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CARACTERIZACAO E PADROES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE
Escherichia coli ISOLADAS DA CAMA DE FRANGO APOS TRATAMENTO DE
COMPOSTAGEM

RESUMO - A induastria avicola brasileira gera grandes quantidades de
residuos organicos, como a cama de frango, utilizada frequentemente na agricultura.
Entre as bactérias presentes neste fertilizante organico estdo os membros da familia
Enterobacteriaceae. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil de fatores de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana de isolados de Escherichia coli da cama de
frango na producdo comercial de aves de corte. Foi montado um sistema de
fermentacdo similar ao utilizado nas granjas comerciais de frango de corte, sendo
coletadas amostras desta cama 5, 10, 15, 30 e 60 dias ap6s o inicio do tratamento.
Um total de 47 cepas de Escherichia coli foi isolado e testado por meio da reacéo
em cadeia da polimerase para detectar genes de viruléncia caracteristicos de APEC
(hlyF, iss, ompT, iroN e iutA). Além disso, foram realizados testes de susceptibilidade
a 14 antimicrobianos. Os resultados indicaram que as cepas apresentaram genes
caracteristicos de E. coli patogénica aviaria (APEC), sendo os genes hlyF, iss e
ompT os mais prevalentes. Os isolados apresentaram alta resisténcia (>50%) a
tetraciclina, gentamicina, cefotaxima, nitrofurantoina e ampicilina. Estes resultados
sugerem que as estirpes possuem genes de viruléncia e resisténcia que podem ser
disseminados no ambiente, representando um potencial risco zoono6tico para 0S
seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE: producéo avicola, biosseguranca, risco zoonatico, fatores de
viruléncia, Enterobacteriaceae.
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CHARACTERIZATION AN ANTIMICROBIAL RESISTANCE PATTERNS OF
Escherichia coli ISOLATED FROM POULTRY LITTER AFTER COMPOSTING

ABSTRACT - The Brazilian poultry industry generates large amounts of
organic waste, such as chicken litter, which is often used in agriculture. Among the
bacteria present in organic fertilizer are members of the Enterobacteriaceae family.
The objective of this study was to analyze the profile of virulence factors and
antimicrobial resistance of Escherichia coli isolates from poultry litter in commercial
plants production. A fermentation system similar to that used in commercial chicken
farms was set up, and samples of this litter were collected 5, 10, 15, 30 and 60 days
after the start of treatment. A total of 47 Escherichia coli strains were isolated and
tested through Polymerase chain reaction to detect virulence genes caracteristicos
de APEC (hlyF, iss, ompT, iroN e iutA). Antimicrobial susceptibility testing was
performed using 14 antimicrobials. The results indicated that our strains harbored
genes characteristic of Avian Pathogenic E. coli (APEC), with the hlyF, iss and ompT
genes being the most prevalent. The isolates showed high resistance (>50%) ©
tetracycline, gentamicin, cefotaxime, nitrofurantoin and ampicillin. These findings
suggest that our strains harbored virulence and resistance genes which can be
spread in the environment and are a potential zoonotic risk for humans.

KEYWORDS: poultry production, biosafety, zoonotic risk, virulence factors,
Enterobacteriacea.



1 - INTRODUCAO

A atividade avicola € considerada como uma parcela importante da
economia brasileira, sendo o pais, um dos maiores produtores e exportadores de
carne de frango do mundo (USDA, 2018). Como medida para diminuir a carga de
residuos organicos gerados pela producdo avicola, os agricultores reutilizam estes
residuos como fertilizante. O uso deste residuo, se submetido a uma compostagem
ou fermentacdo incompletas, como fertilizante organico em lavouras pode causar
infecgOes de origem alimentar associadas ao consumo de frutas ou legumes frescos
contaminados com bactérias (OLAIMAT e HOLLEY, 2012). Portanto, é necessario
avaliar este fator de risco para identificar os possiveis efeitos da contaminacdo nas
areas de producéo (HAHN, 2004).

A compostagem é um processo aerdébio microbiano controlado, que converte
material organico biodegraddvel em um produto estavel semelhante ao humus
(FURTULA et al., 2010). Ap6s a constante deposicdo de fezes pelos frangos no
material organico que serve de base no assoalho da granja (serragem, palha de
arroz, etc.) também conhecido como cama de frango, este residuo torna-se um
O0timo substrato para a manutencdo e desenvolvimento de uma grande e
diversificada populacdo microbiana. Alguns desses microrganismos sao de grande
preocupacdo para a saude publica e qualidade do meio ambiente jA que podem
contaminar o solo e as fontes de agua, infectando humanos e outros animais através
de contato e consumo de alimentos ou dgua contaminados (PUNO-SARMIENTO et
al., 2014).

Estudos tém indicado que os patdgenos presentes na cama de frango tém a
capacidade de sobreviver em habitats secundarios (por exemplo, adubos, solos e
agua) por semanas ou até meses, com sobrevivéncia dependendo do organismo e
condicdes bioldgicas, quimicas e fisicas do solo (ISHII et al., 2010). Bactérias
indicadoras de contaminacao fecal (FIB) séo frequentemente utilizadas como uma
medida de presenca de contaminacdo, pois estdo presentes na concentracdo de
10° a 107 células/grama de solo. Entre elas, Escherichia coli é considerada uma
importante FIB (COOK et al., 2014).



Escherichia coli € encontrada na microbiota normal do trato gastrointestinal
de humanos e animais. No entanto, em aves algumas cepas sao conhecidas por
serem patogénicas e sdo denominadas Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC).
Estas cepas causam colibacilose em aves, sendo esta doenca responsavel por
significativas perdas econémicas na industria avicola (FURTULA et al., 2010). Em
humanos, E. coli patogénicas também conhecidas como Extra intestinal Escherichia
coli (EXPEC) podem causar diversas doencas, incluindo infec¢bes do trato urinario,
septicemia e meningite neonatal (JOHNSON et al., 2008). Os intestinos das aves
tém sido considerados como reservatorios de E. coli patogénica com potencial
zoonotico que poderia ser transferido diretamente de aves para humanos (EWERS
et al., 2009).

As APEC sao consideradas um importante agente infeccioso presente na
moderna industria mundial de aves, causando a cada ano perdas econdmicas, na
ordem de milhdes de ddlares, a industria avicola. Os fatores de viruléncia relevantes
das APEC incluem a resisténcia a componentes do sistema complemento, adeséo
da bactéria a mucosas e a capacidade de sequestrar ferro do sangue e dos tecidos
do hospedeiro. Ndo ha consenso sobre como definir o patotipo da APEC quanto as
caracteristicas de viruléncia. No entanto, estudos mostraram a presenga de cinco
genes que agem como preditores mais comuns encontrados (iutA, hlyF, iss, iroN e
ompT), e podem indicar se a cepa de E. coli tem grande potencial de causar
doencas extra-intestinais em aves (JOHNSON et al., 2008, STELLA et al., 2016).

Estudos indicam estreita relacdo entre APEC e isolados de E. coli
associados a doenca extra-intestinal em humanos, entdo uma melhor compreenséao
da APEC poderia trazer beneficios ndo apenas para a saude dos animais, mas
também para a saude humana (JOHNSON et al., 2008). As linhagens de EXPEC
aviarias e humanas demonstram caracteristicas semelhantes em termos de genes
de viruléncia e grupos filogenéticos. Isto leva a hipétese de que E. coli aviaria pode
servir como reservatorio para genes de resisténcia ou pode colonizar o trato
intestinal de humanos (JOHNSON et al., 2012).

Agentes antimicrobianos tém sido utilizados em animais de producdo. No
entanto, o0 aumento de bactérias resistentes a antibidticos, tanto em humanos como

em animais, gerou uma preocupacao significativa em relacdo a qualidade dos



alimentos (ASAI et al., 2014). Suspeita-se que as fezes de frango sejam fontes de
patégenos de origem alimentar e / ou bactérias resistentes a antimicrobianos para
seres humanos (MARSHALL e LEVY, 2011). Bactérias multirresistentes sé&o
frequentemente encontradas em aves domésticas (JOHNSON et al., 2012). Estas
bactérias podem ter sido selecionadas devido a intensa presséao seletiva devido ao
uso indiscriminado de antimicrobianos na avicultura como aditivos alimentares ou
como terapia (MARSHALL e LEVY, 2011).

Tendo em vista a importancia da cama de frango como residuo e utilizagédo
na producdo avicola e agricola e a similaridade genética entre cepas de E. coli entre
aves e humanos, o presente estudo tem como objetivos isolar e identificar cepas de
E. coli provenientes da cama de frango de corte, durante e apds o tratamento de
fermentacdo, avaliar a susceptibilidade das bactérias isoladas -in vitrol frente a 14
agentes antimicrobianos e estudar a prevaléncia de genes codificadores de fatores

de viruléncia das cepas obtidas.



2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Producéo avicola brasileira

A atividade avicola € considerada como uma parcela importante da
economia brasileira, sendo o pais, um dos maiores produtores e exportadores de
carne de frango do mundo. Para o ano de 2018, h4 uma estimativa que a producéo
de carne de frango deverd crescer 2,6%, podendo chegar a 13,5 milhSes de
toneladas (USDA, 2018). De acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica), o efetivo nacional de galindceos atingiu 1,4 bilhdo de
cabecas no ano de 2017, crescimento de 6% em comparacdo ao ano anterior. Deve-
se destacar que, na década de 70, eram necessarios 70 dias para o crescimento e
engorda de um frango de corte, que consumia cerca de 2 kg de racéo para obter 1
kg de ganho de peso. O ciclo de producao atual confere um ganho de peso de 2,4
kg de peso vivo para o abate, aos 42 dias (GIROTTO; MIELE, 2004).

Apesar de a induastria avicola brasileira enfrentar ritmos mais lentos de
exportacao e provavel aumento nos custos de producdo, a demanda doméstica ira
impulsionar o crescimento da producdo da carne de frango brasileira. Isso devido a
recuperacdo econdmica no pais, menor inflacdo e um aumento projetado de 3% no
Produto Interno Bruto. Assim, os pregos da carne de frango deverdo permanecer
competitivos com os da carne bovina e suina, estando a concorréncia mais acirradas
com a carne de boi (ABPA, 2018).

Isso se deu devido a mudanca de habitos de consumo de proteina animal.
Hoje se prefere a ingestdo de proteinas nobres, de facil digestdo, carnes com baixo
teor de gorduras e ricas em vitaminas e magnésio, além de facil aquisicao por todas
as classes sociais pelo seu baixo custo (BOTTEZINI; CORSO; VEIT, 2005).

Os custos de producdo da carne de frango tém aumentado, reduzindo,
assim, as margens de lucro dos produtores brasileiros. A principal causa para o

aumento destes custos esta relacionada com a reducdo da producéao de milho em



relacdo a 2017, sendo que o milho representa 70% do custo da producao de carne
de frango (USDA, 2018).

A previsdo para as exportacdes de carne de frango é de uma baixa para o
ano atual. Apesar disso, devido ao impacto negativo da Influenza Aviaria, os
embarques deverdo se expandir em cerca de 1,5%, ou seja, considerando que em
2017, o Brasil exportou 4,1 milhdes de toneladas de carne de frango, em 2018 o
volume exportado pelo pais podera chegar a 4,150 milhdes de toneladas, superando
as 4,125 milhdes de toneladas exportadas em 2016 (ABPA, 2018).

Esta previsdo de baixa nas exportacfes para 2018 esta relacionada ao
prejuizo a credibilidade do servico de inspecdo de carnes do Brasil, derivado do
impacto adverso da Operacdo —Carne Fracal durante o primeiro semestre de 2017.
Além disso, outras dificuldades sdo enfrentadas pelos exportadores brasileiros: as
exigéncias de que todos os caminhdes que transportam aves destinadas a paises da
Unido Européia precisam ser inspecionados por um auditor fiscal federal
agropecuario; e a investigacdo anti-dumping da China sobre as importacdes de
frangos de corte brasileiros (USDA, 2018).

Os principais destinos para os produtos avicolas do Brasil em 2018 deverdo
ser 0s paises asiaticos e do Oriente Médio / Norte Africano, principalmente Egito,
Emirados Arabes Unidos e Kuwait, sendo que as exportacdes para o Oriente Médio
e Africa do Norte provavelmente chegardo a 40% das exportaces de frangos de
corte em 2018. Além disso, exportadores brasileiros estdo otimistas em relagdo a
dois mercados recentemente abertos para a carne de frango: México e Chile (ABPA,
2018).

2.2 — Cama de frango

A alta concentragdo de aves para suprir tanto o0 mercado interno quanto o
externo tem gerado uma alta concentracdo de residuos durante os ciclos de
producdo, sendo a cama de frango o principal residuo obtido apds o periodo de

alojamento. Este substrato utilizado no piso dos galpdes avicolas para proporcionar
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conforto as aves, isolando-as do piso e diminuindo a umidade gerada pelas
excretas, € uma fonte rica de nitrogénio ndo proteico (SORBARA et al., 2000).
Também conhecida como cama de aviario, € composta por dejecbes e penas de
galinaceos, restos de racfes e pelo material absorvente da umidade usado sobre o
piso do galpdo, podendo ser cepilho de madeira ou maravalha, palha, casca de
amendoim, café ou arroz, casca de arroz, sabugo de milho triturado, polpa de citrus,
véarios tipos de gramineas, incluido bagagco de cana, entre outros (HAHN, 2004;
SONODA 2011).

Este material de origem vegetal usado para forrar o piso do aviario, deve
possuir uma espessura variando de 0,05 a 0,10m de altura com 0,6 a 1,2cm a
espessura da particula (STEPHENSON; McCASKEY, RUFFIN, 1990; GUPTA;
BOROWIEC; OKOH, 1997; ROSA et al., 2008). Além de proporcionar conforto as
aves, seu uso também tem a finalidade de controlar o nivel de umidade, controlar a
producdo de pO e amodnia, diminuir a exposicdo dos animais a agentes
transmissores de doencas e prevenir a proliferacdo de insetos (ANGELO et al.,
1997).

Paganini (2004) cita que a cama de frango € um dos itens relacionados ao
sucesso da producdo avicola, pois um alojamento que proteja 0s animais das
intempéries, permita bom fornecimento de alimentacdo e que apresente sanidade
adequada fundamentais para que as aves atinjam 0 seu maximo potencial genético.
A finalidade da cama é proporcionar conforto as aves, permitindo que a qualidade de
sua carcaca seja mantida, diminuindo a incidéncia de lesbes em regiées como o
peito e coxim plantar, bem como em outras areas do corpo com menor valor
comercial (OLIVEIRA; GOULART; SILVA, 2002).

Os problemas diretamente relacionados a cama estdo ligados ao ambiente
proporcionado as aves. A temperatura, umidade e volatilizacdo de amdnia, podem
determinar condi¢cdes de estresse por calor e problemas respiratérios para as
mesmas, interferindo nas condi¢cdes de ambiéncia e bem-estar dentro do galpdo
(FURLAN et al., 2000).

Apesar da cama do galpéo para criacdo de frangos poder ser constituida por
varias fontes, a maravalha de pinus é a mais aceita e recomendada por ser um

material com alta capacidade de absorcdo e secagem, boa condicdo microbioldgica



e facilidade de manejo. Desta forma, para selecdo de uma boa cama deve-se levar
em conta que o material a ser utilizado apresente caracteristicas como baixo custo e
alta disponibilidade, ter capacidade de amortecimento, baixa condutividade térmica,
liberar facilmente para o ar a umidade absorvida e ser de tamanho médio (material
picado ou triturado) (AVILA; MAZZUCO; FIGUEIREDO, 1992).

Dentre os materiais que podem ser utilizados como cama de frango, a
maravalha, constituida por particulas de tamanho aproximado de 3cm, produzida
pelo beneficiamento de madeiras como pinheiro, pinus, bracatinga, canela, cedro,
etc., apresenta bom poder de absorcdo, e sua disponibilidade acompanha a
demanda das regides de industrias madeireiras e campos de reflorestamento; o feno
de gramineas como coast cross, braquiaria, colonido, capim Rhodes, gordura e
demais gramineas utilizadas para pastagem, tem alta disponibilidade, séo facilmente
produzidos, apresentam boa absorcao e proporcionam conforto as aves em razao de
sua alta capacidade de amortecimento; a casca de arroz apresenta restricdo quanto
ao seu uso por ter baixa capacidade de absorcdo e por ser composta de particulas
pequenas, podendo ser ingeridas pelos animais, causando intoxicacoes; a casca de
amendoim é um material que apresenta propriedades absorventes, de boa
compressdo e homogeneidade, restringindo-se o uso, no caso de excesso de
umidade, pois pode vir a apresentar contaminacdo pelo fungo Aspergillus flavus ou
Aspergillus fumigatus, levando as aves a um quadro de aspergilose (AVILA;
MAZZUCO; FIGUEIREDO, 1992; NEME et al., 2000).

Diversos fatores podem influenciar a composicao fisica e quimica da cama
de aviario. Entre eles, o numero de lotes criados na mesma cama, tipo e quantidade
de material utilizado como substrato, idade de abate dos animais, densidade de
confinamento, conversdo alimentar, tipo de alimento dos frangos, sistema de
bebedouros, umidade do material absorvente, quantidade de sujidades, tipo de piso,
método de limpeza e armazenamento e as condigdes climaticas ocorridas durante a
criacao, (JACOB et al., 1997; EDWARDS e DANIEL, 1992).

Considerando-se que a quantidade média de cama produzida com
diferentes tipos de material € de 2,12 kg por ave (ANGELO et al., 1997), ha uma
producgéo de cerca de 5,7 milhGes de toneladas de cama de frango por ano.



Em relacdo a epidemiologia de doencas, a cama de frango tem papel
importante, pois recebe todas as excretas das aves, possuindo alta carga
microbiana, tanto de bactérias quanto de fungos e virus. Desta forma, torna-se uma
potencial fonte de contaminacdo para a propagacdo e perpetuacdo de doencas.
Durante o ciclo de producéo, as dejecdes dos animais sdo misturadas ao material
usado como substrato, sendo que no final do ciclo, a cama de frango pode ser
retirada ou reaproveitada no lote seguinte (EDWARDS e DANIEL, 1992). Para ser
viavel economicamente, é reutilizada por varios lotes. No entanto, a reutilizacdo da
cama em lotes sucessivos dificulta a desinfeccdo do ambiente alterando a qualidade
microbiolégica do sistema de producdo (WALTER, 2000). Este fator pode contribuir
para a prevaléncia de micro-organismos no ambiente (CHERNAKI-LEFFER et al.,
2002).

Desta forma, produtos quimicos e biolégicos como cal apagada ou extinta
(SINGH et al., 1990), sulfato de aluminio (MOORE et al., 1995), bissulfeto de sddio
(POPE e CHERRY, 2000), gesso agricola (PROCHONOW et al., 2001) e o Bacillus
subtillis tém sido testados por pesquisadores com o intuito de melhorar a qualidade
microbiolégica da cama. O Bacillus subtillis € um produto biolégico e possui enzimas
proteases que atuam sobre os dejetos dos animais e a matéria organica presentes
na cama, essas bactérias utilizam os dejetos como fonte nutricional, reduzindo,
assim, os niveis de amonia, melhorando assim, as condicdes ambientais gerais
dentro do aviario (BRITO e TAGLIARI, 2007).

Logo, o confinamento total, sistema de exploragdo avicola
predominante, com altas densidades, gera um volume consideravel de dejetos que
contaminam o ambiente pela excrecdo excessiva de nitrogénio, fésforo e
microminerais como zinco e cobre. O tratamento e destino adequados desses
dejetos tém sido grande preocupacdo de pesquisadores, técnicos e produtores,
tentando buscar soluc¢des para reduzir o impacto ambiental desses residuos. Dests
forma, as formas mais utilizadas para minimizar este problema é a utilizacdo da
cama como fertilizante (KONZEN, 2003).

A cama de frango foi utilizada em larga escala na alimentacdo animal. Isso
se deu devido a sua alta disponibilidade e baixo preco de aquisi¢céo, valor nutritivo

como suplemento protéico, além de niveis apreciaveis de macro e microminerais. O



teor de proteina bruta pode chegar até 28%, dos quais 45% estdo na forma de
nitrogénio ndo protéico e 41% na forma de aminoacidos. Dos aminoacidos
presentes, a glicina aparece em maior porcentagem, encontrando-se a arginina,
lisina e metionina em quantidades menores (FONTENOT e WEBB, 1974). Porém,
esse tipo de material teve seu uso restringido pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, por meio da Instru¢cdo Normativa n° 08 datada de 25 de
marco de 2004, que proibiu o uso de produtos de origem animal na alimentacao
animal (BRASIL, 2004).

Esta decisdo foi tomada porque este residuo pode conter ingredientes de
origem animal provenientes da racédo desperdicada dos comedouros pelos frangos,
sendo possivel gue os bovinos, ao ingerirem esta cama, passem a ser portadores da
doenca conhecida como Encefalopatia Espongiforme Bovina (Sindrome da Vaca
Louca).

A utilizacdo da cama de frango na alimentacdo de bovinos contraria a
proposta de producdo de carne bovina brasileira sem a presenca de ingredientes da
dieta com origem animal frente ao comércio exterior. Além deste aspecto, outros
inconvenientes do uso da cama de aviario na alimentacdo de ruminantes sao
apontados: presenca de toxinas produzidas por bactérias (toxina botulinica
produzida por Clostridium botulinum e aflatoxinas produzidas por Aspergillus flavus
ou A. fumigatus quando o material usado no piso do galpdo € a casca de
amendoim). hipocalcemia, algumas enfermidades infecciosas produzidas por
Salmonella e coliformes, a intoxicacdo por cobre, aménia, residuos de substancias
guimicas e os acidentes pela presenca de corpos estranhos (OLIVEIRA, 1997,
ORTOLANI e BRITO, 2001).

Outro aspecto que também vem sendo considerado para a diminuicédo
destes residuos € a modificacdo da dieta da ave, com o objetivo de reduzir a
excrecdo de elementos poluentes, por meio do fornecimento de dietas mais
balanceadas e do uso de aditivos em ragbOes (enzimas, por exemplo). Essa
alternativa visa melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes contidos nos
alimentos pelos animais, evitando o impacto ambiental da excrecdo excessiva,

sobretudo de nitrogénio, fésforo, cobre e zinco, entre outros (SILVA et al., 2006).
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Ja que apenas 45% do nitrogénio consumido pelas aves sao retidos como
proteina animal e 55% do nitrogénio ingerido séo excretados, contribuindo para
aumentar a poluicdo ambiental, atualmente com a produgdo industrial de
aminoacidos, é possivel diminuir o teor de proteina das racdes para frangos de
corte, mantendo-se o0 mesmo desempenho das aves, por meio da formulacdo de
ragcbes com base no conceito de proteina ideal (CAUWENBERGHE e BUNHAM,
2001). Porém, pesquisas sobre a reducdo do teor de proteina bruta e a
suplementacdo de aminoacidos essenciais em racfes para frangos de corte tém
indicado diminuicdo no ganho de peso, piora na conversao alimentar e aumento na
quantidade de gordura abdominal dos animais (WALDROUP, 2000; SABINO et al.,
2004; COSTA et al., 2001).

2.3 — Compostagem

De acordo com Brake (1992) e Haga (1999), a compostagem € um processo
bioldgico controlado onde residuos organicos sao estabilizados e convertidos em um
produto que pode ser utilizado como fertilizante organico. O objetivo é acelerar a
decomposicdo do material organico desde que se tenham condi¢des 6timas para o
desenvolvimento microbiano, sendo a temperatura, aeragdo, umidade, relagéo
carbono:nitrogénio (C/N) e nutrientes, os fatores que mais interferem no processo
(COSTA et al., 2005).

O composto resultante da compostagem € um material inodoro, com baixa
temperatura, de facil manejo e estocagem e livre de patdégenos. Porém, durante o
processo ha perda de nitrogénio e outros nutrientes do produto final (TIQUIA e TAM,
1998; SWEETEN, 1998).

Nesse sentido, a perda de nitrogénio através da volatilizagdo da amonia
(NH3) € um dos maiores efeitos negativos da compostagem de dejetos de origem
animal, reduzindo o valor fertilizante destes residuos quando utilizados na

agricultura. Assim, a umidade e a relagcdao C/N sdo importantes para o sucesso do
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processo, onde uma baixa relacdo C/N favorece a liberacdo de amobnia e uma
relacdo C/N maior que 75% inibe o inicio de compostagem (GRAY et al., 1971).

Além disso, a porcentagem de matéria seca da cama tem grande influéncia
na sua taxa de decomposicao, ja que a liberacéo de calor durante o processo leva a
evaporacao da agua presente na cama. Desta forma, a umidade do material deve
ser mantida entre 60 e 80% para que ocorra o processo (RYNK et al., 1991).

A compostagem € um processo relativamente rapido de biodegradacéo,
levando de 4 a 6 semanas para estabilizacdo do material. No Brasil, recomenda-se
um vazio sanitario entre os lotes de duas semanas, fazendo com que o processo de
compostagem seja incompleto (SWEETEN, 1998).

Em relacdo a temperatura do processo, a Agéncia Americana de Protecdo
Ambiental especifica que opera¢des de compostagem devem atingir a temperatura
minima de 55°C por trés dias consecutivos de fermentacdo da cama, sendo que
para a cama enleirada devem ser atingidas temperaturas maiores que 55°C por no
minimo 15 dias (US-EPA, 2003). Porém, os residuos de criacdo de frango podem
conter 70 a 80% de agua, podendo resultar na reducdo das temperaturas do
processo de compostagem, formacdo de odores e producdo de compostos
organicos volateis (TURAN et al., 2007).

A presenca de compostos organicos na atmosfera produz maus odores,
podendo ser nocivos, causando irritacdo nos olhos e garganta, danos ao figado e
sistema nervoso central, além de apresentarem efeito carcinogénico (DAS et al.,
2004).

De acordo com Hahn (2004), o processo de decomposicao da cama de
frango antes de sua aplicacdo no solo permite a transformacéo biolégica da matéria
organica em compostos inorganicos, conferindo-lhe elevada qualidade como
fertilizante e menores impactos negativos ao ambiente. Quando este processo é
realizado através do amontoamento da cama, pela necessidade de limpeza do
aviario, tendo predominio de um ambiente anaerdbio, é denominado fermentacéo.
Ja quando a cama recebe aeragdo pelo revolvimento da mesma ou adigcdo de
materiais que aumentam as trocas gasosas, € denominado compostagem. Em
ambos o0s processos, 0 produto resultante da decomposicdo apresenta

caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas diferentes das do material que lhe deu
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origem devido as inumeras transformacdes fisico-quimicas, desencadeadas
principalmente pelos micro-organismos.

Para eliminar os micro-organismos patogénicos e residuos de substancias
quimicas da cama de frango, a pratica da decomposicdo tem papel fundamental
através da acdo do binébmio temperatura e tempo de exposicdo, além do papel
bactericida da amdnia liberada, acdo de antibioticos produzidos por alguns micro-
organismos e a competicdo microbiana, sendo este ultimo um fator importante no
controle de patdgenos, ja que a populacdo nativa de micro-organismos da cama é
superior a dos patégenos. (HANH, 2004).

Deve-se ressaltar que mesmo que a processo de decomposicéo seja eficaz
na melhoria sanitaria da cama de frango, o uso da mesma na lavoura ndo isenta o
aparecimento de problemas ambientais. A disponibilidade de nutrientes do residuo e
do solo, as necessidades nutricionais das culturas, as caracteristicas topograficas e
as condicdes climaticas no momento da aplicacdo continuam sendo critérios
imprescindiveis que devem ser respeitados para evitar a contaminacao ambiental.
Nesse sentido, o manejo que € dado a cama de aviario deve ser rigoroso.
Normalmente este manejo é feito através da retirada e ensacamento do material ou
amontoamento da cama no galpdo ou na lavoura em pilhas, cobrindo-as com uma
lamina de polietileno (lona plastica) para evitar a infiltracdo da 4gua da chuva. Desta
forma, a cama intensifica seu processo de decomposicdo, que termina quando ha
reducdo da temperatura nas pilhas (HAHN, 2004).

De acordo com a Instrugcdo Normativa 007, de 17 de maio de 1999 do
Ministério da Agricultura e Abastecimento (BRASIL, 1999), o uso da cama de frango
s6 é permitido apOs sua devida fermentacéo e desde que ndo apresente substancias
toxicas. Porém, ndo sdo especificadas a maneira que essa fermentacdo deve ser
feita, sua duracdo e o que seriam estas substancias toxicas. Desta forma, empresas
certificadoras criaram orientacdes especificas para o uso desse residuo nas
propriedades, onde algumas exigem tratamento por um periodo de tempo
extremamente longo e outras proibem o seu uso, ja que ndo é realizada fiscalizagcédo
nas propriedades.

Ha situacdes em que produtores aplicam a cama de frango no solo sem ter

sido realizado o processo de decomposicéo. Isto pode ocorrer devido a falta de
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espaco para estocagem do material, o periodo de limpeza do aviario coincide com o
preparo do solo e plantio das lavouras, ou o agricultor desconhece ou néo considera
a decomposicédo da cama de frango como uma medida importante na reducédo dos
riscos de contaminacdo ambiental (HAHN, 2004).

Hahn (2004) descreve o processo de decomposicdo da cama de aviario.
Durante o tratamento ocorrem trés processos metabdlicos: respiracdo aerdbia,
fermentacdo e respiracdo anaerobia. Esta atividade biologica se da pela acédo de
enzimas presentes nas fezes das aves e posteriormente, produzidas pelos micro-
organismos. A respiracao aerObia € o processo inicial da decomposicao, onde ha
maiores concentracdes de oxigénio. Esta fase envolve a conversdo de constituintes
organicos complexos (proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e lipidios) em
glicose, acidos organicos, acidos graxos, alcoois e aminoacidos livres, entre outros
produtos, reduzindo o pH. Devido a intensa decomposi¢cdo dos compostos organicos
durante a respiracao aerdbia, ha uma grande liberacdo de energia dos compostos
organicos na forma de calor (temperaturas podem chegar até 70-80°C). E nesse
momento que as altas temperaturas estdo agindo na eliminacdo de patdgenos e
substancias quimicas.

A segunda fase, o processo metabdlico que geralmente predomina é a
fermentacdo. Os compostos que ndo foram oxidados na primeira fase sdo utilizados
por micro-organismos. Neste processo, ha liberacdo de apenas parte da energia
contida no composto original, sendo que ha diminui¢do na producédo de calor com a
reducdo das temperaturas.

JA o terceiro processo metabodlico presente numa decomposicdo é a
respiracdo anaerodbia. Este processo, chamado de desnitrificacdo, é intermediado
por micro-organismos facultativos.

O aumento da temperatura € a primeira e uma das principais indicacdes de
qgue se iniciou a decomposicdo. Altas temperaturas sdo um bom indicador de uma
alta intensidade e velocidade de decomposicdo do material organico. As perdas de
calor de uma pilha de decomposi¢cdo podem acontecer através de dois mecanismos:
pela perda de vapor d'agua e pela transferéncia de calor sensivel (MacGREGOR et
al., 1981).
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2.4 — Bactérias isoladas na cama de frango

Por ser uma fonte de proteina mais acessivel e barata, a cadeia produtiva da
carne de frango depende da biosseguranca e da qualidade dos produtos que sao
ofertados a populacdo. Desta forma, a qualidade microbiolégica dos produtos
avicolas deve ser monitorada de forma intensa. A microbiota intestinal das aves é
composta de inUmeras espécies bacterianas, formando um sistema complexo e
dindmico (SILVA e SALVINO, 2000). Desta maneira, as aves tém sido consideradas
como importante fonte de disseminacdo das bactérias intestinais para o meio
ambiente e deste para o0 homem, podendo haver uma populagéo diversificada de
micro-organismos na cama dos galpfes, sendo alguns destes potencialmente
patogénicos para as aves e para o homem (CARVALHO et al., 2001).

Os coliformes, representados pelos géneros, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Hafnia, Citrobacter e Escherichia fermentadores de lactose da familia
Enterobactereaceae, sédo frequentemente utilizados como indicadores higiénico-
sanitario no controle da qualidade de 4gua e alimentos. Contudo, sabe-se que estes
Sd0 0S micro-organismos mais comumente encontrados em contaminacdes na
producéo avicola (ICMSF, 1983).

2.4.1 — Enterobacter

De acordo com Sanders e Sanders (1992), Enterobacter sp. sdo bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, pequenas, gram-negativas, anaerobias
facultativas e sem motilidade. Sdo amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo
em agua doce, solo, esgoto, plantas, vegetais, animais e fezes de seres humanos.
Podem ser patogénicas oportunistas estando relacionadas a infec¢des urinarias e,

ocasionalmente, septicemias e meningite (HOLT et al.,1994).
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2.4.2 —Klebsiella

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma bactéria gram-negativa,
encapsulada e imovel. E isolada normalmente da flora intestinal normal de humanos
e animais (KRIEG e HOLT, 1984). De acordo com Murray et al. (1998), a espécie
mais comumente isolada desse género € a Klebsiella pneumoniae. Pode estar
presente nas vias respiratérias e nas fezes de individuos sadios, porém é
encontrada em infeccdes respiratérias e urinarias (KRIEG e HOLT, 1994).

Esta classe de micro-organismos € oportunista, podendo causar
bacteremia, penumonia, infec¢des do trato urinario, metrite, e mastites, sendo o trato
gastrointestinal o principal reservatério e fonte de infec¢do (KRIEG e HOLT, 1994).

A presenca da cpsula aumenta a viruléncia desse micro-organismo
(MURRAY et al., 1998), além de algumas cepas produzirem uma enterotoxina que
promove hipersecrecdo de liquidos e eletrdlitos na luz intestinal provocando diarreia
(JAWETZ et al, 1982).

2.4.3 — Proteus

Micro-organismos do género Proteus sdo normalmente encontrados na
microbiota intestinal do homem e dos animais, solo e agua (O’HARA et al., 2000;
STAHL et al., 1981; COKER et al.,2000). Sao bactérias gram-negativas,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, possuindo mobilidade através de
estruturas denominadas de flagelos. S&o consideradas patégenos oportunistas
(STAHL; WILLIAMS, 1981; COKER et al., 2000).

2.4.4 — Citrobacter
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Pertencentes a familia Enterobacteriacea, sdo bastonetes gram-negativos e
fazem parte da microbiota intestinal de humanos e animais. Podem ser oportunistas,
frequentemente associadas a sepse e meningite neonatal. Também podem estar
associadas a pneumonias, que ocorre quase exclusivamente em neonatos e
individuos imunossuprimidos. Foram descritos pela primeira vez em 1932 por
Werkman e Gillen, sendo que em 1977, foram identificadas as espécies: C. freundii,
C. amalonaticus e C. diversus (SUSAN et al., 2008).

2.45 — Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa, em forma de bastonete,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, encontrada no trato gastrointestinal de
mamiferos e aves (SOKJA e CARNAGHAM, 1961; KAPER et al, 2004). Sao
mesofilas, crescendo de 18°C a 44°C, com temperatura 6tima de 37 a 40°C. E
anaerobia facultativa, possuindo metabolismo respiratorio e fermentativo, podendo
ser mével ou imovel (SUSSMAN, 1997).

Algumas estirpes de E. coli ttm sido envolvidas em doencas que acometem
humanos e animais. A capacidade de causar doenca é devido a atributos de
viruléncia caracteristicos, sendo classificadas em patotipos (CROXEN e FINLAY,
2010; KAPER et al, 2004).

As linhagens de E. coli sdo classicamente distribuidas em dois grandes
grupos principais: as linhagens diarreiogénicas (DEC), que causam infeccéo
intestinal; e as linhagens extraintestinais (EXPEC), que ocasionam um amplo
espectro de enfermidades fora do ambiente intestinal. As DEC sao geralmente
divididas, de acordo com as combinacdes distintas de fatores de viruléncia, em seis
patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E.
coli Shigatoxigénica (STEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difuso-aderente
(DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; CROXEN e FINLAY, 2010).
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Ja as estirpes extraintestinais sdo geneticamente e epidemiologicamente
distintas das estirpes comensais e patogénicas intestinais (JOHNSON et al., 2002).
Sua denominacao reflete seu sitio de isolamento e ndo suas caracteristicas em
relacdo aos seus fatores de viruléncia. Desta forma, E. coli sdo divididas em: UPEC
(E. coli uropatogénica), isoladas de infec¢do urinaria; MNEC (E. coli associada a
meningite neonatal), isoladas de meningites; SEPEC (E. coli septicémica), isoladas
de septicemias; e APEC (E. coli patogénica aviaria), isoladas de colibacilose aviaria
(JOHNSON e RUSSO, 2002a; SMITH et al, 2007; PITOUT, 2012).

2.4.5.1 — Escherichia coli patogénica aviéaria

Algumas estirpes de E. coli possuem atributos de viruléncia especificos que
concedem a bactéria a capacidade de ocasionar doenca extra-intestinal em aves.
InfeccBes causadas por estas E. coli (Escherichia coli patogénica aviaria-APEC),
resultam em significante morbidade e mortalidade na industria avicola, causando
prejuizos em todas as areas de criacdo de aves (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER,
1999; BARNES et al, 2008).

Estdo presentes na microbiota intestinal e outras superficies mucosas de
aves domésticas e selvagens, podendo também ser isoladas do ambiente de criagcéo
das aves (BARNES et al, 2008).

Apesar de ndo estar totalmente definida, especula-se que a via natural da
infeccdo por APEC, sejam as vias orais e respiratorias (DZIVA e STEVENS, 2008).

As cepas de APEC podem ser classificadas tanto pela estrutura antigénica
(O; K; H), quanto através de técnicas fenotipicas como hemaglutinacdo, ensaio de
aderéncia em cultura de células, ensaio para deteccdo de hemdlise, dentre outras
(BARNES et al, 2008). Além disso, técnicas de biologia molecular estdo sendo
empregadas com frequéncia para a caracterizacdo de viruléncia de amostras de
APEC (EWERS et al., 2004; JOHNSON et al., 2008b; SCHOULER et al., 2012).

Quanto a quais genes seriam os marcadores de viruléncia das cepas de

APEC ainda nao existe um consenso. Porém a proposta de Johnson et al. (2008)
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sugere que uma cepa seja classificada como APEC conforme a posse de cinco
genes plasmidiais: iutA, hlyF, iss, iroN e ompT. Segundo estes autores, esses
genes sdo comuns as cepas de APEC com alta patogenicidade.

Escherichia coli extraintestinais compartilham fatores de viruléncia
comuns as cepas UPEC, NMEC e APEC (EWERS et al., 2007). Estudos reportam
que cepas de APEC apresentam-se genética e fenotipicamente semelhantes as
EXPEC humanas (ZHAO et al., 2009; TIVENDALE et al., 2010; BAUCHART et al.,
2010). Sugere-se que pode existir pouca ou nenhuma especificidade ao hospedeiro
entre as cepas de E. coli humanas e aviarias e, consequentemente, a APEC poderia
constituir um risco zoon6tico (RODRIGUES-SIEK et al., 2005; EWERS et al., 2007,
PEIGNE et al., 2009; CHANTELOUP et al., 2011). Além disso, Ewers et al. (2009)
relataram semelhancas entre cepas de APEC, cepas intestinais aviarias e

ambientais.

2.5 — Fatores de Viruléncia

Fatores de viruléncia séo estratégias adotadas pelos micro-organismos para
vencer as barreiras imunolégicas do hospedeiro e permitir a sua colonizacdo
(CALIMAN, 2010). Os mecanismos de viruléncia de APEC tém sido continuamente
estudados e considerados multifatoriais. Véarios fatores de destes, como adesinas,
invasinas, fatores de resisténcia ao soro, sistemas de aquisicdo de ferro e toxinas ja
foram associados a patogenicidade de cepas APEC (BARBIERI et al.,, 2013;
BARBIERI et al.,, 2014). Esses fatores podem ser encontrados em elementos
genéticos, como plasmideos, transposons, ilhas de patogenicidade e bacteriéfagos
(FALKOW, 1991).

Johnson et al. (2008) demostraram que os genes plasmidiais iutA, iroN (que
codificam receptores sideroforos), iss (que codifica proteina de resisténcia ao
sistema complemento), ompT (que codifica proteina de membrana externa) e hlyF
(que codifica uma hemolisina putativa de E. coli aviaria) eram mais frequentes em

cepas de APEC do que em cepas fecais em animais saudaveis Desta forma, foi
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sugerido que estes genes poderiam servir como indicadores de patogenicidade de
APEC. Porém, apesar da existéncia de fatores reconhecidos por sua contribuicdo
para a viruléncia de APEC, ainda ndo hd um marcador definido ou conjunto de
marcadores que definam este patotipo (DZIVA e STEVENS, 2008).

A baixa disponibilidade de ferro, essencial para o crescimento bacteriano,
afeta a habilidade dos micro-organismos se multiplicarem nos tecidos do hospedeiro
(SUSSMAN, 1997). Em resposta a essa deficiéncia de ferro, escasso em sua forma
livre no organismo dos animais, 0s sistemas sideréforos concedem aos micro-
organismos a habilidade de aquisicéo de ferro (ADLER et al., 2012).

Apesar de apenas um Unico tipo de sider6foro seja suficiente para a
aquisicdo de ferro, a maioria das cepas APEC expressam varios tipos de
sideroforos, sendo eles: aerobactina (iuc), yersiniabactina (fyu e irp2), salmochelina
(iro) e o sistema sitABC (EWERS et al., 2005, 2007; BARNES et al, 2008;
JOHNSON et al., 2008 a,b).

Outro fator de viruléncia associado as APEC ¢é a capacidade de resisténcia a
atividade bactericida do sistema complemento do soro do hospedeiro. Tal habilidade
€ codificada pelo gene iss (increased serum survival) que bloqueia o complexo
terminal do sistema do complemento que atuaria na membrana celular causando a
opsonizacao e lise da células bacteriana (JOHNSON et al.,, 2001; BINNS et al.,
1982). O fator iss estd fortemente associado a viruléncia de APEC, estando,
significativamente, mais presente nestas linhagens do que em linhagens de E. coli
isoladas de aves saudaveis (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a).

Uma proteina de membrana externa produzida por E. coli desempenha um
papel importante de protecdo a resposta imunolégica do hospedeiro, através da
resisténcia a lise e opsonizacdo pelo complemento, bem como participa da adeséo
da bactéria ao macréfago e invasédo do endotélio cerebral (KIM, 2008; CROXEN;
FINLAY, 2010). Esta proteina, denominada Omp, € codificada pelo gene omp (Outer
membrane protein), e esta presente na maioria dos isolados de APEC, possuindo
funcbes de adesina e invasina, participa da produgcdo de biofilme, age como
marcador imunologico e serve de receptor para varios bacteriofagos (NOLAN et al.,
2003; SMITH et al., 2007).
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A resposta inflamatoria presente nas infec¢cdes € causada pela producéo de
exotoxinas. A hemolisina, uma toxina extracelular, lisa eritrécitos e outros tipos
celulares, liberando citocinas, estimulando, assim a resposta inflamatéria. Essa
hemolisina é codificada pelo gene hly localizado em plasmideos (SAYLERS e
WHITT, 2002).

Cepas APEC tendem a ser menos toxigénicas que cepas que afetam os
humanos (BARNES et al.,, 2008). A prevaléncias de genes que codificam toxinas,
como as hemolisinas, codificadas pele gene hlyF nestas espécies, costuma ser
baixa (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2055 a,b.; EWERS et al., 2007; JOHNSON et al.,
2008b). Porém, alguns genes de toxinas ocorrem em grande nimero de cepas do

patotipo aviario (BARNES et al., 2008).

2.6 — Antimicrobianos

Estudos sobre antimicrobianos tiveram inicio frente a aceitacdo da teoria
microbiana. A ideia de que doencas infecciosas poderiam ser combatidas pela
eliminacdo dos micro-organismos infectantes gerou a procura pelo homem por
substancias capazes de eliminar ou inibir o crescimento destes micro-organismos.
Desta forma, foi impulsionada a busca por drogas eficientes e com baixos efeitos
colaterais para a célula hospedeira (WRIGHT, 2007).

Trata-se de uma classe de farmacos utilizada frequentemente tanto em
unidades de assisténcia de saude humana como veterinaria, além de ser
usualmente consumida pela comunidade e utilizada em animais de producdo como
promotor de crescimento ou em praticas de profilaxia (ANVISA, 2010). Quando
produzidos naturalmente por micro-organismos, sdo denominados antibioticos. Ja os
sintetizados artificialmente sdo denominados quimioterapicos (TAVARES, 2000;
RANG et al., 2007).

A acdo de um antimicrobiano depende, primeiramente, da interacdo deste
com a célula hospedeira. Esta interacdo pode ser iniciada por um processo ativo

especifico da célula, aumentando a concentracao intracelular do antimicrobiano, ou
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por difusdo passiva, sendo que ndo ha necessidade de ligacédo especifica da droga
com componentes intracelulares. Apesar de os mecanismos de a¢do da maioria dos
antimicrobianos ndo estarem totalmente elucidados, estes podem ocorrer através da
inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da funcdo da membrana celular,
inibicdo da sintese de proteinas (inibicdo da traducdo do material genético), inibicao
da sintese de acidos nucleicos ou acdo como antimetabolicos (JAWETZ et al.,
1998).

2.7 — Resisténcia a antimicrobianos

De acordo com Boerlin e White (2006), resisténcia a um antimicrobiano é a
capacidade de um micro-organismo resistir ao efeito de uma concentracéo
geralmente ativa de um antimicrobiano. Esse fenbmeno é um dos fatores mais
preocupantes relacionados a saude mundial, pois vem se agravando com grande
rapidez em comparacdo as décadas anteriores (ALMEIDA e PALERMO-NETO,
2005).

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana, especialmente a
multirresisténcia, € um sério problema de saude publica, combinando o aumento de
sua frequéncia e severidade e a diminuicdo do desenvolvimento de novos agentes
anti-infecciosos pelas companhias farmacéuticas, tornando-se um desafio a ciéncia
(COHEN, 2000; SIQUEIRA et al., 2008).

Este fenbmeno é resultado de mudancas genéticas no micro-organismo,
podendo ser por mutagéo ou transferéncia genética, sendo esta Ultima caracterizada
por aquisicdo de genes de resisténcia por conjugacao, transformacao ou transducao
(WALSH, 2003).

O uso indevido e a administracdo destes farmacos em doses abaixo das
indicadas séo fatores que podem provocar o aumento da populacdo bacteriana
resistente (ANSARI e MALIK, 2009). Este fenbmeno é denominado —presséo
seletival. Ou seja, uma populacdo heterogénea de bactérias expostas a um

antibiético leva a eliminacdo de cepas susceptiveis, sendo que as resistentes
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sobrevivem. Desta forma, a capacidade de se multiplicarem exponencialmente, as

cepas resistentes geram clones com o mesmo genétipo (KLEIN e FRANZ, 2005).

2.7.1 — Resisténcia a antimicrobianos na producgéo animal

Mcewen e Fedorka-Cray (2002) citam que 0s niveis de resisténcia a
antimicrobianos em bactérias isoladas em diferentes fases da producdo animal tém
causado grande preocupacdo nos ultimos anos, ja que esta classe de farmacos é
utilizada indiscriminadamente em terapias e como promotores de crescimento. Esta
pratica pode selecionar estirpes resistentes tanto de bactérias patogénicas quanto
de bactérias da microbiota normal, sendo considerado o fator primordial capaz de
favorecer a selecdo e a disseminacdo de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos, isto na medicina humana e na medicina veterinaria (BENSKIN et
al., 2009).

Alimentos de origem animal séo associados a transferéncia de resisténcia a
antimicrobianos para humanos, além da transmisséo direta entre animais e humanos
de risco como agricultores e funcionarios de abatedouros (VAN DEN BOGAARD e
STOBBERINGH, 2000; KLEIN e FRANZ, 2005; BOERLIN e WHITE, 2006). Este
primeiro esta relacionado com a possibilidade da presenca de residuos de
antibiéticos na carne, ovo, leite, entre outros; ingestdo de bactérias selecionadas por
promotores de crescimento utilizados nos animais, que podem transferir a
resisténcia para a microbiota gastrointestinal do homem; e ingestdo de patégenos
resistentes, causadores de doencas (WALSH, 2003; KLEIN e FRANZ, 2005). As
principais classes de antimicrobianos utilizados em animais de produgé&o, tanto em
terapias, quanto como promotores de crescimento, apresentam analogos de uso
humano, induzindo resisténcia cruzada aos antibiéticos humanos (BOERLIN e
WHITE, 2006).

No Brasil, as tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol, sulfonamidas,
furazolidona e avoparcina foram proibidos como aditivos em ragdes (BRASIL, 2002),

porém levantamentos realizados sobre 0 uso de antimicrobianos como promotores
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de crescimento revelaram que tetraciclinas, quinoxalinicos, penicilinas e
sulfonamidas s&o utilizadas tanto como promotores de crescimento, quanto
terapéuticas na fase final de producao dos frangos (PAMVET, 2005).

Entre as classes de antimicrobianos autorizados como promotores de
crescimento de frangos de corte estdo: acido 3-nitro, acido arsanilico, avilamicina,
colistina, flavomicina, loncomicina, tilosina, virginiamicina, bacitracina, espiramicina e
enramicina (BRASIL, 2002), sendo que quase todas as rac¢fes avicolas contém

algum tipo de antibiético, para melhorar a conversao alimentar (ENGLERT, 1982).

2.7.2 — Resisténcia a antimicrobianos em APEC

Através da emergéncia da resisténcia a antimicrobianos, o tratamento de
infeccbes causadas por cepas de EXPEC, tanto em humanos quanto em animais,
tem sido prejudicado (PITOUT, 2012). O problema parece ser ainda maior em cepas
de APEC, que vem apresentando indices de resisténcia ainda maiores (MANGES e
JOHNSON, 2012; MELLATA, 2013), j& que antibidticos sdo usados como
promotores de crescimento na cadeia de producdo das aves (MANGES e
JOHNSON, 2012; PITOUT, 2012; MELLATA, 2013; SZMOLKA e NAGY, 2013).
Estudos relatam niveis fenotipicos de multirresisténcia em APEC acima de 90%,
além de resisténcia a todas as classes de antimicrobianos (ZHAO et al., 2005;
WANG et al., 2010; AHMED et al., 2013; MELLATA, 2013).

Nesse sentido, estudos demonstram que linhagens de APEC e linhagens de
E. coli patogénicas extraintestinais de origem humana compartilham caracteristicas
de viruléncia (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005b; EWERS et al., 2007). Esses estudos
sugerem que APEC e ExXPEC humanas compartilham conteidos de genes de
viruléncia e capacidade patogénica semelhantes. Essas similaridades indicam que
APEC pode atuar como causa de infeccdo ou como reservatorio de genes de
viruléncia para linhagens de EXPEC humanas, constituindo um possivel risco

zoonotico.
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3 - OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia da cama de frango como residuo e utilizagédo
na producgdo avicola e agricola e a similaridade genética entre cepas de E. coli entre
aves e humanos, o presente estudo tem como objetivos:

e Isolar e identificar cepas de E. coli provenientes da cama de frango de corte,
durante e ap0s o tratamento de fermentacao;

e Auvaliar a susceptibilidade das bactérias isoladas -in vitrol frente a 14 agentes
antimicrobianos;

e Estudar a prevaléncia de genes codificadores de fatores de viruléncia das

cepas obtidas;
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 — Isolamento bacteriano

Amostras de cama de frango de casca de amendoim provenientes de duas
granjas distintas da regido de ltuverava-SP, ambas utiliozadas em 3 ciclos de
produgdo, foram misturadas e dispostas em duas leiras de 1,0 metro de
comprimento, 1,0 metro de altura e 1,0 metro de largura cada, em patio de
compostagem, constituido de piso de concreto, sendo as leiras umedecidas e
cobertas com lona plastica. O intuito foi realizar a fermentacdo da cama de frango da
mesma forma que é feita nas granjas da regido.

Foram colhidas amostras de cada leira nos 5, 10, 15, 30 e 60 dias ap6s o
inicio do tratamento numa profundidade de 50 cm, sendo que ao longo de cada leira,
foram colhidas 2 amostras de cama em 3 posicdes diferentes. Todas as amostras
foram acondicionadas em placas de Petri e, em seguida, inoculadas na
concentracdo de 2g de cama de frango em 10 mL de meio de cultura BHI (Brain
Heart Infusion), sendo entdo incubadas em estufa a temperatura de 37°C por 24
horas (Figura 1).

Apoés esse periodo, 1 mL da solucdo foi semeada em placas de Petri com
Agar MacConkey (Mac-Difco Laboratories, Detroit, USA), por esgotamento e
incubadas a 37°C por 24 horas. De cada placa foram isoladas 5 colénias que
apresentavam caracteristicas presuntivas de E. coli sendo estas submetidas aos
testes bioquimicos confirmatorios, de acordo com o sugerido por Koneman et al.
(1997), o meio de RUGAI modificado (testes bioquimicos de indol, glicose, sacarose,
producgéo de gas, lisina, motilidade, uréia e H2S) (Figura 2).

Cada coldnia foi semeada em RUGAI modificado pelo método de picada na
base do meio associada a técnica de estrias no apice. Tais amostras foram
incubadas por 18 horas a 37°C e entado realizou-se a interpretacdo dos resultados
(Figura 3), levando-se em conta a tabela do perfil bioquimico das enterobactérias

(KONEMAN et al., 1997), de forma que a producéo de Indol é observada no papel
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da face interna da tampa apo6s a adicdo de uma ou duas gotas do reativo de Kovacs,
onde aparecimento da cor vermelha indica reacdo positiva e 0 ndo aparecimento
indica reacéo negativa; a LTD (Desaminacgéo do L-triptofano) € observada do &pice
até a base da inclinacdo do meio, sendo que o aparecimento da cor verde garrafa é
considerado reagao positiva para organismos sacarose negativos e o aparecimento
da cor marrom, positiva para os sacarose positivos; a fermentacdo da sacarose é
observada entre o pico da inclinacdo até a base da mesma, onde o aparecimento da
cor amarela indica reacdo positiva e o ndo aparecimento, reacdo negativa; a
fermentacdo de glicose € observada entre a base da inclinacdo até a fase
intermediaria, assim a reacao foi considerada positiva com o aparecimento da cor
amarela no meio; a producao de gas é observada entre a base da inclinacéo até a
fase intermediaria, onde o aparecimento de bolhas ou o arredondamento do meio
indica que a reacéo foi positiva e o0 ndo aparecimento, negativa; a hidrélise-producéo
de urease é observada entre a base da inclinacdo até a fase intermediaria. O
aparecimento da cor azul escura indica reagéo positiva e 0 meio inalterado, reacéo
negativa; a producdo de H2S é observada entre a base da inclinacdo até a fase
intermediaria. O aparecimento da cor preta indica reacdo positiva e 0 nao
aparecimento, reacao negativa. A descarboxilacdo da lisina € observada na fase
inferior, sendo que o aparecimento da cor parpura indica que a reacédo foi positiva e
o aparecimento da cor amarela indica que a reacao foi negativa; a motilidade é
observada na face inferior. Qualquer crescimento observado além da linha de picada
foi considerado positivo.

A temperatura e o pH da cama de frango foram mensurados todos os dias,
com auxilio de termdémetro (Figura 4) e phmetro digital de bolso (Figura 5),
respectivamente, nas profundidades de 30 e 60 cm a partir do topo da leira até o 8°
dia de tratamento. Posteriormente, estes parametros foram aferidos a cada 4 dias
sendo que o revolvimento da cama foi feito com a mesma frequéncia com o auxilio
de enxada e p& para a montagem das leiras com o objetivo de manter a atividade

microbiolégica que depende da presenca do oxigénio.
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Figura 1 — Esquema da montagem das leiras de cama de frango e pontos de coleta

de amostras para analise.
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Figura 2 — A: Tubo com meio Rugai Modificado sem indculo; B: Amostras positivas

para E. coli sacarose negativa (& esquerda) e sacarose positiva (a direita) em meio
Rugai Modificado.
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Figura 3 - ldentificacdo bioguimica de Enterobactérias contendo provas de Indol,
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Cecon- Centro de Controle e Produtos para Diagnostico.



Figura 4 — Termbmetro utilizado para
mensurar as temperaturas da cama de
frango durante o tratamento de

compostagem.

Figura 5 — Phmetro de bolso digital
utilizado para mensurar o pH da
cama de frango durante o

tratamento de compostagem.
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4.2 — Extracdo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano para o procedimento da PCR para a deteccéo
dos genes foi feita segundo técnica proposta por Keskimaki et al. (2001) com
pequenas modificacdes, sendo o DNA liberado do micro-organismo por lise térmica.

Cada amostra de E. coli foi incubada a 37°C por 12 horas em um tubo de
ensaio contendo meio de cultura Luria Broth (caldo LB). A seguir, 1 mL dessa cultura
foi transferido para um eppendorf e submetido a centrifugacdo a 15000 rpm, para
precipitacdo das células, descartando-se o sobrenadante. As células precipitadas
foram ressuspensas em 1 mL de tampéo fosfato salino (PBS) e agitadas em vortex
por 30 segundos. A cultura bacteriana foi novamente precipitada por centrifugacéo e
0 processo de lavagem repetido, dessa vez com 500 yL de agua ultrapura Milli-Q
(Millipore Corporation, EUA) estéril. Apés essa lavagem, o tubo eppendorf contendo
a cultura foi colocado por 10 minutos em agua fervente para lise da parede celular.
Apés esse periodo, as células foram precipitadas através de centrifugacédo a 14.000
rpm durante 2 minutos e do qual foi retirado uma aliguota de 300 ul do sobrenadante
(DNA) e transferido para outro tubo eppendorf. Esse material lisado, foi estocado em
freezer a —80°C. O produto oriundo dessa preparacéao foi utilizado para a realizagao
das PCRs. Logo apés a extracdo do DNA, todas as amostras foram armazenadas
em freezer -80°C, em tubos contendo 750 L de glicerol e 750uL do caldo BHI com a

cultura de bactérias para analises futuras.

4.3 — Pesquisa de genes de viruléncia

Genes codificadores de fatores de viruléncia foram investigados. Os genes
selecionados foram iutA (receptor férrico de aerobactina) (JOHNSON et al., 2008),
hlyF (hemolisina putativa de E. coli aviaria) (JOHNSON et al., 2008), iss (proteina de

resisténcia sérica) (HORNE at al., 2000), iroN (gene receptor do sideroforo
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salmochelin) (JOHNSON et al., 2006) e ompT (gene da protease de membrana
externa epissomal) (JOHNSON et al., 2000).

O DNA microbiano foi obtido pela técnica de lise térmica (KESKIMAKI et al,
2001). Os isolados identificados como E. coli foram submetidos a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), conforme descrito por Johnson et al (2008).

Para tal, uma aliquota de DNA (4 uL) foi acrescentada a mistura contendo
0,4 uL de dNTP (10 mM), 2 pL de solugdo tampao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCI, 0.8% Nonidet P40), 1.6 yL de 25 mM MgClz, 0.8 yL de cada primer 10 pM, e
uma unidade de Tag DNA polimerase (Fermentas, Europe). Agua MilliQ foi
adicionada até completar o volume total de 20uL. Os ciclos consistiram de um
estagio inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos, cada um contendo
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento com temperatura variando para
cada primer por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos. O ciclo de
extensao final foi a 72°C por 7 minutos (CHINA et al. 1996). A descricdo dos
—rprimersll encontra-se na Tabela 1.

Apoés cada PCR, acrescentava-se de 5uL de corante de front (0,25% azul de
bromofenol em 50% de glicerol) no produto da reacdo e foi aplicado marcador
molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, EUA) em um gel de agarose a 1,5%
contendo brometo de etidio (1pug/mL) em tampdo Tris-Borato-EDTA (TEB) e
separados por eletroforese (70V/1h). Os produtos de amplificacdo foram

visualizados por exposicédo do gel em luz UV e fotografado.
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Tabela 1 — PCR: Combinacao de primers para deteccéo de genes de viruléncia,

temperatura de anelamento e tamanho dos ensaios amplificados.

Sequéncia Tamanho
Genes Comentarios . TA (°C) Referéncia
(5-3) (pb)
GGCTGGACATCATGGGAACTGG
UtA o CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 63 300 Johnson et al., 2008
Sideréforo
GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 6 450
. GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG
hlyF Hemolisina Johnson et al., 2008
GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC
CGCCTCGGGGTGGATAA 58 760 Horne et al., 2000

1SS Resisténcia ao soro
AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT
GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT 60 553
Sideréforo Johnson et al., 2006
TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT
TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC 62 496 Johnson et al., 2008

iroN

ompT Membrana externa

4.4 — Testes de susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de E. coli foi realizada
utilizando o método padrdo de difusdo em disco recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2008, 2013). Os antimicrobianos utilizados
foram: acido nalidixico (NAL, 30 pg); ampicilina (AMP, 10 ug); amoxicilina-acido
clavulanico (AMC, 20 / 10ug); cefoxitina (CFO, 30 ug); cefazolina (CFZ, 30 ug);
cefotaxima (CTX, 30 ug); ceftazidima (CAZ, 30 pg); ciprofloxacina (CIP, 10 ug);
cloranfenicol (CLO, 300 ug); gentamicina (GEN, 10 ug); nitrofurantoina (NIT, 300
ug); norfloxacina (NOR, 10 pg); trimetoprim-sulfametoxazol (SUT, 1,25 / 23,75 Q);
tetraciclina (TET, 30 ug).

Cada cepa identificada como E. coli foi inoculada com auxilio de swabs
estéreis em uma placa com meio agar Mueller-Hinton e entdo foram colocados os
discos com agentes antimicrobianos de forma equidistante. A leitura foi realizada
apos 24 horas de incubacéo a 37°C, atraveés das medidas dos diametros dos halos
de inibicdo obtidas com uma régua milimetrada, segundo a tabela fornecida pelo
fabricante dos discos utilizados. O isolado de E. coli ATCC 25922 foi utilizado como

controle de qualidade para o teste de susceptibilidade antimicrobiana.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Isolamento bacteriano

Das 60 amostras de cama de frango colhidas nos 5°, 10°, 15°, 30° e 60° dias
de compostagem, houve crescimento bacteriano em 39 (65%) (Figura 6).

Destas 39 amostras, foram identificadas 174 cepas, sendo 112 (64,4%)
cepas de Klebsiella, 47 (27%) cepas de Escherichia coli, 8 (4,6%) cepas de
Enterobacter, 5 (2,9%) cepas de Proteus e 2 (1,1%) cepas de Citrobacter (Figura 7).
Cepas de E. coli foram recuperadas somente no 5° (D5) e 15° (D15) dias das

amostras de residuos de ambas as leiras.

B Crescimento
bacteriano

B Auséncia de
crescim ento

Figura 6 — Distribuicdo da frequéncia de crescimento bacteriano
entre as amostras coletadas de cama de frango durante o

tratamento de compostagem.
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B Klebsiella
BE coli

w Enterobacter
B Proteus

m Citrobacter

Figura 7 — Distribuicdo da frequéncia de ocorréncia de micro-

organismos isolados da cama de frango durante o tratamento de

compostagem.

Em relagdo as temperaturas e pH, a primeira variou de 26°C a 38°C em

ambas as leiras; e o segundo variou de 8.5 a 9.3, com o pH mais alcalino em torno

do 18° dia (Figura 8).

mT230cm L1
20 4 WTeE0cm L1
WT230cm L2
WT260cm L2

1 5 18 38 60
A

M pH 30cm L1
M pHG60cm L1
M pH30cm L2

MW pH60cm L2

1 5 18 38 60 B

Figura 8 — Avaliacao da temperatura (A) e pH (B) no sistema de compostagem.
Temperatura (T°); Leira 1 (L1); Leira 2 (L2).
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5.2 — Pesquisa de genes de viruléncia

Um total 47 cepas de E. coli isoladas foram submetidas a reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) a fim de se detectar a presenca de genes precursores de
fatores de viruléncia, sendo estes hlyF, iss, ompT, iroN e iutA (Figuras 9 e 10).

Dessas 47 cepas, 40 (85%) foram positivas para hlyF; 33 (70,2%) para iss;
33 (70,2%) para ompT; 1 (2,1%) para iroN; 26 (55,3%) para iutA (Tabela 2). Das 47
estirpes, 40 (85%) apresentaram mais de um fator de viruléncia, 2 (4,2%)
apresentaram apenas um fator de viruléncia e 5 (10,6%) ndo apresentaram nenhum
dos fatores de viruléncia testados (Tabela 3).

Tanto na primeira quanto na segunda coleta positiva (5° e 15° dia de
compostagem), o gene hlyF foi o mais prevalente e esteve presente em 78,7% e
100,0% dos isolados respectivamente; também foi encontrada diferenca significativa
na maioria dos genes estudados entre as linhagens da primeira e da segunda coleta
positiva, com excecao do gene iutA (p > 0,05) (Tabela 4). Poucas cepas de ambas
as coletas foram negativas para genes de viruléncia, com 4 cepas na primeira coleta
e uma cepa da segunda sem a presenca de quaisquer genes de viruléncia. A Tabela
5 mostra que a maioria das cepas apresenta pelo menos dois dos genes
pesquisados em ambos o0s dias de coleta positivas. O perfil mais frequente
encontrado na primeira coleta foi hlyF, iss, ompT, iutA enquanto que na segunda

coleta foi o hlyF, iss, ompT.
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Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA amplificados

através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para os genes hlyF e iss.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA amplificados
através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para os genes iron, ompT e
IUtA.
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Tabela 2 — Prevaléncia dos genes codificadores de fatores de viruléncia identificados
por PCR em cepas de Escherichia coli provenientes de amostras de cama de frango

durante o tratamento de fermentacao.

Gene Frequéncia de
Prevaléncia
(n=47)
hlyF 40 (85%)
Iss 33 (70,2%)
ompT 33 (70,2%)
iroN 1(2,1%)
iutA 26 (55,3%)

Tabela 3 — Associacdo de genes codificadores de fatores de viruléncia identificados
por PCR em cepas de Escherichia coli provenientes de amostras de cama de frango

durante o tratamento de fermentacao.

Numero de NuUmero de Genotipo
Associacoes Amostras
Nenhum gene 5
1 gene 2 [utA
2 genes 6 hlyF ompT
3 genes 17 hlyF iss iutA
hlyF iss ompT
hlyF ompT iutA
hlyF iss iutA
4 genes 17 hlyF iss ompT iutA

hlyF iss ompT iroN
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Tabela 4 - Prevaléncia de genes codificadores de fatores de viruléncia entre as

cepas de Escherichia coli isoladas da cama de frango durante o tratamento de

fermentacéao.
12 coleta positiva (D5) 22 coleta positiva (D15)
Genes de viruléncia (n=30) (n=17)
Isolados (%) Isolados (%)
hlyF 24 (80) 16 (94)
Iss 18 (54) 15 (88,2)
ompT 18 (54) 15 (88,2)
iroN 1(5,8)
iutA 19 (63,3) 7 (41)

Tabela 5 - Perfil genético das cepas de Escherichia coli isoladas da cama de frango

durante o tratamento de fermentacao.

12 coleta positiva (D5) 22 coleta positiva (D15)

Genes de viruléncia (n=30) (n=17)
Isolados (%) Isolados (%)

hlyF, iss, ompT 2 (6,6) 7 (41,1)
hlyF, iss, ompT, iutA 10 (33,3) 6 (35,2)
hlyF, iss, iutA 6 (20) 1 (5,88)
hlyF, ompT 5 (16,6) 1 (5,88)
hlyF, ompT, iutA 1(3,3)

hlyF, iss, ompT, iroN 1 (5,88)
iutA 2 (6,6)

Nenhum 4 (13,3) 1 (5,88)

5.3 — Testes de susceptibilidade a antimicrobianos
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Quanto a sensibilidade aos antimicrobianos, foram avaliadas 47 cepas de E.
coli isoladas a partir de amostras de cama frango durante o tratamento de
compostagem a 14 agentes antimicrobianos.

A nitrofurantoina apresentou o maior percentual de amostras resistentes
com 63,8%. Entre os antimicrobianos com maior efetividade in vitro estdo a
cefoxitima (93,6%), o cloranfenicol (89,3%), o ciprofloxacino (85,1%) e a amoxicilina-
acido clavulanico (83%) (Tabela 6).

Das 47 cepas analisadas em relacdo as 14 drogas antimicrobianas testadas
41 cepas (87,2%) apresentaram multirresisténcia a 2 ou mais classes de drogas

antimicrobianas.

Tabela 6 — Frequéncias de sensibilidade e resisténcia de cepas de Escherichia coli

isoladas de amostras de cama de frango durante o tratamento de fermentagao.

Antimicrobianos Sensibilidade Resisténcia
N % n %
Acido Nalidixico 29 61,7 18 38,3
Amoxicilina-acido
clavulanico 39 83 8 17
Ampicilina 23 49 24 51,0
Cefazolina 33 70,2 14 29,8
Cefotaximina 26 55,3 21 447
Cefoxitima 44 93,6 3 6,4
Ceftazimina 34 72,3 13 27,6
Ciprofloxacina 40 85,1 7 14,9
Cloranfenicol 42 89,3 5 10,7
Gentamicina 32 68,0 15 32
Nitrofurantoina 17 36,1 30 63,9
Norfloxacina 36 76,6 11 23,4
Sulfa-trimetoprima 26 55,3 21 44,7
Tetraciclina 23 49 24 51,0

n — numero de cepas
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De acordo com os resultados do teste de susceptibilidade a antimicrobianos,
as cepas da segunda coleta positiva (D15) apresentaram maior frequéncia de
resisténcia em relacdo as cepas da primeira coleta (D5) para a maioria dos
antimicrobianos testados (Figura 11). Em relacdo a multirresisténcia, dois isolados
apenas na primeira coleta positiva (D5) foram sensiveis a todos aos antimicrobianos
testados, enquanto dois isolados na segunda coleta (D15) foram resistentes a onze
dos antimicrobianos testados (Tabela 8). A maioria dos isolados em ambas as
coletas, 12 (70,0%) e 2° (94,1%), apresentaram resisténcia a trés ou mais

antimicrobianos.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 - m 12 coleta positiva
40 - m 22 coleta positiva
30 -

20 -

10 -

0

@‘2\{3@&»?@ T LR S c}%oq“c}%‘

Figura 11 — Frequéncia da resisténcia antimicrobiana de cepas de Escherichia coli
obtidas da primeira e da segunda coleta positivas* Ampicilina (AMP); Amoxicilina-
Acido Clavulanico (AMC); Cefazolina (CFZ); Ceftazidime (CAZ); Cefotaximina (CTX);
Cefoxitina (CFO); Cloranfenicol (CLO); Gentamicina (GEN); Tetraciclina (TET);
Nitrofurantoina (NIT); Acido Nalidixico (NAL); Ciprofloxacina (CIP); Norfloxacina
(NOR); Sulfa-Trimetoprima (SUT).
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Tabela 7 - Prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos entre cepas de Escherichia

coli isoladas da cama de frango durante o tratamento de fermentacéo.

Primeira coleta Segunda coleta
. positiva positiva
Prevaléncia da (n=30) (n=17)

resisténcia

antimicrobiana . ) i )
NUimero de isolados  NuUmero de isolados

Nenhuma resisténcia

detectada 2
Resisténcia para 1 ou 2

e ) 7 1
antimicrobianos
Resisténcia para 3 ou 4

e ) 7 3
antimicrobianos
Resisténcia para 5 a 10 14 11

antimicrobianos

Resisténcia para 11 a
14 antimicrobianos

5.4 — Anélise estatistica

Todas as comparacdes de frequéncias entre os diferentes grupos foram
realizadas com o teste exato de Fisher e o teste qui-quadrado. Os resultados foram
considerados significativos para p < 0,05. Os testes foram realizados com o
programa estatistico R versao 3.1.0 (R Foundation for Statistical Computing, Viena,

Austria).



43

6 — DISCUSSAO

Atualmente, a carne de frango € uma das carnes mais consumidas no
mundo, e o Brasil € o seu maior exportador mundial e o segundo maior produtor
(USDA, 2018). Muitos autores tém relatado que produtos derivados de frangos de
granja podem servir como uma fonte de E. coli aviaria intimamente ligadas a E. coli
extra-intestinal humana (ExXPEC), sugerindo um risco zoonoético (MANGES e
JOHNSON, 2012; MELLATA, 2013).

A cama de frango é um valioso potencializador do solo ja que € rica em
nutrientes, mas também contém um grande namero de bactérias entéricas, incluindo
E. coli, que podem ser potencialmente patogénicas (DIARRASOUBA et al., 2007) e
também um reservatério de genes de resisténcia antimicrobiana que podem ser
disseminados no ambiente (HEUER et al. 2011). O processo de compostagem, que
visa reduzir a presenca de patégenos nos residuos animais pode néo reduzi-los a
niveis aceitaveis. Alguns autores relataram que a concentracdo de E. coli era baixa
na cama de frango porque a Enterobacteriaceae estd em menor parte (<2%) na
populacdo bacteriana da cama de frango, o que significa que E. coli poderia estar
abaixo dos limites de deteccdo em solos de cama de frango ou no sistema de
compostagem (COOK et al., 2014; WINKLER et al., 2017).

Silva et al., (1999) afirmam que o baixo numero de cepas de E. coli
recuperadas da cama de frango no final do ciclo de producdo (quando a cama é
retirada) esta relacionado com a reducao do numero de enterobactérias no decorrer
da idade dos animais, possivelmente devido ao crescimento da microflora intestinal
das aves ao qual contribui para inibicdo de bactérias patogénicas. Outra possivel
hipotese poderia estar relacionada a acdo dos antibioticos utilizados nas aves como
promotores de crescimento, ja que estes ndo atuam de forma uniforme contra as
bactérias. JA& Suzuki (1994) afirma que o amadurecimento do sistema imune e a
instalacao gradual da microbiota intestinal impedem a coloniza¢éo do trato digestivo
por microorganismos patogénicos.

Oliveira et al., (2004) isolaram enterobactérias patogénicas de fezes de
frango em diferentes fases do ciclo de producao relatando a presenca de destas em
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todos os lotes, observando-se uma ligeira queda no numero de isolamentos em
relacdo a idade do frango: Proteus sp. (86,7%), Enterobacter. sp. (66,7%),
Escherichia coli (60%), Shigella sp. (13,3%), Pseudomonas sp. (6,7%), Citrobacter
sp. (6,7%), Arizona sp. (6,7%), Klebsiella sp. (6,7%) e Edwardsiella sp. (3,3%). Estes
resultados corroboram com o presente estudo, no qual também n&o houve
predominéancia de crescimento de Escherichia coli.

Martin et al. (1998) relataram a E. coli como ndo detectavel na maior parte
das amostras de residuos pesquisadas, 0 que concorda com a dificuldade de isolar
cepas de E. coli do sistema de compostagem de aves domeésticas no presente
estudo, apresentando apenas duas coletas positivas nos 5° e 15° dias. Deve-se
ressaltar que o sistema de compostagem utilizado nas granjas comerciais de frango,
€ realizado durante 7 dias, ndo havendo manejo do residuo durante o processo.
Assim, € importante ressaltar que os granjeiros estdo utilizando este residuo com
presenca de contaminagao.

Em relagdo a temperatura e pH da cama, mensurados durante todo o
tratamento de fermentacédo, péde-se verificar que ndo houve grande variacao entre
ambas as medidas. De acordo com Rynk et al. (1991), a liberacao de calor durante o
processo leva a evaporacdo da agua presente na cama, devendo-se manter a
umidade do material para o sucesso do tratamento. No presente estudo, o objetivo
foi reproduzir o manejo utilizado nas granjas comerciais para o0 tratamento de
compostagem, no qual o material € coberto e mantido por 7 a 9 dias sem manejo
nenhum. Desta forma, a cama de frango do experimento nao foi umidificada durante
o tratamento, explicando assim a auséncia de altas temperaturas.

Um perfil de PCR multiplex voltado para cinco genes (iutA, hlyF, iss, iroN e
ompT) foi identificado como sendo o mais significativamente associado a APEC
altamente patogénica (SYLVESTER e SINGH, 2002). Esses genes também foram
encontrados em E. coli isoladas de infec¢gédo do trato urinario (CYOIA et al., 2015) e
também encontrados em plasmideos conjugativos em cepas de E. coli humanas
isoladas de sepse no Brasil, indicando possivel risco zoonético (KOGA et al., 2014).

Koga et al. (2015) examinaram cepas de E. coli isoladas de carcacas de
frango obtidas de frangos de granja e frangos caipiras. Neste estudo, frangos
caipiras (hlyF-25,7%; iutA-17,1%; iss-20%; ompT-22,9%; iroN-2,9%) e frangos de
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granja (hlyF-47,1%; iutA-54,5%; iss-35,5%; ompT-52,9%; iroN-28,9%), apresentaram
menores frequéncia para 0s genes os genes APEC examinados no presente estudo
(hlyF-85%; iutA-55,3%; iss-70,2%; ompT-70,2%; iroN-2,1%), exceto para o gene iroN
e iutA comparados aos provenientes dos frangos de granja.

Stella et al. (2016) examinaram 91 cepas de E. coli isoladas de fezes de
frangos saudaveis com resultados (hlyF-49.4%; iutA-43.0%; iss-31.7%; ompT-46.0 %
iroN-22,0%). Estes dados mostram que estes autores também verificaram maior
frequéncia para o gene iroN em relacéo ao presente estudo, porém a frequéncia do
gene hlyF em ambos os estudos prevalece como a mais alta em relacdo aos demais
genes testados. Em todas as situacoes, as cepas de E. coli representaram potencial
risco zoondotico.

A resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de animais de producao
esta frequentemente associada ao uso de antibiéticos na pecuaria (MARSHALL e
LEVY, 2011; MELLATA, 2013). Apesar do fato de que muitos antimicrobianos como
tetraciclina, beta-lactamicos e quinolonas serem proibidos como promotores de
crescimento no Brasil (BRASIL 2003, 2009), a frequéncia de resisténcia
antimicrobiana entre as cepas de E. coli isoladas no presente estudo foi alta para
todos esses antimicrobianos. Segundo Koga et al. (2015), as cepas de E. coli
provenientes de frangos de granja apresentaram maior frequéncia de resisténcia
antimicrobiana para beta-lactamicos, cloranfenicol, tetraciclina e quinolonas em
relacdo ao presente estudo, enquanto as cefalosporinas, aminoglicosideos e
nitrofurantoina apresentaram menor frequéncia de resisténcia  antimicrobiana
quando comparado com o presente estudo. Stella et al. (2016) relataram uma
frequéncia de 100% de resisténcia a cefalotina, eritromicina, estreptomicina,
neomicina, ampicilina e amoxicilina. Ja Puno-Sarmiento et al. (2014) encontraram
cepas provenientes de fertilizante organico aviario resistentes a amoxicilina,
tetraciclina e sulfonamidas.

Apesar do cloranfenicol ter sido proibido no Brasil em 1998 através da
Portaria n°® 448 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 1998), foi observado um percentual de 10,7% de resisténcia a este
antimicrobiano nas cepas isoladas da cama de frango do presente estudo. Isto

sugere que esta condi¢do de resisténcia encontrada pode estar associada a
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capacidade de persisténcia do cloranfenicol no ambiente, a presenca de residuos
em alimentos de origem animal ou se o mesmo continua sendo utilizado
indevidamente no pais (MACHADO et al., 2015).

A tetraciclina foi o antimicrobiano com maior frequéncia de resisténcia na
segunda coleta positiva no presente estudo. A alta frequéncia pode dever-se ao facil
acesso e baixo preco desses medicamentos antimicrobianos e ao baixo
monitoramento por Orgdos reguladores em medicina veterinaria no Brasil, o que
também foi relatado por Koga et al. (2015). Dados semelhantes também foram
observados em outros paises (KANG et al., 2005; JIANG et al., 2011; HASAN et al.,
2012).

Os antimicrobianos beta-lactamicos, especialmente as cefalosporinas de
terceira geracdo, sao o tratamento mais utilizado para infeccbes humanas por
Enterobacteriaceae. No entanto, um grande numero de bactérias resistentes surgiu
em todo o mundo (PITOUT, 2012), o que concorda com a alta frequéncia de
resisténcia antimicrobiana as cefalosporinas relatadas entre os isolados de E. coli no
presente estudo e em Stella et al. (2016).

As quinolonas sao agentes antimicrobianos de amplo espectro
frequentemente usados para infec¢cdes entéricas e em terapias do trato urinario
humano (PITOUT, 2012). No entanto, a presenca de E. coli resistente a quinolona
em animais tem aumentado (LAI et al., 2014). No presente estudo, os resultados
indicam uma alta frequéncia de resisténcia ao acido nalidixico em cepas isoladas de
cama de frango apd6s a compostagem (50,0% na 22 coleta positiva). Da mesma
forma, Koga et al. (2015) relataram alta frequéncia de resisténcia ao acido nalidixico
(70,0%) em isolados de E. coli obtidos de frangos de granja; e Puno-Sarmiento et al.
(2014) encontraram baixa frequéncia de cepas resistentes a esse antimicrobiano
(6,7%) em cepas provenientes de fertilizante organico aviario.

Em relacdo a multirresisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli, o
presente estudo mostrou um elevado niumero de isolados apresentando resisténcia
a trés ou mais antimicrobianos (12 coleta-69,6%; 22 coleta- 94,1%). A
multirresisténcia também foi observada em cepas de E. coli de fezes de frango
saudaveis (STELLA et al., 2016) e em carcagas de frango (KOGA et al., 2015).
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Nos resultados do presente estudo, é claro que, mesmo com a proibicado do
uso de muitos antimicrobianos na producao animal, ainda ha uma alta frequéncia de
resisténcia antimicrobiana em cepas recuperadas da cama de frango, o que
representa um risco para a disseminacao dessa resisténcia e de genes de viruléncia

através do meio ambiente e também o risco de transmisséo para humanos.
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7 — CONCLUSOES

1 — Foi possivel isolar 47 cepas de E. coli provenientes da cama de frango de corte
nos 5° e 15° dias apds o inicio do tratamento de compostagem. A maioria das cepas
de E. coli isoladas apresentaram fatores de viruléncia caracteristicos de cepas
APEC,;

2 — As cepas de E. coli isoladas apresentaram um elevado grau de resisténcia a
varios agentes antimicrobianos e foi caracterizado um elevado nimero de cepas
apresentando multirresisténcia;

3 — As cepas caracterizadas neste trabalho com uma alta frequéncia de resisténcia
antimicrobiana, associada a varios genes de viruléncia, mostram que cepas de
Escherichia coli podem estar presentes em fertilizantes organicos apés a
compostagem da cama de frango representando um risco para a disseminacao

desses genes no meio ambiente.
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