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RESUMO

A colibacilose é uma enfermidade causada pela bactéria Escherichia coli.
Algumas cepas podem ser potencialmente patogénicas, favorecendo doencas
localizadas e/ou sistémicas, acarretando consideraveis prejuizos econémicos para
avicultura brasileira. Com o objetivo de determinar a resisténcia frente a
antimicrobianos por (E. coli) foram analisadas 115 amostras isoladas de aves de
producdo, provenientes de trés diferentes origens: cama de aviarios (34 amostras),
lesBes de celulite (48 amostras) e lesdes de aves com sintomatologia respiratoria (33
amostras). Os padrdes dos antibiogramas realizados seguiram as normativas
disponiveis no National Commitee of Laboratory Standards (NCCLS, 2003). Entre os
isolados de aves com sintomatologia respiratéria, ndo foi observado resisténcia aos
antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulamico; cefuroxima, ceftiofur e amicacina, ou
seja, trés (- lactamicos e ao aminoglicosideo testado. Na andlise estatistica
constatou-se diferenca significativa entre as amostras de E.coli. de cama, celulite e
aves com sintomatologia respiratorias, para as drogas norfloxacina e ciprofloxacina.
As anadlises ndo apresentaram diferencas significativas para as demais drogas
testadas. Os testes ndo apresentaram diferencas significativas entre as resisténcias
e cada origem, nos seguintes casos: ampicilina, enrofloxacina, ciprofloxacina,
ofloxacina, sulfametoxazole/trimetoprim e tetraciclina. Contudo, houve significancia
para os antimicrobianos: norfloxacina e ciprofloxacina. Os percentuais de resisténcia
para 0s antimicrobianos avaliados foram: ampicilina (35,7%); amoxicilina/acido
clavulanico (0,9%); cefalexina (8,7%); cefuroxime (2,6%); ceftiofur (4,3%);
clindamicina (98,3%); enrofloxacina (18,3%); ciprofloxacina (22,6%); norfloxacina
(20%); ofloxacina (18,3%); sulfametoxazol/trimetoprim (47,8%); amicacina (3,5%);
gentamicina (25,2%); tetraciclina (59,1%). A multipla resisténcia para dois, ou mais
agentes antimicrobianos, em cama, celulite e para amostras de sintomatologia
respiratoria, foi de (35,2%), (31,2%) e (66,6%), respectivamente. N&o houve
diferenca significativa nas proporc¢des de resisténcia entre as origens e as estacoes
do ano.

PALAVRAS-CHAVE: E.coli, avicultura, resisténcia antimicrobiana.




ABSTRACT

Colibacilosis is a disease caused by the bacterium Escherichia coli. Some strains
can be potentially pathogenic, favoring illnesses located and/or systemic, causing
considerable economic damages for Brazilian poultry production. With the objective
to determine the resistance front the antimicrobials for (E. coli) had been analyzed
115 isolated samples of poultry production, proceeding from three different origins:
litter of poultry houses (34 samples), injuries of celulitis (48 samples) and injuries of
poultry with respiratory signals (33 samples). The standards of the carried through
antibiograms had followed normative available in the National Commitee of
Laboratory Standards (NCCLS, 2003). It enters the isolated ones of birds with
respiratory signals, was not observed resistance to antimicrobials: amoxicillin/
clavuanic acid; cefuroxime, ceftiofur and amikacyn, that is, three B- lactams and to
the tested aminoglycosides. In the analysis statistics significant difference was
evidenced enters the respiratory samples of E.coli of litter, celulitis and poultry with
signals, for the drugs norfloxacin and ciprofloxacin. The analyses had not
represented significant differences for the too much tested drugs. The tests had not
presented significant differences between the resistances and each origin, in the
following cases: ampicilin, enrofloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin,
sulfamethoxazole/trimethoprim and tetracyclin. However, it had significance for
antimicrobials: norfloxacin and ciprofloxacin. The percentages of resistance for
evaluated antimicrobials had been: ampicilin (35.7%); amoxicillin/ clavulanic acid
(0.9%); cefalexin (8.7%); cefuroxime (2.6%); ceftiofur (4.3%); clindamycin (98.3%);
enrofloxacin (18.3%); ciprofloxacin (22.6%); norfloxacin (20%); ofloxacin (18.3%);
sulfamethoxazole/trimethoprim (47.8%); amikacyna (3.5%); gentamycin (25.2%);
tetracyclin (59.1%). The multiple resistance for two or more agents antimicrobials, in
litter, celulitis and for samples of respiratory signals, was of (35,2%), (31,2%) e
(66,6%), respectively. It did not have significant difference in the ratios of resistance

between the origins and the stations of the year.

KEY WORDS: E.coli, poultry production, antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, que no periodo de 1965-79 ocupava o quinto lugar entre os grandes
exportadores, em 2005 passou a primeiro colocado, cuja posicdo mantém até agora.
Os valores de faturamento divulgados a partir das exportacdes provenientes do setor
avicola, de janeiro a agosto de 2006, foram de 2 milhdes de dolares para o Brasil e
somente no Rio Grande do Sul, o faturamento atingiu 519 milhdes de doblares
(ASGAV, 2006). Contudo, apesar desse progresso na conquista do mercado

externo, a oferta interna nao tem sido prejudicada (ABEF/UBA, 2005).

Contando com um plantel de 5,2 milhdes de matrizes de corte, foram produzidos
aproximadamente 4,7 bilhGes de aves. Para as poedeiras comerciais, 0s plantéis de
6 milhdes de aves de postura produziram em 2005 cerca de 4,7 milhdes de caixas
de ovos contendo 30 duzias cada. As aves abatidas geraram 1,2 milhdo de
toneladas de carne de frango (ASGAYV, 2005).

O Rio Grande do Sul € um dos estados da federacdo com melhores indicadores
de consumo: 35,2 Kg de carne e 12,8 ovos per capita/ ano (ABEF/UBA, 2005). A
avicultura, sobretudo a gadcha, por adotar um sistema associativista ou de
terceirizacdo na producao, representa um fator de fixacgdo do homem a terra, ao
viabilizar economicamente o minifundio, com tecnologia de primeiro mundo, em
termos de genética, nutricdo, manejo e sanidade, além da garantia de
comercializacdo de sua producéo (ASGAV, 2006).

Finalmente, o Estado do Rio Grande do Sul, possui 21 plantas de
processamento avicolas (16 com inspecao federal e 5 com inspecédo estadual), além
disso, dispde de 21 fabricas de racdes, 16 incubatérios, 40 empresas produtoras de
ovos e ainda 4 granjas trabalhando com desenvolvimento genético. Com tudo isso, o

universo de pessoas envolvidas na area chega a 11 mil familias de produtores



integrados, distribuidos em 260 municipios, gerando 45 mil empregos diretos e 850
mil indiretos (ASGAV, 2006).

Entretanto, para que sejam mantidos os indices de alta produtividade torna-se
fundamental a qualidade sanitaria dos plantéis avicolas. Segundo Barnes & Gross,
(1997), alguns microrganismos como a Escherichia coli geram preocupacao, pois
apesar de ser um habitante comum do trato gastrointestinal de aves e mamiferos, 10
a 15% das bactérias podem ser potencialmente patogénicas, favorecendo doencas
sistémicas (GROSS, 1994).

LesOes de pele produzidas em decorréncia da colibacilose aviaria, comprometem
as carcacas na ocasiao do abate em frigorificos industriais. Isso significa, que quanto
maior o0 comprometimento, maior a condenacdo e conseqientemente maiores 0s

prejuizos para a avicultura (NORTON, 1997).

Tendo em vista a colibacilose como fator prejudicial ao desenvolvimento pleno
da capacidade produtiva das aves de producdo, e as perdas econdmicas
inevitavelmente geradas por esta bactéria, diversas pesquisas foram iniciadas no
Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA), na linha de
pesquisa, denominada “Programa de Isolamento e Identificacdo de Cepas
Patogénicas de Escherichia coli”. Os trabalhos iniciaram em 1997, quando se
pesquisou a presenca de E. coli 0157:H7 em cecos e carcagas de Frango
(SCHUCH, 1997). Logo apos, foram estudadas lesGes de pele, demonstrando que a
celulite era a doenca mais freqientemente diagnosticada na época (FALLAVENA,
2000). Em seguida, foram testadas em desafio, trés bacterinas contra a infeccéo
respiratéria promovida por E. coli em frangos de corte. Em 2001, uma bacterina foi
produzida com o objetivo de avaliar o grau de protecdo conferido a progénie, através
da gema. Também foram verificados, os fatores de viruléncia e resisténcia
antimicrobiana por Escherichia coli (ROCHA, 2000). Recentemente, pesquisou-se in
vivo , uma nova metodologia, para estabelecer o célculo do indice de patogenicidade

em 299 amostras de E. coli (SOUZA, 2006). Finalmente, foram utilizadas redes



neurais artificiais, relacionando os fatores de viruléncia ao indice de patogenicidade
de isolados de E. coli (ROCHA, 2006).

O presente estudo sobre o perfil de resisténcia a antimicrobianos de 115
amostras de Escherichia coli isoladas de material avicola, vem com o propdsito de
contribuir com uma grande base de dados que estad sendo criada a partir de tais
pesquisas realizadas no CDPA-UFRGS, visando favorecer a tomada de decisfes,
quanto ao uso de antimicrobianos em enfermidades causadas por E. coli na

avicultura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli), foi inicialmente chamada de Bacterium (Bacilllus) coli
communne quando descoberta, tendo a sua denominacdo modificada para Bacilllus
coli por Castellani e Chalemers em 1919. E classificada como uma bactéria da
familia Enterobacteriaceae, que é composta por microrganismos que podem crescer
aerobicamente ou anaerobicamente. Utiliza como fonte metabdlica carbono simples
e nitrogénio (EWING, 1986). Dessas fontes fermenta seu substrato de eleicdo, a
glicose, o que resulta na formacgéo de acido e gas (NEIDHARDT, 1987).

A visualizacdo da bactéria é obtida através da utilizagdo de microscopia de
esfregacos corados, onde se observam bastonetes Gram negativos curtos, medindo
de 1,1- 1,5um por 2,0- 6,0um, isolados ou em pares, ndo formando esporos. Além
disso, a E. coli pode apresentar motilidade devido a presenca de flagelos
peritriqueos (ORSKQOV, 1984).

Barnes et al. apud Lignieres (1894) como sendo o primeiro cientista a relatar o
isolamento da bactéria no coracado, figado e baco de aves, as pesquisas foram
estimuladas pelo aumento da mortalidade desses animais naquela época. Até 1922
foram relatados isolamentos em outras espécies animais como: pinguins, suinos,
perus, coelhos, entre outros, através de inoculacdo experimental, 0 que resultou em

diferenca de viruléncia da bactéria frente as espécies testadas.

Na maioria das espécies a E. coli € habitante normal do trato gastrointestinal de
mamiferos, incluindo humanos, e usualmente existe como bactéria inofensiva
comensal. Entretanto, existem amostras de E. coli patogénicas que podem causar

diarréia e outras doencas em humanos e animais. Essas amostras expressam
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fatores de viruléncia que estdo envolvidos em sua patogénese, o que é uma

atividade normal de suas funcdes metabolicas (SANTIAGO, et al. 2005).

2.1.1 Caracteristicas morfolégicas das colénias

Em placas de agar incubadas durante 24 horas a 37C, as colbnias de E. coli.
tém formato baixo, convexo, liso e incolor. No Agar Mac-Conkey (Agar Mac-Conkey
Sorbitol), as colonias sado cercadas de um precipitado de coloracao rosa claro. No
agar EMB (Eosine-Methylene Blue), possuem coloracdo verde metélica escura. Ja
no Agar Tergitol, as colénias desenvolvem coloracdo amarela. O diametro € de
geralmente 1-3 mm, de estrutura granular em toda a sua margem. Algumas colénias
podem ser rugosas e maiores que o usual apresentando irregularidade em seus
bordos. Em agar sangue é freqliente a ocorréncia de hemolise por Escherichia coli
patogénica de mamiferos. Nas amostras isoladas de aves a hemoélise ndo € comum,

outra caracteristica é a rapida turbidez em caldos nutrientes (BARNES, et al. 2003).

2.1.2 Propriedades bioquimicas da bactéria

A partir do metabolismo da E. coli, acidos e gases sdo produzidos pela
fermentacdo de glicose, maltose, manitol, xylose, glicerol, rhamnose, sorbitol e
arabinose, entretanto isso ndao ocorre em dextrina ou inositol. Para diferenciacéo de
E. coli. 0157:H7 das demais, utiliza-se o sorbitol Mac-Conkey, que é bastante util
para esse funcgéo, ja que a bactéria ndo fermenta o sorbitol. E variavel a fermentagéo
de: adonitol, sucrol, salicina, rafinose e dulcitol. No Indol a rea¢éo é positiva devido a
reducdo de vermelho de metila e nitrato para nitrito. S&o negativas as reacdes de
Voges Prouskauer (VP) e oxidase. A bactéria ndo cresce na presenca de cianeto de
potassio, tampouco em &gar citrato. E urease negativo e ndo liquefaz gelatina
(BETTELHEIM, 1994).



11

2.1.3 Epidemiologia

Varios sorovares de E. coli sdo habitantes do trato intestinal de diferentes
animais. Pelas fezes contaminadas, infectam a maioria dos humanos, aves, e
mamiferos. Nas aves se encontram na concentracdo 10% UFC (Unidades
formadoras de colbnias)/grama de fezes, podendo estar em maior concentracdo no
intestino de aves jovens ou ainda em aves sem uma flora intestinal microbiana
normal estabelecida. Outro fator importante na avicultura é que em aves sadias, 10-
15% dos coliformes intestinais podem ser potencialmente patogénicos, mas nem
sempre as cepas intestinais sdo necessariamente do mesmo sorotipo daquelas que

aparecem nas infec¢des pericardicas (BARNNES, 2003).

No ambiente, pode persistir por longos periodos, particularmente sob condi¢cbes
sem umidade. Amostras de alimentos, de agua e de roedores podem carregar
consigo coliformes patogénicos de E. coli, e veicular a bactéria nos lotes de frangos
(BARNNES, 2003).

2.1.4. Patobiologia

Imediatamente apds o contato da E. coli com os tecidos dos hospedeiros ocorre
uma resposta inflamatoria aguda. A permeabilidade vascular aumenta, fluidos e
proteinas acumulam-se nos tecidos. As membranas serosas tornam-se
edemadosas, e ocorre acumulo de liquido nas cavidades do corpo. O exsudato
continua acumulando e eventualmente pode ocorrer formagdo de uma massa
caseosa, firme, seca, amarela, e irregular. Microscopicamente o exsudato caseoso
consiste de granuloma heterofilico contendo variavel numero de colbénia de
bactérias, sendo cercado por células multinucleadas gigantes e macrofagos. As
células fagociticas, (macrofagos), estdo localizados primariamente no baco e no
figado para remover a bactéria que ganha a circulagdo, através da fagocitose
(BARNNES, 2003).
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2.1.5 Caracteristicas de viruléncia das cepas

Os mecanismos de viruléncia das cepas de Escherichia coli potencialmente
patogénicas para as aves, tém sido estudados e acredita-se serem multifatoriais
(JOHNSON, 2003). Certas propriedades sédo associadas primariamente a amostras
virulentas. Esses multiplos fatores de viruléncia vém sendo identificados em
amostras de E. coli. isolada de aves, e entre os mais frequentemente citados estéo:
a capacidade de adesao, a presenca de aerobactina, a producao de colicinas, a
resisténcia sérica, a motilidade, a producdo de hemolisinas, a presenca de
plasmidios, a producdo de toxinas (em alguns grupos), a habilidade de colonizacao
e persisténcia na circulagédo, a invasividade celular e a multiresisténcia a drogas
antimicrobianas (CAVALIERI, et al. 1984; BARNES, 1994; ROCHA, et al. 2002).

Durante quatro anos, de 1996 a 2000, foram isoladas amostras de Escherichia
coli patogénicas de aves diagnosticadas com colibacilose, no norte da Geodrgia. O
sorotipo mais encontrado foi o 0:78, sendo que as demais caracteristicas de
viruléncia encontradas foram: positividade para hemaglutinina sensivel a
temperatura (tsh) em 84% e aumento de sobrevivéncia no soro (iss) em 86% (ZHAO,
et al. 2005).

Da mesma forma, na Irlanda, o sorotipo mais encontrado foi O:78. Além disso,
em 90% dos isolados se observou positividade para aerobactina (aer), hemaglutinina
temperatura sensivel (tsh) e genes de colicina V (cvaC). Concluiram que constavam
11 genes de viruléncia no total, indicando a prevaléncia de resisténcia ao soro (iss)
em altos percentuais (MCPEAKE, et al. 2005).

No Sul do Brasil, pesquisas acerca de fatores de viruléncia em 63 amostras de
isolados de E. coli de frangos com sintomatologia respiratéria, foram realizadas
através de PCR (Reacdo de Cadeia em Polimerase). Foram detectados altos
percentuais de fatores de viruléncia, dos quais destacou-se a producao de colicinas
em 87,3%, a resisténcia ao soro em 88,9%, a capacidade hemaglutinante para

eritrocitos da mesma espécie em 47,6%, e o codificador de Fimbria P, detectado em
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41,2% das amostras. Finalmente, atribuiram as caracteristicas da grande variedade
de perfis genéticos de viruléncia encontrados a partir destes sugerindo
multifatorialidade da colibacilose aviaria (ROCHA, et al. 2002).

2.2 A Colibacilose

O termo colibacilose vem sendo utilizado como indicativo de infeccdes
localizadas ou sistémicas, causadas total ou parcialmente pela E. coli, incluindo no
caso das aves, a colisepticemia, peritonite, pneumonia, pleuropneumonia,
pericardite, periepatite, salpingite, coligranuloma, celulite, sindrome da cabeca
inchada, panoftalmia, osteomielite/sinovite e onfalite, e quando associada ao
Mycoplasma sp., se tem a Doenca Crbnica Respiratéria complicada- DCR (GROSS,
1994).

A maioria, mas nem todas, as espécies aviarias sao susceptiveis a colibacilose,
pois a doenca clinica é frequentemente relatada em frangos, perus e patos. A
susceptibilidade e severidade da infeccdo é maior em aves jovens, incluindo
embribes em desenvolvimento. Os fatores que geralmente predispdem a
enfermidade sédo: infeccdo concomitante com o Virus da bronquite infecciosa em
frangos, infeccdo com o Virus da enterite hemorragica em perus e a exposicédo de

certas espécies aviarias a amonia (BARNNES, 2003).

Varios tipos de colibacilose, localizadas ou sistémicas, foram descritos em
frangos. Estes, frequentemente, baseiam-se no tecido afetado ou no processo
patolégico que causam no organismo, a exemplo: onfalites, sindromes diarréicas,
vaginites agudas, afeccfes nos sacos aéreos e osteomielites, dentre outras
(BARNES;VAILLANCOURT & GROSS, 2003). Infeccbes localizadas ainda in ovo ,
podem ocorrer devido a ooforites, salpingites ou através de inseminacao artificial, ou
ainda a partir de fezes contaminadas com amostras virulentas de E. coli. (HARRY,
1963; MONTGOMERY, 1999). A gravidade da doenca € favorecida pela
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imunossupressao do individuo e/ou pela viruléncia da amostra de E. coli (BARNES,
2000).

Outro tipo de infeccdo comumente encontrada em aves é a celulite. A infecgédo
caracteriza-se pela inflamacdo do tecido subcutdneo que se estende abaixo da
derme normal. Esta possui variados agentes causais, contudo a E. coli tem sido
freqientemente isolada de lesbGes de celulite em frangos. Por esta razdo, também é
conhecida como celulite coliforme (BARNES;VAILLANCOURT & GROSS, 2003).

2.3 Resisténcia antimicrobiana por  Escherichia coli

Atualmente entende-se que a resisténcia antimicrobiana é o resultado de uma
complexa interagdo entre agentes antimicrobianos, microrganismos e meio
ambiente. Entretanto, ao voltar-se um pouco na historia, constata-se que o
desenvolvimento de drogas antimicrobianas tem revolucionado a medicina nos
altimos cinquenta anos. Morbidade e mortalidade resultantes de infec¢cdes por
diferentes microrganismos foram drasticamente reduzidas através da moderna

quimioterapia.

Também, a versatilidade microbiana para adequar-se as condi¢cdes impostas,
representa um formidavel mecanismo de defesa. Isto, na realidade, ndo deveria
representar surpresa, tendo em vista que a histéria da evolu¢cdo vem apontando que
todo o organismo vivo busca sempre mecanismos de adequacdo as suas novas
realidades, e a resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos € uma condi¢cao

irremediavel.

A primeira descricdo de resisténcia foi feita por Ehrlich, et al. (1905), os quais
observaram a sobrevivéncia de algumas células de tripanossomideos quando
submetidos a baixas doses de compostos arsenicais e a necessidade de elevadas
doses para o tratamento da sifilis e de outras infecgbes causadas por espiroquetas.



15

Na metade do século passado, o0 qual representou uso intensivo da penicilina em
curto periodo de tempo, foi reportado o aparecimento de cepas resistentes de
Staphylococcus aureus. Mais tarde, por volta dos anos 70, observou-se o
aparecimento de cepas resistentes em outros microrganimos COmo: gonococos,

bacilo disentérico e salmonelas.

A utilizacdo desordenada de quimioterapicos e antibidticos nas medicinas
humana e veterinaria, tém causado sérios problemas com implicagcdes econdmicas,
politicas e sociais, tanto nos paises desenvolvidos, como nos paises em
desenvolvimento, dificultando a terapéutica, sendo atualmente um dos maiores
problemas de saude publica (RODRIGUES & FONSECA, 2006).

No que se refere especificamente a Escherichia coli comensal de animais, ja &
sabido que é resistente a maioria dos agentes antimicrobianos comumente
utilizados, como as tetraciclinas, sulfametoxazole, ampicilina, estreptomicina e
carbenicilina (KANG, et al. 2005).

Os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos sao desenvolvidos
em funcdo do agente utilizado contra o microrganismo; dessa forma, em E. coli
pode-se ter uma ampla variedade de mecanismos de resisténcia, visto que
antimicrobianos de diversas classes sao utilizados no tratamento das enfermidades
por ela determinada. Dentre estes mecanismos, pode-se ter a producdo de § —
lactamase (resisténcia a penicilinas e cefalosporinas), metilacdo do RNA ribossomal
e efluxo do antimicrobiano (resisténcia a macrolideos e tetraciclinas), modificacdo
enzimatica do antimicrobiano (resisténcia a aminoglicosideos) e mutacdes da DNA
girase (resisténcia a fluoroquinolonas) (PALERMO NETO, 2005).

Diversos autores pesquisam acerca de mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos em E. coli. Assim, Hooper (1999) sintetiza os mecanismos de
resisténcia bacteriana em duas principais categorias: alteracdo da enzima alvo para

a célula e limitacdo da permeabilidade ao farmaco.
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A versatilidade antimicrobiana em se adequar as condi¢des impostas, incluem: a
interferéncia na sintese celular (8-lactamicos e agentes glicopeptideos), inibicdo de
sintese protéica (macrolideos e tetraciclinas), interferéncia na sintese de acidos
nucléicos (fluoroquinolonas e rifamicina), inibicdo da trilha metabdlica (trimetoprim-

sulfametoxazole), dentre outros (NEU, 1992).

Um dos mecanismos de resisténcia a - Lactamicos, sdo as (-Lactamases de
amplo espectro (ESBLSs). Tais enzimas conferem resisténcia a todas as penicilinas e
também nas cefalosporinas de primeira a quarta geragcdo (BRADFORD, 2001).
Constatou-se que com o uso de cefalosporinas de terceira geracdo na
Enterobacteriaceae spp. poderia-se selecionar bactérias mutantes, o que acarretaria
uma superproducao de B-Lactamases (PATERSON, 2006).

Sorl6zano, et al. (2006) pesquisando a presenca de B-Lactamases de amplo
espectro (ESBLs) em amostras isoladas de Escherichia coli coletadas de pacientes
de hospitais de Madri, detectou elevada frequéncia de ESBL nos isolados. Sendo
que em 16,3% das amostras em que se observou a producédo de ESBL, se verificou
também uma diminui¢do significativa de sensibilidade para gentamicina, cefuroxima

e amicacina.

Um exemplo do complexo desempenho genético que apresentam os genes da -
lactamase da Enterobacteriaceae cloacae, € a localizacdo similar encontrada nos
cromossomos de todas as bactérias Gram negativas, que conferem resisténcia a
todos os antibioticos B-lactamicos (WIEDEMANN, 1995).

As fluorogquinolonas exercem seus efeitos antimicrobianos através da inibicdo de
certas enzimas topoisomerase bacterianas, chamada DNA girase (Topoisomerase
bacteriana 1l) e topoisomeraze IV. A a¢do dessas enzimas € alterar a topologia da
fita dupla de DNA, juntamente com a célula. A inibicdo de tal atividade leva
rapidamente a morte celular (DRLICA & ZHAO, 1997; EVERETT & PIDDOCK, 1998;
HOOPER, 1998; HOOPER, 1999; QUINTILIANI & COURVALIN, 1995).
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Em multiplos sorogrupos e segmentos cromossomais de amostras quinolonas-
resistentes de E. coli patogénica aviaria, foram observados aumento de resisténcia
(ZHAO, et al. 2005), os pesquisadores se preocupam com o0s altos indices de
resisténcia e atribuem o fato a uma possivel ligacdo com microrganismos produtores
de ESBL (SORLOZANO, et al. 2006).

As tetraciclinas provavelmente penetram na célula por difusdo passiva. Agem na
subunidade do ribossomo 30S, resultando na inibicdo da sintese protéica. A maioria
dos codigos genéticos, de resisténcia, envolve, um ou dois mecanismos de
resisténcia a tetraciclinas, qualquer um dos dois estdo ligados ao sistema de

protecdo ribossomal sem destruir o componente antimicrobiano (FLUIT, et al. 2001).

2.4 Transferéncia de resisténcia e Mutacdo cromossé  mica

Courvalin (2005) estudando a transferéncia de resisténcia ressaltou que esses
mecanismos podem resultar de mutagcdes em genes conservados ou regulatorios.
Por outro lado, também afirma que a troca de resisténcia possa ocorrer através da
aquisicdo genética horizontal de outras bactérias. Os dois fenbmenos ndo séo
excluidos conjuntamente, e podem ser associados a emergéncia, e mais

eficientemente a disseminacéo da resisténcia.

Koh & Kok, (1984), estudaram a transferéncia de resisténcia mediada por
plasmidio, através de eletroforese por gel de agarose e concluiu que trés de oito
amostras eram capazes de transferir parcial ou totalmente informacdes de

resisténcia de plasmidios entre bactérias doadoras e receptoras.

Os genes de resisténcia se encontram alojados em grandes plasmidios. Em um
mesmo plasmidio é possivel verificar a presenca de genes de fatores de viruléncia e
de resisténcia antimicrobiana. Por isso, acredita-se na possibilidade da persisténcia
de algumas cepas que contenham esses plasmidios, devido ao uso de certos

agentes antimicrobianos que provavelmente causem pressdao de selecédo
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(JOHNSON, SKYBERG & NOLAN, 2004). Especificamente, a resisténcia a
quinolonas, tem sido relatada em E. coli mediada por plasmidios e associada com a
aquisicao do gene gnr (PATERSON, 2006).

Em recentes pesquisas, Johnson et al. (2005) estudando sequiéncias de DNA e
transferéncia de plamidio R em APEC (Avian Pathogenic Escherichia coli),
descobriram a primeira sequéncia completa de plasmidio APEC. Essa foi
denominada pAPEC-O2-R, foi considerada funcional e transmissora de resisténcia
antimicrobiana para oito classes de agentes antimicrobianos, bem como a prata,
metais pesados, compostos de amobnia quaternaria, tetraciclinas, sulfonamidas,
aminoglicosideos, trimetoprim e B-Lactamicos. O problema é duplo, pois, além de
promover multipla resisténcia, ainda serve como reservatorio de resisténcia a outras
bactérias, ja que in vitro se verificou a transferéncia de pAPEC-0O2-R para UPEC

(Escherichia coli Uropatogénica) de amostras humanas.

Mutagdes cromossOomicas conferem resisténcia a antimicrobianos, pela alteragcéo
de porinas na membrana externa de bactérias Gram negativas (G-), o que pode
afetar a viruléncia. As porinas permitem o transporte entre as membranas das
bactérias de nutrientes, ions e alguns tipos de antibioticos. Um complexo mecanismo
de controle regula a quantidade de producdo de porinas e, consequentemente,
afetam a sensibilidade da célula bacteriana a varios agentes antimicrobianos como
as quinolonas, B- lactamicos e tetraciclinas ( DOSS, 1994). A resisténcia a
quinolonas na Enterobacteriaceae € geralmente resultante de mutacdes
cromossOmicas importantes em enzimas alvo ou acumulacdo de drogas
(PATERSON, 2006).

2.5 Mdltipla Resisténcia

A bactéria pode apresentar resisténcia intrinseca a uma ou mais classes de
agentes antimicrobianos, ou pode adquirir resisténcia, por mutagdo ou aquisicdo de

genes de resisténcia de outros microrganismos. A aquisicdo de genes de resisténcia
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pode capacitar a bactéria a producdo de enzimas que destruam drogas
antibacterianas, ou expressar sistemas de prevencao que impecam a agao da droga
no sitio alvo, além de modificar a droga no alvo de acéo, ou ainda exercer uma via
metabdlica alternativa. Esta aquisicdo de material genético novo pode ocorrer por
conjugacgao, transformacdo ou tradugdo, com tranposons que facilitam a
incorporacdo de genes de multipla resisténcia no genoma do hospedeiro ou
plasmidio (McMANUS, 1997).

Ha mais de vinte anos atras, na Peninsula da Malasia ja era possivel detectar
altos indices de resisténcia a antimicrobianos. Nas pesquisas de vigilancia
realizadas, pelo menos 37% de resisténcia foi observado a, pelo menos, um
antimicrobiano e 62,5% apresentaram resisténcia a trés ou mais medicamentos
(KOH & KOK 1984).

Atualmente a resisténcia por E.coli. a, pelo menos, duas classes de agentes
antimicrobianos € um achado comum, tanto na medicina humana quanto na
veterinéaria, 0 que tem causado um crescente impacto no que seriam opcoes
terapéuticas viaveis (BAUM, 2005). Pesquisadores indicam que a multiresisténcia
ocorra devido ao uso abusivo de antimicrobianos (AMARA; ZIANI & BOUZOBAA,
1995). Outros, acreditam que por longos periodos e em concentracdes
subterapéuticas aconteca uma pressdo na selecdo de genes de resisténcia
(ZANATTA, et al. 2004). Na Georgia, isolados de E.coli mostraram 92% de
resisténcia para mais de trés agentes antimicrobianos (ZHAO, et al. 2005).

Na Europa 36% de Escherichia coli resistentes a ampicilina, provavelmente
ocorrem devido a disseminacdo de genes de resisténcia a partir do uso habitual.

Genes similares controlam a resisténcia a gentamicina (WIEDEMANN, 1995).
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2.6 Panorama Global de resisténcia por Escherichia coli

Recentemente foi realizado por Bywater, et al. (2004), na Europa, um
levantamento microbiolégico com o objetivo de avaliar a susceptibilidade de
bactérias zoonadticas e comensais de animais de producédo. Os achados revelaram a
alta incidéncia de Escherichia coli nos isolados. Além disso, concluiram que a
resisténcia antimicrobiana entre microrganismos entéricos em animais de producao
varia de acordo com o0s paises estudados, especialmente para antimicrobianos
utilizados no passado, como ampicilina e tetraciclina. Entretanto, a resisténcia para
novos compostos que também sé&o utilizados para o tratamento de doencas
humanas, como as quinolonas, foi de baixa a nula. No caso da gentamicina, apesar
de ser um antimicrobiano antigo, ndo apresentou problemas de resisténcia, o que ja
era esperado pelos pesquisadores que atribuiram o fato ao pouco uso do mesmo em
animais. Concluiram também que existe diferenca entre as incidéncias de resisténcia
antimicrobiana devido as diferencas de espécies hospedeiras, pais e diferentes
espécies bacterianas, que ndo podem ser atribuidas as técnicas diagnosticas ou

amostragem.

Esses resultados divergem do estudo de vigilancia realizado em 1999, por
Kijima-Tanaka, et al. (2003) que analisaram a resisténcia antimicrobiana em animais
de producao no Japdao. Os resultados dos isolados de frango de corte apresentaram
aproximadamente 10% de resisténcia para as Fluoroquinolonas em concentracoes
de MICs (100mG/L) extremamente altas, e mais alarmante ainda foram os 40% de
resisténcia para ampicilina. Os resultados foram comparados com estudos anteriores
gue revelaram um aumento de resisténcia a antimicrobianos com o passar dos anos.
O pesquisador conclui que as fluoroquinolonas sdo uma classe de antimicrobianos
importante para o tratamento de infeccbes humanas, por isso, seu uso em animais
de producdo vem sendo restringido. Entretanto, em sete agentes antimicrobianos 3-
Lactamicos, observou-se frequente sensibilidade dos isolados de E. coli para a maior
parte dos medicamentos (ISHII, et al. 2006).
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No Marrocos, no ano de 1995 foi publicado um estudo, onde de aves
necropsiadas que revelaram lesdes de colibacilose, foram isoladas 258 amostras de
E. coli cujos antibiogramas demonstraram alto nivel de resisténcia as sulfonamidas,
oxitetraciclina, sulfametoxazole e trimetoprim e cloranfenicol. Um significante
percentual das amostras, (82,5%), foram resistentes a, pelo menos, um agente
antimicrobiano (AMARA; ZIANI & BOUZOBAA, 1995).

Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo de prevaléncia
realizado na Espanha, com 468 amostras de Escherichia coli patogénica aviaria
quinolonas-resistentes. Os pesquisadores observaram altos percentuais de
resisténcia para sulfametoxazole-trimetoprim (67%) e para novas fluoroquinolonas
(13 a 24%). E afirmaram que como esses agentes antimicrobianos podem causar
resisténcia cruzada com patdgenos entéricos humanos, o uso prudente na medicina

veterinaria é altamente recomendado (BLANCO, et al. 1997).

Na China, amostras de Escherichia coli isoladas de suinos e aves foram
caracterizadas quanto aos genes de viruléncia e susceptibilidade a antimicrobianos
além de mecanismos especificos de resisténcia a fluoroquinolonas. Dentre os
sorogrupos identificados, 100% apresentaram resisténcia ao acido nalidixico, 98% a
tetraciclina, 84% a sulfametoxazole, 79% a ampicilina, 77% estreptomicina e no
geral 76% a sulfametoxazole trimetoprim. Os resultados sugeriram que a multipla
resisténcia a antimicrobianos nos isolados de E. coli incluem variantes genéticas
resistentes as fluoroquinolonas. Esses dados salientam a necessidade da introducao
de programas de vigilancia e monitoramento da resisténcia antimicrobiana em
bactérias patogénicas que podem ser transmitidas a populacdo humana através de
animais (YANG, 2004).

Do mesmo modo, na Alemanha foi encontrado resisténcia significativa em 61%
da amostras isoladas de aves. As prevaléncias de maior resisténcia foram com
sulfametoxazole, tetraciclina, estreptomicina, ampicilina e espectinomicina. Elevados

percentuais de resisténcia também foram encontrados frente ao acido nalidixico,
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sendo que dessas amostras, 61% apresentavam reduzida sensibilidade a
ciprofloxacina. (GUERRA, 2003).

2.7 Resisténcia por Escherichia coli e a saude publica

Na medicina humana, a Escherichia coli uropatogénica causa
predominantemente infeccbes do trato wurinario, mas também é um dos
microrganismos mais isolados em meningites e bacteremia nosocomial. A
Escherichia coli Entérica com frequéncia causa enterite infantil e também é relatada

como causadora de diarréias (BAUM, 2005).

Com o propdsito de avaliar os possiveis riscos para saude publica, foram
isoladas de Escherichia coli patogénica, de aerossaculite e celulite de frangos, e
comparados com E. coli isoladas de pessoas doentes, durante 0 mesmo periodo e
mesma area geografica. Os resultados sugerem que os isolados de celulite e
aerossaculite de aves possuem poucos atributos requeridos para causarem doencas
em humanos e ndo representam reservatério de isolados para aves saudaveis
(CAYA, 1999).

Al Mustafa & Al Ghamdi (2002), avaliaram os riscos do uso de agentes
antimicrobianos em 23 cria¢gfes avicolas na Arabia Saudita como aspecto importante
a ser considerado, quando se trata de possiveis riscos a saude publica, ja que a
maioria dos antimicrobianos, utiliza-se tanto para tratar infeccbes em animais como
em humanos. Os mesmos inferiam no estudo, que a partir da alimentacdo poderiam
ocorrer reacdes de hipersensibilidade, aumento de transferéncia de resisténcia entre
patdbgenos animais e humanos e resisténcias cruzadas em varios grupos de
antimicrobianos. Concluiram entdo que o emprego de antimicrobianos na producéo
avicola poderia causar sérios riscos para saude publica e inclusive complicar o

tratamento de infecgbes humanas.
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Bongers, et al. (1995), estudaram a prevaléncia de resisténcia de isolados de
Escherichia coli de amostras de fezes de 110 veterinarios de diferentes
especialidades que trabalhavam com bovinos, suinos, frangos, pequenos animais e
da industria durante seis meses. Os resultados comprovaram altos indices de
resisténcia a oxitetraciclina e ampicilina. Além disso, se observou uma alta
prevaléncia de isolados E.coli com resisténcia a varios antimicrobianos, e
principalmente nos envolvidos com tarefas ligadas a plantéis avicolas. Uma possivel
explicacdo para diferenca de niveis de resisténcia possivelmente ocorra devido a
diferentes especialidades veterinarias entre os grupos, e da diferenca de exposicao
durante a pratica das atividades rotineiras.

Para Moreno (2000) a resisténcia a antimicrobianos € um problema na saude
publica atual, devido ao uso inadequado dessas drogas. Acredita-se que esta seja a
principal caracteristica para a resisténcia dos microrganismos. Existem trés pontos
principais de responsabilidade veterinaria a serem considerados: as bactérias de
animais doentes, bactérias de animais saudaveis e bactérias de animais para
consumo humano. O componente vital destas observacbes € o continuo
monitoramento do estado de resisténcia bacteriana. Devido a falta de dados,
especialmente na area de medicina veterinaria, as pesquisas para fins de vigilancia
Sao necessarias e proporcionam a avaliacdo dos riscos do uso em animais para

quantificacdo do impacto em humanos.

Um trabalho realizado recentemente com isolados de Escherichia coli a partir de
fezes de frango e urina de pacientes hospitalizados mostrou alta resisténcia frente a
11 antimicrobianos testados, onde o fato da resisténcia as tetraciclinas em frangos
ser de 82,4% destacou-se e somente 43,8% nas amostras humanas. Apesar da
diferenca de resisténcia nos testes de sensibilidade serem comuns as duas fontes,
0S genes pesquisados que codificam tal resisténcia as tetraciclinas, foram similares.
Tais resultados sugerem que esses genes estdo disseminados no meio ambiente,
necessitando maior investigacdo acerca de fontes aviarias como possiveis agentes
causadores da resisténcia de tetraciclinas a humanos (MILES, MC LAUHLIN &
BROWN, 2006).



24

Johnson, et al. (2005), pesquisando E. coli em alimentos comercializados no
Estado de Minnesota/EUA, durante o periodo de 2001 a 2003, concluiram que esses
produtos podem ser uma fonte disseminadora de resisténcia antimicrobiana para
comunidade, ja que 92% apresentaram positividade para E. coli e 94% das amostras
de frango foram resistentes a antimicrobianos. Entretanto, o percentual de
contaminagao e resisténcia variou com os tipos de alimentos analisados e estagéo
do ano. Portanto, acredita-se que alimentos comercializados possam representar um

veiculo importante de transmisséo de patdgenos para a populacao.

2.8 Medidas de controle da resisténcia a antimicrob  ianos para avicultura

O uso de antimicrobianos na medicina veterinaria deve ser cauteloso e restrito,
principalmente quando essas drogas forem também aplicadas na medicina humana.
Como alternativa ao uso de promotores de crescimento e antimicrobianos
profilaticos, sugerem melhorar as praticas de manejo, usar vacinas e a utilizar
probioticos. Outra forma de minimizar o desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana seria a implantacdo de programas de monitoramento bacterioldgico,
boas praticas de higiene e de manejo na cadeia produtiva (MC-EWEN & FEDORKA-
CRAY, 2002).

Johnson, et al. (2005), da mesma forma, salientam a importancia da
compreensao das origens e trajetérias de transmissdo da resisténcia antimicrobiana
por E. coli. J& que em criacBes onde ndo sdo usados medicamentos, se verificou
baixa positividade para E. coli e baixos percentuais de resisténcia a antimicrobianos.
Indiretamente isso sugere que a selecdo de resisténcia ocorra inicialmente no

criatoério.

A grande maioria da Enterobacteriaceae sao organismos produtores de ESBLS,
assim, os antibidticos mais eficientes no controle das infecgcbes sdo aqueles

escolhidos de forma direcionada, para que sejam ativos no controle das
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enfermidades e que a disseminacédo de resisténcia seja prevenida (PATERSON,
2006).

Devido ao aparecimento comum de patdégenos que expressam multipla
resisténcia, ha um aumento da morbidade das infeccbes, complicagcbes em
tratamentos e 0 aumento dos custos no sistema de saude humano. O uso prudente
de drogas antimicrobianas como a escolha de medicamento especifico, dosagem e
duracéo apropriada do tratamento significam uma importante redugéo na pressao de
selecdo na emergéncia de organismos resistentes (FRED, 2006).

2.8.1 Antibiograma e interpretacéo dos resultados

Para avaliar a sensibilidade in vitro de bactérias aos agentes antimicrobianos,
diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados. O método de disco-difusdo em
agar €& amplamente utilizado, de forma rotineira, em muitos laboratorios,
principalmente quando se trata de patdgenos de crescimento rapido e também de
algumas bactérias fastidiosas. Cabe salientar que para obtencdo de resultados
reprodutiveis, deve-se seguir rigorosamente uma metodologia padronizada, com
controle de qualidade e com interpretacdo de resultados recomendados, que devem
obrigatoriamente considerar o diametro dos halos de inibicdo. Estes diametros
classificam o microrganismo em categorias como: sensivel, intermediario ou

resistente em relacdo a cada farmaco analisado (NCCLS, 2003).

A interpretacao sensivel do teste de suscetibilidade antimicrobiana significa que
a infeccdo causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente com a
dosagem de um agente antimicrobiano recomendado para esse tipo de infeccao e

do patégeno, salvo quando indicado de outra forma.

A interpretacdo intermediaria do teste de suscetibilidade antimicrobiana
significa que a infeccédo causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente
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em locais do corpo, onde as drogas se concentram fisiologicamente ou quando for

possivel a prescricdo de uma dosagem mais alta da droga que a habitual.

Na interpretagéo resistente do teste de susceptibilidade antimicrobiana, os
isolados considerados resistentes ndo sao inibidos pelas concentragées do agente
antimicrobiano prescritas normalmente em tratamentos habituais (frequéncia e
dosagem), e/ou caem na faixa em que a ocorréncia de mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos especificos e a eficacia clinica, ndo tém sido confidvel em estudos
clinicos (RODRIGUES; FONSECA, 2006).

2.9 O experimento realizado

O experimento que da base a esta dissertacdo constitui-se de um segmento de
pesquisa, que complementa experimentos realizados anteriormente e sugere novas
pesquisas, com 0s mesmos isolados. De posse desse conjunto de dados, a analise
diagndstica, mais precisa e direcionada, favorecera a conduta do médico veterinario
de campo para a correta tomada de decisédo e execucdo de medidas em colibacilose

aviaria.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Amostras bacterianas

Foram analisadas 115 amostras bacterianas de Escherichia coli, provenientes
de trés diferentes origens: cama de aviarios (34 amostras), lesbes de celulite (48

amostras) e lesdes de aves com sintomatologia respiratoria (33 amostras).

As amostras oriundas de cama de aviarios, foram coletadas através de suabe de
arrasto, dos galpdes onde esses frangos foram criados. Do mesmo lote de frangos,
na ocasido do abate, foram isoladas amostras de lesGes cutdneas compativeis com

celulite, no ano de 2002.

As amostras de animais que apresentavam sintomatologia respiratoria foram
isoladas e identificadas pela equipe de pesquisa do Centro de Diagndéstico e
Pesquisa em Patologia Aviaria, no ano de 1995, em Porto Alegre/ R.S. Todas as
amostras foram conservadas a — 20C em solugao cont endo aproximadamente 20%

de glicerol. Na Tabela 1. consta niumero de isolados e o0 ano de isolamento.

Tabela 1 - Distribuicho das amostras de acordo com a origem do isolado de
Escherichia coli.

Ano de isolamento Origem N %
2002 Cama 34 29,6
2002 Celulite 48 41,7
1995 Respiratorias 33 28,7

Total 115 100,0
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As amostras previamente isoladas, continham em seus registros informacdes da
estacdo do ano na qual haviam sido isoladas. Tais informac¢des foram utilizadas para
andlises estatisticas, que relacionaram as diferentes origens e as esta¢des do ano.
Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo das amostras de Escherichia coli, de acordo com a origem
da leséo e estacéo do ano.

Estacao do : Origem . .
ano Cama Celulite Respiratdrias Total
N % N % N % N %
Nada consta 7 20,6 2 4,2 33 100,0 42 36,5
Verao 20 58,8 32 66,7 0 0,0 52 45,2
Inverno 7 20,6 14 29,2 0 0,0 21 18,3
Total 34 100,0 48 100,0 33 100,0 115 100,0

3.1.1 Método de crescimento do in6culo

Segundo instru¢des do National Commitee of Laboratory Standards (NCCLS,
2003), dos estoques de glicerol, as amostras eram retiradas com alca de platina e
colocadas para enriquecimento n&o-seletivo, em 5 mL de BHI (Agar Heart Brain

Infusion). O caldo permanecia incubado em estufa a 37C, durante a noite.

Cada amostra foi inoculada por plagueamento no dia seguinte em BHA (Agar
Coracéo e Cérebro/ Agar Brain Heart) devido ao fato de ser um meio néo seletivo, e
EMB (Eosina Azul de Metileno Segundo Levine) como meio de controle, ja que
nesse agar a E. coli, na maioria das vezes produz col6nias de 2 a 3 mm de diametro
com o centro escuro, possuindo ou néo brilho verde metalico. Todas as placas eram

colocadas em estufa durante 24 horas a 37<.

Apos esse periodo, selecionavam-se 4 a 5 coldnias bem isoladas que seriam
retiradas da placa com o auxilio de alca de platina e adicionadas a um tubo

contendo 5 mL de Solucéo Salina Estéril 1% e logo depois de homogeneizadas no
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agitador Vortex. Comparava-se a suspenséo diluida com a escala de McFarland 0,5.
Através dessa escala padrdo, estima-se que a suspensdo contenha de 1 a 2 x 10°
UFC/mL de E. coli ( ATCC 25922).

3.1.2 Inoculacéo nas placas teste

ApOs o0 ajuste da turbidez da suspensao do indculo um suabe estéril era imerso
na suspensao diluida. O excesso de liquido era retirado pressionando-se 0 mesmo
contra o tubo. Logo apds, realizava-se semedura uniforme em placa de Mueller-

Hinton.

3.1.2.1 Aplicacdo dos discos de antimicrobianos

Os discos de antimicrobianos eram colocados na superficie da placa de Agar
Mueller-Hinton estriada com suabe estérii de algoddo. Cada disco aplicado
individualmente com pinca estéril, pressionado-o de encontro a placa, de maneira a
assegurar contato completo com a superficie do agar. Cada antimicrobiano teve
30mm de distancia entre um disco e outro, incluindo o tamanho do disco
antimicrobiano, para evitar que caso houvesse a formagédo de grandes halos de
resisténcia, esses nao coincidirem. Foram colocados sete discos de antimicrobianos
em cada placa de Petry com 150 mm de diametro. As placas eram entéo invertidas e

colocadas em estufa a 37<C durante 24 horas, para i ncubagéo.

3.1.2.2 Agentes antimicrobianos utilizados

Foram testados quatorze diferentes antimicrobianos para avaliacdo da

sensibilidade a E. coli, foram eles: amoxicilina/acido clavulamico, ampicilina,
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cefalexina, ceftiofur, cefuroxime, gentamicina, amicacina, norfloxacina, enrofloxacina,

ciprofloxacina, ofloxacina, clindamicina, sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina.

Algumas consideragbes gerais acerca dos agentes antimicrobianos utilizados
neste experimento formam feitas considerando o grupo farmacolégico ao qual
pertencem e salienta resumidamente seu mecanismo de atuacao frente as bactérias.
As caracteristicas descritas enfocam especificamente a farmacologia aplicada a

avicultura.

Os antimicrobianos utilizados do grupo farmacol6gico dos - lactamicos foram:
ampicilina, amoxicilina/acido clavulamico, cefalexina, ceftiofur, cefuroxime. Estes
farmacos atuam através da inibicdo de sintese da parede celular. Sdo bactericidas e
agem na fase proliferativa das bactérias. Além disso, possuem meia-vida curta
devendo ser administrados continuamente para obtencdo de bom efeito. Possuem
espectro de acéo para espiroquetas, Gram positivos e Gram negativos, ndo atuando

sobre micoplasmas.

Os antimicrobianos utilizados do grupo farmacolégico das quinolonas foram:
norfloxacina, enrofloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina. Eles agem através da inibicao
da DNA girase, comprometendo a replicagdo e fungédo dos &cidos nucléicos. A acdo
biolégica € bactericida e atua na fase proliferante e estacionéria. O espectro de acao
dos antimicrobianos, enrofloxacina e ciprofloxacina pra espiroquetas € baixo. Porém

sao efetivas para bactérias Gram positivas, Gram negativas e micoplasmas.

O antimicrobiano utilizado do grupo farmacolégico das lincosamidas foi a
clindamicina. Esse farmaco pode ser um bacteriostatico ou bactericida, dependendo
da dose utilizada. Inibe a sintese protéica da subunidade 50 S do ribossomo e atua
exclusivamente na fase proliferante da bactéria. Seu espectro de acdo é amplo,

entretanto, ndo atua contra espiroquetas e micoplasmas.

Os antimicrobianos utilizados do grupo farmacolégico dos aminoglicosideos

foram: gentamicina e amicacina. Podem ser bactericidas ou bacteriostaticos na fase
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proliferante, dependendo da concentragdo da droga, mas na fase estacionéria é
somente bactericida. O mecanismo de acdo exercido causa inibicdo da sintese
protéica, promovendo a formacéo de proteinas defeituosas. Quanto ao espectro de
acao, sao eficientes para bactérias Gram positivas, Gram negativas e micoplasmas,

mas sem atividade sobre espiroquetas.

O antimicrobiano utilizado do grupo farmacologico das Sulfas foi o
sulfametoxazol/trimetoprim. As sulfas sao analogas do PABA (acido p-
aminobenzoico), que é importante para sintese de &cido félico da bactéria. E um
bacteriostatico, que age na fase proliferante bacteriana e € efetivo contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas, todavia, ndo possuem atividade contra

espiroquetas e micoplasmas.

O antimicrobiano utilizado do grupo farmacolégico das tetraciclinas foi a
tetraciclina. Esse farmaco € bacteriostatico e age na fase proliferante da bactéria.
Inibe a sintese protéica da subunidade 30 S do ribossomo. E exerce atividade
antimicrobiana em Gram positivas, Gram negativas, espiroquetas e micoplasmas
(ALMEIDA, R. T. & PALERMO-NETO, 2005).

3.2 Leitura das Placas e interpretacao dos resultad 0s

Apbs 24 horas de incubacgdo, os didmetros dos halos de inibi¢do, incluindo o
diametro do disco antimicrobiano, foram medidos e comparados com tabela padréo

interpretativo de zona/halo de inibic&o.

As amostras foram classificadas como sensiveis, intermediarios ou resistentes.
Os diametros dos halos de inibicdo e a interpretacdo dos resultados eram

registrados em planilhas especificas.
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A andlise estatistica dos dados foi realizada através da utilizagdo do programa
de computador Sigmastat Statistical™, Software Version 13.0 SPSS Inc. for
Windows.



4 RESULTADOS

No total, 115 amostras bacterianas de Escherichia coli (E. coli) foram analisadas.
Separadas de acordo com a origem dos isolados: cama de aviarios, lesdes de
celulite e lesBes de aves com sintomatologia respiratoria. A Tabela 3, indica os
percentuais de amostras resistentes a partir do teste de difusdo em disco,

considerando a classificacdo de cepas resistentes, intermediarias e sensiveis.

Tabela 3 - DistribuicAo de amostras de Escherichia coli resistentes, para cada
antimicrobiano, de acordo com a origem, considerando as amostras intermediarias e
sensiveis.

Origem
Fendtipo Cama Celulite Respiratérias Total

N % N % N % N %
AMP 11 32,4 19 39,6 11 33,3 41 35,7
AMC 1 2,9 0 0,0 0 0,0 1 0,9
CFE 3 8.8 6 12,5 1 3,0 10 8,7
CRX 2 5,9 1 2,1 0 0,0 3 2,6
CTF 3 8,8 2 4,2 0 0,0 5 4,3
CLI 34 100,0 47 97,9 32 97,0 113 98,3
ENO 7 20,6 12 25,0 2 6,1 21 18,3
*CIP 9 ¥265 14 r29.2 3 9.1 26 226
NOR 8 23,5 14 29,2 1 3,0 23 20,0
OFX 8 23,5 11 22,9 2 6,1 21 18,3
SUT 14 41,2 21 43,8 20 60,6 55 47,8
AMI 1 2,9 3 6,3 0 0,0 4 3,5
GEN 8 23,5 15 31,3 6 18,2 29 25,2
TET 15 441 29 60,4 24 72,7 68 59,1

Ampicilina= AMP; Amoxicilina/Acido Clavulanico= AMC; Cefalexina=CFE; Cefuroxime=CRX; Ceftiofur=CTF; Clindamicina=CLI;
Enrofloxacina=ENO; Ciprofloxacina=CIP; Norfloxacina=NOR; Ofloxacina=OFX; Sulfametoxazol/Trimetoprim =SUT;
Amicacina=AMI; Gentamicina=GEN; Tetraciclina=TET

*= Diferenca significativa (p=0,002).
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A partir do teste Qui-Quadrado, observou-se diferenca estatistica significante
apenas para 0 antimicrobiano ciprofloxacina (p=0,002). Para os demais

antimicrobianos avaliados, ndo houve diferenca significativa.

4.1 Resisténcia em relagcéo as estacdes do ano

Quando analisados os dados de resisténcia dos antibiogramas nas diferentes

estacdes do ano, estatisticamente ndo houve relevancia. Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo percentual das amostras de Escherichia coli em amostras
resistentes, para cada antimicrobiano considerando a estacdo do ano em que foi
isolada.

Origem da lesao

Cama Celulite
Estacdo do ano Estacdo do ano
Verao Inverno Verao Inverno

N % N % N % N %
AMP 8 40,0 2 286 11 34,4 6 42,9
AMC 1 5,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
CFE 2 10,0 0 0,0 3 9,4 3 21,4
CRX 0 0,0 2 28,6 1 31 0 0,0
CTF 0 0,0 2 28,6 2 6,3 0 0,0
CLI 20 100,0 7 100,0 31 96,9 14 100,0
ENO 4 20,0 0 0,0 8 25,0 2 14,3
CIP 5 25,0 1 14,3 10 31,3 2 14,3
NOR 5 25,0 1 14,3 10 31,3 2 14,3
OFX 4 20,0 1 14,3 6 18,8 3 214
SUT 9 45,0 2 28,6 12 37,5 7 50,0
AMI 1 5,0 0 0,0 3 9,4 0 0,0
GEN 6 30,0 2 28,6 11 34,4 4 28,6
TET 9 45,0 3 42,9 19 59,4 8 57,1




4.2 Resisténcia em relagdo a multiplos agentes
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No que tange a multipla resisténcia, as amostras apresentaram resisténcia a pelo

menos um antimicrobiano. Nao houve diferenca estatisticamente significante para o

namero de agentes resistentes, entre as origens (p = 0,226). Os dados avaliados

constam na tabela 3.

Tabela 5 - Distribuicdo de amostras de Escherichia coli em nimero de agentes

resistentes, de acordo com a origem.

N° de agentes resistentes

Origem 2a3 3ab 7a9 Total
N % N % N % N %
Cama 12 35,29 10 29,4 5 14,7 34 100,0
Celulite 15 31,25 18 37,5 9 18,8 48  100,0
Respiratorias 22 66,67 8 24,2 1 3,0 33 100,0
Total 49 4261 36 31,3 15 13,0 115 100,0




5 DISCUSSAO

As 115 amostras de cepas de E. coli analisadas neste experimento,
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, situacdo também
encontrada por Guerra, et al. (2003), que analisaram 317 amostras de E. coli desta
mesma bactéria, isoladas de material avicola, de suinos e bovinos durante os anos
de 1999-2001. Aléem destes pesquisadores, Zanatta, et al. (2004) e Blanc, et al.
(2006) também confirmam a presenca de resisténcia em E.coli a, pelo menos, um

farmaco testado.

Amostras de E. coli isoladas de aves sao freqientemente multiresistentes a
drogas. (FERREIRA; KNOBL, 2000), situacdo também demonstrada neste trabalho
na Tabela 5, onde 90% das amostras apresentaram multipla resisténcia, fato

também confirmado por outros pesquisadores.

Dos resultados obtidos através dos antibiogramas realizados, o farmaco que
apresentou maior percentual de resisténcia foi a clindamicina e a droga que teve
menor percentual de amostras resistentes foi amoxicilina/acido clavulanico, com
apenas 0,9% de resisténcia no total dos isolados, o0 mesmo foi observado nos
resultados obtidos por Miles, (2006). A amoxicilina ndo € um farmaco de eleicdo no
tratamento da colibacilose aviaria, salmoneloses e estafilococose, o que contribui
para um menor aparecimento de cepas de resistentes (MORGULIS; SPINOSA,
2005).

Resultados publicados por Johnson, et al. (2005) relatam 36% de resisténcia
para amoxicilina/acido clavulanico, que contrastam com os resultados anteriormente

citados, isolados de cepas de E. coli de carcaca de aves.

Ainda sobre - lactamicos, a respeito da cefalexina, as amostras analisadas

neste experimento analisadas revelaram 8,7% de resisténcia, 0 que contrasta com a
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publicacdo de Zanatta, et al. (2004), onde foram observados 54% de resisténcia em
seus testes. Ja para ampicilina, o percentual de resisténcia encontrado foi de 36%,
que estd de acordo com Kijima-Tanaka, et al. (2003), entretanto diferem dos
achados de resisténcia de Miles et al. (2006), que nao atingem 21%. Todavia, um
elevado percentual foi encontrado por Yang, et al. (2004) que atingiu 77:% em

isolados de frangos.

Para o antimicrobiano ceftiofur, o percentual total de resisténcia neste trabalho
foi de 4,3% e conforme a Tabela 3 observamos que o maior percentual de
resisténcia entre as origens das amostras, foi encontrado em isolados de cama,
sendo 8,8%. Deve ser ressaltado que o ceftiofur tem ampla distribuicdo em orgaos e
tecidos, mas tem meia vida curta, requerendo multiplas aplicagbes para manutengao
dos niveis plasmaticos eficientes para cada espécie de bactéria a ser tratada. Até o
presente momento, esta droga, vem sendo utilizada na avicultura em pintos recém-
nascidos, ou nos primeiros dias de vida para controle de infecgbes por E. coli,
Salmonella sp., Pasteurella sp., Streptococcus sp., Staphylolococcus sp. (ITO, et al.
2005).Um baixo percentual de resisténcia ao ceftiofur também foi encontrado por
Kijima-Tanaka, et al. (2003).

Quanto ao agente antimicrobiano cefuroxime, neste trabalho de pesquisa foi
observado 2,6% de resisténcia nas amostras avaliadas.Entretanto, todas as
amostras apresentaram-se sensiveis ao farmaco em pesquisas realizadas por Yang,
et al.(2004) e Kijima-Tanaka, et al.(2003).

Nas bactérias isoladas do meio a avicola a literatura em geral apresenta
percentuais superiores a 50% quando se trata de resisténcia a tetraciclinas, sendo
isto confirmado nas publicacbes de Zanatta, et al. (2004); Yang, et al. (2004;) Miles,
(2006); Blanc, et al. (2006). Neste trabalho a resisténcia a tetraciclina encontrada foi
de 59,1%. Além dos elevados indices de resisténcia em E coli. frente as tetraciclinas,
cabe-se salientar que em Gram negativos a resisténcia esta associada a plasmidios

e algumas bactérias como Proteus sp, Mycobacterium sp. e outras podem ser
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consideradas naturalmente resistentes as tetraciclinas (PIDDOCK, 1996; ITO, et al.
2005).

A associacao de diaminopirimidina (trimetoprim ou ormetoprim) + sulfonamida,
tem sido amplamente utilizada para o controle de infec¢des por E. coli, avibacterium
paragallinarum, célera aviaria (Pasteurella multocida) e salmoneloses (ITO, et al.
2005). As amostras E. coli testadas neste trabalho frente a associagédo dos farmacos
sulfametoxazole e trimetoprim, demonstraram resisténcia de 47,8% e foram similares

aos percentuais de resisténcia encontrados por Blanc, et al. (2006).

Para as quinolonas testadas nesta pesquisa, 0s percentuais gerais de resisténcia
encontrados foram semelhantes: enrofloxacina (18,3%), ciprofloxacina (22,6%)
norfloxacina (20%). Os percentuais semelhantes podem estar relacionados com as
caracteristicas farmacocinéticas das quinolonas (ITO, et al. 2005), pois a
ciprofloxacina € um metabdlito da enrofloxacina, farmacocineticamente diferente. A
concentracéo terapéutica da ciprofloxacina, pode ser estimada pelo célculo da dose
efetiva de enrofloxacina, pois a quantidade biodisponibilizada é estimada conforme a
biotransformacdo, que gera o metabdlito ciprofloxacina. No mesmo grupo a
norfloxacina € menos absorvida que a enrofloxacina e a ciprofloxacina por nao
possuir modificagbes no anel piperanil. Assim, este conhecimento farmacoldgico
pode ser comparado aos dados expressados quanto as resisténcias encontradas
neste trabalho, onde as amostras respiratorias apresentaram: 9,1% de resisténcia
para ciprofloxacina e 6,1% para enrofloxacina e um percentual mais baixo (3%) para
norfloxacina. Contudo, nas amostras isoladas de cama e celulite os percentuais para

trés quinolonas foram semelhantes.

Pelo exposto acima se torna importante ressaltar, que todas as amostras foram
resistentes a, pelo menos, um farmaco e que o grupo das quinolonas demonstrou-se
0 mais relevante quanto a resisténcia. Complementando o exposto, a literatura
afrma que a concentracdo Inibitoria minima obtida com os diferentes
microrganismos nao varia muito conforme o numero de bactérias presente no

in6culo (unidades formadoras de colbnias /mL), exceto para Enterococcus e
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Pseudomonas (ITO, et al. 2005). Sendo o teste de concentracéo inibitéria minima,
padronizado pelo NCCLS, com a mesma escala de indculo utilizada na metodologia
para a determinacdo da susceptibilidade para antimicrobianos, a mesma empregada
nesta pesquisa, pode-se sugerir que possiveis variagbes na concentracdo do
in6culo, ndo interferiram nos resultados, sendo assim, a credibilidade estatistica para
os dados significativos quanto as quinolonas, tem esta fundamentacao tedrica como

ponto de apoio.



6 CONCLUSOES

1. Todas as amostras de E. coli estudadas apresentaram resisténcia a pelo

menos um farmaco testado;

2. As cepas isoladas de diferentes fontes apresentaram comportamentos
diferentes com significancia estatistica, em relacdo ao farmaco

ciprofloxacina;

3. Nao houve diferenca significativa nas proporcoes de resisténcia entre as

origens e as estacdes do ano;

4. As analises proporcionaram dados base (projeto piloto) para posterior
execucao da metodologia em um numero maior de amostras de E. coli e
inclusdo no banco de dados do projeto “Programa de Isolamento e

Identificacdo de Cepas Patogénicas de Escherichia coli”.
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