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RESUMO: Dez cepas de E. coli, isoladas de lesdes de celulite em codornas foram avaliadas quanio a
resisténcia anfimicrobiana frente a vinle € seis drogas, a patogenicidade das amostras erm ovos embrionados
de galinha SPF e quanto aos fatores de viruléncia: hemolisinas. resisténcia serca e afinidade ao vermelho-
congo. Qs antimicrobianos de maiar eficiéncia foram ampicilina, florfenical e os menos eficientes foram
efitramicina, oxacifing, lincomicina, novobiocina, perticilina, sulfonamida, sulformethaxazole+ fnmetoprirm ©
telraciciina. A maiona das amostras de B coll foram resistenies ac sorg, os oulros falores de vicnléneia,
hemolisina e afinidade ao vermetho-congo. foram menos freglentes nas amostras estudadas, A
patogenicidade das amosiras de E. coli, estimada através da DLS0 em oves embronados, vanaram de

BxT10F a 3,2x10°5,
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INTRODUGADQ

A E. colfe resfponsavel por diversas patologias
em aves das quais podemos destacar a doencga
cranica respiratoria, onfalite, salpingite,
seplicemias. peritonites, sindrome da cabeca
inchada, enterites e celulite (Gross, 1994}

A celulite & uma inflamacdo supurativa, aguda e
difusa, que afeta os tecidos subcutaneos e, em
algumas ocasidoes o tecido muscular, sendo
frequentemente associada com a formacgiao de
abscessos (Fallavena, 2000). A celulite ocorre em
humanos, mamiferos, aves e pode ser provocada
pela infeccio bacteriana de solugio de conlinuic ade
existenle na pele (Nortan, 1997). A calulite nas aves
causa a descoloracdo e espessamento da pele, por
isso també&m & conhecida como processo
inflamaltano, dermatite necratica e ou “wallle skin”
(Barnes, 1994: Norton, 1997).

Nos dltimos anos tem aumentado o interesse
no estudo da celulite aviaria, principalmente devido

aos grandes prejuizos decorrentes da condenagao
de aves nos abstedouros por lesdes culaneas
(Elfadil et af., 15926, Onderka &f ai, 1997; Morton,
1997). Somente nos Estados Unidos estima-se uma
perda anual superior a 80 milhdes de ddlares (Morton
& Hess, 1929). Mo Canada estima-se gque no ano
2000 a celulite aviana sera responsavel pela condenacao
de 1,2% dos frangos de corte abatidos (Kumor e
al., 1998). Mo Brasil, atualmente as perdas por celulite
nas condenacoss de frangos de corte no abate,
ultrapassam a soma de 10 milhdeas de dalares (Brifo
& Tagliari, 2000a), sendo a principal causa de
condenagao de carcagas por alteractes culaneas
em frer 3os de core 1o abate (Fallavena et al., 2000).
C frequente isolamento de E. colidas lesdes de
celulite (Messier &f al., 1993; Peighamban ef af.,
1995h) e a posterior reproducao expenmental desta
patologia a partir da inoculagac de amostras de £,
cofi, comprovam qgue este microrganismo & o
responsavel por este tipo de les@o (Peighambari ef
al, 1995a; Norton ef af., 1997 Gomis ef al. 1997),
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D5 falores de viruléncia tem sido ulilizados para
difzrenciar amaostras de £ colil patogénicas das ndo
palogénicas para as aves (Vidotto ef 2/, 1880 Brito,
2000, Peighambari ef 2. (1293b) relataram que as
amostras de E. coli causadoras de celulite
apresentavam asrobactina & colicina. entretanto o
hiotipo, o perfil de resisténcia as drogas & a
existéncia de plasmidios nao loram indicadores de
patogenicidade para as amostras de £, colffizcladas
de celulile aviaria,

Mo Brasil nao dispomos de dados sobre a
rezsisténcia das £ coli, isoladas das lesoes de
celulite aviaria, frente aos antimicrobianos utilizados
nas criagbes intensivas & nao existe relato desta
patologia em codornas. Portanto o objetivo deste
trabalho foi o de relatar a ocorréncia desla infeccao
em codornas e delerminar alguns falores de
virulencia, a sensibilidade antimicrobiana e oz perfis
de resisténcia das E. colf isoladas das lesbes de
celulite em codornas.

MATERIAL E METODOS

Foram identificadas 10 cepas de £, colfisoladas
de lesdes de celulite de codornas, originarias de
granjas de exploracao intensiva da regido Morte do
Parana. As bacterias foram iscladas das lestes de
celulite com o auxilio de “swab™ estéril,
posteriormente o “swab” fol semeado em meios de
agar sangue e agar Mac Conkeay, cultivado durante
18 horas a 37°C (Brito & Tagliari, 2000a). Para
identificacdo bacteriana foram analisados os
aspectos de crescimento. caracteristicas maorfo-
tintoriais a tecnica de Gram e provas bioguimicas
conforme descritas por Edward & BEwings {1972).
As caracteristicas bioquimicas foram avaliadas nos
testes da oxidase, fermentaciao e oxidacao da
glicosg, em meio para fenilalanina, vermelho de
metila, VWoges Proskauer, agar citrato, meio Sihd e
meio TSl Apds a identificac8o, as amaostras
caracterizadas como E. colf foram entio estocadas
em meioc Dorset a temperatura ambienie.

Os testes de resisténcia aos ant:microbianos
foram realizados através da téonica de difusdo do
antibidtico impregnado em discos de papel filtro
(Brito & Tagliari, 20000). Trés coldnias isoladas a
partir do meio TSA foram cultivadas em recipienta
contendo 3 mi de caldo nutriente, a 37°C durante 2
h, e entéo a cultura foi diluida a 1100 em salina
fisiologica € semeada com “swab” em agar Mileller-
Hinten, de forma a obter um crescimento confluente.
Apos a secagem das placas, os seguintes discos
de antimicrobianos foram usados: acido nalidixico
{30 ug), amoxacilina (30 pg), ampicilina {10 pg),

apramicina (15 ug), carbecilina (100 ng}, cefalotina
(30 ng), ceftiofur (30 ug), cloranfenicol (30ug).
enrofloxacina {5 ug), erifromicina (15 pgl.
espectinomicinat+lincomicina (100+50  pgj.
espectinomicina+sulfazotrim  {(100+25  pg).
eslraptomicing (10 ug) flordenicol (30 wg), Aumaegquing
(30 ug), gentamicina (10ug). lincomicinag (2 ug),
neomicina {30 ug), nitrofurantoing (300 ), nofloxacing
(10ug), novobiocina (30 ug), oxacilina {5 ug). penicilina
(10 U, sulfonamidas (300 ug), sulfamethoxazole +
trimetoprim (25ug) e tefraciclina (20 pg). As placas
roramincubadas a 37°C durante 24 h. Os discos foram
testados previamente com a amaostra ATCC 253922,
sensivel a todas as drogas antimicrobianas
testadas. Os resultades foram determinados
medindo-se os halos de inibigao de crescimanto &
comparando-os com os valores apresentados nas
tabelas padrdes (Barry & Thorwsbermry, 1985) O
indice de resist@éncia maltipla antimicrobiana {(IKMA)
para cada ameosira, foi calculado conforme Kaspar
& Burgess (1920), (IEMA= numero de anlibidlicos
resistentes! nimero total de antibidticos testados).

Para a avaliacdo da athvidade hemalitica fol usado
agar-base contendo 5% de sangue de ave
desfibrinado. As amostras foram semeadas em agar
sangue e incubadas a 370 por 24 horas para
avaliacdo do halo de hemdlise. A prova do vermelho-
congo foi realizada utilizando TSA com 0,05% de
vermelho-congo e 0,18% de sais biliares (Styles &
Flammer, 1991). As amostras positivas apresentaram
as coldnias de coloracio avermelhada e as negativas,
foram incolores.

A determinacido da resisténcia ao soro foi realizada
conforme Brito {(1997). As amostras de E. coli foram
cultivadas em meic LE por 24 h a 37°C sob agitacao,
diluidos 1:10 e repicados ate atingir a fase log.
FPosteriormente as amostras foram centrilugadas a
12000xg por 2 minutos e ressuspendidas em PBES
pH 7.4. Foram adicionados em microplacas de 98
cavidades com fundo chato, 87.5 pl de suspensio
bacterana e 50 pl de soro de coelho & incubados a
A7, Nos tempos de 0, 60, 120 & 180 minutos de
incubagio foram determinadas a densidade dtica, em
leitora de microplaca com filtre de 650 nm. Na
interpretacio dos resultados foi calculado a densidade
otica relativa de cada termpe emrelagio actempo O e
ipo de curva de crescimento de cada amostra de £
ool

A patogenicidade das cepas de £ coli foi
varificada atraves da inoculagdo em ovos
embrionados de galinhas 3PF, com 12 dias de
incubaciéo. A mortalidade dos embrides foi
observada diariamente, até o setimo dia pds-
incculacao sendo a DLSD obtida atraves da metodologia
descrita por Reed & Muench (1938).
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

A zensibilidade das cepas de £ coli aos diversos
antimicrobianos foram as sequintes: acido nalidixico
(70%), amoxacilina {(40%), ampicilina {100%),
apramicina {(80%), carbecilina {(40%), cefalotina
(10%), ceftiofur (20%), cloranfenicol (90%),
anroflloxacing (80%),  eritromicina (0%,
especinomicinatincomicing (309%), espectinomicing
+ sulfazotrim (10%), estreptomicina (¥0%),
florfenicaol (100%), flumeguina (V0% ), gentamicina
(20%), lincomicina (0%), neomicina {80%},
nitrofurantaina (40%), norfloxacina (80%),
novobkiocina (0%, oxacilina (0%, penicilina (0%),
sullonamidas (0% ), sullamethoxazoletrimetoprim
{0%) e tetraciclina (092

Or= resultados de sensibilidade antimicrobiana
estio de acordo com os dados relatados por Blanco
af al {19597 e Rocha {(12839), que estudaram cepas
de E. coli gue causam sepiicemia e doengas
respiratarias em frangos de corte, Arenas af all
(1999) relataram um surto de colissepticemia em
codormas, pelo sorogrupo 01685 & verilicaram que
esta amostra apresentava sensibilidade as
seguintes drogas: amoxacilina, ampicilina,
cefalexina, colistina, gentamicina e neomicina,
estes resultades diferem parcialmente dos obtidos
neste trabalho uma vez que encontramos apenas
40% das amostras sensiveis 4 amoxacilina.

Ma Figura 1 eslao expressos os percentuais de
resisléncia das amostras de E. coli as drogas
antimicrobianas. As amostras de E. coli nao
demonstraram resisténcia aos seguintes
antimicrobianos: ampicilina e florfenicol. Tadas as
amostras foram resistentes a pelo menos oito drogas
antimicrobianas. Os percentuais de amostras
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resistenlaes aos antimicrobianos lestados 530
superioraes aos observados por Peighambar ef all
(18950), que analisaram amostras de £. colf
izoladas de celulite aviaria.

Meste trabalho foram relatados niveis de
resisténcia as quinclonas, os guais nao tinham sido
rilatados por Brilo of 20 {19990, que haviam isofado
amasiras de E. coli de codornas com
colisgpticemia. A ocorréncia de resisténcia
bacteriana as guinolonas tem preccupado os
pesquisadores (Blanco et al., 1227, devido ao uso
deste antimicrobiano na terap&utica humana bem
como a possibilidade de transferéncia desta
resisléncia a paldgenos humanos,

O perfil de resisténcia mais freqiente foi
eritromicina — oxacilina-lincomicina — penicilina —
novobiocing — sulfonamidas — sulfamethoxazole+
trimetoprim — tetraciclina encontrado em todas as
cepas de £ cof isoladas de lesbes de celulite de
codornas. Ma classificagdo das amostras pelo
antibiolipo, apenas duas amosiras aprescenlaram o
mesmo perfil, Na Tabela 1, constam oz perflis de
resisténcia e o IRMA encontrados nas amostras
de E. coli estudadas,

A DLS0 realizada em ovos embrionados de
galinha, variou de 8,0 x 10¢a 3.2x10% demonstrando
patogenicidade variavel entre as amostras (Tabela
2y, Aafinidade ao vermelho-congo foi verificada em
someante 1710 (10%) das cepas analisadas,
Aflividade hemolitica nao foi observada nas amostras
de £ coli 010 (0%), entretanto a maioria das
amostras foram resistentes ao soro 9910 (90%).
Mgeleka ef af. (1996} tambem verificaram que todas
as amosiras de E. coll isoladas de celulite
apresentavam a capacidade de resistirerm a atividade
litica do saro.
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Figura 1 — Resisténcia antimicrobiana de cepas de Eschernchia col isoladas de codormas com celulite (1, decido
nalidizico: 2, amoxaciling; 2, ampicilina; 4, apramicing; 5, carbeciling; 6, cefaloting; ¥, cefliofur; 8, cloranfenicol; 9,
enrafloxacing; 10, espectinomicinatlincomicing; 11, espectinomicina+sulfazotrim; 12, estreptomicina; 13, florfenicol;
14, flumequing; 15, gentamicina; 16, lincomicina; 17, neomicinag; 18, mitrofuranteins; 19, norfloxacina; 20, novobiocina,
21, oxaciling; 22, penicilina; 23, sufonamidas; 24, sulfamethoxazolestrimetoprim: 25, etraciciina; 26, ertromicina)l.
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Tabela 1 — indice de resisténcia multipla antimicrobiana (IRMA) e perfil de resisténcia antimicrobiana das
amoslras de Ezchardchia coli isoladas de lesfes de celulite em codornas.

LAmostra IRMA Perfil de Resistencia
" BK 307 0.538  CB.CEF.CF.ENR.ELCELMNIT.NOV.OX SF.SFT.TET.LIN.PN. -
BK 308 0423 OB CEF ELCEL. NOW . OX SF.SFT.TET.LIM.FPM.
BK 309 0.34¢ CEFEILNOY OX SF SFT.TET.LIMN.FPMN,
BK 310 0.346 MAEILNOY. OX. SF.SFT.TET.LIMN.FPMN,
BK 311 0307 El.MNOYW . OX SF.SFT.TET.LIMN.PMN.
BK 312 1.385 ElFLANMOR MOV OX.SF.SFT.TET.LIN.PM.
BK 313 .346 EINOR MOV OX SF.SFT.TET.LIMN.PM.
Bk 314 0.307 ElLWNOWV.OX SF SFT.TET . LIM.PM.
BK 315 0.307 El.NOWV.OX SF.SFT.TET.LIM.PM.
BK 316 0.615 AX AP CF.ESC.CELELET. MO MNMIT MOYW . OX.SF.SFT.TET.LIN.PM
Ahl: Acido naldixico FLA: flurmeaguina
Ao amoxacilina LiM: lincomicina
AR apramicing HIT: nitrofurantaing
CB: carbecilina M neomicina
CEF: cefalatina MO novobiocina
CEL: espectinomicina+lincomicing MOR: norfloxacina
ESC: espectinomicina+sullazotrim O oxacilina
CF: cefticfur PM: peniciling
El: eritromicina SF; sulfonamidas
ET: estreptomicing SFT: sulfamethoxazole+rimetioprim
EME: enrofloxacina TET: tetraciclina

Tabela 2 — Fatores de viruléncia e palogenicidade de amostras de Escherichia coli isoladas de lesdes de
celulite em codornas.

Amostra Hemolisina Vermelho-congo Resisténcia Sérica DL50
[ ' - . - —EEITT

2o ) - + 3.2x10"
it ' - + 8.0x10°
BK 310 . } i A
e ) - + 1,2x10°
Sl ) - o+ 8,7x107
BK 313 2 - 5 6.4x10°
Bres 4 ) - & 1,110
BT ) i o+ 1.7x10°
BHR 1S ) + + 6,5x10°

CLSO: DODSE LETAL 50%%

COMNCLUSOES lincomicina, novabiocina, penicilina, sulfonamidas,
sulfamethoxazole+trimetoprirn e tetraciclina.

Crs principios ativos mais eficientes nos testes A maioria das amostras de E. cofi foram
de sensibilidade antimicrobiana foram ampicilina e resistentes ao soro. Os outros fatores de vinuléncia
florfenicol. Todas as amostras apresentaram resisténcia avaliados foram menos freglentes nas amostras
ans antimicrobianos eritromicina, oxacilina, estudadas.
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ABSTRACT: Ten £ coli strains i=sofated from cellulifis fesions of Japanese quails ware (o owvaluolod
antimicrolial resisfance o lwenly six drugs. fo pathogenicity of strains in SPF chiickens embryonated eggs
and virwlence factors. The antimicrolials of higher efficiency weare ampicilling Rorfenicol and the lossor
efficiency wore crylhromycin, oxacillin, lincomicin, novobiocin, penicillin, sulfonamidas.
tmmethoprim+sulfomethoxazole e lelracyicline, The majoriy of E. coli strains were serum resistance, the
others virlence factors, hemolisin and congo red affinity, were lesser frequent on the sludied sirains,
Pathogenicify of E. coll sirains, evalualted to DLED in embrronated eggs. had vaned of 8x7107 the 3, 2x7 05,
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