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RESUMO

No setor avicola, um dos objetivos do uso de antimi-
crobianos € a reducgéo das perdas devido a infec¢des
causadas por Escherichia coli e outras bactérias nas
aves. Os sorotipos de E. coli associados a doengas
nas aves nao afetam o homem, porém o problema
esta no fato desta bactéria poder tornar-se resisten-
te a antimicrobianos utilizados na terapéutica de al-
gumas doengas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o perfil de resisténcia antimicrobiana de cepas de E.
coli isoladas de aves comerciais com quadros de co-
libacilose. Foram isoladas 60 cepas de E. coli, que
foram submetidas a teste de suscetibilidade a 12 an-
timicrobianos utilizados na pratica veterinaria. Os tes-
tes utilizados demonstraram que todos isolados de E.
Coli foram resistentes a 3 ou mais antimicrobianos. O
perfil de multirresisténcia foi observado em 100% dos
isolados de E.coli. O valor do indice de multipla resis-
téncia aos antimicrobianos (MAR) variou entre 0,25 a
1,0. Monitorar a resisténcia aos antimicrobianos em
bactérias isoladas de animais torna-se um fator deter-
minante para elei¢cdo e éxito do tratamento.
Palavras-chave: antimicrobianos, ave comercial, Es-
cherichia coli, frango, teste de suscetibilidade.

Nutri-Time

Revista Eletronica

Vol. 12, N° 05, set/out de 2015
ISSN: 1983-9006
www.nutritime.com.br

A Revista Eletrénica Nutritime ¢ uma publicacdo bimensal
da Nutritime Ltda. Com o objetivo de divulgar revistes de
literatura, artigos técnicos e cientificos e também resulta-
dos de pesquisa nas areas de Ciéncia Animal, através do
endereco eletrénico: http://www.nutritime.com.br.

FACTORS AFFECTING THE QUALITY OF EGGS
LAYING HENS COMMERCIAL

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 poultry diseases do not infect
humans, but might become resistant to antimicrobials
used in diseases therapy. The aim of the present work
was to evaluate the antimicrobial resistance profile of
E. coli strains isolated from commercial poultry with
colibacillosis. Sixty strains of E. coli were analyzed
and submitted to the antimicrobial susceptibility test
to the 12 drugs. The tests used showed that all E. coli
isolates were resistant to 3 or more antimicrobials.
Multidrug resistance profile was observed in 100% of
the isolates of E. coli. The multiple antibiotic resistan-
ce (MAR) index varied between 0.25 to 1.0. Monitoring
the resistance to antibiotics for bacteria isolated from
animals becomes one determining factor for election
and successful treatment.

Keywords: antimicrobian, poultry, Escherichia coli,
broiler, susceptibility test.
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INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a avicultura brasileira tem apre-
sentado altos indices de crescimento. Assim, a lide-
ranga brasileira nas exportagdes da carne de frango,
que absorvem cerca de 30% da producg&o nacional,
devera continuar. Fatores como qualidade, sanidade
e preco contribuiram para aperfeigoar a produtividade
no setor (MA, 2014).

Para atender toda a demanda, produtores buscam
alternativas para aumentar a produtividade avicola,
como a utilizagdo de antimicrobianos para prevenir e
tratar doencgas causadas por bactérias (APTA & NI-
GERIA, 2012). Este fato somado ao desenvolvimento
das exploragdes avicolas, a ocorréncia das doengas
bacterianas e consequentemente, o uso excessivo de
antimicrobianos aumentaram no decorrer dos anos
(APTA & NIGERIA, 2012; TALEBIYAN et al., 2014).

Atualmente, Escherichia coli tem sido amplamente
estudada, devido aos seus diferentes mecanismos
de viruléncia, e por estar relacionada com diversas
doencas no homem e nos animais (NAKAZATO et al.,
2009). A E. coli patogénica para ave (APEC) é consi-
derada o patdégeno de maior importancia na avicultura
industrial em todo o mundo, podendo ser responsa-
vel por diferentes quadros infecciosos, atuando como
agente primario ou secundario. A bactéria pode afetar
praticamente todos os 6rgaos das aves, causando
infecgdes intestinais e extraintestinais, conhecidas
por colibacilose (BARNES et al., 2003). Para as aves
apenas estirpes patogénicas, podem causar a coliba-
cilose, ou seja, aquelas que apresentam os fatores de
viruléncia associados as amostras de origem aviaria
(FERREIRA & KNOBL, 2009).

A colibacilose era tratada como um problema secun-
dario a outro fator, sanitario ou ambiental. Entretanto,
amostras de E. coli patogénicas cada vez mais agres-
sivas e mais resistentes aos antibiéticos comumente
usados também tém sido incriminadas como causa-
doras de problemas primarios, levando as empresas
a adotarem medidas estratégicas especificas para o
seu controle (ENCARTE ESPECIAL, 2014).

Os antimicrobianos sdo medicamentos fundamentais
para o tratamento de infecgdes bacterianas em seres
humanos e em animais. Na avicultura, um dos objeti-

vos do uso dos antimicrobianos € a redugao das per-
das econdmicas. O seu uso na prevencgao de infecgédo
€ uma medida muito utilizada para minimizar os danos
causados por infecgdes bacterianas e para reduzir a
incidéncia de mortalidade associada com as doencgas
aviarias. No entanto, a utilizagao incorreta de antimicro-
biano, o seu uso na alimentagéo animal com objetivos
terapéuticos e profilaticos sdo os principais responsa-
veis pela presencga da resisténcia aos antibidticos por
bactérias patogénicas para o animal (SILVA, 2008).

O grande numero de cepas de E. coli resistentes aos
medicamentos mais utilizados na avicultura e o fato
de alguns genes de resisténcia serem transmitidos
para outras bactérias via plasmideos, aumentam a
necessidade de conhecermos o perfil de resisténcia
das amostras, através de antibiogramas (ENCARTE
ESPECIAL, 2014). Assim, o objetivo deste estudo foi
determinar a susceptibilidade antimicrobiana de E.
coli em aves comerciais com suspeita de colibacilose,
provenientes dos Estados de Sao Paulo, Goias, Mato
Grosso do Sul e Bahia.

MATERIAL E METODOS

No periodo de abril a dezembro de 2014 foram envia-
das ao Centro Avangado de Pesquisa Tecnoldgica do
Agronegdcio Avicola-Instituto Bioldgico, Descalvado,
SP, aves comerciais (frangos de corte, reprodutoras
de postura e pintinhos) provenientes dos Estados de
Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Bahia. As
aves foram necropsiadas e colheu-se material dos 6r-
géos (figado, coragao, ovidutos e sacos aéreos) com
lesbes macroscopicas sugestivas de colibacilose.
Para o isolamento de E. coli, os suabes e fragmentos
de érgaos foram inoculados em caldo BHI (Brain He-
art Infusion) e incubados a 36°C +1 por 24 hs. Apoés in-
cubacgéo, o material foi inoculado em placas contendo
agar sangue e agar Mac Conkey e incubados a 36°C
+1 por 24hs e colénias com caracteristicas tipicas de
E. coli foram confirmadas através de série bioquimi-
ca. Para a metodologia bacteriolégica seguiu-se as
recomendacdes descritas por Barnes et al. (2003).

Os isolados de E. coli foram submetidos ao teste
de suscetibilidade a 12 antimicrobianos: amoxicilina
(10mcg), canamicina (30 mcg), cefalexina (30 mcg),
ceftiofur (30 mcg), doxiclina (30 mcg), enrofloxacina
(5 mcg), estreptomicina (10 mcg), fosfomicina (200

Nutritime Revista Eletrénica, on-line, Vigosa, v.12, n.5, p.4216-4222, set-out, 2015. ISSN: 1983-9006 ® 4217




Avaliacao do perfil de resisténcia antimicrobiana de Escherichia coli isolada de aves comerciais

mcg), gentamicina (10 mcg), norfloxacina (10 mcg),
sulfazotrim (25 mcg), tetraciclina (30 mcg). A metodo-
logia utilizada seguiu o0 método de difusdo em placa
descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI, 2013).

O indice de multipla resisténcia aos antimicrobianos
(MAR) foi calculado conforme metodologia descrita
por Krumperman (1983), sendo este indice determi-
nado pela relagcao entre o numero de antimicrobianos
que a amostra é resistente e o numero total de antimi-
crobianos testados. indice MAR acima de 0,2 carac-
teriza multirresisténcia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 60 cepas de E. coli, as quais foram
submetidas ao teste de suscetibilidade a antimicro-
bianos. Os resultados dos antibiogramas estdo de-
monstrados na Tabela 1.

Notou-se resisténcia contra todas as drogas testadas:
amoxicilina 96,7% (58), estreptomicina 90% (54), en-
rofloxacina 88,3% (53), tetraciclina 71,7% (43), ca-
namicina 70% (42), doxiciclina 66,7% (40), ceftiofur
61,7% (37), cefalexina 60% (36), sulfametoxazol/tri-
metoprim 58,3% (35), fosfomicina, gentamicina e nor-
floxacina 48,3% (29).

A terapia antimicrobiana é uma das principais medi-
das de controle para reduzir a morbidade e mortali-
dade causada por infecgdes por E. coli. Uma vez que

0 uso indiscriminado de antimicrobianos na produgéo
de frangos resulta no desenvolvimento de populagdes
bacterianas resistentes a tratamentos, estes precisam
ser utilizados de forma prudente, a fim de preservar
0 seu uso terapéutico em animais e seres humanos
(GYLES, 2008).

A presenca de alta resisténcia a diferentes antimicro-
bianos em linhagens de E. coli patogénica para aves,
tem preocupado os varios segmentos da avicultura
mundial (AMARA et al., 1995; GUNNER et al., 2004;
OBENG et al., 2012).

Neste estudo, foi possivel verificar que as amostras
de E. coli isoladas de aves comerciais apresentaram
elevadas percentagens de resisténcia aos antimi-
crobianos, corroborando o ja observado por outros
autores (CARDOSO et al.,, 2002; ZANATTA et al.,
2004; YANG et al., 2004; GONCALVES et al., 2012;
CARDOSO et al., 2014). Esta alta resisténcia ocorre,
principalmente, pelo uso indiscriminado e prolongado,
concentragbes subterapéuticas e terapias inadequa-
das de antimicrobianos e devido a selegéo pelo an-
timicrobiano, de linhagens resistentes, com posterior
transferéncia horizontal mediada pela presenca de
plasmidios conjugativos, individuais, ou integrados
ao cromossomo, nas mesmas (FERREIRA & KNOBL,
2000; GUNNER et al., 2004).

A tetraciclina e a estreptomicina tem sido utilizadas a
varias décadas e a resisténcia a estes antimicrobia-

TABELA 1. Nimero absoluto e percentual de suscetibilidade das 60 cepas de E. coli, isoladas de aves comerciais (frangos de
corte, reprodutoras de postura e pintinhos), aos 12 antimicrobianos testados.

Antimicrobianos Sensivel N2 (%)

Intermedidrio N2 (%) Resistente N2 (%)

Amoxicilina 2 (3,3%)
Canamicina 17 (28,3%)
Cefalexina 23 (38,3%)
Ceftiofur 23 (38,3%)
Doxiciclina 20 33,3%)
Enrofloxacina 7 (11,7%)
Estreptomicina 5(8,3%)
Fosfomicina 30 (50%)
Gentamicina 30 (50%)
Norfloxacina 30 (50%)
Sulfametoxazol/trimetoprim 24 (40%)

Tetraciclina 16 (26,6%)

- 58 (96,7%)
1(1,7%) 42 (70%)
1(1,7%) 36 (60%)

- 37 (61,7%)

- 40 (66,7%)

- 53 (88,3%)
1(1,7%) 54 (90%)
1(1,7%) 29 (48,3%)
1(1,7%) 29 (48,3%)
1(1,7%) 29 (48,3%)
1(1,7%) 35 (58,3%)
1(1,7%) 43 (71,7%)
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nos aumentou para mais de 80% (BASS et al., 1999;
KANG et al., 2005; ZHAO et al., 2005; KIM et al.,
2007). Kim et al. (2007) salientam que estes antimi-
crobianos sao frequentemente utilizados na industria
avicola na Coréia, principalmente como um aditivo na
industria avicola.

Gongalves & Andreatti Filho (2010) isolaram 27 amos-
tras de E. coli oriundas de aves com suspeita de co-
libacilose e encontraram baixa taxa de resisténcia
na maioria dos antimicrobianos testados, exceto a
sulfanamida (66,7%), tetraciclina (48%) e neomicina
(40,7%). Todas as amostras mostraram-se sensiveis
a norfloxacina e gentamicina, ao contrario do obser-
vado no presente estudo e por Blanco et al. (1997),
Van Den Bogaard et al. (2001), Cardoso et al. (2002),
Zanatta et al. (2004) e Cardoso et al. (2014) que rela-
taram maior indice de resisténcia a estes antibidticos.

Neste estudo foi observado cepas resistentes a tetra-
ciclina e a sulfametoxazol/trimetoprim. O uso destes
antimicrobianos é vetado pela legislagao brasileira
como aditivos alimentares, promotores de crescimen-
to 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.

Segundo Gongalves & Andreatti Filho (2010), a tetra-
ciclina é muito utilizada por ser de baixo custo e facil
obtengao, o que explica o numero de amostras com
resisténcia, resultados que se assemelham aque-
les encontrados em estudos mais antigos (VERMA,
1979; SATO et al., 1980; KUMAR et al., 1981; VIDOT-
TO et al., 1984).

Corroborando com o resultado do presente trabalho,
Kim et al. (2007) detectaram alta resisténcia a enro-
floxacina (71,3%). Conforme Mohamed et al. (2014) a
elevada taxa de resisténcia a enrofloxacina em amos-
tras de E. coli isoladas de frango de corte, provavel-
mente & devido ao uso excessivo deste antibiotico em
fins terapéuticos e de prevencgao. As fluoroquinolonas
sdo extremamente importantes para o tratamento de
infecgdes graves por E. coli em humanos, e uma su-
pervisao continua é necessaria para detectar fenaéti-
pos resistentes as fluoroquinolonas emergentes (VAN
DER WESTHUIZEN & BRAGG, 2012).

Gongalves et al. (2012) avaliaram o perfil de resis-
téncia antimicrobiana de E. coli patogénicas isoladas
de frangos de corte. Detectaram o gene iss em 12
amostras, as quais foram submetidas ao teste de sus-
cetibilidade e apresentaram resisténcia a 14 dos 20
antimicrobianos testados. Todas as amostras foram
sensiveis a amicacina e ao aztreonam e resistentes
a ampicilina, clindamicina, eritromicina, penicilina, te-
traciclina, vancomicina e teicoplanina. Os autores afir-
mam que as cepas de E. coli resistentes aos antimi-
crobianos de uso no tratamento de enfermidades em
frangos de corte, representa um risco na selecao de
cepas patogénicas para as aves e na resisténcia cru-
zada com patégenos entéricos dos seres humanos.

Barros et al. (2012) isolaram 35 amostras de E. coli de
frangos de corte e de poedeira comercial, e eviden-
ciaram alta percentagem de resisténcia a amoxicilina
e enrofloxacina, o que esta de acordo com os resulta-
dos deste estudo.

Wu et al. (2014) analisaram carcagas de frango no
varejo na China, das quais 69,1% apresentaram con-
taminagao por E. coli. As cepas de E. coli manifesta-
ram maiores resisténcias a tetraciclina (84,4%), acido
nalidixico (74,1%), ampicilina (71,1%), sulfametoxa-
zol-trimetoprim (70,1%) e menores resisténcias a ca-
namicina (42,7%) e gentamicina (29,4%).

Mohamed et al. (2014) verificaram que 25 cepas de
E. coli isoladas de frangos de corte, mostraram ele-
vada taxa de resisténcia aos antimicrobianos, 100%
a amoxicilina e a enrofloxacina, 88% a doxiciclina e
estreptomicina e 84% ao sulfametoxazol-trimetoprim
seguido por uma consideravel resisténcia aos demais
agentes examinados, assim como o observado no
presente trabalho. Estes autores compararam seus
resultados com pesquisas de outros autores que es-
tudaram a resisténcia antimicrobiana de E. coli isola-
das de frangos de corte que também indicaram cepas
resistentes na China (YANG et al., 2004), Estados
Unidos (JOHNSON et al., 2005), a Coreia (KIM et al.,
2007), United Kingdom (RANDALL et al., 2011) e Aus-
tralia (OBENG et al., 2012).

Talebiyan et al. (2014) isolaram 318 amostras de de
E. coli patogénica para ave em frangos de corte e
observaram que a resisténcia aos antibioticos testa-
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dos (sulfametoxazol-trimetoprim-39,62%, enrofloxaci-
na-37,74%, doxiciclina-16,98% e gentamicina-5,66%)
foi menor quando comparado com os resultados do
presente estudo.

O indice de MAR foi determinado entre as cepas de
E. coli identificadas, como pode ser observado na
Tabela 2. Dentre as 60 amostras de E. coli testadas,
todas apresentaram indice MAR acima de 0,2 o que
caracteriza multipla resisténcia.

O indice MAR serve como uma informagéo adicional
do potencial patogénico das amostras (KRUMPER-
MAN, 1983). No presente estudo observou-se que os
resultados obtidos com base nesse indice demonstra-
ram que houve variagao entre 0,25 até 1,0 nos isola-
dos de E. coli obtidos de aves comerciais, e o perfil de
multiresisténcia dos isolados de E. coli foi observado
em 100%. De acordo com a literatura, tem havido um
crescente aumento na multirresisténcia de E. coli iso-
ladas de varios ecossistemas (VIEIRA et al., 2010).

Adeleke & Omafuvbe (2011) mencionam que indices
MAR superiores a 0,2 sao de antimicrobianos que sao
utilizados frequentemente, considerados de alto risco,
e valores destes indices menores ou igual a 0,2 sao
de antimicrobianos que s&o raramente utilizados.

Conforme Mohamed et al. (2014), os altos niveis de
resisténcia aos antimicrobianos em cepas de E. coli,
incluindo resisténcia a antimicrobianos clinicamente

TABELA 2. indices de multipla resisténcia a antimicrobia-
nos (MAR) encontrados nos 60 isolados de E. coli de aves
comerciais.

indice MAR Isolados de E. coli

0,25 2
0,33 2
0,42 4
0,50 3
0,58 11
0,67 10
0,75 12
0,83

0,91

1,0
Total 60

valiosos, sugerem que a E. coli de aves, pode desem-
penhar um papel importante como um reservatorio
para genes de resisténcia e ser uma das principais
fontes para a transferéncia de resisténcia a outros
importantes patégenos humanos que enfatizam a ne-
cessidade de uma vigilancia mais rigorosa e melhores
praticas avicolas, incluindo a regulamentagao rigoro-
sa do uso de antimicrobianos, o que pode reduzir o
transporte de bactérias resistentes a antimicrobianos
em alimentos.

O monitoramento constante do perfil de resisténcia
bacteriana é essencial, pois este varia com o tempo
e difere entre as regides geogréficas. Isto € compro-
vado quando comparamos os resultados do presente
trabalho com dados de Cardoso et al. (2014). Obser-
vamos que as percentagens de resisténcia modifica-
ram-se de um ano para outro. Portanto, a realizacéo
de testes para identificagdo bacteriana e sua sensibi-
lidade para auxiliar na selecao apropriada do agente
antimicrobiano se mostrou essencial devido a altas
taxas de resisténcia bacteriana verificadas nesta pes-
quisa. Esses exames nao devem ser negligenciados,
pois favorecem a escolha prudente da antibioticotera-
pia adotada.

Assim, conhecer o perfil de resisténcia das amostras
de E. coli aviarias reduziria os gastos com medica-
¢Oes ineficientes ou dosagens elevadas de determi-
nadas substancias antimicrobianas (Encarte especial,
2014).

CONCLUSAO

Amostras de E. coli resistentes a antimicrobianos uti-
lizados na avicultura estdo presentes nos Estados
de Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Bahia
em aves comerciais (frangos de corte, reprodutoras
de postura e pintinhos). Desta maneira, monitorar a
resisténcia de bactérias isoladas de animais a dife-
rentes grupos de antibiéticos torna-se um fator deter-
minante para eleigcdo e éxito do tratamento. Com os
resultados deste estudo concluiu-se que a amoxicili-
na, estreptomicina e enrofloxacina foram os antibio-
ticos que apresentaram maior indice de resisténcia.
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