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Isolamento de Enterobactérias em A
Diaperinus e na Cama de Aviarios no Oestt
do Paran4, Brasil

Isolation of Enteric and Litter Organisms from
Diaperinus in Brooder Chickens Houses in We
State, Brazil

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento d
familia Enterobacteriaceae em adultos de A. diaperinus, |
correlacdo entre as bactérias presentes no inseto e na can
para producdo de frangos de corte no oeste do Parand, Bra
experimento, insetos adultos foram coletados em 14 granije
experimento, foram coletados insetos e material da cama d
aviarios. Os adultos foram anestesiados com éter, macerac
salina e o material da cama colhido por “swab” ¢
enriquecimento ndo seletivo foi feito com caldo BHI e «
Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato. Os meios de
plagueamento foram o agar MacConkey, 4gar Salmonella-
verde-brilhante. As enterobactérias isoladas em adultos d
foram: Proteus Vulgaris, P. mirabilis, Escherichia Coli, Ente
E. agglomerans, E. gergoviae, E. sakasakii, Citrobacter Diver
Pneumoniae, enquanto que na cama foram encontrados Pr
P. mirabilis, Escherichia Coli, Enterobacter Agglomerar
isoladas Salmonella spp. do inseto nem da cama e P.
predominante. E. coli foi freqliente nas granjas, tanto nac
insetos e contribuem na disseminac¢do da colibacilose em

ABSTRACT

This study was conducted to determine bacteri
Enterobacteriaceae in adults of lesser mealworm, A. diapel
the correlation of the bacterial species in the insects and ir
infest poultry brooder houses in West of Parana State, Br
experiment, the adults were collected in 14 poultry houses
experiment the insects and the litter were collected in 12 ¢
The adults were anaesthetized with eter, macerated in sterile
and the litter material was taken off by swab. The enrichrr
plated on the BHI and in Rappaport-Vassiliadis and Tetratic
MacConkey, agar Salmonella-Shigella and agar brilliant g
as plating media for isolating the enterobacteria. The |
isolated in adults of A. diaperinus were: Proteus Vulgar
Escherichia Coli, Enterobacter spp., E. agglomerans, E.
sakasakii, Citrobacter Diversus and Klebsiella Pneumonie
were found Proteus Vulgaris, P. mirabilis, Escherichia Coli
Agglomerans. There was no Salmonella spp. found in the
litter and P. vulgaris was predominant. E. coli was found
houses, in the litter and the insects and the bacteria are |
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INTRODUCAO

O Brasil é consolidado pela alta produtividade da
atividade agropecuaria, dentro da qual a avicultura
vem se destacando no cenario internacional. Qualidade
e baixos custos sao fatores que colocam o Brasil como
0 3° maior produtor e 2° maior exportador de frangos
do mundo. O estado do Parana é o maior produtor de
frangos (18,6% da producdo nacional) e o oeste
paranaense é responsavel por 47% da produc¢édo do
estado (1,13 milhdo de aves/ dia).

Este crescimento tem estimulado praticas de
manejo como o0 aumento do nimero de lotes sobre a
mesma cama (devido a escassez da maravalha) e
intervalos entre lotes algumas vezes reduzido (5 a 10
dias). Estes fatores parecem contribuir para o aumento
populacional de Alphitobius Diaperinus, o cascudinho.
Esse inseto foi encontrado infestando aviarios em
Indiana, Estados Unidos, desde 1950 (Gould & Moses,
1951). Segundo Chernaki & Almeida (2001), o ciclo
total de A. diaperinus a temperatura constante de 28°C
é de 42,5 dias, o que indica que a cada lote introduzido
na granja (o que ocorre a cada 50 dias,
aproximadamente) pode ocorrer uma nova geragao
de insetos, podendo cada fémea produzir acima de 2
mil ovos (Steelman, 1996).

Conforme Harris (1966), os estagios de larva e
adulto alimentam-se de carne e érgdos internos de
aves mortas ou moribundas. Esse habito, somado ao
contato direto do inseto com a cama das aves (rica
em excrementos e restos de racdo), faz desse
colebptero um possivel veiculador de diversos
patdégenos, como o virus da leucose avidria (Eidson
et al. 1965; 1966); virus da Doenca de Gumboro
(McAllister et al. 1995); Coronavirus (Watson et al.
2000); bactérias como Micrococcus sp., Streptococcus
sp., Corynebacterium sp., Bacillus Subtilis,
Staphylococcus Aureus, Proteus Mirabilis, P. vulgaris,
Paracolobactrum Intermedium, Escherichia Coli, E.
intermedia, E. freundii, Serratia Marcescens, Klebsiella-
Aerobacter, Pseudomonas Aeruginosa e Salmonella
Saint Paul; fungos como Aspergillus Flavus, A. niger,
A. repens, A. candidus, Penicillium sp. e Candida sp.
(De las Casas et al., 1972) e protozoarios como Eimeria
(Steelman, 1996; Goodwin & Waltman, 1996).

De las Casas et al. (1968) evidenciaram a
capacidade de A. diaperinus em transmitir Escherichia
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aviarios, embora a maior quantidade de s
sido isolada dos insetos. McAllister ¢
estudando larvas e adultos do inseto, enco
na superficie externa e interna de seus cc
das larvas continham a bactéria por 6 dias
por 10 dias. Porém, apds a passagem de ur
para outro, a bactéria ndo foi mais detect
indicando que ndo ocorre passagem tran:

Dentre as bactérias, as do géner
apresentam maior importancia na avicull
risco de contaminacdo alimentar em se
Essa bactéria j4 foi isolada de A. dia
presenca é rotineiramente verificada
aviarios através de pesquisa bacteriologi
De las Casas et al. (1968), os adultos de
sdo capazes de veicular Salmonella -
Harein et al. (1970) isolaram 5 espécies
em adultos de A. diaperinus, identific:
heidelberg, S. whorthington, S.
thyphimurium var. copenhagen. McAlllist
encontraram S. typhimurium em larvas
Alphitobius Diaperinus, na superficie e
corpo. A bactéria foi isolada das fezes
por 28 dias ap6s uma Unica exposi¢do
Entretanto, Davies & Wray (1995) ndo
isolar S. enteritidis de A. diaperinus, po
de superficie de dois aviarios, 22% |
continham a bactéria. Harein et al. (1
microorganismos da cama e de A.
conclufram que a cama apresentou um |
de bactérias quando comparadas as
insetos. Os autores também encontrara
spp. na superficie da cama e nos inseto

Este trabalho tem como objetivo o |
bactérias da familia Enterobacteriaceae en
diaperinus, buscando também uma corre
bactérias presentes no inseto e na cama, el
producdo de frangos de corte no oeste do

MATERIAL E METODOS
Experimento |

Adultos de Alphitobius Diaperinus (
(Coleoptera: Tenebrionidae) foram cole
granjas avicolas do oeste do Parana e subm
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Experimento Il

Na segunda etapa, foram feitas coletas de insetos
e do material da cama de 12 aviérios localizados na
mesma regido da etapa anterior, em sitios diferentes.

Preparo dos Insetos

Os insetos foram coletados em diversos locais das
granjas, abaixo dos comedouros e acondicionados
em potes plasticos providos de aeracdo. ApGs
encaminhamento das amostras ao laboratoério, os
adultos foram separados do material da cama,
anestesiados em éter e pesados. O macerado foi
feito em condiges assépticas, utilizando-se cubas
e pistilos estéreis. No primeiro experimento, os
adultos foram macerados em 10 mL de agua
destilada estéril e no segundo experimento, em 10 mL
de solugdo salina estéril 0,85%. O macerado em
solucdo salina foi adotado nesta etapa conforme
indicado nos trabalhos de De las Casas et al. (1968,
1972) e Harein et al. (1970, 1972).

Swab de Arrasto

Esta técnica é feita como rotina em aviarios para
detectar presenca de Salmonella spp.

Inicialmente, foi preparado um meio de pré-
enriquecimento em caldo néo seletivo, que
compreende uma solugdo de leite 1% (Leite Molico -
Nestlé S.A.) e Caldo Triptose Fosfato) esterilizados a
121°C por 15 minutos e conservados em frascos
estéreis (500 mL) com tampa rosqueéavel.

Foram utilizados 200 mL por galpdo. No momento
da coleta, gazes com cordas esterilizadas (3 gazes
por galpdo) foram mergulhadas na solugdo e em
seguida arrastadas por toda a area do aviario. Apés
feito o arrasto, as gazes foram novamente
mergulhadas, mantidas fechadas nos vidros e
conservadas em gelo reciclavel. Seis horas antes do
processamento das amostras no laboratdério, os
frascos foram retirados do gelo e mantidos em
temperatura ambiente (+ 25°C).

As etapas bacteriolégicas seguiram a metodologia
empregada para o macerado, conforme Experimento Il
porém as amostras de swab foram homogeneizadas
e colhidas com pipetas estéreis.
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macerado em meios de cultura seletivos- in
MacConkey (MC), agar verde brilhant
Salmonella- Shigella (SS), incubados a 37°
(Experimento I).

Segundo: In6culo das amostras
enriguecimento ndo seletivo Brain Heart
em caldo de enriquecimento seletivo Rappa
(RV) (Experimento | e Il) e caldo Tetr
(Experimento Il). Foram utilizados 2 g de
mL de BHI,0,2gem 20 mLdeRVe2ger

Terceiro: Incubacéo dos caldos de enr
37°e 43°C, por 18 a 24 horas, procedendo
0 plagueamento nos meios seletivo-ind
auxilio de alga niguel-cromo. As placas fc
estufa por 18 a 24 horas a 37°C (Experim

Quarto: Leitura das placas, onde forar
2 ou 3 colbnias pequenas e/ou médias,
da lactose (incolores), com caracteristica d
também aquelas de coloragéo rosada e e

Quinto: Identificacao bioquimica prelir
em repicar de cada uma das placas2a 3 ¢
caracteristicas anteriormente citadas em :
Sugar Iron) e LIA (Lisina Iron Agar), incuba
18 a 24 horas.

Sexto: Provas bioquimicas comple
crescimento bacteriano no TSI foi repica
como o SIM (Sulphide Indol Motility).
vermelho de metila (VM), voges-Proskaue
de Simmons.

Sétimo: Apos 18 a 24 horas a 37°C,
foram comparados com base na tabela de
de Enterobacteriaceae (Quinn et al., 1994

RESULTADOS

N&o foi realizada contagem bacterial
sendo portanto uma andlise estritamente

Experimento |

Foram isoladas dos insetos 9 espécie:
Proteus Vulgaris, P. mirabilis, Esche
Enterobacter spp., E. agglomerans, E.
sakasakii, Citrobacter Diversus e Klebsielle

N&o foi isolada Salmonella spp. nas
macerado de insetos.

Proteus Vulgaris foi encontrado em 71,4
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menor quantidade (7,1%0), K. pneumoniae e demais
espécies de Enterobacter.

Experimento Il

N&o foram isoladas Salmonella spp. dos insetos nem
do material da cama colhido através de swab de
arrasto. Proteus Vulgaris foi a bactéria mais
predominante. As bactérias isoladas da cama nem
sempre estavam presentes nos insetos, embora a
diversidade tenha sido a mesma nas duas condic¢des.
Foi verificado também que a maior porcentagem de
granjas afetadas teve contaminagdo bacteriana
oriunda dos insetos (Tabela 1).

DISCUSSAO

As bactérias isoladas neste estudo foram relatadas
por varios autores americanos nas décadas de 70 e 80,
nao havendo até entdo registros deste tipo de pesquisa
no Brasil. Dessa forma, a caracterizacdo desse inseto
como veiculador de bactérias entéricas torna este estudo
bastante relevante para avicultura brasileira.

Concordando com os resultados deste trabalho, De
las Casas et al. (1972) isolaram os géneros Proteus e
Klebsiella. Segundo Harrison & Harrison (1986), K.
pneumoniae é causadora da pneumonia de
Friedlander's em humanos, entretanto nao ha relatos
de que a doenga seja uma zoonose. Os mesmos
autores citam que o género Citrobacter, também
isolado do inseto neste trabalho, provoca bacteremia
apos penetracdo na mucosa intestinal, podendo até
causar a morte em aves jovens, sendo que,
clinicamente, sinais de diarréia podem ser observados.
Relataram ainda que os géneros Enterobacter e Proteus
sdo geralmente de baixa patogenicidade. Entretanto
Morgan (1965) relata que bactérias gram-negativas
como Proteus sp. podem ser patogénicas ou
potencialmente patogénicas para animais de sangue
quente, incluindo o homem.

O isolamento de Escherichia Coli neste trabalho
confere com os resultados de De las Casas et al. (1968,
1972), Harein et al. (1970, 1972) e McAllister et al.
(1996). E. coli pode infectar aves causando uma
doenca conhecida como colibacilose. O agente causal
é habitante normal do trato intestinal de mamiferos e
aves, entretanto, algumas cepas podem causar a

T Y T T T T T T .
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com os resultados de Davies & Wray (1995
que Alphitobius Diaperinus possa ser
resistente a colonizagdo por esta bac
contaminacdo persistente do ambiente
associados os maiores fatores de risco de ir
et al. (1970, 1972) isolaram espécies de
A. diaperinus, representando 2,2%
populacéo testada, mas acreditam que ess
pode ser significativamente maior e qt
podem ter sido contaminadas por Citre
Proteus spp., que produzem coldnias
Salmonella no &gar verde brilhante. En
ainda que o isolamento da bactéria
precocemente em insetos analisados in
que quando analisados em grupos, relat
que A. diaperinus contribui significa
transmissdo de microorganismos quand
com amostras de cama e po em avidri
Nascimento et al. (2000), a presenca de €
dificulta a acdo dos caldos de ent
(Tetrationato, p. ex.) sobre os micr
competidores. Todos estes fatores pod
auséncia de Salmonella nesta analise, se
amostras analisadas estivessem contamir

CONCLUSOES

Pode-se concluir que os adultos d
Diaperinus albergam bactérias divers
ndo tenham sido isoladas espécies d
estas podem estar presentes, jaque o i
um ambiente rico em matéria organic:
com as aves.

Os resultados indicam que E. coli é bast
em granjas avicolas, tanto na cama, con
que A. diaperinus contribui na dissen
bactéria em aviarios.

O material de cama analisado mos
mesmas bactérias presentes no inseto, po
guantidade por granja avaliada.

Com isso, pode-se afirmar que o ¢
diaperinus deve ser reforcado, bem con
com o manejo da cama de aviarios, pos
sdo fontes de disseminag¢do de microol
frangos de corte.
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Tabela 1 - Bactérias isoladas em macerado de Alphitobius Diaperinus (Panzer) na cama e em ambos substratos, coletac

avicolas do oeste do Parana.

Bactérias Macerado
Proteus Vulgaris 11 (83,3%)
Proteus Mirabilis 6 (50%)
Escherichia Coli 4 (33,3%)
Enterobacter Agglomerans 2 (16,6%)

Cama Macerado e Cam:
8 (66,6%) 9 (75%)
4 (33,3%) 2 (16,6%)
4 (33,3%) 2 (16,6%)
1 (8,3%) 1 (8,3%)
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