina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Vancomicina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Teicoplanina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Ceftadizima 3 (25) 3 (25) 6 (50)
Ciprofloxacina 10 (83,3) 1(8,3) 1(8,3)
Cloranfenicol 3 (25) 6 (50) 3 (25)
Cefotaxima 0 (0) 10 (83,3) 2 (16,7)
Acido nalidixico 11 (91,7) 1(8,3) 0 (0)
Nitrofurantoina 7 (58,3) 3 (25) 2 (16,7)
Norfloxacina 10 (83,3) 2 (16,7) 0 (0)
Oxacilina 10 (83,3) 2 (16,7) 0 (0)
Pefloxacina 11 (91,7) 0 (0) 1(8,3)
Acido pipemidico 11 (91,7) 0 (0) 1(8,3)
Sulfametoxazol/trimetoprim 5 (41,7) 6 (50) 1(8,3)
CONCLUSOES

As cepas de E.coli encontradas neste estudo foram resistentes a
antimicrobianos de uso no tratamento de enfermidades em frangos de corte, o que
representa um risco na selecao de cepas patogénicas para as aves e na resisténcia
cruzada com patdégenos entéricos dos seres humanos.

A presenca do gene iss em E. coli patogénica, nos frangos aparentemente
saudaveis, constitui-se num problema de saude publica, uma vez que a resisténcia a
tetraciclina e a ampicilina esta associada ao mesmo.

As E. coli patogénicas aviarias, encontradas neste estudo, foram resistentes a
antimicrobianos de uso no tratamento de enfermidades em frangos de corte e de uso
proibido pela legislacéo brasileira em criacbes de aves para consumo.
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