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RESUMO

A Escherichia coli é responsavel pela colibacilose aviaria, uma das principais doengas da avicultura
industrial moderna, e o tratamento com antibi6ticos e quimioterapicos € uma das formas de diminuir
o impacto da colibacilose. Foram estudadas 86 amostras de Escherichia coli, isoladas de sacos aéreos de
aves com problemas respiratorios. As aves sdo provenientes da regido de Descalvado, Estado de Sao
Paulo. Das amostras estudadas, 66 cepas foram isoladas de frangos de corte e 20 de matrizes. Com
as cepas isoladas, realizou-se teste de susceptibilidade, técnica descrita por Bauer e Kirby. Foram
testados amoxicilina, cido oxolinico, fosfomicina, norfloxacina e sulfazotrim. O objetivo do presente
trabalhofoiapresentar diferentes perfis de resisténciade cepas de E. coliaviariaas drogas mencionadas.
Nas cepas isoladas das matrizes, verificou-se resisténcia a fosfomicina (70%), amoxicilina (60%), acido
oxolinico (60%), norfloxacina (50%) e sulfazotrim (sulfametrol-trimetoprim) (50%). Nas cepas isoladas
defrangosdecorte, verificou-se resisténciaao acido oxolinico (87,9%), norfloxacina(75,8%), sulfazotrim
(66,7%), amoxicilina (60,6%) e fosfomicina (45,4%). Este estudo, mostrou o alto indice de resisténcia de
E. coli de origem aviaria para as drogas mencionadas, salientando assim, a importancia de que a
recomendacédo de drogas antimicrobianas deve ser precedida de teste de susceptibilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano, aves, Escherichia coli, teste de susceptibilidade.
ABSTRACT

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY EVALUATION OFESCHERICHIACOLISTRAINSOFAVIAN
ORIGIN. The Escherichia coli is responsible for the avian colibacilosis, one of the main diseases in
modern industrial aviculture, and the treatment with antibiotics and quimiotherapics is one of the
ways to atenuate the impact of the colibacilosis. Eighty-six samples of Escherichia coli were studied,
isolated from aerial sacks of chickens with breathing problems. The chickens were originally from
the Descalvado region, State of Sdo Paulo. Out of the studied samples, 66 were isolated from broilers
and 20 from breeders. With the isolated strains, a susceptibility test was performed, the technique
was described by Bauer and Kirby. Amoxicillin, acid oxolinic, fosfomicin, norfloxacin and
sulfamethoxazole-trimethoprim were tested. The objective of the present work was presenting
different profiles of resistance of avian E. coli strains to the mentioned drugs. In the isolated strains
from the breeders, percentage of resistance to fosfomicin (70%), amoxicillin (60%), oxolin acid (60%),
norfloxacin (50%), sulfamethoxazole-trimethoprim (50%) was observed. In the isolated strains from
the broiler, percentage of resistance to oxolin acid (87.9%), norfloxacin (75.8%), sulfamethoxazole-
trimethoprim (66.7%), amoxicillin (60.6%) and fosfomicin (45.4%) was observed. This study, showed
the high profile of resistance of E. coli of avian origin for the mentioned drugs, thus pointing out, the
importance of the recommendation of antimicrobian drugs be preceded by a susceptibily test.

KEY WORDS: Antimicrobian, poultry, Escherichia coli, susceptibility test.

INTRODUCAO das amostras é movel, possuindo flagelos
peretriqueos. Foi descrita pela primeira vez por
A Escherichiacoli faz parte damicrobiotaentérica Theodor von Escherichem 1885. Afetaavesjovens

de mamiferoseaves, € umabactéria Gram negativa, de4a9semanas, pois nestaidade sdo mais suscep-
pertencente afamiliadas Enterobacteriaceae, atuan- tiveis a problemas respiratérios, nas aves adultas
do como um anaerébio facultativo, pois possui aenfermidade esta mais relacionada com quadros

metabolismo respiratério e fermentativo; amaioria de salpingite (FERREIRA & KNOBL, 2000).

*Trabalho apresentado na 142 Reunido Anual do Instituto Bioldgico, realizada em Sdo Paulo, em novembro de 2001.
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AinfeccdocausadaporE. colié umaimportante
doencanaavicultura, sendo responsavel por per-
dasecondmicassignificativasem muitas partes do
mundo (Gross, 1991; 1994). A doenga manifesta-se
com quadros de peritonite, pneumonia,
pleuropneu-monia, aerossaculite, pericardite,
coligranuloma, doenca respiratéria crnica com-
plicada (DRCC), onfalite, salpingite, sindrome da
cabeca inchada (SCI), osteomielite e ooforite
(FERREIRA & KNOBL, 2000; GrROSS, 1994).

Otratorespiratériosuperiordasaves, éaprincipal
porta de entrada na infec¢éo por E. coli, ocorrendo a
colonizacdo e multiplicacdo do agente na traquéia,
com posterior disseminagao para 0s sacos aereos e
tecidos adjacentes. As principais lesées encontradas
sdo: traqueite, aerossaculite, pericardite, perihepatite,
pleuropneumonia e peritonite (CHeviLLE et al., 1978;
Gross, 1991). Aevolucdodadoencaérapidaefrequen-
temente resultaem septicemia (Soika, 1992), causan-
do alta mortalidade (BArRNES & GRross, 1997).

Os sacos aéreos tornam-se espessados com pre-
senca de exsudato caseoso. Microscopicamente, as
alteracbessdodevidoapresencadeedemaeinfiltrado
heterolitico, com macréfagos e células gigantes cir-
cundando o tecido necrosado (De Rosa et al., 1992).

Nas aves a infeccao causada por esta bactéria é
denominada colibacilose, caracteriza-se como uma
infeccdo secundaria a outros agentes e sua manifes-
tacdo é extra-intestinal (FERREIRA & KNoBL, 2000). AE.
colifaz parte dafloraintestinal normal dointestinode
mamiferos e aves (DHo-MouLiN, 1993; GonzALEzetal.,
1990; Gross, 1991), e hduma percentagemsiginificante
guesao patdgenos paraasaves, devidoaaquisicdo de
fatoresde viruléncia, taiscomo habilidade de aderén-
cia, producdo de aerobactina, resisténcia sérica e a
presenca do plasmideo ColV (DHo-MouLin, 1993;
GonNzALEz et al.,1990). Estas caracteristicas servem
para diferenciar amostras patogénicas de néo
patogénicas (JoHNson, 1991).

Outros fatores de viruléncia importantes na
patogeniadacolibacilose sdoas citotoxinas de E. coli,
as quais classificam-se em endotoxinas e exotoxinas,
e sdo importantes nas doencas respiratérias e
sindrome da cabeca inchada das aves (Morris &
SoikA, 1985; PARREIRA & YANO, 1998).

Nas aves, as amostras de E. coli que possuem
fatores de viruléncia sdo designadas E. coli
patogénicas para as aves (APEC) (Ike et al., 1992;
WooLEy et al., 1998).

Aaltaprevalénciadacolibacilose aviariajustifica
apreocupacao nabusca de recursos que permitam o
desenvolvimento de novos métodos de controle espe-
cifico paraadoenca (Morris & FLETCHER, 1988).

Na avicultura, o uso de antimicrobianos na pre-
vencdo de infeccdo € uma medida muito utilizada
paraminimizar os danos causados por E. coli (Giurov,

1981), e para reduzir a incidéncia de mortalidade
associada com colibacilose aviaria (Freep, 1993;
WaTtTs, 1993). Entretanto sdo cada vez maiores 0s
indices de resisténcia das bactérias frente aos
antimicrobianos testados (BLancoetal., 1997), sendo
muito preocupante para o setor avicola (ALLanetal.,
1993; Hinton et al., 1987; PEicHAMBARI et al., 1995).

Os agentes antimicrobianos perdem sua eficién-
cianasinfec¢besentéricasdohomem, devidoaresis-
téncia cruzada entre os agentes causadores de infec-
¢des veterinarias e humanas, sendo necessario um
rigoroso controle no uso de antimicrobianos (BLanco
etal., 1997).

As novas quinolonas sdo uma nova classe de
antimicrobianos que tem uma excelente atividade
contrabacilos Gram negativos (RAenDoNck etal., 1992;
GARrcia-Ropricuezetal., 1995), e o uso inadequado nas
aves, causaresisténciacruzadanotratamento huma-
no (Pippock et al., 1990; ENpTz et al., 1991; GARcia-
Robricuez et al., 1995).

AscepasdeE. coliisoladas de aves sdo frequen-
te-menteresistentes paramais de umadroga (Gross,
1991), e o uso indiscriminado de antimicrobianos
¢ o fator mais importante parapromover aselecao
edisseminacdo dessa resisténcia (Neu, 1992; WiTTE,
1998).

Durante a criacdo de frangos de corte, o uso de
antimicrobianos é comum e a resisténcia de E. coli
proveniente dotratointestinal de aves permanece por
muito tempo, mesmo na auséncia do uso destes
(CHasLusetal., 1987).

Otestedesusceptibilidade antimicrobianainvitro
faz com que tenha-se uma escolha precisa do uso de
medicamentos apropriados para cada situacdo na
areaveterinaria (BLancoetal., 1997).

Os antimicrobianos utilizados séo de amplo es-
pectro, tendo acdo bactericidanascélulasbacterianas.
Asquinolonas: acido oxolinico e norfloxacinaatuam
na replicacdo de DNA, isto é, impedindo que isto
ocorra. Aamoxicilinaefosfomicinaatuaminibindoa
sintese de peptideos que compdem a parede celular.
A associacao sinérgica das sulfas com o trimetoprim
(sulfazotrim) atuabloqueando aformagédo dosacidos
gue sdo necessarios paraa sintese das bases purinas,
metioninaetimina, essenciais paraometabolismoda
célula bacteriana (TrasuLs! et al., 1999).

Os antimicrobianos utilizados tem alta agédo
destrutiva nas células bacterianas, mas mesmo com
este potencial, as cepas de E. coli estdo se tornando
resistentesaacdo antimicrobiana, fato que foieviden-
ciado neste trabalho.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a
resisténcia de cepas de E. coli isoladas de frangos de
corte e de matrizesaosantimicrobianos: fosfomicina,
acido oxolinico, norfloxacina, sulfazotrim
(sulfametrol-trimetoprim)eamoxicilina, testados atra-
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vésdoteste desusceptibilidade, salientando a neces-
sidade da realizacdo do teste de susceptibilidade
para a recomendacédo de drogas antimicrobianas.

MATERIAISEMETODOS

Foramenviadasao Centro Avancado de Pesquisa
Tecnolégicado Agronegdécio Avicola, em Descalvado,
SP,avesvivasde 66 lotes de frangos de corte e 20 lotes
dematrizes provenientes dessaregido, no periodode
janeiro de 2000 a junho de 2001 e de janeiro a dezem-
bro de 2000, respectivamente. Cada lote continha 6
aves, e os frangos de corte tinham idade variada de 7
a 56 dias de idade e as matrizes variavam entre 24 a
69 semanas de idade. As aves apresentavam proble-
mas respiratérios como estertores, espirros e aeros-
saculite, quadro sugestivo de colibacilose.

Asavesforam necropsiadas e colheu-se materi-
al dos sacos aéreos com suabe esterilizado que foi
semeado diretamente em placa de Petri contendo
agar Eosina Azul de metileno (EMB) (Oxoid), incu-
bados a 37 °C por 24 horas. As colbnias tipicas de
E. coli obtidas na placaforam confirmadas atraveés
de provas bioquimicas, de acordo com sIer (1980),
observando-se a producdo de acido e gés, fermen-
tacdo deglicose, lactose (tardia), maltose, manose,
manitol, xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e
arabinose. As provas de motilidade, lisina, produ-
cdodeindolereacédo de vermelho de metilaforam
positivas, enquanto que a prova de oxidase, utili-
zacdo do citrato, hidrolise de uréia, liquefagdo de
gelatina, producdo de H,S e reagdo de Voges
Proskauer foram negativas. Para cada cepa
identificadafoi preparadoinéculode4a5coldnias
e repicadas em tubos com 5 mL de caldo BHI,
atingindo turbidez equivalente a 0,5 da escala de
Mac Farland (cercade 108UFC/mL) e, emseguida,
foi semeada com suabe esterilizado sobre asuper-
ficiedaplacade Petride 14 cm de diametro conten-
do agar Mueller Hinton (Difco), meio de cultivo
padréo para a realizacdo de teste de susceptibili-
dade de acordo com o método de disco de Bauer e
Kirby. Sobre a superficie da placa foi depositado
com pinca esterilizada os seguintes discos de
antibiograma: acido oxolinico 2mcg (Oxoid);
amoxicilina 10mcg (Cefar); fosfomicina 50mcg
(Cefar); norfloxacina 10mcg (Cefar); sulfazotrim
(sulfametrol-trimetoprim) 25mcg (Cefar), sendo
incubada a 37° C por 24 horas e realizada a leitura
comauxiliode umarégua milimetrada, medindo-
se 0 diametro da zona de inibi¢do incluindo o
diametro dodisco e comparado em umatabelacom
padrao interpretativo dazonade inibicdo em mili-
metros (mm), classificando-os como sensivel, re-
sistente ou intermediario.

RESULTADOS

Osresultados obtidos no presente trabalho, mos-
traram que ascepas de E. coli provenientes de frangos
decorteapresentaramumaaltapercentagem de resis-
téncia aos antimicrobianos, sendo a fosfomicina o
antimicrobiano mais eficiente, com menor indice de
resisténcia (45,4%), e o acido oxolinicoo que apresen-
touamaior resisténcia (87,9%),como demonstrado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Percentagem da resisténcia e sensibilidade de
cepas de E. coli, isoladas em frangos de corte, aos diversos
antimicrobianos testados, no periodo de janeiro de 2000 a
junho de 2001.

Antimicrobianos Resistente (%) Sensivel (%)

Acidooxolinico 87,9 12,1
Amoxicilina 60,6 39,4
Fosfomicina 45,4 54,6
Norfloxacina 75,8 24,2
Sulfazotrim 66,7 33,3

As cepas de E. coli provenientes das matrizes,
apresentaram em média taxas de resisténcia supe-
riores a 50%, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Percentagem da resisténcia e sensibilidade de
cepas de E. coli, isoladas em matrizes, aos diversos
antimicrobianos testados, no periodo de janeiro a dezem-
bro de 2000.

Antimicrobianos Resistente (%) Sensivel (%)

Acido oxolinico 60 40
Amoxicilina 60 40
Fosfomicina 70 30
Norfloxacina 50 50
Sulfazotrim 50 50

As cepas de E. coli isoladas de frangos de corte
apresentaram maior percentual de resisténcia aos
antimicrobianos testados, quando comparadas com
as cepas isoladas de matrizes. Apenas a fosfomicina
apresentou percentagem maior de resisténcia nas
matrizes, como mostraaFigura 1.

DISCUSSAOE CONCLUSOES

A altaresisténcia dos antimicrobianos tem preo-
cupado a avicultura mundial (ALLan et al., 1993;
Awmara et al., 1995; CHuLasiri et al., 1989; CLoup et al.,
1985; HinToN et al., 1987; Nakamura et al., 1981;
PeicHAMBARI et al., 1995). Através deste estudo, foi
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Sulfazotrim

Fig. 1 - Comparacéo dos diferentes percentuais das
taxas de resisténciaaosantimicrobianos dascepasde
E. coli isoladas em frango de corte e matrizes.

possivel verificar que asamostras de E. coli, coletadas
deavesjovensematrizescomaerossaculite, apresen-
taram alta resisténcia aos antimicrobianos testados,
sendo estes os mais utilizados pelo setor avicola.

Osresultadosencontradosem nosso estudo foram
verificadostambém por CLoubetal. (1985), ALLanetal.
(1993), Amaractal. (1995), PeicHAmBARI et al. (1995), 0s
quais relataram também altas taxas de resisténciaaos
antimicrobianos testados.

BLanco et al. (1997) evidenciaram altas taxas de
esisténcia ao sulfazotrim (63%), também encontrad-
as neste estudo. Os mesmos autores encontraram
aixas taxas de resisténcia a amoxicilina-acido
clavulinico (0,7%) e taxas moderadas & norfloxacina
(17%), diferente dos nossos resultados, onde estes
antimicrobianos apresentaram taxas relativamente
altas de resisténcia provenientes das amostras de E.
coli isoladas de frangos de corte e matrizes. Pode-se
considerar a baixa taxa de resisténcia & amoxicilina
devido a a¢do sinérgica com o &cido clavulinico.

A resisténcia do &cido oxolinico e norfloxacina,
isto é,asnovas quinolonasforam também evidencia-
das por BaziLE-PHAM-KHAC et al. (1996).

Lamgieetal. (2000) verificaram umafortetendéncia
de resisténcia para amoxicilina e sulfazotrim e uma

taxasignificante a norfloxacina, no que assemelhou-
Se aos nossos resultados.

BaziLE-PHAM-KHAC et al. (1996) e Lameie et al. (2000)
observaram um aumento na resisténcia das novas
guinolonasem cepasisoladas de frangos de corte, de
acordo com nossos resultados.

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos é
indispensavel para a obten¢do de bons resultados
curativos, pois com ele baseia-se o tratamento das
aves com colibacilose (Giurov et al., 1981).

E de extremaimportanciao isolamento do agente
causador dainfecgédo e posteriormente realizacdo do
teste de susceptibilidade, o qual indicara o melhor
antimicrobiano para a prescricdo de medicamentos,
evitando-se assim o uso inadequado que possa cau-
sar uma sele¢éo bacteriana resistente.

AresisténciaadquiridapelabactériaE. colidevido
a utilizacdo inadequada de antimicrobianos e de
administracdo em doses sub-terapéuticas, apenas
selecionam os agentes bacterianos maisresistentes, e
néo debelam a infeccéo (FErreirRA & KNoBL, 2000).

Em nosso experimento, ficou evidente que um
mesmo agente bacteriano pode apresentar taxas dife-
rentes de resisténcia em diversos tipos de produc¢édo
avicola, tantoem frangos de corte comoem matrizes.
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