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STEVANATO, G. A. Avaliacéo do Efeito Antagonista de Lactobacillus spp. frente
a isolados de Escherichia coli patogénica aviaria. 2025. 54 p. Dissertacdo
(Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2025

RESUMO

A colibacilose aviaria, causada por Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), representa um
desafio significativo para a avicultura, impactando a produtividade e resultando em prejuizos
econdmicos. O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil fenotipico de
resisténcia a antimicrobianos, perfil genotipico de viruléncia, identificar sequence typing,
avaliar o efeito antagonista de cepas comerciais de Lactobacillus spp. frente aos isolados de
APEC e desenvolver um material complementar educacional sobre colibacilose aviaria. Para
isso, foram selecionadas 38 isolados de APEC da bacterioteca do Laboratério de Medicina
Aviaria (LMA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) isoladas de matrizes de frango de
corte com quadro de colibacilose. Para tanto foram realizados os testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, determinacéo de genes de viruléncia e identificacdo dos sequence typing por
Polimerase chain reaction (PCR), avaliacdo do efeito antagonista do pool de Lactobacillus
spp. comercial contra os isolados de APEC pela técnica spot on the lawn e elaboracédo de
mapas mentais utilizando a plataforma Canva. Os resultados do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos demostraram resisténcia ao acido nalidixico 29/38 (76,32%), tetraciclina e
enrofloxacina 17/38 (44,74%), bem como, ciprofloxacina 13/38 (34,21%), ampicilina 10/38
(26,32%), sulfat+trimetoprim 3/38 (7,89%), seguido por gentamicina, fosfomicina e
cloranfenicol apresentaram 1/38 (2,63%). Menor numero de isolados 21,05% (8/38)
apresentou perfil de resisténcia a maltiplas drogas (MDR) e todas os isolados eram negativas
para ESBL. Observou-se que os isolados apresentaram positividade para os genes de
viruléncia ompT, hlyF e iss 97,36% (37/38), 94,73% (36/38) e 84,21% (32/38)
respectivamente. Ja para os genes de viruléncia iutA e iroN, foram observados a presenca
em 78,94% (30/38) e 81,57% (31/38) dos isolados. No que tange a identificacdo do perfil de
ST, observou-se que 21,05% (8/38) com sendo ST131, 2,63% (1/38) sendo ST23 e 76,32%
(29/38) néo foi possivel determinar. A média dos halos de inibi¢cdo bacteriana foram de 5,61
mm, e frente a dois isolados (ID: 2953 e 3005) de ST131 foi de 8,5 mm e 8 mm de atividade
inibitoria. A coletanea de mapas mentais sobre a colibacilose aviaria foi utilizada como recurso
acessivel e funcional contribuindo para tomada de decisdo por profissionais da avicultura.
Conclui-se que o0 uso de probioticos foi capaz de inibir APEC com perfil de resisténcia a
antimicrobianos e MDR, assim como atuar frente a possiveis clones de alto risco (ST131) para
a producéo avicola.

Palavras-chave: colibacilose, viruléncia, probiético, antimicrobiano, antagonismo
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ABSTRACT

Avian colibacillosis, caused by Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), represents a
significant challenge for poultry farming, impacting productivity and resulting in economic
losses. The present study aimed to characterize the phenotypic profile of antimicrobial
resistance, genotypic profile of virulence, identify sequence typing, evaluate the antagonistic
effect of commercial strains of Lactobacillus spp. against APEC isolates and develop
complementary educational material on avian colibacillosis. For this, 38 APEC isolates from
the bacteriotheque of the Laboratory of Avian Medicine (LMA) of the State University of
Londrina (UEL) were selected, isolated from broiler breeders with colibacillosis. For this
purpose, antimicrobial susceptibility tests, determination of virulence genes and identification
of sequence typing by Polymerase chain reaction (PCR), evaluation of the antagonistic effect
of the pool of Lactobacillus spp. commercial against APEC isolates by the spot on the lawn
technique and creation of mind maps using the Canva platform. The results of the antimicrobial
susceptibility test showed resistance to nalidixic acid 29/38 (76.32%), tetracycline and
enrofloxacin 17/38 (44.74%), as well as ciprofloxacin 13/38 (34.21%), ampicillin 10/38
(26.32%), sulfa + trimethoprim 3/38 (7.89%), followed by gentamicin, fosfomycin and
chloramphenicol presented 1/38 (2.63%). A smaller number of isolates 21.05% (8/38)
presented a multidrug resistance (MDR) profile and all isolates were negative for ESBL. It was
observed that the isolates presented positivity for the virulence genes ompT, hlyF and iss
97.36% (37/38), 94.73% (36/38) and 84.21% (32/38) respectively. As for the virulence genes
iutA and iroN, the presence was observed in 78.94% (30/38) and 81.57% (31/38) of the
isolates. Regarding the identification of the ST profile, it was observed that 21.05% (8/38) were
ST131, 2.63% (1/38) were ST23 and 76.32% (29/38) could not be determined. The mean
bacterial inhibition halos were 5.61 mm, and against two isolates (ID: 2953 and 3005) of ST131
were 8.5 mm and 8 mm of inhibitory activity. The collection of mental maps on avian
colibacillosis was used as an accessible and functional resource contributing to decision-
making by poultry farming professionals. It is concluded that the use of probiotics was able to
inhibit APEC with antimicrobial resistance and MDR profile, as well as act against possible
high-risk clones (ST131) for poultry production.

Keywords: colibacillosis, virulence, probiotic, antimicrobial, antagonism
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1 INTRODUCAO

A avicultura desempenha um papel fundamental na economia global, sendo um
dos setores mais relevantes para a seguranca alimentar e o desenvolvimento
econbmico. Segundo relatério mais recente da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA) no ano de 2023 o Brasil se destaca-se nesse cenario como o segundo
maior produtor mundial de frango de corte, com uma producdo de 14.833 mil
toneladas, representando 14,5% da producao global, além disso, o pais lidera as
exportacdes de carne de frango, atingindo um volume de 5.139 mil toneladas, o que
corresponde a 37,9% das exportacdes mundiais. Esse desempenho expressivo é
sustentado por uma estrutura produtiva robusta, evidenciada pelo alojamento de
60.963.508 matrizes de linhagem de corte.

Quando estratificados os dados segundo relatorio recente da ABPA (2024),
observa-se que o estado do Parana desempenha um papel central na producéo
avicola nacional, sendo responsavel pelo maior nimero de abates no Brasil,
totalizando 2.090 milh6es de cabecas, o que equivale a 39,47% do total de 5.296
bilhdes de aves abatidas no pais. Além disso, o Parana também lidera o ranking da
criacdo de frangos de corte, respondendo por 41,7% da producédo nacional.

O patotipo APEC pertence ao grupo de Escherichia coli patogénica
extraintestinal (EXPEC), esse possui outros patotipos como NMEC (Escherichia coli
meningite neonatal), UPEC (Escherichia coli uropatogénica), SEPEC (Escherichia coli
causadora de septicemia), MPEC (Escherichia coli patogénica mamaria) e
demonstram similaridade genética entre as amostras de aves e humanos, sugerindo
risco zoonotico (Ha et al., 2023), quando compara-se as sequéncias dominantes
levanta-se a hipotese de que APEC pode colonizar o c6lon humano por meio da
ingestao de aves contaminadas e, entdo, atingir o sistema urinario (Saidenberg et al.,
2020).

O sequenciamento de genoma completo, Whole Genome Sequencing (WGS)
e a tipagem molecular por MLST (Multilocus Sequence Typing) tém sido
extremamente empregados para a identificacdo de tipagem de sequéncia (ST). Essa
abordagem permite a avaliacdo de sequéncias de multiplos genes conservados em
diferentes patotipos (Johnson et al., 2022). O sistema MLST analisa entre sete e dez

genes constitutivos, essenciais para a manutencao das func¢des celulares, como adk,
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fumC, gyrB, mdh, purA, recA e trpA (http://mist.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli) (Clermont et al.,
2013).
O crescimento acelerado da producdo avicola trouxe desafios significativos

para a sanidade animal, com destaque para infeccdes bacterianas como a
colibacilose, causada por Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) (Mehdi et al.,
2018), responsavel por elevados indices de mortalidade, podendo atingir de 10% a
15% nos casos de sepse (Landman et al., 2015), além de impactar os niveis de
produtividade, gerar perdas econdmicas e aumentar os custos com tratamento (Nolan
et al., 2019), a dificuldade no controle da infeccdo por APEC deve-se, em grande
parte, a presenca de um conjunto de genes de viruléncia que conferem a esse
patdgeno uma elevada capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia no hospedeiro
(Varga et al., 2018).

A transmissao de APEC ocorre por via horizontal, por fomites contaminados, e
por via vertical, da matriz infectada para a progénie, facilitando a disseminacdo do
patdogeno no plantel (Joseph et al., 2023), resultando em infecc¢des localizadas ou
sistémicas que comprometem tecidos e 6rgaos, causando perihepatite, aerossaculite,
pericardite, salpingite, coligranuloma, onfalite, celulite e osteomielite/artrite,
impactando a saude das aves e a eficiéncia produtiva do sistema avicola (Peng et al.,
2019).

Uma crescente resisténcia antimicrobiana observada em cepas desse
patogeno reforca a necessidade de estratégias alternativas e sustentaveis para seu
manejo (Zamojska et al., 2021). Nesse contexto, o presente estudo foi estruturado em
trés capitulos, cada um representando um produto tecnoldgico voltado para o
enfrentamento dos desafios fiscais pela APEC na avicultura, contribuindo para o
desenvolvimento de abordagens mais eficazes no controle da colibacilose.

O primeiro capitulo consiste em uma revisao de literatura publicada na revista
técnica "Mundo Agro", abordando os aspectos mais relevantes da APEC e suas
implicacbes na producdo avicola. No segundo capitulo esta apresentado um artigo
cientifico que foi realizado com objetivo de caracterizar o perfil fenotipico de
resisténcia a antimicrobianos, perfil genotipico de viruléncia, identificar sequence
typing e avaliar o efeito antagonista de cepas comerciais de Lactobacillus spp. frente
a amostras de APEC. Por fim, no terceiro capitulo est4 apresentado um e-book

intitulado "Coletanea de Mapas Mentais: colibacilose aviaria", direcionado a médicos


http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli
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veterinarios e demais profissionais que atuam na avicultura, como uma ferramenta de

educacéo continuada.



16

2 REVISAO:

Produto tecnolégico: Artigo publicado em revista técnica “Mundo Agro”,
acesso através do portal AviSite, na edicdo de dezembro de 2024, n° 6, ano |,
pag. 28 a 30. ISSN 1983-0017.

APEC: UM DESAFIO PARA A INDUSTRIA AVICOLA E SEU POTENCIAL
ZOONOTICO

A industria avicola obteve um expressivo progresso em seu sistema de
producdo nos ultimos anos, impulsionado por melhorias na genética, nutricao,
ambiéncia, sanidade e gerenciamento da producgéao. A carne de aves destaca-se como
uma das principais fontes de proteina animal, atendendo a crescente demanda global
(Schmidt et al., 2018).

O sistema intensivo de producdo avicola otimiza e impulsiona o
desenvolvimento do setor, elevando a produtividade e fortalecendo o mercado. No
entanto, esse modelo também aumenta a exposicao e a disseminacéo de patdégenos,
agravando os desafios sanitarios (Mehdi et al., 2018). Nos ultimos anos, a industria
avicola enfrentou um surto significativo de aerossaculite em frangos de corte,
associada a colibacilose e bronquite infecciosa das galinhas (Trevisol et al., 2022).

Nas aves a colibacilose € uma doenca infecciosa causada por Escherichia coli
patogénica aviaria (APEC) (Jagrgensen et al., 2017), acomete diversas espécies de
aves com diferentes idades, causando infec¢cdes que podem ser localizadas ou
sistémicas (Kathayat et al., 2021), proporcionando elevada morbidade e mortalidade
e significativos prejuizos a industria avicola em todo o mundo (Hu et al., 2022). As
principais manifestacdes clinicas da colibacilose aviaria sdo peritonite, salpingite,
infeccdo do saco vitelinico, celulite, colisepticemia, pericardite, aerossaculite,
coligranuloma e artrite (Joseph et al., 2023).

E. coli € um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, ndo esporulado, que
pertence a familia Enterobacteriaceae. Este microrganismo possui flagelos que
conferem motilidade, além de fimbrias ou pili que facilitam a adeséo, e uma membrana
externa rica em lipopolissacarideos composta por antigeno somatico (O) capaz de
gerar protecdo a células de defesa do hospedeiro (Nawaz et al., 2024).

E. coli estd amplamente distribuida na natureza e faz parte da microbiota
entérica de animais e humanos (Santos et al., 2018). No entanto, algumas cepas se

diferenciam das comensais por codificarem fatores de viruléncia especificos,
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tornando-se capazes de causar doencas (Pokharel et al., 2023).

O patotipo APEC pertence ao grupo de E. coli patogénica extraintestinal
(EXPEC), sendo um importante conjunto que inclui outros patotipos, como NMEC,
UPEC, MPEC e SEPEC associados em casos de meningite infantil, infeccbes do
sistema urinario, mastite bovina, bem como, de septicemia (Sora et al., 2021).

Essa caracteristica € sustentada por semelhancas filogenéticas e genotipicas
entre alguns subconjuntos de APEC e amostras humanos de EXPEC, sugerindo que
APEC pode atuar como reservatorio de genes de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos, que podem ser disseminados na microbiota humana por meio de
alimentos contaminados (Hornsey et al., 2019; Johnson et al., 2017).

APEC é conhecida por carrear um conjunto significativo de genes associados
a viruléncia (VAGS), alguns reconhecidos por facilitar a invaséo de células epiteliais e
a sobrevivéncia em aves, permitindo que o0 microrganismo seja capaz de disseminar-
se do local inicial de colonizac&o para outros 6rgédos (Cummins et al., 2019).

A caracterizacdo molecular de APEC é complexa e passou por revisdes
conforme descrito em Johnson et al. (2022) que propuseram um esquema de tipagem
para APEC de alto risco quando a deteccéo de um isolado pertence a ST conhecido
de alta viruléncia, ter a presenca de genes viruléncia, por meio da posse de hlyF e
ompT.

Nos ultimos anos, tem-se utilizado o sequenciamento de genoma completo,
whole genome sequencing (WGS) e a tipagem molecular por MLST (Multilocus
Sequence Typing) para realizar a determinacdo do sequence typing (ST). Esse
método permite a andlise de sequéncias de diversos genes conservados em
diferentes isolados bacterianos (Johnson et al., 2022). O sistema MLST examina de
sete a dez genes constitutivos (necessarios para a manutencao de funcdes celulares
basicas), como por exemplo adK, fumC, gyrB, mdh, purA, recA e trpA
(http://mist.ucc.ie/mlist/dbs/Ecoli), escolhidos pela sua estabilidade e ampla presenca
em cepas de E. coli.

A linhagem ST131 é amplamente reconhecida por sua relevancia clinica em
infeccbes humanas, especialmente devido a sua resisténcia a multiplos
antimicrobianos. Embora comumente associada a infecgdes em humanos, a ST131
também pode ser encontrada em animais (Saidenberg et al., 2020). Além disso,
estudos de Lozica et al. (2021) demonstraram que as linhagens ST131, ST117 e ST95



18

possuem alta prevaléncia em isolados de matrizes de frango de corte, estando
especialmente relacionadas a casos de salpingite.

Estudos sobre o potencial zoon6tico da ST131 em aves indicam que essas
cepas podem representar um risco a saude publica devido a sua resisténcia a
antimicrobianos e a presenca de genes de viruléncia semelhantes aos encontrados
em cepas humanas. Isso sugere que as aves podem atuar como reservatérios de
cepas E. coli, contribuindo para a disseminacgéao de infec¢des entre animais e humanos
(Forde et al., 2019; Saidenberg et al., 2020).

A linhagem ST117 est4 associada a cepas altamente virulentas, capazes de
promover infeccdo de sistema urinario humano e sepse (Cummins et al., 2022;
Saidenberg et al., 2024), essa caracteristica reforca a importancia de investigar e
identificar tais cepas na producao avicola.

No que tange a tipagem baseada no antigeno somatico, as cepas do sorogrupo
078 de E. coli patogénica para aves mostram similaridade genética entre as amostras
de aves e humanos, sugerindo a possibilidade de transmissao entre espécies (Ha et
al., 2023). A presenca de genes de resisténcia em cepas aviarias indica risco de
transmissdo a humanos, ressaltando a importancia de monitoramento e manejo
adequados para prevenir surtos e proteger a saude publica (Mehat et al., 2021).

Recentemente Nawaz et al. (2024) relataram que os sorogrupos de APEC
predominantes na América do Sul sdo: O1, 02, 06, 055, 078, 0157, 0111, 0114,
0119, 0124 e 0148 os quais também foram associados a infec¢des extraintestinais
em humanos, destacando a conexdo entre a saude animal e humana.

Os genes de viruléncia presentes em APEC sdo determinantes para a sua
capacidade de causar doencas. Esses estao envolvidos em processos como a adesao
as células hospedeiras (fimH, papC, tsh), evasao do sistema imunolégico (kpsM, iss,
ompT), aquisicdo de nutrientes (iroN, iucD, iuta), producédo de toxinas (hlyF, astA),
formacédo de biofilmes (SdiA, LuxS, Pfs) e regulacdo de expressdo génica (PhoPQ,
BasSR, BarA-UvrY) (Nolan et al., 2013; Johnson et al., 2008; Barbieri et al., 2013; Zuo
et al., 2019; Thomrongsuwannakij et al., 2020) .

APEC era considerada um patdgeno secundario, que causava surtos devido a
imunossupressao por infecgcbes virais concomitantes, praticas de manejo
inadequadas ou higiene insuficiente dos ovos, no entanto, pesquisas recentes

identificaram o seu papel potencial como patdgeno primario capaz de causar doengas
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graves e alta mortalidade na auséncia de fatores imunossupressores (Karunarathna
et al., 2017; Newman et al., 2021; Tonnemann et al., 2024).

A transmissao de APEC pode ocorrer via horizontal por contato com ambiente,
fomites, racdo e 4gua contaminados (Kathayat et al., 2021). J& a via vertical resulta
da infeccdo do sistema reprodutivo da fémea que promoverd infeccdo do embrido,
resultando em morte embrionaria, nascimento de pintinhos com baixo indice
zootécnico e maior predisposicdo a doencas (Giovanardi et al., 2005, Poulsen et al.,
2017).

O controle da colibacilose na producao avicola fundamenta-se em praticas de
biosseguridade, enquanto o tratamento baseia-se na antibioticoterapia (Silva, 2018).
Todavia, com o fendmeno de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, a busca por
métodos alternativos tem se tornado uma necessidade urgente, visando assegurar a
eficacia do controle e a sustentabilidade da producédo avicola (Joseph et al., 2023).
Abordagens como o uso de probidticos, prebioticos, bacteridfagos e vacinas tém se
mostrado promissoras no controle da APEC (Nawaz et al., 2024).

Investir em alternativas aos antimicrobianos, aprimorar praticas de
biosseguridade e ampliar a disseminacdo dos conhecimentos cientificos sdo acdes
fundamentais para mitigar os riscos zoonéticos associados a APEC, protegendo tanto

0 setor avicola quanto a saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar o perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos, perfil
genotipico de viruléncia e avaliar o efeito antagonista de cepas de Lactobacillus spp.
provenientes de produto comercial, frente aos isolados de Avian Pathogenic
Escherichia coli (APEC).

3.2 Objetivos especificos

Determinar o perfil de viruléncia de Escherichia coli de origem avicola;

Identificar sequence typing dos isolados de E. coli por PCR;

Caracterizar o perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos frente aos
isolados de APEC,;

Avaliar a acao de Lactobacillus spp. frente aos isolados de APEC pela técnica
de spot on the lawn;

Elaborar e registrar como e-book uma coletanea de mapas mentais sobre
colibacilose aviaria para facilitar compreensédo, organizacdo e disseminacdo de

informacdes técnico-cientifica visualmente atrativa entre os profissionais da avicultura.
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RESUMO

A colibacilose aviaria, causada por Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), representa um
desafio significativo para a avicultura, impactando a produtividade e resultando em prejuizos
econdmicos. O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil fenotipico de
resisténcia a antimicrobianos, perfil genotipico de viruléncia, identificar sequence typing e
avaliar o efeito antagonista de cepas comerciais de Lactobacillus spp. frente aos isolados de
APEC. Para isso, foram selecionadas 38 isolados de APEC da bacterioteca do Laboratério de
Medicina Aviaria (LMA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) isoladas de matrizes de
frango de corte com quadro de colibacilose. Para tanto foram realizados os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, determinacdo de genes de viruléncia e identificacdo dos
sequence typing por Polimerase chain reaction (PCR) e avaliado o efeito antagonista do pool
de Lactobacillus spp. comercial contra os isolados de APEC pela técnica spot on the lawn. Os
resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos demostraram resisténcia ao acido
nalidixico 29/38 (76,32%), tetraciclina e enrofloxacina 17/38 (44,74%), bem como,
ciprofloxacina 13/38 (34,21%), ampicilina 10/38 (26,32%), sulfa+trimetoprim 3/38 (7,89%),
seguido por gentamicina, fosfomicina e cloranfenicol apresentaram 1/38 (2,63%). Menor
namero de isolados 21,05% (8/38) apresentou perfil de resisténcia a multiplas drogas (MDR)
e todas os isolados eram negativas para ESBL. Observou-se que os isolados apresentaram
positividade para os genes de viruléncia ompT, hlyF e iss 97,36% (37/38), 94,73% (36/38) e
84,21% (32/38) respectivamente. Ja para os genes de viruléncia iutA e iroN, foram observados
a presenca em 78,94% (30/38) e 81,57% (31/38) dos isolados. No que tange a identificacédo
do perfil de ST, observou-se que 21,05% (8/38) com sendo ST131, 2,63% (1/38) sendo ST23
e 76,32% (29/38) nao foi possivel determinar. A média dos halos de inibi¢do bacteriana foram
de 5,61 mm, e frente a dois isolados (ID: 2953 e 3005) de ST131 foi de 8,5 mm e 8 mm de
atividade inibitéria. Conclui-se que o uso de probiéticos foi capaz de inibir APEC com perfil de
resisténcia a antimicrobianos e MDR, assim como atuar frente a possiveis clones de alto risco
(ST131) para a producéo avicola.

Palavras-chave: colibacilose, viruléncia, probiético, antimicrobiano, antagonismo
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ABSTRAT

Avian colibacillosis, caused by Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), represents a
significant challenge for poultry farming, impacting productivity and resulting in economic
losses. The present study aimed to characterize the phenotypic profile of antimicrobial
resistance, genotypic profile of virulence, identify sequence typing and evaluate the
antagonistic effect of commercial strains of Lactobacillus spp. against APEC isolates. For this,
38 APEC isolates from the bacteriotheque of the Avian Medicine Laboratory (LMA) of the State
University of Londrina (UEL) were selected, isolated from broiler breeders with colibacillosis.
For this purpose, antimicrobial susceptibility tests, determination of virulence genes and
identification of sequence typing by Polymerase chain reaction (PCR) were performed and the
antagonistic effect of the commercial Lactobacillus spp. pool against APEC isolates was
evaluated by the spot on the lawn technique. The results of the antimicrobial susceptibility test
showed resistance to nalidixic acid 29/38 (76.32%), tetracycline and enrofloxacin 17/38
(44.74%), as well as ciprofloxacin 13/38 (34.21%), ampicillin 10/38 (26.32%),
sulfa+trimethoprim 3/38 (7.89%), followed by gentamicin, fosfomycin and chloramphenicol
presented 1/38 (2.63%). A smaller number of isolates 21.05% (8/38) presented multidrug
resistance (MDR) profile and all isolates were negative for ESBL. It was observed that the
isolates presented positivity for the virulence genes ompT, hlyF and iss 97.36% (37/38),
94.73% (36/38) and 84.21% (32/38) respectively. As for the virulence genes iutA and iroN, the
presence was observed in 78.94% (30/38) and 81.57% (31/38) of the isolates. Regarding the
identification of the ST profile, it was observed that 21.05% (8/38) were ST131, 2.63% (1/38)
were ST23 and 76.32% (29/38) could not be determined. The mean bacterial inhibition halos
were 5.61 mm, and against two isolates (ID: 2953 and 3005) of ST131 were 8.5 mm and 8 mm
of inhibitory activity. It is concluded that the use of probiotics was able to inhibit APEC with
antimicrobial resistance and MDR profile, as well as act against possible high-risk clones
(ST131) for poultry production.

Keywords: colibacillosis, virulence, probiotic, antimicrobial, antagonism.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

AVALIACAO DO EFEITO ANTAGONISTA DE PROBIOTICOS FRENTE A
ISOLADOS DE Escherichia coli PATOGENICA PARA AVES ISOLADAS DE
MATRIZES DE FRANGOS DE CORTE

4.1 INTRODUCAO

Escherichia coli (E. coli) é um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo, nao
esporulado, pertencente a familia Enterobacteriaceae (Delgado et al.,, 2019),
amplamente disseminado na natureza e os isolados séo classificados como néo
patogénicos ou patogénicos com base na presenca de fatores de viruléncia (Siddi et
al., 2025) Nas aves, o patotipo (APEC) € o agente etiolégico da colibacilose aviéria,
uma enfermidade que pode resultar em elevadas taxas de morbidade e mortalidade
nos plantéis (Sora et al., 2021).

Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) destaca-se como um desafio
sanitario nas diferentes categorias de producéo avicola (Christensen et al., 2021). As
infeccbes causadas por esse microrganismo comprometem a producdo de ovos
férteis, devido a necessidade de tratamento das aves e podem representar um risco
a saude publica devido do perfil de resisténcia aos antimicrobianos (Saraiva et al.,
2022).

A ampla utilizacdo de antimicrobianos na avicultura contribuiu para a selecao
de isolados resistentes de APEC, comprometendo a eficacia dos tratamentos,
especialmente frente aos antimicrobianos (Silva, 2018; Nhung et al., 2017), das
principais classes empregadas no controle da colibacilose, que incluem: os -
lactamicos, tetraciclinas, sulfonamidas e aminoglicosideos (Touchon et al., 2020).

Além do impacto sobre a saude das aves, APEC tem sido considerada um risco
zoonotico, observa-se mundialmente a emergéncia de linhagens clonais, como ST117
e ST131, o que reforca a necessidade de estratégias de controle (Saidenberg et al.,
2024; Roer et al., 2019).

Os probidticos sédo definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do

hospedeiro (FAO/WHO, 2001), reconhecidos em lista “Generally Recognized as Safe”
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(GRAS) (Buntyn et al., 2016), nao patogénicos (Chen et al., 2022), exemplificados por
espécies dos géneros Lactobacillus spp., Bacillus spp., Bifidobacterium spp., entre
outros (Mol et al., 2019).

A suplementacdo com probit6ticos tem demonstrado efeitos benéficos na
absorcdo de nutrientes, promovendo a modulagdo do sistema antioxidante e
diminuindo a resposta inflamatéria, enquanto seu principal mecanismo de acédo
envolve a introducdo de substratos, resultando na producéo de acidos graxos volateis
que consistem no pH intestinal e criam um ambiente menos propicio para a
proliferacdo de microrganismos patogénicos, como Escherichia coli (Wang et al.,
2021; Nam et al., 2022; Al-Fatah, 2020; Swelum et al., 2021).

Cepas de Lactobacillus spp. sintetizam bacteriocinas, pequenos peptideos
antimicrobianos geralmente codificados por plasmideos, que demonstram atividade
inibitéria contra microrganismos patogénicos (He et al., 2019). Essa propriedade é
caracteristica de espécies e linhagens de bactérias lacticas Gram-positiva,
intrinsecamente observada em diversos produtos alimentares, contribuindo de forma
complementar para a manutencao do equilibrio da microbiota intestinal (Chen et al.,
2022).

O manejo da colibacilose na producéo avicola baseia-se, na adocéao rigorosa
de préticas de biosseguridade, sendo o tratamento realizado, em geral, por meio da
antibioticoterapia (Silva, 2018). Entretanto, diante do crescente fenbmeno da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, torna-se urgente a busca por métodos
alternativos que garantam a eficacia do controle (Joseph et al., 2023).

Nesse sentido, estratégias envolvendo o emprego de probidticos tém
demonstrado potencial promissor no enfrentamento de APEC (Nawaz et al., 2024).
Assim, aliado ao aprimoramento das praticas de biosseguridade e a ampliacdo da
disseminacédo do conhecimento cientifico, delineia uma abordagem fundamental para
mitigar os riscos zoonaoticos associados a APEC, protegendo tanto a industria avicola
guanto a saude publica (Kathayat et al., 2021).

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito antagonista de Lactobacillus
spp., oriundo de um produto comercial, contra isolados de APEC identificados de

matrizes de frangos de corte.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Isolados bacterianos

Foram utilizadas 38 isolados bacterianos de APEC, por determinacdo de
dosagens, armazenadas e estocadas na bacterioteca, pertencentes ao Laboratério de
Medicina Aviaria (LMA) da Universidade Estadual de Londrina, provenientes de
matrizes de frangos de corte com suspeita de colibacilose.

5.2 Sensibilidade aos antimicrobianos

A sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi determinada por meio do
método de disco-difusdo, conforme as normas estabelecidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

Os antimicrobianos testados em meio Mueller-Hinton (MH) foram: ertapenem
(ETP — 10 pg), enrofloxacina (EN - 5 ug), ceftiofur (CTF - 30 ug), ciprofloxacina (CIP -
5 ug), cefoxitina (CFE — 30 pg), ampicilina (AMP - 10 pg), gentamicina (GEN - 10 ug),
cloranfenicol (CLO - 30 ug), acido nalidixico (NAL - 30 ug), cefepime (CPM - 30 ug),
cefoxitina (CFO - 30 pg), sulfametoxazol + trimetoprim (SUT - 1,25/23,75 ug),
tetraciclina (TET - 30 ug) ceftazidima (CAZ - 30 pg), ceftriaxona (CRO - 30 pg),
aztreonam (ATM - 30 pg), cefotaxima (CTX - 30 pg) e fosfomicina (FOS - 200 ug). A

cepa E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle.

5.3 Producéo de B-lactamase de espectro estendido

Para a deteccdo a producédo de B-lactamase de espectro estendido (ESBL), foi
utilizado o teste de sinergia em disco duplo, com a utilizacdo de 4 antimicrobianos,
sendo: amoxicilina + acido clavulanico (AMX/C - 20/10 ug), ceftazidima (CAZ - 30 ug),
ceftriaxona (CRO - 30 pg), aztreonam (ATM - 30 pg) e cefotaxima (CTX - 30 pg)
conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020)

Para isso o disco de AMX/C foi colocado no centro da placa contendo agar
Mueller-Hinton (MH), com os demais discos ceftazidima (CAZ - 30 pg), ceftriaxona
(CRO - 30 pg), aztreonam (ATM - 30 pg) e cefotaxima (CTX - 30 pg) posicionados a

uma distancia de 20 mm da borda do disco central. Qualquer distor¢do ou aumento
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da area de inibi¢cdo ao redor do disco de AMX/C foi considerado indicativo de producéo
de ESBL (CLSI, 2020).

5.4 Extracdo de DNA e deteccédo dos genes de viruléncia

Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
e, posteriormente, submetidas a extracdo de DNA. A extracao foi realizada por meio
da técnica utilizada por Kanabata et al. (2019).

A deteccao dos genes de viruléncia iutA, hlyF, iss, ironN e ompT foi conduzida
nos isolados seguindo o protocolo descrito por Johnson et al. (2008), conforme

apresentado na Tabela 1.



Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificagdo dos genes de viruléncia de isolados de E. coli.
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Genes de _ _ Tamanho do
o Sequéncia dos primers Gene alvo _
viruléncia amplicon (pb)
5-GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC-3’ o o
hlyF Hemolisina aviaria hlyF (plasmideo APEC) 450
3-GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG-5
T 5-TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT-3 Protease de membrana externa 496
om
P 3-TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC-5’ (plasmideo APEC)
roN 5-AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT-Z Gene do receptor de sideroforo de E53
iro
3-GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT-5 Salmochelina
' 5-CAGCAACCCGAACCACTTGATG-3’ Gene epissbmico de sobrevivéncia sérica 323
iss
3'-AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA-5 aumentada
A 5-GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3 Gene do receptor sideréforo de 302
iu

3’-CGTCGGGAACGGGTAGAATCG-5 aerobactina
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5.5 Identificacéo de Sequence Typing

O DNA extraido dos isolados foram submetidos a um segundo PCR baseada
nos protocolos de Johnson et al. (2022). Os isolados foram considerados positivas
para o gene de interesse quando apresentaram um amplicon com o tamanho

conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Oligonucletotideos iniciadores para identificar sequence typing ST23, ST131, ST355 1, ST355 2, ST117, ST428 e O78 de isolados de E. cali.

Sequence

typing

Sequéncia dos primers

Gene alvo

Tamanho do
amplicon (pb)

ST23

ST355 1

ST117

ST428

ST355 2

ST131

o778

5-TGGAGCTAAATGACCCGAC-3
3’-AACCAGACGTGCCACATTG-%’
5-TCAGAGAAGATTGAAGAGGGCG-3
3’-AATACTCCACCTGAGAGTCCCG-%
5-GATGCCATAAGGAAGAACGAG-3’
3-CGAGCCATTGGATTGCAAC-%’
5-GTGTGCTATGCACTACAGG-3’
3-CTTCAGCAGGTTCAGTCATTC-%’
5-TGCTTGAGAATGTGAAGAACC-3
3-AGGTGTCAGTCTTCTTGGTC-%
5-GTTCGACAAAATCCTCTCCG-3
3’-GCACAACCAGACAAAGCAG-%
5-CGATGTTGAGCGCAAGGTTG-3’
3-TAGGTATTCCTGTTGCGGAG-5

Proteina da familia da holina do fago (ST23)

Proteina hipotética (ST355)

Adesina fimbrial da familia StfH/YfcO (ST117)

Subunidade 8 RNA polimerase direcionada ao
DNA (ST428)

DNA citosina metiltransferase (ST355)

Transportador de cations metalicos divalentes
(ST131)

Gnd-Wzx (grupo de genes O78 rfb)

263

305

360

400

548

578

623
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5.6 Spot on the lawn

Foi utilizado produto comercial destinados ao uso na avicultura contendo
11 cepas probidticas sendo: trés cepas de Lactobacillus bugaricus, duas cepas
de Lactobacillus casei, duas cepas de Lactobacillus cellobiosus, trés cepas de
Lactobacillus fermentum e uma cepa de Lactobacillus helveticus, com intuito de
avaliar o efeito antagonista frente aos isolados de APEC.

Para o ensaio de antagonismo, foi avaliada a acdo de um produto
comercial contendo 11 cepas de Lactobacillus spp. utilizando a técnica de Spot
on the Lawn (Ribeiro et al., 2024). Inicialmente, foi realizada a incubacéo de 0,06
g do produto comercial em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS), a 37°C por 24
horas em condi¢Ges de microaerofilia. Apds 24 horas, uma aliquota de 20 pL da
cepa probidtica foi semeada em placa de agar MRS e incubadas nas condi¢cdes
anteriores.

Paralelamente, os isolados de APEC foram incubadas em caldo BHI a
37°C por 24 horas em condi¢cdes de aerobiose. Apos 24 horas, 100 yuL do
inoculado de APEC em caldo BHI (107 UFC/mL) foram transferidos para 10 pL
de BHI semissodlido e posteriormente o material foi depositado sobre o agar MRS
previamente inoculado com Lactobacillus spp., sendo as placas incubadas a
37°C por 24 horas.

A quantificacdo bacteriana foi realizada por meio de contagem decimal
seriada na manipulacéo de cada microrganismo. Assim, uma aliquota de 100 uL
de cada concentragao bacteriana foi homogeneizada separadamente em 900 pL
de PBS (101), esse processo foi realizado até atingir 10’ UFC/mL de diluicéo.

Apbs o periodo de 24 horas, foi possivel observar a formacédo dos halos
de inibicdo os quais foram mensurados com um paquimetro, sendo considerado

como atividade inibitoria positiva diametro de >1mm (Costa et al., 2018).
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6 RESULTADOS

Em nosso estudo, no que tange aos genes de viruléncia (Tabela 3),
observou-se que os isolados tiveram a presenca dos genes ompT, hlyF e iss de
97,36% (37/38), 94,73% (36/38) e 84,21% (32/38) respectivamente. J& para 0s
genes iutA e iroN, foram observados a presenca em 78,94% (30/38) e 81,57%
(31/38) dos isolados.

Foi observado na determinacéo de ST por PCR, 21,05% (8/38) com perfil
ST131 (ID: 2953, ID: 3005, ID: 3006, I1D: 3008, ID: 3010, ID: 3058, ID: 3059, ID:
3289), 2,63% (1/38) ST23 (ID: 3306) e 76,32% nao foi detectado ST (Tabela 3).
Para o sorogrupo 078, 2,63% (1/38), detectado apenas um isolado ID: 3302
(Tabela 3)

As amostras ST131 foram positivas a 100% dos genes de viruléncia
pesquisados. Ja o isolado de E. coli O78 foi positiva para os genes iutA, iss,
ompT, hlyF, enquanto o isolado ST23 foi negativa aos genes.

Tabela 3. Perfil do sequence typing e genes de viruléncia (iroN, iutA, iss, ompT, hlyF) dos
isolados de APEC de quadros de colibacilose em matrizes de frango de corte.

Identificacdo dos Origem Sequence typing

isolados n=38 (les&0) -ST Genes de viruléncia

2947 Pericardite n.i IroN, 1utA, iss, ompT,

hlyF
o . iroN, iutA, iss, ompT,
2948 Salpingite n.i hlyF
o . iroN, iutA, iss, ompT,
2949 Salpingite n.i hlyF
2950 Septicemia n.i IroN, 1utA, iss, ompT,
hlyF
o . iroN, iutA, iss, ompT,
2951 Salpingite n.i hiyF
2952 Septicemia n.i IrON, UtA, ISs, ompT,
hlyF
2953 Salpingite ST131 IrON, UtA, ISs, ompT,
hlyF
3005 Fibrina (cavidade ST131 iroN, iutA, iss, ompT,
celomatica) hlyF



3006

3007

3008

3009

3010

3058

3059

3060

3284

3285

3286

3287

3288

3289

3290

3291

3292

3293

3300

3301

3302

3303

Ascite

Salpingite

Ascite

Salpingite

Septicemia

Ascite

Salpingite

Septicemia

Salpingite

Ascite

Salpingite

Salpingite

Ascite

Septicemia

Salpingite

Ascite

Salpingite

Septicemia

Salpingite
Celulite

Septicemia

Septicemia

ST131

n.i

ST131

n.i

ST131

ST131

ST131

n.i

n.i

n.i

n.i

n.i

n.i

ST131

n.i

n.i

n.i

n.i

n.i

n.i

o78

n.i
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iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

ompT, hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iutA, iss, ompT, hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

iroN, iss, ompT, hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF

ompT, hlyF
iroN, ompT, hlyF
iutA, iss, ompT, hlyF

iroN, iutA, iss, ompT,
hlyF
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3304 Salpingite n.i ompT, hlyF
3305 Ascite n.i iroN, iut,?l,l)ij:s, ompT,
3306 Septicemia ST23 n.i

3307 Septicemia n.i iroN, ompT, hlyF
3362 Septicemia n.i iutA, iss, ompT, hlyF
3363 Septicemia n.i iutA, iss, ompT, hlyF
3364 Septicemia n.i iutA, iss, ompT, hlyF
3365 Septicemia n.i iroN, iss, ompT, hlyF

n.i: ndo informado

Foi verificado resisténcia aos antimicrobianos dos isolados bacterianos
contra acido nalidixico 29/38 (76,32%), tetraciclina e enrofloxacina 17/38
(44,74%), bem como, ciprofloxacina 13/38 (34,21%), ampicilina 10/38 (26,32%),
sulfat+trimetoprim 3/38 (7,89%), seguido por gentamicina, fosfomicina e
cloranfenicol que apresentaram 1/38 (2,63%), representados na Figura 1.

Figura 1. Perfil de sensibilidade dos antimicrobianos dos isolados de APEC n=38.

100
) I
60

mmm Sensivel
Intermediério
BN Resistente

40t

Sensibilidade aos antimicrobianos (%)

20

S L SER KL &S P LS
Antimicrobianos

Ertapenem (ETP — 10 pg) aztreonam (ATM - 30 pg), cefotaxima (CTX - 30 ug), ceftazidima (CAZ
- 30 pg), ceftriaxona (CRO - 30 pug), enrofloxacina (EN - 5 pg), ceftiofur (CTF - 30 pg),
ciprofloxacina (CIP - 5 pg), cefoxitina (CFE — 30 pg), ampicilina (AMP - 10 pg), gentamicina (GEN
- 10 pg), cloranfenicol (CLO - 30 pg), acido nalidixico (NAL - 30 pg), cefepime (CPM - 30 pg),
cefoxitina (CFO - 30 pg), sulfametoxazol + trimetoprim (SUT - 1,25/23,75 pg), tetraciclina (TET -
30 ug) e fosfomicina (FOS - 200 pg).
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Observou-se que os isolados de APEC com perfil intermediarias sendo
cefoxitina 12/38 (31,58%), enrofloxacina 7/38 (18,42%), seguido por &cido
nalidixico e ciprofloxacina ambos 3/38 (7,89%), de acordo com a Figura 1.

Em nosso estudo, todos os isolados de APEC recuperadas quadro de
colibacilose em matrizes de frango de corte, foram negativas para producao de
ESBL. Quanto ao perfil de resisténcia multipla a drogas (MDR), observou-se
21,05% (8/38) dos isolados, apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Producéo de ESBL, resisténcia multipla a droga (MDR) e classes de antimicrobianos
dos isolados de APEC (n=38) de quadros de colibacilose em matrizes de frango de corte.

:jdoesnitgc'ﬁzggg (()Iggée:; Proglé%af de Resisténcia multipla a droga (MDR)
o . B-lactdmicos (AMP), quinolona (NAL)

3007 Salpingite Negativo e tetraciclina (TET)
3009 Salpingite Negativo B-lactdmicos (AMP), quinolona (NAL)

e tetraciclina (TET)

B-lactémicos (AMP), quinolona (NAL,
3292 Salpingite Negativo EN, CIP), fosfomicina (FOS) e
tetraciclina (TET)

. . . B-lactémicos (AMP), quinolona (NAL)
3302 Septicemia Negativo e tetraciclina (TET)
. . B-lactamicos (AMP), quinolona (NAL),
3305 Ascite Negativo alfenicol (CLO) e tetraciclina (TET)
B-lactdmicos (AMP), quinolona (NAL,
3363 Septicemia Negativo EN, CIP), sulfonamida (SUT) e
aminoglicosideo (GEN)

. . . B-lactdmicos (AMP), quinolona (NAL,
3364 Septicemia Negativo EN, CIP) e sulfonamida (SUT)
B-lactdmicos (AMP), quinolona (NAL,
3365 Septicemia Negativo EN, CIP), sulfonamida (SUT) e
tetraciclinas (TET)

NAL — &cido nalidixico, AMP — ampicilina, CIP — ciprofloxacina, EN — enrofloxacina, ESBL —
Producéo de B-lactamase de espectro estendido, FOS — fosfomicina, GEN — gentamicina, SUT
— sulfametoxazol + trimetoprim e TET — tetraciclina.
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Em relacdo ao teste do efeito antagonistas de Lactobacillus spp. frente
aos isolados da APEC, por meio da técnica spot on the lawn, revelou variagfes
no didmetro dos halos de inibicdo, com uma média geral de 5,61 mm,
representados na Figura 2.

Observou-se que os maiores halos de inibicdo foram de 8,5 mm (1/38) e
8 mm (1/38), representando 2,63% dos isolados cada. Em seguida, foram
observados halos de 7 mm em 18,72% (4/38) dos isolados, 6,5 mm em 5,26%
(2/38), 6,2 mm em 5,26% (2/38) e 6 mm em 7,89% (3/38).

A maioria dos isolados apresentou halos de 5 mm, correspondendo a
26,31% (10/38), seguida por 5,5 mm em 23,68% (9/38). Diametros de 4,5 mm e
4 mm foram observados em 5,26% dos isolados cada (2/38), enquanto halos de
3,5 mm foram registrados em 2,63% (1/38).

Figura 2. Didmetro dos halos (mm) de inibicdo do Lactobacillus spp. frente aos isolados de APEC

provenientes de lesGes de colibacilose em matrizes de frango de corte.
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7 DISCUSSAO

Em nosso estudo os isolados de APEC, em matrizes de frangos de corte
com quadros clinicos de colibacilose, apresentaram predominantemente 0s
genes ompT, hlyF e iss corroborando com estudo realizado por
Thomrongsuwannakij et al. (2020) avaliaram amostras de APEC (n=200)
isoladas de matrizes de frangos de corte na Tailandia e Australia. Johnson et al.
(2008) associaram os genes especificos de viruléncia (specific virulence genes -
VAGSs) e APEC, sendo eles iss (gene de aumento da sobrevivéncia do soro),
ompT (gene da proteinase da membrana externa), hlyF (gene da hemolisina F),
iroN (gene do receptor do sideréforo da salmochelina) e iutA (gene do receptor
da aerobactina).

Johnson et al. (2022) revisaram e redefiniram o patotipo APEC, por meio
da inclusdo de grupos clonais de alto risco, propondo o uso de dois marcadores
do plasmideo de APEC (hlyF e ompT), associado a ST especificas (ST23,
ST117+078, ST131, ST355, ST428) ou sorogrupo (O78) como uma ferramenta
para a identificacdo de APEC de alto risco, que geralmente sdo as responsaveis
por quadros graves na producéo avicola. Em nosso estudo, ao aplicarmos essa
definicdo, detectamos a presenca de ST23 e ST131 nos isolados avaliados,
indicando a importancia do diagnoéstico e identificacdo para o controle das
infeccbes por esses grupos clonais.

Foi observado em nosso de estudo que os dois maiores halos de inibicao
(aproximadamente 8mm) obtidos foram frente a isolados de ST131 (ID2953 e ID
3005) apesar de nenhuma delas ter perfii MDR, as duas apresentaram
resisténcia a antimicrobianos como tetraciclina e  ciprofloxacina,
respectivamente.

De acordo com estudo realizado por Tan et al. (2023) investigando a
prevaléncia e o perfil de resisténcia antimicrobiana de patdégenos bacterianos
isolados na China, entre 2020 e 2022, as cepas de APEC (n=126) exibiram taxas
elevadas de resisténcia a varios antimicrobianos, com resisténcia & amoxicilina
e ampicilina alcancando 89,68% (113/126) e resisténcia a florfenicol de 83,33%
(105/126). Em nosso estudo, o percentual de resisténcia a ampicilina foi inferior
23,31% (10/38) sugerimos que essa diferenca possa estar associada a
amostragem, bem como, sistema de producgéo fragmentado do pais, que foi

superior (n=126) a empregada em nosso estudo (n=38).
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A avicultura chinesa enfrenta desafios com o0 uso terapéutico de
antimicrobianos e surtos frequentes de Influenza Aviaria, enquanto o controle
sanitdrio e a rastreabilidade avancam gradualmente, mas ainda encontram
limitagBes entre pequenos e médios produtores, comprometendo a eficiéncia
produtiva e a seguranca alimentar (Tan et al. 2023).

A definicdo de MDR é apresentada quando um isolado bacteriano é
resistente a pelo menos trés classes de antimicrobianos (Sweeney et al. 2018).
Neste estudo foi observada uma taxa inferior ao observado por Gazal et al.,
(2021) que encontraram 90% de isolados de APEC com perfil MDR granjas
avicolas do estado do Parana.

Em Portugal no periodo de 2009 a 2018, Oliveira et al. (2022) ao
investigarem isolados de APEC (n=264) de lesdes de colibacilose de matrizes
de frango de corte, encontraram resisténcia 63,3% (167/264) a tetraciclina e
correlacionam essa taxa ao uso frequente do medicamento para tratamento de
lotes de matrizes. Os dados corroboram com os valores observados em nosso
estudo que foi de aproximadamente 44,73% (17/38), e sustentamos a mesma
teoria do amplo uso do medicamento na producao avicola.

No que tange a producao de ESBL, ndo foram detectados isolados com
esse perfil, diferindo de Menck-Costa et al. (2022) que encontraram 51%
(260/507) de isolados de E. coli com capacidade producdo de ESBL. Essa
diferenca possa ser atribuida ao namero e perfil das amostras, ja que os autores
trabalharam com monitoria, recuperando E. coli de diferentes fontes
(cascudinho, ceco e cama) e ndo exclusivamente em isolados de APEC de
origem de lesBes conforme realizado em nosso estudo.

A fosfomicina € um antimicrobiano considerado de eleicdo para o
tratamento de infeccBes por E. coli multirresistente em humanos com infeccdes
do sistema urinario, devido ao seu mecanismo de acao Unico, sem resisténcia
cruzada com outros antimicrobianos (Hidalgo et al., 2024), dessa forma esse
perfil de resisténcia sempre provoca alerta e preocupa¢do. Em nosso estudo foi
detectado 2,63% (1/38) de resisténcia a fosfomicina, contrastando com os
estudos de Menck-Costa et al. (2022) que detectaram 68% (344/507) dos
isolados de E. coli positivos para o gene fosA3, sendo amostras de swab cloacal,

mecbnio, cascudinho e cama de frango.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacterium-isolate
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O perfil de resisténcia a antimicrobianos detectados em nosso estudo e
em estudos prévios (Saraiva et al., 2022; Nhung et al., 2017; Touchon et al.,
2020) revelaram a necessidade de buscar por estratégias seguras e a reducao
no uso de antimicrobianos, diante disso a utilizacdo de probidticos é uma
alternativa, devido a producdo de bacteriocinas consideradas como uma
estratégia (Lagha et al., 2017).

Em nosso estudo, observamos um expressivo efeito antagonista das
cepas de Lactobacillus spp. frente aos isolados de APEC, com halos de inibicéo
médio de 5,61 mm contrastando com os resultados obtidos por Reuben et al.
(2019) que observaram uma média de 2,2 mm de halos de inibicdo de seis cepas
probidticas (Lactobacillus reuteri 12, Pediococcus acidilactici 15, P. acidilactici I8,
P. acidilactici c3, P. pentosaceus 113 e Enterococcus faecium c14) contra uma
E. coli O157:H7. Esta divergéncia de resultado pode estar associada tanto as
caracteristicas do probidtico, quanto ao perfil da cepa de E. coli que foram
testadas, ja que ambas séo distintas nos dois estudos.

A variacdo da formacdo de um halo para outro apresentado pelas cepas
de Lactobacillus spp. séao fortemente defendida através da producdo em maior
ou menor quantidade de substancias antimicrobianas como peroxido de
hidrogénio, acidos organicos e bacteriocinas, cujas caracterizacdes especificas
definem tais ocorréncias (Lagha et al., 2017).

Em nosso estudo, nédo foi caracterizado o metabdlito responsavel pela
inibicio de APEC, diferindo da abordagem de Poppi et al. (2015), que
identificaram a producdo de &cidos organicos como um dos mecanismos
inibitérios ao avaliar o efeito antagbnico de oito cepas de Lactobacillus spp.
contra E. coli O157:H7 pela técnica spot on the lawn, utilizando meio MRS
convencional e MRS tamponado com bicarbonato de sodio (35 mM), os autores
observaram uma reducao nos halos de inibicdo de 15,62 mm para 14,33 mm,
indicando que a acidificacdo do meio desempenhou um papel fundamental no
efeito inibitorio, mas que outros metabdlitos antimicrobianos, como bacteriocinas
e peroxido de hidrogénio, também contribuiram para a inibicdo do patégeno.

Foi observado em nosso estudo que os maiores halos de inibicdo foram
de 8,0 mm e 8,5 mm (ID: 3005 e ID: 2953), contrastando com os resultados de
Li et al. (2024), que relataram uma zona de inibicdo de 21,33 mm ao utilizar L.

reuteri entre dez cepas probidticas contra uma amostra E. coli ATCC 25922, e
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acreditamos que o diametro de inibicdo expressiva observada nesse estudo
esteja relacionada a utilizacdo de uma cepa comercial de E. coli, diferindo do
nosso estudo que utilizamos n=38 isolados de APEC.

Melara et al. (2023) demonstraram que o efeito antagonico de
Lactobacillus reuteri frente a uma amostra de E. coli ATCC 11775 resultou em
um halo de inibicdo de 12,50 mm, divergindo do nosso estudo, que avaliou n=38
isolados de APEC com um produto comercial contendo 11 cepas de
Lactobacillus spp., onde o menor halo de inibigéo registrado foi de 3,5 mm (ID:
3288), 0 que pode indicar menor eficacia do produto em determinadas condi¢bes
ou refletir a variabilidade na resisténcia dos isolados bacterianos, sugerindo que
a acdo antimicrobiana do probiotico depende da composicdo da microbiota alvo
e da sinergia entre as cepas probidticas.

A implementacdo de estratégias de controle da colibacilose aviaria que
associem medidas de biosseguridade e a reducao do uso de antimicrobianos €
essencial para mitigar a selecdo de microrganismos resistentes. Neste contexto,
os resultados deste estudo indicam que os probioticos podem contribuir e ser

uma alternativa de controle e manejo da doenca nos plantéis avicolas.

8 CONCLUSAO

Revelou-se, ante o exposto, que o produto comercial contendo 11 cepas
de Lactobacillus spp. exerceu efeito antagonista contra isolados de APEC
provenientes de lesdes de colibacilose em matrizes de frango de corte,
reforcando o potencial do probiético no manejo de bactérias patogénicas sendo

uma alternativa promissora em surtos da doenca a campo.
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10 PRODUCAO TECNOLOGICA
COLETANEA DE MAPAS MENTAIS - Colibacilose aviaria

A elaboracdo do e-book de mapas mentais sobre APEC teve como
objetivo organizar informacdes sobre colibacilose aviaria a fim de facilitar a
compreensao, e promover a disseminacao técnico-cientifica entre profissionais
da avicultura auxiliando na tomada de deciséo no campo.

A coletanea de mapas mentais sobre APEC foi desenvolvida na
plataforma Canva, empregando uma abordagem visual para otimizar a
assimilacao e a aplicagcédo do conhecimento.

O desenvolvimento do material seguiu uma abordagem estruturada em
etapas, abrangendo a organizacdo dos conteudos, a selecdo de templates
adequados, a elaboracdo dos mapas mentais com recursos graficos para
enfatizar as conexdes entre 0s conceitos e a revisao técnica (Silveira et al.,
2023).

Essa metodologia resultou em um recurso acessivel e funcional,
contribuindo para a tomada de decisdo de médicos veterinarios e técnicos
atuantes na avicultura. O produto esta apresentado abaixo na forma de imagens

a fim de facilitar a inclusdo neste documento.
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11 CONCLUSOES

Os isolados de APEC caracterizados neste estudo:

- apresentaram perfil de resisténcia a antimicrobianos e resisténcia
multipla a drogas;

- 0s isolados nao apresentaram capacidade de producao de B-lactamase
de espectro estendido;

- 0s cinco genes (iroN, iutA, iss, ompT, hlyF) avaliados apresentaram um
perfil de viruléncia com detectacédo de pelo menos trés genes de viruléncia;

- foi detectado isolados com perfil sugestivo de clones de alto risco e

- 0 pool de Lactobacillus spp. apresentou efeito antagonista satisfatorio
frente a todas os isolados de APEC avaliada;

- 0 material complementar, Coletanea de mapas mentais: colibacilose
aviaria elaborado e registrado, facilitou o acesso a informagé&o técnica-cientifica

pelos profissionais da avicultura.
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