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Identificacdo de Enterobacteriaceae da microbiota intestinal de
aves de postura ( Gallus gallus Linnaeus, 1758)
da linhagem Lohmann S.L.S.

Enterobacteriaceae identification of the intestinal microbiota in laying
hens ( Gallus gallus Linnaeus, 1758) from Lohmann S.L.S. lineage
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Resumo

A utilizacédo de antibidticos na avicultura, para o controle de doengas, tem causado altera¢Bes na microbiota normal do trato
digestivo das aves, podendo causar o predominio de espécies potencialmente patogénicas. O objetivo deste trabalho é o
reconhecimento destas espécies e seu risco para a saude publica. A microbiota intestinal de cem galinhas poedeiras comerciais
da linhagem Lohmann S.L.S. foi estudada. Foram coletadas, por via cloacal, amostras fecais através de swabs estéreis e
transportadas em tubos de ensaio contendo o meio Cary Blair, sendo posteriormente submetidas as técnicas bacteriologicas
convencionais para isolamento e identificacdo dos géneros. Foram utilizados os sistemas Bactray | e I, e o API - 20 E, para
identificar as espécies. Os microrganismos isolados nos sistemas Bactray | e Il foram: Escherichia coli (57%), Arizona
hinshawii (15%), Serratia odorifera (8 %), Klebsiella oxytoca (3 ), Citrobacter freundii (3%), Citrobacter diversus (8 %), Enterobacter
sakazakii (3%), Kluyvera sp (3%); os resultados obtidos do sistema API-20E foram: Vibrio metschnikovii (29%), Enterobacter
cloaceae (13%), Pantoea agglomerans (14%), Citrobacter diversus (14%), Escherichia coli (14%), Burkholderia pseudomallei
(14%) e Citrobacter sp (2%). A incidéncia de Arizona hinshawii foi significativa, sendo esta classificada na tribo Salmonelleae,
mesma do género Salmonella, que tem sido referido como zoonose, justificando, assim, a importédncia do monitoramento das
principais bactérias que compdem a microbiota intestinal.
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Abstract

The utilization of antibiotics in the avian industry to control diseases, have changed the normal intestinal microbiota, increasing
the potential pathogenic species. The intention of this study is the recognition of this species and your public health risk. The
intestinal microbiota of one hundred laying hens from commercial lineage Lohmann S.L.S. was studied. Feces were collected
by cloacal drag-swab sampling and carried in sterile tube with Cary Blair medium and submitted to conventional bacteriology
isolated and identified the bacterial genus. The Bactray | e Il and API- 20E system were used to identify the species. The
microorganisms verified in the Bactray | and Il system were: Escherichia coli (57%), Arizona hinshawii (15%), Serratia odorifera
(8%), Klebsiella oxytoca (3%), Citrobacter freundii (3%), Citrobacter diversus (8%), Enterobacter sakazakii (3%), Kluyvera sp
(3%); the results in the APl — 20E were: Vibrio metschnikovii (29%), Enterobacter cloaceae (13%), Pantoea agglomerans (14%),
Citrobacter diversus (14%), Escherichia coli (14%), Burkholderia pseudomallei (14%) e Citrobacter sp (2%). The incidence of
Arizona hinshawii was significative. This specie is classified in the tribe Salmonelleae, the same of the genus Salmonella,
refereed as a zoonosis, justifying the importance of the accompaniment of the principal species of normal intestinal microbiota
in laying hens. The intent of this present study was evaluate the intestinal microbiota in the laying hens that can cause risks for
the public health due the consume of the eggs in state of Rio de Janeiro.
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Introdugéo

O estudo da microbiota intestinal tem sido motivo de diversas
investigacOes cientificas, principalmente pelo relacionamento
que se estabelece entre o hospedeiro e os organismos que
ele alberga. March (1979) relatou que uma das fun¢fes da

microbiota intestinal das aves é a produgdo de vitamina K e
do complexo B, que mantém o equilibrio da mesma.
Considerou ainda que, possivelmente pequenas
concentracdes de bactérias patogénicas constituiriam parte
da microbiota intestinal, ndo determinando, contudo,
infeccdes, salvo sob a influéncia de fatores estressantes que,
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de acordo com Miles et al. (1981), sdo, sob suas diversas
formas, responsaveis por alteracdes na microbiota intestinal
e consequentemente predominio de uma sobre as outras.
Manning et al. (1994) observaram que o uso de antimicro-
bianos pode reduzir ou eliminar salmonelas, ou ainda
aumentar a susceptibilidade a recontaminacéo, mas também,
de acordo com Reynolds et al. (1997) pode exacerbar a
populacdo de outras enterobacteriaceas devido ao de-
sequilibrio da microbiota normal do intestino. Nisbet et al.
(1993) isolaram bactérias Gram-positivas e negativas da
microbiota cecal de frangos de corte entre as quais desta-
caram o Enterococcus faecalis, a Escherichia colie Escherichia
fergusoni, como causadores de grandes modificacdes na
microbiota intestinal das aves. Miyamoto et al. (1998), re-
lataram que houve predominancia de Bacteroidaceae,
Lactobacillus e Escherichia coli na microbiota da cloaca e
oviduto em galinhas.

As aves possuem um mecanismo natural de protecdo do
trato digestivo constituido pela microbiota normal do intestino,
principalmente a anaerobia, que produz metabdlitos como os
acidos graxos volateis e as bacteriocininas, que estabelecem
um mecanismo de competi¢cdo. Essa microbiota tem sido
usada na alimentacdo de aves associado ou ndo a lactose
(Scholtyssek, 1991; Silva, 1995). O uso de microbiota cecal
passada em frangos de engorda alimentados com lactose
preservou a microbiota protetora em pintos de engorda
segundo Ziprin et al. (1993).

Harry (1963), em suas pesquisas em aves poedeiras,
observou que 0s microrganismos presentes na cloaca
poderiam contaminar o oviduto das mesmas. Garibaldi e
Stolkes (1958) e Haines e Moran (1940), reportaram que a
casca do ovo é permedavel a microrganismos tais como:
Escherichia coli, Salmonella paratyphi, Serratia marcescens
e Pseudomonas aeruginosa. Myiamoto et al. (1998), em
estudos experimentais com Salmonella enteriridis, descrevem
a possibilidade deste microrganismo ascender para partes
mais altas do oviduto, com subseqiente contaminacdo do
ovo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia das
enterobacteriaceas da microbiota intestinal das aves
poedeiras, criadas nos sistemas convencionais que possam
causar problemas na saude publica.

Material e métodos

Foram utilizadas cem aves de postura comercial da linhagem
Lohmann S.L.S., escolhidas aleatoriamente, provenientes de
granja localizada no municipio de S&o José do Vale do Rio
Preto, estado do Rio de Janeiro. As aves eram criadas em
gaiolas, recebendo agua ad libitum e ragéo fabricada na propria
granja. Foram coletadas amostras fecais, via cloacal, com o
auxilio de swabs estéreis. Os swabs foram acondicionados em
tubos de ensaio esterilizados, contendo o meio “Cary-Blair”
(meio de transporte) e enviados para o laboratério de
Ornitopatologia da Faculdade de Veterinaria — UFF, onde foram
refrigerados e processados no dia seguinte. As amostras foram
semeadas em agua peptonada para pré-enriquecimento e
depois repassados para os caldos tetrationato, selenito e BHI
(infusdo de cérebro e coragdo) para enriquecimento seletivo.
Para o plagueamento, foram utilizados os meios agar verde
brilhante, agar Salmonella-Shigella, agar Levine e agar eosina
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e azul de metileno-Teague quando aliquotas dos caldos
tetrationato, selenito e BHI foram transferidas paras esses
meios. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24
horas em aerobiose. Apds a incubacao, as placas foram
observadas para a visualizagdo das unidades formadoras de
colénias (UFCs) e coletadas de duas a trés UFCs de cada
placa com o auxilio de agulha de platina e colocadas em tubos
diferentes contendo 2ml de Caldo BHI (Laboratério Difco). Cada
amostra foi levada a estufa a 37°C por 24 horas. A seguir
procedeu-se a coleta das amostras contidas no Caldo BHI,
com o auxilio de al¢a bacterioldgica, para a semeadura de
placas contendo o agar de eosina e azul de metileno. As placas,
apds semeadas, foram incubadas a 37°C por 24 horas em
aerobiose. Das UFCs que se apresentaram no agar de eosina
e azul de metileno, duas a trés eram retiradas com agulha
bacteriolégica e colocadas em meio de Costa-Vernin. Apés a
inoculacéo procedeu-se a incubacéo do material a 37°C por 24
- 48 horas. Este procedimento permitiu uma identificagdo
presuntiva através da analise da motilidade, agcdo sobre a
lactose/sacarose, produgdo de gas, producado de gés sulfidrico,
acao da urease e producdo do indol. As diferentes amostras
retiradas do meio Costa-Vernin foram submetidas a andlise
bioquimica através dos sistemas Bactray | e Il e API-20E para
identificagdo das espécies. Convém esclarecer que a utilizagéo
dos sistemas de identificacdo de enterobacteriaceae néo
objetivou a comparagéo dos resultados dos mesmos, pois as
cepas inoculadas foram de colbnias diferentes. As técnicas de
isolamento seguiram os métodos de Hofer e Costa (1972);
Bier (1984); Board (1985); Ewing e Edwards (1986); Ferket
(1991); Silva (1995) e Assumpgéo e Silva (1996).

Resultados e discussao

Das cem amostras bacterianas utilizadas de 100 aves de
postura da linhagem Lohmann SLS, foram identificadas através
dos sistemas Bactray | e |l as espécies: Escherichia coli, Arizona
Hinshawii, Serratia odorifera, Klebsiela oxytoca, Citrobacter
freundii, Citrobacter diversus, Enterobacter sakazakii, Kluyvera
sp., e 0s percentuais relativos as mesmas foram respectiva-
mente: 57%, 15%, 8%, 3%, 3%, 8%, 3% e 3%.

Tabela 1: Identificacdo das amostras bacterianas isoladas
de 100 aves de postura saudaveis da linhagem Lohmann
SLS através dos sistemas Bactray | e Il

Amostras bacterianas Percentual (%)
Escherichia coli 57%
Arizona hinshawii 15%
Serratia odorifera 8%
Klebsiella oxytoca 3%
Citrobacter freundii 3%
Citrobacter diversus 8%
Enterobacter sakazakii 3%
Kluyvera sp 3%

Das 100 amostras bacterianas utilizadas de 100 aves de
postura da linhagem Lohmann SLS, foram identificadas através
dos sistemas API 20E as espécies: Vibrio metschnikovii,
Pantoea aglomerans, Citrobacter diversus, Escherichia coli,
Burkholderia Pseudomallei, Enterobacter cloaceae e
Citrobacter sp., e os percentuais relativos as mesmas foram
respectivamente: 29%, 14%, 14%, 14%, 14%, 13% e 2%.



Tabela 2: Identificag8o das amostras bacterianas isoladas
de 100 aves de postura saudaveis da linhagem Lohmann
SLS através do sistema API 20E

Amostras bacterianas Percentual (%)
Vibrio metschnikovii 29%
Pantoea agglomerans 14%
Citrobacter diversus 14%
Escherichia coli 14%
Burkholderia pseudomallei 14%
Enterobacter cloaceae 13%
Citrobacter sp 2%

Dentre as bactérias isoladas, muitas sdo reconhecidamente
patogénicas como a Escherichia coli e a Arizona hinshawii,
constituindo-se, assim, em importante achado em
Ornitopatologia. Tal aspecto € confirmado com os trabalhos
de Hofer e Costa (1972) que sugerem a presenca dos géneros
Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter, que podem ser
responsabilizadas como agentes de varios processos
patoldgicos o que se comprova com os achados do presente
trabalho. Em estudos desenvolvidos por Abreu et al. (1999)
onde ocorreu a inoculacéo experimental, em pintos de 1 dia,
0 género Citrobacter causou lesdes anatomopatoloégicas em
varios 6rgdos, mostrando a importancia do género relacionado
com processos infecciosos. Haines e Moran (1940) citaram
que Escherichia coli, Salmonella paratyphi, Serratia
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marcenscens e Pseudomonas aeruginosa, como causadoras
de sérios problemas a saude humana. Seus achados,
quando comparados com os resultados desta pesquisa,
mostram que as aves podem-se tornar portadoras destes
microrganismos, o que possivelmente podera ocasionar
contaminag&o vertical, através de ovos, ou horizontal ao plantel
e até mesmo aos consumidores de aves ou de seus 0vOs.
Entretanto, os percentuais de Escherichia coli neste trabalho
foi de 57%, demonstrando que este nimero pode ser
sugestivo de contaminag¢do no plantel.

Concluséo

Do ponto de vista sanitario, observou-se neste trabalho que as
instalacBes das aves poedeiras eram boas e que o isolamento
das bactérias poderia ser atribuido a alguns fatores extrinsecos
ndo evidenciados, embora tenha-se encontrado um percentual
consideravel de Escherichia coli (57%), que sugere que a agua
de abastecimento possa ser um dos fatores a ser considerado.
De acordo com Saxena (1992), a contaminagdo da agua é um
dos principais fatores na prevaléncia da colibacilose aviaria.
Quanto a distribuicdo de ragdo, preconiza-se um rigoroso
controle de qualidade, pois esta pode ser, de acordo com
Patnaick (1986), responséavel por variadas formas de infeccao,
caso ndo possuam origem iddénea. Tais cuidados minimizam
consideravelmente os riscos a salde do consumidor no que
diz respeito, principalmente, as enfermidades transmitidas por
alimentos (ETA).
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