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Identificacao de Enterobacteriaceae da microbiota intestinal
de frangos de corte submetidos a dieta com nitrofuranos

Enterobacteriaceae identification of the broiler intestinal
microbiota submitted to nitrofurans diet
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Resumo

Objetivou-se neste trabalho identificar Enterobacteriaceae da microbiota intestinal de frangos de corte que foram submetidos a
quatro tratamentos diferentes com nitrofuranos, do 15° ao 23° dia de vida. Foram coletadas, por via cloacal, amostras fecais através
de suabes estéreis de 52 aves da linhagem Cobb, em seguida transportados em meio Cary-blair para isolamento e identificacdo
dos géneros e espécies através das provas bacterioldgicas convencionais e através dos sistemas Bactray | e Il. Os géneros e
espécies isolados nos tratamentos com nitrofuranos e no controle foram: Citrobacter spp., Escherichia coli, Escherichia fergusonii,
Escherichia Hermannii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter aminigenus, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Hafnia
alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus spp e Pseudomonas luteola.
De todos os tratamentos, o maior percentual de Escherichia coli isoladas ocorreu no grupo controle, sendo este também o que
apresentou menor diversidade de micro-organismos, com apenas dois géneros identificados. O uso de antimicrobianos na ragao
nos demais tratamentos pode ser uma explicagdo para o desequilibrio da microbiota normal do intestino, resultando em um
aumento populacional de outras enterobacteriaceas.
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Abstract

The objective of this study was to identify Enterobacteriaceae of the broiler intestinal microbiota submitted to four different treatments
involving nitrofurans, from the 15th to the 23th day of life. Fecal samples, from the chickens’ sewers, were collected through sterilized
swabs from 52 chickens of the Cobb strain, afterwards taken into Cary-blair method to isolation, and identification of genus and
species through the conventional bacteriological tests and Bactray I/ll systems. The genera and species isolated in nitrofurans
treatments and in the control were: Citrobacter spp., Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Escherichia Hermannii, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter aminigenus, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii, Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
ozaenae, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus spp e Pseudomonas luteola. Of all treatments, the highest percentage
of isolated Escherichia coli occurred in the control group, being the latter the one which presented the lowest microorganism diversity
— only two genera were identified. The use of antibiotics in the feed on other treatments can be an explanation the imbalance of
the common tract microbiota, resulting in a population growth of other Enterobacteriaceae.

Keywords: antimicrobial, enterobacteria, isolation.

Introducao

Durante o desenvolvimento embrionario do pinto ndo ha qualquer
microbiota natural intestinal, que se forma a partir da ingestéo
de micro-organismos durante o processo de nascimento,
aumentando nas primeiras semanas de vida até se tornar uma
populagéo predominantemente de bactérias anaerébicas. Alguns
géneros e espécies bacterianos que colonizam inicialmente o
trato intestinal, geralmente persistem ao longo de toda a vida
das aves, passando a compor a microbiota intestinal residente

(Furlan et al., 2004; Palermo-Neto et al., 2005). Apajalahti et al.
(2004), utilizando técnicas que caracterizam o DNA microbiano
extraidos de col6nias do trato gastrointestinal, mostraram que
90% das bactérias encontradas sdo de espécies desconhecidas.

Neste contexto, o estudo da microbiota instestinal tem sido
motivo de diversas investigagdes cientificas, principalmente
pelo relacionamento que se estabelece entre o hospedeiro e
0s organismos que s&o albergados (Silva et al., 2004). Estudos
recentes apontam para o aumento consideravel na proporgao
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de micro-organismos resistentes e multirresistentes, agravando-
se com maior rapidez comparando com décadas anteriores
(Hernandez et al. 2004; Palermo-Neto et al., 2005).

Seres humanos e animais podem se contaminar por bactérias
patogénicas de dificil controle terapéutico, a partir de alimentos
e ambientes contaminados (Costa et al., 2009), advindos
principalmente do uso do promotor de crescimento na ragéo
(Pessanha e Gontijo Filho, 2001). Os nitrofuranos pela sua
eficacia e baixo custo foram muito utilizados como profilatico
em coccidioses e salmoneloses, terapéutico nas infecgdes por
E. coli, Salmonella spp., Mycoplasma gallisepticum e enterites
inespecificas e como aditivo zootécnico antibacteriano e
antiprotozoario em aves e suinos (Magalhaes et al., 1985; Mottier
et al., 2005; Barbosa et al., 2007; Price, 2009).

Desde 1990, esta proibido na Unido Europeia o uso destes
compostos na criagao de animais de produgao (Unido Europeia,
1990) e no Brasil através da Instrugdo Normativa n® 9 de 27
de Junho de 2003 do Ministério da Agricultura (Brasil, 2003a).
Entretanto, tém sido utilizados de forma ilegal, constatados em
produtos de origem animal no Sul e Sudeste da Asia, Brasil e
Portugal (Kennedy, 2003) e mais recentemente Bangladesh,
india e Sri Lanka (Rasff, 2009).

Neste sentido, objetivou-se no presente trabalho avaliar a
ocorréncia de enterobacteriaceas da microbiota intestinal de
frangos de corte submetidos a dieta com nitrofuranos.

Material e métodos

O presente trabalho foi realizado no Instituto Federal Fluminense,
através de um acordo tripartite interinstitucional feito em 2008,
denominado “Acordo de Cooperagao Académica e Intercambio
Técnico, Cientifico e Cultural” entre o Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), a Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF) e o
Instituto Federal Fluminense (IFF) campus Bom Jesus, naquele
ano denominado Colégio Agricola lldefonso Bastos Borges,
vinculado a Universidade Federal Fluminense (UFF).

O experimento de campo foi realizado em galp&o experimental
do campus Bom Jesus, sendo adquiridos 275 pintos de um
dia (machos e fémeas) da linhagem Cobb, provenientes do
incubatério da empresa Globoaves da cidade de Formiga,
Minas Gerais.

Os animais foram separados em cinco grupos de 55 (clinicamente
sadios) e criados em condi¢des experimentais, feita da forma
mais proxima possivel de uma criagao comercial, mimetizando o
manejo de um avicultor. No manejo de criagdo as aves receberam
durante os primeiros14 dias de vida ragao de fase inicial (milho,
soja e nucleo de fase inicial) e agua potavel a vontade provida
em bebedouros pendulares durante todo o experimento. No
décimo quinto iniciou-se o tratamento com as ragdes medicadas
contendo dosagens terapéuticas de acordo com Zuidema et al.
(2004) e McCracken et al. (2005), por sete dias consecutivos.

Para a ragdo medicada no tratamento um contendo 185 mg/kg de
furazolidona (FZD), foram homogeneizados 3,7 g de furazolidona
da SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA) em 1,0 kg de
ragdo de milho e soja adicionada de nucleo em saco plastico
fechado. Apds a homogeneizagéo foram adicionados mais 19kg
de ragdo, completando 20kg de alimento medicado, sendo

47

feita a homogeneizagéo do total. Para a racdo medicada do
tratamento dois contendo 202 mg/kg de furaltadona (FTD), foram
homogeneizados 4,04 g de furaltadona da SIGMA-ALDRICH (St.
Louis, MO, USA) conforme descrito para a furazolidona. Para
a ragdo medicada do tratamento trés contendo 300 mg/kg de
nitrofurantoina, foram homogeneizados 6,0g de nitrofurantoina
(NFT) da SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA) da mesma
forma como descrito para a furazolidona. Para a ragdo medicada
do tratamento quatro contendo 300 mg/kg de nitrofurazona,
foram homogeneizados 6,0g de nitrofurazona (NFZ) da SIGMA-
ALDRICH (St. Louis, MO, USA) em conformidade com o descrito
para a furazolidona. No tratamento cinco, designado ao grupo
controle, os animais continuaram recebendo a ragdo de fase
inicial, porém sem a adi¢cado de antimicrobiano.

Apbs os sete dias de tratamento, restituiu-se a criagdo normal,
retornando a alimentagdo com ragdo comercial de fase de
crescimento, que foi administrada até os 42 dias de vida,
quando houve a substituicdo por ragéo de fase de finalizagao,
administrada até os 51 dias de vida.

Procederam-se seis abates de grupos de animais de todos os
tratamentos entre o 23° dia de vida e o 51° dia, com objetivo
de coletar amostras para futuro estudo de metabolizagao e
distribuicdo de residuos de nitrofuranos por pesquisadores da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (Zuniga, 2010). No 51°
dia de vida, no momento anterior ao abate, foi realizada a coleta
de amostra através de suabe cloacal do ultimo grupo de aves
(52 aves) para posterior identificagdo bacteriana.

As 52 amostras fecais (suabes) foram distribuidas da seguinte
forma: nove suabes do tratamento um contendo furazolidona,
11 suabes do tratamento dois contendo furaltadona, 11 suabes
do tratamento trés contendo nitrofurantoina, 12 suabes do
tratamento quatro contendo nitrofurazona e nove suabes do
tratamento cinco, denominado controle. Apés, os suabes foram
acondicionados em tubos de ensaio esterilizados contendo
o meio Cary-blair (meio de transporte) da marca STERILE
e enviados para o Laboratério de Microbiologia do campus
Bom Jesus. Cada ave (frango) foi representada por um suabe
(amostra fecal).

As amostras mantidas em meio Cary-blair foram analisadas
para deteccdo de Enterobacteriaceae de acordo com a
metodologia descrita pela Instrugcdo Normativa SDA N°
62 de 26 de agosto de 2003, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2003b) para as fases de
pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento e
identificagdo bioquimica de triagem.

Todas as colbdnias foram submetidas a analises bioquimicas
especificas através do sistema Bactray | e |l para identificagao
de Enterobacteriaceae.

Os resultados foram expressos em percentuais de ocorréncia
dos micro-organismos encontrados em cada tratamento e no
grupo controle.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo apresentadas todas as enterobactérias
identificadas no sexto e ultimo abate de frangos (51° dia de
criacdo), separadas de acordo com o tratamento dos nitrofuranos
e 0 grupo controle.
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Tabela 1: Microrganismos isolados a partir de suabes cloacais
de frangos de corte com 51 dias de idade submetidos
a dieta com nitrofuranos

FZD | FTD | NFT | NFZ | CONTOLE
Citrobacter spp. 3%
Escherichia coli 72% 47% 57% 33% 76%
Escherichia fergusoni 4% 6%
Escherichia hermannii 3%
Enterobacter aerogenes 4%
Enterobacter aminigenus 3%
Enterobacter cloacae 7% 3%
Enterobacter sakazakii 3% 3% 3%
Hafnia alvei 4% 6% 3%
Klebsiella oxytoca 4% 3% T%
Klebsiella ozaenae 12% 22% 13% 20%
Klebsiella pneumoniae 10% 3% 23% 4%
Morganella morganii 7%
Proteus spp. 10%
Pseudomonas luteola 9% 13%

FZD = Furazolidona; FTD = Furaltadona; NFT = Nitrofurantoina; NFZ =
Nitrofurazona; Controle = Sem medicagéo

O género Salmonella nao foi identificado em nenhuma das 52
amostras pesquisadas, o que pode ser resultado de uma criacdo
que envolveu as boas praticas agropecuarias, pois apesar de
ser uma criagao experimental, nesta procurou-se mimetizar
a ambiéncia de uma granja comercial, ou entdo devido a
utilizagdo dos quimioterapicos (nitrofuranos) na ragao, evitando
a colonizagdo de Salmonella spp., dificultando sua deteccao
pelos métodos tradicionais (Tellez et al., 2001).

Coutinho et al. (2009) também nao identificaram Salmonella
spp., Listeria spp., Campylobacter spp. ao analisarem suabes
cloacais de avestruzes, porém, foram isoladas E. coli (95%),
Pseudomonas aeruginosa (28,3%), Klebsiella spp. (8,33%),
Proteus spp. e Enterobacter spp. (1,66%).

Observou-se que o percentual de Escherichia coli nos grupos
com os tratamentos contendo furaltadona, nitrofurantoina
e nitrofurazona (47%, 57% e 33%, respectivamente) foram
inferiores ao encontrado no grupo tratado com furazolidona
(72%) e no controle (76%).

Observou-se também que nas aves do grupo controle ocorreu
menor diversidade na microbiota intestinal, com a presencga de
apenas dois géneros, dentre esses, trés espécies (Escherichia
coli, Klebsiella ozaenae e Klebsiella pneumoniae). Avaliando
géneros por grupo, a maior diversidade foi encontrada no
tratamento com a nitrofurantoina, onde foram isolados seis
géneros diferentes, no tratamento com a nitrofurazona e a
furaltadona cinco géneros diferentes e com a furazolidona quatro
géneros diferentes.

Uma possivel explicagcdo para a maior diversidade de géneros
nos grupos tratados com os derivados dos nitrofuranos pode
estar no desequilibrio causado pela oferta do quimioterapico
sobre a microbiota intestinal normal do frango. Reynolds et al.
(1997) apontaram para o fato de que o uso de antimicrobianos

R. bras. Ci. Vet., v. 19, n. 1, p. 46-49, jan./abr. 2012

pode exacerbar a populagdo de algumas enterobacteriaceae
devido ao desequilibrio da microbiota normal do intestino. No
grupo controle, que ocorreu a menor diversidade de géneros,
houve maior percentual de Escherichia coli comparado a todos
os outros grupos. Alto percentual de Escherichia colitambém foi
encontrado de forma semelhante, 88% por Saenz et al. (2001)
e 57% por Silva et al. (2004).

O alto percentual de E. coli encontrado no grupo controle se deve
provavelmente a colonizagdo normal do trato gastrintestinal das
aves, pois inumeras espécies de bactérias iniciam a colonizagéo
imediatamente apds o nascimento das aves e aumenta durante
as primeiras semanas de vida, até se tornar uma populagao
predominantemente de bactérias anaerdbicas (Furlan et al.,
2004).

No grupo tratado com furazolidona também houve aumento
no percentual de Escherichia coli isoladas (72%), que
provavelmente se justifica pelo menor efeito da furazolidona em
relacdo a este micro-organismo, visto que Manning et al. (1994)
ao introduzirem Salmonella enteritidis resistentes a nitrofurazona
em aves de corte com sete dias de idade, alimentadas com ragéo
contendo nitrofurazona, verificaram reducao significativa da
concentragéo de acidos graxos volateis no ceco, que influenciam
a susceptibilidade frente a alguns patégenos entéricos.

Para lto et al. (2000), quando manipulamos diferentes tipos de
ingredientes ou aditivos alimentares, fenémenos ainda pouco
compreendidos podem estar ocorrendo com a microbiota
intestinal das aves, e de forma inusitada, ocorrendo perda de
seus efeitos benéficos ou exacerbagéo de seus efeitos nocivos.

Segundo Lancini (1994), a microbiota bacteriana do trato entérico
das aves tem um efeito benéfico, atuando no processo digestorio,
e de acordo com Ito et al. (2000), de uma forma indireta, a
presenca da microbiota intestinal equilibrada, particularmente no
ceco, contribui com a exclusdo e/ou competicdo com bactérias
patogénicas como E.coli, Clostridium spp. e Salmonella spp.
Muitas das espécies identificadas no presente trabalho foram
detectadas no intestino e/ou ceco de aves, como é o caso de
Citrobacter, Enterobacter, Proteus, Escherichia coli, Klebsiella
(Furlan et al., 2004; Silva et al., 2004; Palermo-Neto et al., 2005)

As aves podem ser portadoras de diversos micro-organismos,
patogénicos ou ndo, e esses possivelmente podem ser
transmitidos a outras aves (Silva et al., 2004), podendo
apresentar-se isoladas ou associadas. Sao também responsaveis
por surtos epidémicos ou casos isolados de perturbacéo
intestinal em humanos através do consumo de alimentos
contaminados (Costa e Hofer, 1972).

Conclusoes

Apesar de procurar mimetizar a ambiéncia de uma granja
comercial, este procedimento foi uma criagdo experimental,
sendo conduzida dentro das boas praticas agropecuarias.
Foram isoladas diversas espécies bacterianas, em especial a
Escherichia coli, que se apresentou em todas as aves, sob efeito
dos quimioterapicos ou nao, principalmente com percentual
elevado no grupo controle (76%) e no grupo tratado com
furazolidona (72%).

A detecgéo do grau de susceptibilidade dessas bactérias aos
nitrofuranos pode ser uma fonte de informacg&o importante para
explicar a diversidade bacteriana entre os distintos tratamentos
com os nitrofuranos e o controle desse quimioterapico, existindo



poucos dados na literatura cientifica. A preocupagéo com casos
de resisténcia bacteriana e até mesmo transferéncia de genes
de resisténcia constituem uma intranquilidade para com a saude
coletiva, e sua disseminagao via cadeia alimentar pode diminuir
as opgodes de tratamento nas infecgbes causadas por micro-
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