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RESUMO

Colibacilose Aviaria é uma doenca causada pela bactéria APEC (Escherichia coli Patogénica Avidria), sendo
considerada uma das principais doengas relacionadas a perdas econdmicas na producdo avicola e na condenagdo de
carcaca em abatedouros, além de possuir um potencial zoonético. Esta pesquisa teve como objetivo isolar a APEC por
meio de sua caracterizagdo em cultivos diferenciais e avaliar a caracterizagdo bacteriana em provas bioquimicas de
amostras de uma galinha com diagndstico sugestivo de colibacilose. Na realizacdo dos testes laboratoriais, foram
utilizados diferentes tipos de amostras colhidas durante a realizacdo da necropsia. O isolamento bacteriano foi
verificado em todos os tipos de amostras colhidas, tanto nos meios de cultura diferenciais, como nos testes de
caracterizagdo bioquimica.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador de carne de frango do mundo e a colibacilose compromete a
producdo aviaria por causar significativas perdas econémicas na induastria avicola (ABPA, 2018). A
colibacilose aviaria € uma doenca causada pela bactéria Escherichia coli, caracterizada por um
bacilo gram-negativo, fermentador de lactose, anaerébio facultativo, ndo produtor de esporos,
podendo ser mdvel ou ndo (REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).

As cepas de Escherichia coli sdo classificadas em comensais, patogénicas intestinais e
patogénicas ndo intestinais, sendo também divididas em subpatotipos. Nas aves, as amostras de
APEC séo responsaveis por causar uma doenca sistémica, com a infeccdo pelo trato respiratério e
posterior evolugédo para a forma septicémica (BORZI, 2019; REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).

A suspeita de colibacilose nas aves é feita pelos achados clinicos e lesbes macroscopicas

tipicas. As técnicas disponiveis para o diagnostico laboratorial consistem no isolamento bacteriano
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em meios de cultura, nas provas bioquimicas, nos testes soroldgicos e nos testes moleculares, sendo
estes dois Ultimos considerados confirmatorios. Entretanto, o diagnostico presuntivo pode ser obtido
pela cultura e isolamento do agente a partir de amostras de tecidos acometidos (NOLAN et al.,
2013).

Podem ser utilizados meios de cultura seletivos como o McConkey e EMB (Eosin
Methylene Blue), com a posterior verificacdo das caracteristicas morfoldgicas das colénias (FILHO,
2007; KABIR, 2010). As reacdes bioquimicas como a producdo de indol, a reacdo vermelho de
metila positivo, a fermentacdo da glicose com a producéo de gés, a presenca de [-galactosidases, a
auséncia de producdo de sulfito e de uréase, bem como a incapacidade de usar citrito como fonte de
carbono, podem ser utilizados para auxiliar na identificacdo do isolado bacteriano (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999; NOLAN et al., 2013; REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).

O estudo teve como objetivo isolar a APEC por meio de sua caracterizagdo em meios de
cultivo diferenciais, bem como avaliar a caracteriza¢do bacteriana em provas bioguimicas, a partir

de amostras colhidas de uma galinha com o diagndstico sugestivo de colibacilose.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo da pesquisa, foram colhidas amostras de uma galinha de postura para 0
diagnostico etioldgico durante a realizacdo da necropsia, cujo Obito ocorreu na mesma data. Esta
pesquisa esta inserida no projeto aprovado pelo CEUA sob o nimero 017/2019.

Foram colhidas cinco diferentes tipos de amostras: fragmento do granuloma (1), liquido
ascitico da cavidade celomatica (2), contetido liquido do oviduto (3), formacdo caseosa do oviduto
(4) e fragmento do pancreas (5). As amostras foram inoculadas em tubos contendo o caldo de
enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion) e em seguida mantidas em estufa a 37°C por 24 horas.

Apos este periodo, foi realizada a semeadura de aliquotas de cada amostra, mantida em
caldo de enriquecimento BHI, em meios de cultura PCA (Plate Count Agar), tanto em placas de
Petri quanto em tubos contendo meio de cultura inclinado, para a realizacdo do isolamento
bacteriano, das provas bioquimicas (indol e vermelho de metila), da coloracdo diferencial
(Coloracdo de Gram) e da prova de catalase. Também foram utilizadas aliquotas das amostras
enriquecidas no Caldo BHI para a semeadura em Caldo Lauril, com o objetivo de verificagcdo da
presenca de fermentacdo da lactose e para a semeadura nos meios de cultura diferenciais (EMB,
McConkey e Verde Brilhante).

Depois de 24 horas de incubacdo a 37°C, a morfologia e a coloracdo das colonias isoladas
foram avaliadas conforme a descri¢cdo na literatura. Para a realizacdo do teste de vermelho de

metila, foram adicionados 5 gotas do corante vermelho de metila em 2,5 mL da cultura enriquecida
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no Caldo BHI. Para a prova do indol, foram adicionados 5 gotas do reagente de Kovacs no tubo
com as culturas em meio inclinado apds 24h de incubacdo. A prova de fermentacdo da lactose foi
utilizada por meio da inoculacao de 0,1 mL da amostra enriquecida no Caldo BHI ao Caldo Lauril.
Na prova de catalase, foi adicionada uma gota de perdxido de hidrogénio nas col6nias
isoladas na placa de Petri contendo o meio de cultura PCA. A coloragdo de Gram foi realizada a
partir de colonias isoladas no meio de cultura PCA e nos meios de cultura diferenciais, de acordo

com a respectiva metodologia.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para o isolamento bacteriano, devem ser realizadas culturas de tecidos de érgdos acometidos
como o figado, baco, sacos aéreos, oviduto e exsudato na cavidade celomatica (FERREIRA, 2009;
FILHO, 2007). No presente trabalho, foram colhidas amostras de contetudo liquido ascitico da
cavidade celomatica, fragmento do granuloma, formacdo caseosa do oviduto, contetdo liquido do
oviduto e fragmento do pancreas.

Em caldos de enriquecimento, a alteracdo da turbidez indica o crescimento de
microrganismos. A E. coli promove turbidez rapidamente quando adicionadas em caldos de
enriquecimento. Assim como verificado por Nolan et al. (2013), o caldo de enriquecimento
utilizado foi o BHI e este apresentou turbidez em 24 horas apds a inoculacao das amostras.

Na pesquisa de Dho-Moulin e Fairbrother (1999), ndo somente foram utilizados 0os meios
diferenciais McConkey e o EMB, como também o meio Verde Brilhante, para o isolamento de
Escherichia coli. Segundo Gomis et al. (1997), é possivel haver crescimento da cultura entre 6
horas e 3 dias em casos agudos e, como descrito por esses autores, foi possivel verificar o
crescimento de colbnias caracteristicas a partir de 24 horas ap0s a semeadura.

Houve o isolamento bacteriano em todos os meios de cultura diferenciais utilizados para os
diferentes tipos de amostras e as coldnias apresentaram caracteristicas em conformidade com
aquelas descritas pela literatura: coldnias roseas no meio McConkey, verde metalicas no meio EMB
e amareladas no meio Verde Brilhante (NOLAN et al., 2013).

A prova de indol apresentou resultado positivo com a formagéo de um anel avermelhado na
superficie do meio inclinado, caracteristica de bactéria gram-negativa fermentadora como a
Escherichia coli. A prova de vermelho de metila também teve um resultado positivo, obtendo uma
coloracdo vermelha, demonstrando assim a producdo de &cidos na fermentacdo da glicose,
conforme descrito por Frigatto, Fernandes e Vaz (2008).

Verificou-se a producdo de gas nas amostras inoculadas no Caldo Lauril apos 24 horas de

incubacdo, caracteristicas de bactérias que fermentam rapidamente a lactose, como a Escherichia

112 Jornada Cientifica e Tecnologica e 8° Simpdsio da P6s-Graduacao do IFSULDEMINAS. ISSN: 2319-0124.



coli. Pelo teste de Gram, verificaram-se colonias de bacilos gram-negativos. Na prova de catalase,
houve a liberacdo de bolhas de gas devido a producéo da enzima catalase, que também € uma
caracteristica da Escherichia coli. O mesmo foi observado por Filho (2007) e Nolan et al. (2013).

Na atualidade, ainda ndo ha& estudos suficientes para definir a APEC. Além disso, a
variedade de sorotipos e subtipos é extensa, o que dificulta encontrar ferramentas diagndsticas
confirmatorias, pois devido a ampla variedade de cepas bacterianas, pode haver inumeras
associacdes de fatores de viruléncia e diversas dessas associagdes podem induzir a enfermidade
(SCHOULER et al., 2012).

4. CONCLUSOES

Todos os testes laboratoriais realizados, tanto para o isolamento da bactéria, quanto os testes
bioguimicos, associados ao diagnostico clinico e ao diagndstico anatomopatoldgico, indicam a
deteccdo da APEC como o agente etioldgico do caso em questdo. No entanto, para o diagnostico

conclusivo, seria necessaria a realizacao de testes soroldgicos ou testes moleculares.
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