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RESUMO

O pato € a espécie de aves aquaticas mais criada no Brasil, porém néo existem
estudos aprofundados a respeito do risco dos ovos de patas na cadeia
alimentar. O objetivo deste trabalho foi delinear as principais caracteristicas das
criacdes integrando os fatores de risco associados a infeccdo de Escherichia
coli em aves e humanos, investigar a presenca dessa bactéria em 38 e 25
dizias de ovos de patas procedentes de feiras livres e propriedades de
subsisténcia no Distrito Federal e estado de Goias, determinando seu perfil
patogénico e perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Cada duzia de ovos
correspondeu a trés amostras: uma amostra de pool casca, uma de pool de
albimen e uma de pool gema, totalizando 567 amostras. Mediante as
informacBes obtidas pelos questionarios aplicados durante a visita nas
propriedades de subsisténcia, observou-se que nao existem programas de
vacinacdo, nem fornecimento de racdo balanceada para os patos, a criacao
geralmente é consorciada com galinhas e o contato entre 0s mesmos ocorria
desde a incubacdo. Obteve-se, pela bacteriologia o isolamento e identificacédo
de E.coli em 17,10% (97/567) de amostras de ovos de patas. Na PCR para
deteccdo dos genes de viruléncia papC, tsh e eae, e de resisténcia o gene iss,
das 97 amostras positivas para E.coli, 35 amostras possuiam genes de
viruléncia, 31,8% (14/44) delas eram de propriedades de subsisténcia e 39,6%
(21/53) de feiras livres. Em meio aos genes pesquisados nos isolados de E.coli
foram positivos 15,46% (15/97) para papC, 21,65% para tsh, 17,52% para iss,
2,06% para eae. Conclui-se que existem cepas patogénicas tanto para aves
guanto para humanos, circulantes em ovos de anseriformes. A investigacao de
resisténcia aos antimicrobianos aliada a pesquisa dos genes de viruléncia e de
resisténcia em isolados de E.coli obtidos de ovos de patos é importante
ferramenta para determinacdo de risco, tanto para sanidade avicola quanto
para saude publica, que essas aves podem exercer.

Palavras-chave: aves aquaticas, resisténcia antimicrobiana, saude publica,

ovos



ABSTRACT

Duck is the most important species of waterfowl reared in Brazil, however, there
are no studies about the risk of duck eggs in the food chain. The main objective
of this study was to outline the main characteristics of waterfowl farms,
integrating the risk factors associated with E. coli infection in birds and humans,
verify the presence of E.coli in 38 and 25 dozen of duck eggs from markets and
subsistence farms in Federal District and Goidas State, determining the
pathogenic profile and the antimicrobial resistance profile. Each dozen eggs
accounted for three samples: a sample pool of eggshell, pool of albumen and a
pool of yolk, totaling samples.The information obtained by questionnaires
applied during the visit to the farms revealed no vaccination program, or supply
of balanced feed for ducks were employed. Duck were reared with chicken and
the contact between the animals occurred since incubation. Through
bacteriology, we isolated and identified E.coli in 17.10% (97/567) of samples of
duck eggs. In PCR for the detection of the virulence genes papC, tsh, and eae
and of the resistance gene iss, of 97 positives samples to E. coli, 35 samples
were positive for virulence genes, 31.8% (14/44) came from farms and 39.6%
(21/53) from markets. The search of genes in E.coli isolates revealed 15.4%
positive to papaC, (15/97) , 21.6% (21/97) positive to tsh, 17.5% (17/97)
positive to iss, and 2% (2/97) positive to eae .It conclusion, there are pathogenic
strains for both birds and humans, circulating in anseriformes eggs. The
investigation of antimicrobial resistance combined with the research of virulence
and resistance genes in E. coli isolates obtained from eggs of ducks is an
important tool to determine the risk these birds may bring to both poultry health

and of public health.

Key-words: waterfowl, antimicrobial resistance, public health, eggs.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Os criatorios industriais de aves aquaticas no Brasil sdo raros, pois
para a populacdo nacional, carne e ovos dessas espécies ainda sao
considerados iguaria restrita a determinadas classes sociais ou costumes
regionais. Entretanto, as criacbes de subsisténcia sdo comuns no Pais e o
comeércio de aves vivas, 0V0s e carne ocorre principalmente entre 0os pequenos
produtores, casas comerciais e feiras livres. Aspectos sanitarios, exigéncias
nutricionais e padrdes fisioldégicos de patos domésticos ainda sdo escassos,
para tanto sdo necessarias diferentes linhas de pesquisa a fim de elucidar tais
caracteristicas.

Anseriformes sao subestimados em relagéo ao risco de transmissao
de cepas patogénicas de Escherichia coli (E.coli) para humanos e animais.
Porém, ja foi comprovado que este patdgeno pode ser veiculado por alimentos
e dgua (EWERS et al., 2009; MA et al., 2012).

As infeccbes por E.coli sdo comuns na medicina veterinaria,
podendo causar enfermidades em diferentes espécies além de quadros
anatomopatoldgicos diversificados. Esta bactéria promove lesdes tao distintas
porque possui diferentes classificagcbes perante seus sorogrupos e
mecanismos de viruléncia.

Anteriormente, esta bactéria era considerada apenas comensal,
porém ao longo dos anos estudos comprovaram que existem cepas
patogénicas, como a 0157:H7, associada a quadros severos de enterite
hemorragicas.

Como ndo existem muitos estudos a respeito dos possiveis
patdgenos que essas aves podem albergar e a maioria de seus produtos ainda
nao é inspecionada por 6rgaos oficiais, a necessidade de maiores pesquisas a
este respeito se faz presente. Desta maneira, 0 objetivo desse estudo €
analisar a frequéncia de E.coli isolada de ovos de patas e identificar seu perfil

patogénico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anseriformes

Anseriforme € uma ordem composta por aproximadamente 151
espécies de aves aquaticas, destacam-se os patos (Cairina moschata), os
gansos (Anser anser), os marrecos (Anas platyrhynchos domesticus) e os
cisnes (Cygnus olor) (FIGUEROLA & GREEN, 2006). Santa Catarina é,
atualmente, o maior polo industrial de producédo e abate de patos, marrecos e
gansos, constituindo 66,24% da producao brasileira, seguido por S&o Paulo
com 28,28% e Minas Gerais com 2,29%. Em 2013, 99% da carne de patos,
marrecos e demais aves relacionadas a esta ordem foram exportadas in
natura, apenas 1% dos produtos era industrializado, e a maioria teve o Oriente
Médio como destino. Nesse mesmo ano foram produzidas mais de 2,5
toneladas de carne de aves aquaticas, sendo 12,93% de patos e 0,97% de
gansos (UBABEF, 2014). Demonstrado assim, a importancia das aves
aquéaticas na avicultura brasileira.

Embora ndo existam tantos relatos de doencas de anseriformes,
estes podem ser afetados por diferentes microrganismos, resultando em
doencas inaparentes ou clinicas. Pesquisas sdo importantes, principalmente
considerando-se 0s aspectos epidemioldgicos, pois algumas enfermidades
presentes em anseriformes apresentam alto risco de transmissdo para
galinhas, tornando-se uma das maiores preocupac¢des atuais na saude avicola.

O conhecimento dos médicos veterinarios a respeito de doencas de
anseriformes ainda € restrito. S80 necessarios maiores estudos sobre este
assunto, jA que, produtos oriundos dessa ordem sdo comumente

comercializados como, carne e ovos.
2.2 Escherichia coli
Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa da familia

Enterobacteriaceae, ndo esporulada, anaerobica facultativa, fermentativa, em

sua maioria moveis (flagelo peretrigueos) e pertence a microbiota entérica de



mamiferos e aves. Crescem em temperaturas de 18 a 44°C sendo 37°C é a
temperatura ideal (FERREIRA & KNOBL, 2009).

Essa bactéria também € caracterizada por suas propriedades
bioquimicas; positiva para reacdo para indol, lisina, motilidade e reacédo de
vermelho metila; negativa para testes para urease e hidrogénio e utilizagao de
citrato. Além disso, algumas cepas podem produzir H,S (OLIVEIRA et al.,
2004; QUINN et al., 2005).

A producao de gas e acido ocorre posteriormente a fermentacao de
manitol, glicose, sorbitol, ramanose, maltose, manose, xilose, arabiose e
glicerol. A grande maioria das estirpes é capaz de fermentar lactose, embora
algumas a fermente tardiamente (ANDREATTI FILHO, 2007).

Em meios de nutrientes solidos as unidades formadoras de colbnias
(UFC) apresentam cerca de 1 a 3mm de diametro tanto com aspecto rugoso
quanto liso, no entanto podem existir colénias intermedidrias e mucoides.
Colbnias rugosas tém aspecto grosseiro e contornos irregulares, ja as colonias
lisas sdo convexas, brilhantes e com bordos regulares (FERREIRA & KNOBL,
2009).

Grande parte de E.coli s&do comensais, ndo apresentam qualquer
gene de viruléncia (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002). Contudo, alguns estudos
descrevem que mesmo cepas de E.coli comensais podem conter um ou mais
genes de viruléncia com potencial de causar doengcas em animais
imunossuprimidos (KARIYAWASAM et al., 2006).

Com base nos mecanismos de viruléncia especificos das cepas
patogénicas, E.coli pode ser classificada em patotipos. Séao eles;
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EaggEC), uropatogénica
(UPEC), de meningite neonatal (NMEC); enteropatogénica para coelhos
(REDEC) e patogénica para aves (APEC) (FERREIRA & KNOBL, 2009).

A cadeia de producao aviaria € alvo de debate e preocupacéo atual,
fundamentados na possivel semelhanca genética entre estirpes de APEC,
NMEC e UPEC. Mesmo que essa hipotese necessite comprovacéo cientifica,
esta pode tornar a colibacilose aviaria uma nova barreira sanitaria entre as
nacoes (CUNHA et al., 2013).



APEC é considerado uma das principais causadores de morbidade e
mortalidade de aves, além de contribuir com perdas econdmicas na industria
avicola (KNOBL et al, 2004). Pode determinar diversos quadros
anatomopatoldgicos, com destaque para pericardites, hepatites, endocardites,
doencas respiratorias (LYNNE et al, 2012) e doencas reprodutivas
(ANDREATTI FILHO, 2007).

Com novas pesquisas a respeito dos inUmeros genes de viruléncia
presentes na APEC, ndo se pode mais considera-la como um patégeno
simplesmente oportunista, uma vez que algumas cepas podem causar a
doenca em animais sadios. Como é o caso das estipes relacionadas a
sindrome da cabeca inchada,que sdo extremamente patogénicas e possuem
caracteristicas mais agressivas, incluindo elevada letalidade, presenca de
ampla combinacdo de genes de viruléncia e capacidade de se aderir aos
diferentes tipos celulares (MATURANA et al., 2011).

Além da diferenciacdo de patogenicidade e agressividade
MATURANA et al. (2011) distinguem as cepas de acordo com a doenca
causada por elas. Os autores citam a existéncia de pelo menos dois subgrupos
dentro do patotipo APEC, classificados conforme seus fatores de viruléncia e
as doencas desenvolvidas por elas. Um deles é composto, principalmente, por
estirpes que determinam a sindrome da cabeca inchada e outro composto
especialmente por estirpes que causam onfalite. Além disso, a diversidade
existente entre estirpes que ocasionam variados quadros clinicos, esta
relacionadas ao numero de genes de viruléncia e suas caracteristicas
fenotipicas como aderéncia e letalidade. Estirpes que causam septicemia ja
foram identificadas em enfermidades distintas em aves, e a aparente
diversidade de cepas que facilitam o acesso da bactéria a corrente saguinea
pode repletir na falta de identificacdo de um conjunto especifico de genes de
viruléncia.

A estrutura da APEC é composta de seguimentos antigénicos que
permitem a diferenciacdo soroldgica e identificacdo de antigenos somaticos O,
flagelares H, fimbrial F e capsular K (FERREIRA & KNOBL, 2009). O antigeno
somatico O corresponde ao lipopolissacarideo (LPS), elemento termo-
resistente que se projeta da membrana externa para o ambiente extracelular. O

lipideo A (endotoxina), componente do LPS, é liberado durante a multiplicagéo



ou apés a morte da bactéria, atuando na ativagdo de macrofagos e de
mediadores da inflamac&o (FERREIRA & KNOBL, 2009).

A adesado ao trato respiratério pela APEC, também é mediado por
fimbrias, com destaque para fimbria tipo 1, fimbria P (pap) e curli. A adesina
regulada pela temperatura (tsh) estad relacionada aos estagios iniciais da
infeccdo. O antigenos K e o gene de resisténcia ao soro (iss) tornam estas
estirpes mais resistentes ao efeito bactericina do soro, e o sistema de aquisicao
de ferro (aerobactina) possibilita a permanéncia e infeccdo do hospedeiro
(HIRSH, 2003; GYLES & FAIRBROTHER, 2010).

Todas as espécies aviarias sao suscetiveis a colibacilose,
caracterizada por causar lesdes extraintestinais, porém a doenca clinica € mais
frequente em frangos, perus e patos. As aves aquaticas, geralmente
apresentam a forma septicémica da doenca, com formacdo de exsudato
caseoso no peritbnio, sacos aéreos e regido perihepatica, hepatomegalia e
esplenomegalia. Patos e gansos jovens sdo 0s mais acometidos e 0s surtos
estdo geralmente relacionados a criagdes sem manejo adequado ou por lagoas
com agua contaminada (BARNES et al., 2008).

2.3 Resisténcia aos antimicrobianos

Apesar de patos, gansos, cisnes e marrecos serem menos
submetidos a antibioticoterapias do que galinhas, alguns estudos tém apontado
cepas de E.coli resistentes a diversos antimicrobianos, como o0s beta-
lactamicos, tetraciclinas e sulfonamidas, evidenciando a importancia dessas
aves como reservatorios de estirpes com potencial zoondtico e capazes de
causar doencas extra-intestinais (EWERS et al., 2009).Tal resisténcia também
ja foi detectada em espécies de aves aquéticas selvagens como gaivotas
(DOLEJSKA et al., 2007), marrecos selvagens (LITERAK et al.,2010) e gansos
selvagens (ONNO, et al., 2009).

Um dos principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos &
a expressao dos genes de viruléncia beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL) e beta-lactamases tipo AmpC (MA et al., 2012). Estes genes
proporcionam o rapido desenvolvimento de resisténcia das enterobactérias as

cefalosporinas de largo espectro por hidrolise do anel beta-lactamico destes



antimicrobianos. Em 2006, o Programa de Vigilancia a Resisténcia
Antimicrobiana Holandés isolou 153 E.coli obtidas de amostras cecais de
frangos saudaveis em diferentes abatedouros na Holanda, em que 80% das
amostras resistentes a cefotaxima carreavam o gene ESBL e 17% carreavam o
gene AmpC (DIERIKX et al., 2010).

Animais e seus produtos destinados a alimentacdo humana,
infectados e contaminados por E.coli produtoras de ESBL, podem ocasionar
resisténcia antimicrobiana em quem os consomem. Além de alimentos, a agua
de lagos e lagoas contaminadas podem veicular esses patdgenos. Da mesma
forma é preocupante a deteccéo de genes ESBL em cepas comensais de E.coli
isoladas de anseriformes, que também servem como veiculo para propagacao
de bactérias resistentes, j4 que o0s animais que as albergam estdo

aparentemente saudaveis (MA et al., 2012).
3.0bjetivo geral

Delinear as principais caracteristicas das criacdes e investigar a
presenca de Escherichia coli em ovos de patas (Cairina moschata) procedentes
de feiras livres e propriedades de subsisténcia no Distrito Federal e estado de
Goias, determinando seu perfil patogénico e perfil de resisténcia aos

antimicrobianos.
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CAPITULO 2 - DETECCAO DE GENES DE VIRULENCIA E
SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DE Escherichia coli EM OVOS
DE PATA (Cairina moschata)

1. INTRODUCAO

O aumento do comércio e do consumo de produtos avicolas em todo
o mundo torna a qualidade e a seguranca desse tipo de alimento uma questao
relevante na saude publica (ASLAM et al., 2014). A criacdo de aves aquaticas
tem aumentado ao longo dos anos em amplitude global, possivelmente em
decorréncia da elevagédo do consumo de carne e ovos de patos (CONOVER et
al. 1997). Entretanto, estudos sobre a prevaléncia de patdgenos nessas aves
ainda sdo escassos (SILVA et al., 2014).

Na garantia de qualidade dos produtos de origem animal, dentre
muitos fatores imprescindiveis estdo a sanidade e a biosseguranca durante a
criagdo. No caso dos anseriformes, o ambiente que essas aves habitam
também é fator determinante, inclusive para qualidade dos ovos (XU et al.,
2014), ja que muitas lagoas ou lagos no Brasil possuem agua contaminada,
promovendo veiculacdo de patdégenos. Além disso, ja foi comprovado que a
ingestdo de ovos de patas que tém acesso a aguas contaminadas por
mercurio, bifenilpoliclorado (CHENG et al., 2013) e clordecona (JONDREVILLE
et al., 2014) pode intoxicar quem 0s consome.

A APEC pode causar lesdes extraintestinais graves em aves,
promovendo prejuizos para avicultura. Esse patotipo esta associado a diversos
quadros clinicos e isto é possivel pelos diferentes arranjos de fatores de
viruléncia que podem estar presentes em cada cepa. Dentre os principais
fatores de viruléncia que caracterizam a APEC estdo a fimbria P (papC),
aerobactina (iucD), a proteina repressora de ferro (irp2), hemaglutinina
termossensivel (tsh), proteina “vacuolating” autotransportadora (vat), toxina
enteroagregativa (astA), proteina de aumento de resisténcia ao soro (iss) e a
colicina V (EWERS et al., 2005).

O gene de viruléncia pap ou fimbria P facilita a adesao da bactéria
em diferentes tecidos do hospedeiro (ROCHA et al., 2002; KNOBL et al., 2004)
e pode causar resposta inflamatéria grave, auxiliando na ultrapassagem de
barreiras dos tecidos e bacteremia (SZEMLAKO et al. (2013). Cada variante do
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gene pap (papA, papC, papE, papF, etc) é responsavel por codificar diferentes
subunidades das fimbrias. Dentre as variantes do gene pap destaca-se o papC
por sua maior deteccdo em APEC do que nos demais patotipos
(KARIYAWASAM & NOLAN, 2011).

O fator de viruléncia tsh, codificado no plasmideo ColV (DOZOIS et
al., 2000) é responsavel pela sintese de proteinas termo-sensiveis com
capacidade hemaglutinante (GYLES& FAIRBROTHER, 2010) que auxiliam nos
estagios iniciais de infeccdes em aves (NGELEKA et al., 2002; ROCHA et al.,
2002;). As proteinas codificadas por este gene, sdo denominadas como termo-
sensiveis, porque seu desempenho € influéncia pela temperatura e elas sao
mais funcionais em baixas do que em altas temperaturas (STATHOPOULOS,
1998).

O gene de resisténcia iss, promove o aumento da resisténcia aos
efeitos liticos do soro, possibilitando maior taxa de sobrevivéncia do agente no
hospedeiro. Este gene também é comumente identificado em isolados APEC
(EWERS et al., 2007).

llhas de patogenicidade (IP) séo ilhas gendmicas, que codificam um
ou mais genes de viruléncia, e parte ou todo arsenal molecular para que esses
genes possam atingir sua célula alvo (VIEIRA, 2009). A IP locus para
esfacelamento de enterdcitos (LEE) € uma das mais estudadas e determinam
lesbes do tipo adesado e esfacelamento de enterdcitos (A/E)(GIRARD, 2005),
presente principalmente nos patotipos EHEC (JORIS et al.,, 2013), EPEC e
STEC(GYLES& FAIRBROTHER, 2010).

O gene eae, localizado na IP LEE (GIRARD, 2005), € um dos
mecanismos de viruléncia que caracterizam as cepas de E.coli diarreiogénicas
(PERSSON, et al.,, 2007) como EHEC, EPEC e STEC. Estes dois ultimos
patotipos também sdo comumente associados como agentes etiologicos de
diarréias graves em humanos nos paises em desenvolvimento (COSTA et al.,
2010), entretanto a cepa O157:H7 esta relacionada ao patotipo EHEC .

Segundo ISHII et al. (2007), o patotipo EPEC tém adquirido maior
importancia entre os patotipos diarreiogénicos, pois além da presenca
frequente do gene eae, ja foi isolado em diferentes espécies animais e também
no meio ambiente, sugerindo menor exigéncia para infectar o hospedeiro. Este

gene de viruléncia, capaz de causar lesbes irreversiveis nos enterécitos



12

(GIRARD, 2005), também foi identificado no patotipo STEC originarios de patos
(WANG et al., 2010).

Cepas de E.coli multirresistentes a antimicrobianos, isoladas de
diferentes animais também tém sido usualmente relatadas. Fato que pode estar
atribuido a presenca genes de resisténcia como o gene iss (YANG et al., 2004;
LIMA-FILHO et al, 2013) e o gene crf detectado em E.coli isoladas de patos
(WANG et al., 2012).

A atividade hemolitica também infere um maior potencial virulento
E.coli. Estudos recentes mostram que cepas hemoliticas podem albergar um
ou mais tipos de hemolisinas (LORENZ et al.,, 2013) que podem inclusive
serem detectadas em E. coli envolvidas em infec¢Bes entéricas e urinarias do
homem (BRITO, 2000).

A pesquisa de APEC em anseriformes, bem como seus mecanismos
de viruléncia e suscetibilidade aos antimicrobianos se faz necesséria, posto
gque essas aves sdo criadas, basicamente, junto com galinhas. Todavia,
enquanto estudos sobre carne e ovos de frangos e sua associacdo com
agentes patogénicos de origem alimentar sdo amplamente disponiveis, esses
sao raros em relagéo aos perigos implicados por patos na cadeia alimentar.

Assim, o0 presente estudo visa caracterizar as propriedades de
subsisténcia criadoras de patos, determinar a frequéncia de APEC em ovos de
patas, detectar seus fatores de viruléncia e perfil de suscetibilidade

antimicrobiano, bem como pontuar os riscos potenciais para a saude humana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local

As andlises bacteriolégicas foram conduzidas e realizadas nos
Laboratorios de Bacteriologia e Biologia molecular do Departamento de
Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da

Universidade Federal de Goias.

2.2 Caracterizacao dos criatorios de patos

Para o delineamento do perfil das propriedades de subsisténcia
criadoras de patos, foram aplicados questionarios com informacdes que
alimentaram o banco de dados, tais como: finalidade da criacdo, espécie de
aves criadas, numero de patos, tipo de abrigo, origem da agua utilizada para
criacao, tipo de alimentacao, origem das aves, tipo de incubacéo, programa de

vacinagao e destino das aves mortas.

2.3 Colheita das amostras

Foram utilizadas 38 duzias (456 ovos) obtidas de diferentes feiras
livres e 25 duzias (300 ovos) originarias dos criatorios de subsisténcia. De cada
dazia foram obtidas trés amostras, compostas por um pool de quatro ovos de
patas, totalizando 567 amostras.

A qualidade externa dos ovos foi avaliada, de acordo com a
presenca de sujidades e rachaduras na casca. Logo apos, foram separadas
assepticamente a casca, a gema e a clara para investigacdo do agente
conforme seus componentes. Para analise foram necessarias amostras com
25g de cada um desses componentes. Posteriormente, foi adicionada agua

peptonada a 0,1%, obtendo a diluicdo de 10°, & 37°C, durante 18-24 horas.



14

2.4 Pesquisa de Escherichia coli

Bacteriologia convencional

Inicialmente as amostras foram fracionadas em aproximadamente
1mL, inoculadas em caldo de BHI a 37° C, durante 18-24 horas, e
posteriormente plagueadas em agar MacConkey.

Foram selecionadas trés a cinco unidades formadoras de colbnias e
repicadas em tubos contendo &gar triplice acucar ferro (TSI), incubadas a
37°C, durante 24 horas (BRASIL, 2003). A identificacdo de Escherichia coli por
testes bioquimicos fenotipicos, caracterizou-se por testes de motilidade,
producao de indol, hidrolise de urease, H2S, malonato, reacdo vermelho metila,
reagao no citrato de Simmons, glucose e lactose.

Os isolados foram submetidos ao teste de hemodlise, realizado em
agar sangue contendo 5% de sangue de ovelha desfibrilado. Ap6s semeadas,
as placas foram incubadas a 37°C por 18 a 24 horas (BRASIL, 2003) para
avaliacdo de presenca ou auséncia de hemdlise.

Posteriormente, os isolados foram inoculados e armazenados em
agar simples inclinado e estocados em temperatura de refrigeracéo (4°C) para

extracdo do DNA.

2.5 Suscetibilidade aos antimicrobianos

Os isolados de E.coli foram submetidos a teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (NATIONAL COMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS - NCCL, 2002).

Mediante uso de agulha de niquel-cromo, trés a cinco colénias
compativeis com a bactéria foram transferidas e incubadas em 5mL de caldo
Casoy até atingir a turvacao de 0,5 na escala MacFarland. Por meio de suabe
umedecido no caldo, realizou-se esfregaco na superficie do meio 4gar Mueller-
Hinton, até obter uma camada uniforme e homogénea. Para permitir a
propagacéo do inéculo no caldo, apés 15min, os discos antimicrobianos foram

colocados sobre a superficie inoculada, mantendo-se uma distancia de 3cm
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entre eles. Posteriormente, as placas foram incubadas, em posicao invertida,
na temperatura de 37° C, durante 18 horas.

A leitura dos halos de inibicdo realizou-se com auxilio de régua e
interpretada conforme as medidas fornecidas pelo fabricante, obtendo-se as
porcentagens de resisténcia, sensibilidade intermediaria e sensibilidade dos
isolados de Escherichia coli.

Os antimicrobianos submetidos a testes de sensibilidade foram:
ampicilina (10pg), amoxicilina (3mcg), ceftiofur (30ug), doxaciclina (30mcg),
enrofloxacina (5ug), neomicina (30pg), sulfametazole (30pg), sulfonamida
(300ug), tetraciclina (30ug), cotrimoxazol (10mcg) e cloranfericol (30ug).

2.6 Técnica da PCR convencional

Extragcdo do DNA gendmico das amostras

Para o procedimento de extracdo, as amostras foram previamente
incubadas em caldo BHI por 24h em temperatura de 37° C para enriquecimento
bacteriano. Para extracao, inicialmente foi colhidolmL da suspenséo da cultura
bacteriana e submetida a centrifugacdo de 13.200 RPM por cinco minutos.
Apoés o descarte do sobrenadante e os precipitados foram ressuspendidos em
800uL de agua MiliQ. Posterior a homogeinizacdo, as amostras foram
submetidas a uma nova centrifugacdo, nas mesmas condi¢cdes citadas
anteriormente. O sobrenadante foi descartado e 80uL de agua MiliQ foram
adicionadas. Logo apds, as amostras foram submetidas a temperatura de 96°C
durante dez minutos. O sobrenadante obtido desse processo foi removido e
mantido congelado em tubos de polipropileno a -20°C para teste de PCR
(SILVA et al., 2011).

Para as reacOes dos diferentes genes de viruléncia foram
empregados pares de oligonucleotideos para papC, tsh (EWERS et al.,2005) e

eae (YU et al., 1992) e o gene de resisténcia iss (Quadrol).
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QUADRO 1 - Sequéncia de primers, numero de pares de bases amplificadas e
condic¢bes ultilizadas na PCR.

Gene Sequéncia de primer 5’-3’ Numero de Autores
pares de
bases
papC  5-TGATATCACGCAGTCAGTAGC-3 205pb RODRIGUEZ
5-CCGGCCATATTCACATAA-3 -SIEKet al.
(2005)
Iss 5-ATC ACA TAG GAT TCT GCC G-3 309pb EWERS et
5-CAG CGG AGT ATA GAT GCC A-3 al.(2005)
Tsh  5-ACT ATT CTC TGC AGG AAG TC-3’ 829pb EWERS et
5-CTT CCG ATG TTC TGAACG T-3 al.(2005)
Eae 5-AAACAGGTGAAACTGTTGCC-3’ 454pb YU et al.
5-CTCTGCAGATTAACCTCTGC-3’ (1992)

A PCR inicia-se pela desnaturacdo, que separa a cadeia dupla de
DNA através de temperaturas elevadas (<90°C). Em seguida, na hibridizacéo,
ocorre a replicacao da sequéncia desejada (40-60°C). A extenséo do DNA, que
sempre é iniciada no extremo 3’ do primer, cria dupla fita a partir de cada fita
simples (GRUNENWALD, 2003). Cada reacao foi efetuada no termociclador
Mastercycler Personal Eppdendorf®, com protocolos descritos pelos autores de

cada par de primers e estdo ilustrados nas Tabelas 1 a 3.

TABELA 1 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR convencional para
amplificacéo do gene papC.

Componentes Volume
Agua ultra pura (Dnase/Rnase-Free Distilled 16,25uL
Water — Invitogen)

Tampao 10X (PCRbuffer10xInvitrogen) 2,5 uL
Mg ClzInvitrogen (50mM) 2,0 uL

dNTP Amersham Biosciences(10mM) 1,0 uL
Primerfoward 0,5 pL

Primer reverse 0,5 uL

Tag polimerase (Invitrogen) 0,25 uL
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DNA 2,0 uL

TOTAL 25,0 pL

Fonte: adaptado de RODRIGUEZ-SIEK et al.(2005).

A amplificacdo gene papC foi adaptada adaptada de RODRIGUEZ-
SIEK et al.,(2005) para um ciclo inicial (hotstart) de 94°C/5min, seguido de 30
ciclos repetidos de 94°C/30seg (anelamento), 58°C/30seg (extensao) e
72°C/2min (desnaturacdo). A programacdo era finalizada com 2min. a 72°C

para maximizar o processo de extensao.

TABELA 2 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR duplex para
amplificacdo dos genes iss e tsh.

Componentes Volume

Agua ultra pura (Dnase/Rnase-Free Distilled 16,3uL
Water — Invitogen)

Tampéao 10X (PCRbuffer10xInvitrogen) 2,5 L

Mg ClaInvitrogen (50mM) 2,0 uL

dNTPAmershamBiosciences (10mM) 1,0 uL

Primerfoward/ Primer reverse iss 0,5 pL

Primerfoward/ Primer reverse tsh 0,5 uL

Taq polimerase (Invitrogen) 0,2 uL

DNA 2,0 uL

TOTAL 25,0 pL

Adaptado de Ewerset al.(2005).

Para o gene iss e tsh, ap6s desnaturacéo inicial de 94°C durante
3min, a amplificacéo foi realizada em 25 ciclos de 94°C/30seg (desnaturacao),
58°C/30seg (anelamento), 68°C/30seg (extensédo) e finalizada com 72°C/10min
(adaptado de EWERS et al., 2005).

TABELA 3 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR para amplificacédo

do gene eae
Componentes Volume
Agua ultra pura (Dnase/Rnase-Free Distilled 35,75 pL

Water — Invitogen)
Tampéao 10X (PCRbuffer10xInvitrogen) 5,0 uL
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Mg ClI; Invitrogen (50mM) 2,0 uL

dNTP Amersham Biosciences (10mM) 1,0 uL
Primer foward 0,5 pL

Primer reverse 0,5 uL

Taq polimerase (Invitrogen) 0,25 uL
DNA 5,0 uL

TOTAL 50,0 pL

Adaptado de YU et al. (1992).

O programado utilizado no termociclador para o gene eae foi
adaptado de YU et al. (1992) com um ciclo inicial de 94°C/2min, seguido de 30
ciclos repetidos de 53°C/2min, 72°C/2min e 94°C/1min. Finalizando o processo
de extensdo com 2min a 72°C.

Como controles positivos para as reacoes da PCR, foram utilizadas
amostras de DNA genbmico de amostras de campo positivas para E. coli
cedida pela professora Dr2 Terezinha Kndbl do Laboratério de Ornitopatologia

da Universidade de Sao Paulo.

Analise estatistica

Os dados foram armazenados em tabelas no programa Excel 2010 e
interpretados mediante analise da frequéncia e submetidos ao teste nao
paramétrico de qui-quadrado (x%), sendo admitindo-se um erro maximo de 5%
(SAMPAIO, 2002).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os anseriformes, o pato foi a espécie escolhida para este
estudo por sua relevancia na cadeia alimentar, ja que sdo as aves aquaticas
mais criadas no Brasil, e tanto a carne quanto 0os ovos sdo consumidos
nacionalmente. Entretanto, ainda ndo existem estudos a fim de caracterizar as
propriedades criadoras de patos no Brasil, especialmente no Distrito Federal e
estado de Goias. Por isso, foram realizados questionarios para caracterizar o

perfil dessas propriedades (Tabela 4).

TABELA 4 — Perfil das 25 propriedades que criam patos, localizadas no Distrito
Federal e estado de Goias nos anos de 2013 e 2014.

Finalidade da criacao

Subsisténcia Comercial
21 4
Espécies de aves criadas
galinhas patos ornamentais
25 25 2
NUumero de patos na criacéo
Até 20 aves 21 a 40 aves 41 a80aves Acimade 80 aves
12 11 1 1
Alimentacé&o utilizada
caseira comercial Milho capim
15 11 24 18
Origem da agua utilizada
lagoa agua corrente agua tratada represa
1 22 2 5
Aquisicao dos patos jovens
casa comercial prépria propriedade
0 25
Tipo de incubacéo
natural(galinha-pata) incubadora
25 0
Vacinacao
Newcastle Coélera Bouba aviaria N&o vacina
6 aviaria/Tifo 13 15
7
Destino das aves mortas
fossa séptica aterro Incineragao outro
1 13 3 8
Tipo de abrigo
Galpéao abrigo rustico Soltos

3 12 10




20

Conforme delineamento do perfil das propriedades de subsisténcia,
o pato foi a espécie de aves aquéticas mais criada no Distrito Federal e estado
de Goias, e em 100% (25/25) dos locais visitados havia criagdo consorciada
com galinhas. O convivio entre estas duas espécies pode facilitar a troca de
agentes infecciosos ou até mesmo de genes de viruléncia ou resisténcia. Além
disso, destaca-se o tipo de incubacédo que em 100% (25/25) das propriedades
era natural galinha-pata, possibilitando uma troca precoce da populacéo
microbiana, a partir dos primeiros dias de vida ou até mesmo via ovo.

Fundamentado em aspectos culturais que patos sdo mais rusticos e
resistentes a doencas do que frangos, a preocupagao com a sanidade dessa
ordem de aves nao foi satisfatoria em nenhum dos locais visitados. A vacina
mais utilizada pelos produtores foi contra a Bouba aviaria, com 52% (13/25) de
ocorréncia. Entretanto, em muitos locais ndo havia qualquer tipo de imunizacéo
nessas aves.

Observou-se também, que o programa de vacinagdo para as aves
aguaticas nesta regido é ainda preocupante, pela infrequente utilizacdo de
vacina contra doenca de Newcastle, com ocorréncia em 24% (6/25) das
propriedades. Este achado permite o surgimento de uma lacuna imunolégica
vulneravel nessas aves, posto que mesmo 0s patos sendo considerados
assintomaticos para esta enfermidade, eles se infectam e podem ser
disseminadores do virus. Este dado é importante até mesmo em relacdo ao
mercado externo, ja que a doenca de Newcastle é uma das enfermidades de
notificacdo compulsoria listadas pela Organizacdo Mundial da Saude Animal
(OIE, 2014).

A alimentacdo dessas aves era basicamente caseira (15/25), milho
(24/25) e capim (18/25). A minoria dos locais utilizava ragbes comerciais
(11/25), e estas eram fabricadas para alimentacdo de frangos e nao para aves
aguaticas. Alimentacdo inadequada e desbalanceada, principalmente nos
primeiros dias de vida, interfere negativamente no desenvolvimento do sistema
imune, prejudica o desempenho e aumenta o risco de infecgdes. Ademais, as
caracteristicas da racgdo fornecida aos animais influenciam na qualidade do ovo
(FREITAS et al.,, 2011). Com isso, a alimentacdo destinada aos patos pode
ocasionar perda nas caracteristicas nutricionais e também favorecer na invaséo

por contaminantes nos ovos.
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Outra informacéo importante foi o destino das aves mortas, onde
52% (13/25) das carcacas eram enterradas e em muitos casos eram apenas
eliminadas em locais afastados, permitindo contaminacao do lencol freatico e o
acesso de outros animais.

Abrigos do tipo rusticos foram os mais frequentes, 48% (12/25), e
em 40% (10/25) das propriedades o0s patos eram criados soltos, o que
possibilita que as aves fiquem sujeitas a fatores climaticos como sol e chuva,
contrariando os critérios de bem estar animal. Entretanto, parece que
caracteristicas genéticas contribuem para o ndo surgimento de enfermidades.

A &gua utilizada, em 88% (22/25) da criacdo de patos foi 4gua
corrente (sem tratamento), que pode facilitar a veiculacdo de patégenos e de
acordo com HOLLMEN et al. (2011) a qualidade da agua influencia no
aparecimento de colibacilose em patos marinhos (Tribe mergini). Ademais, em
algumas das propriedades estudadas as aves tinham livre acesso as
nascentes, utilizada inclusive pelas pessoas, o0 que provavelmente possibilita a
veiculagdo de microrganismos dos patos para humanos. N&o obstante,
MEERBURG et al. (2011) apontam outros fatores que podem influenciar o nivel
de contaminacdo da agua como, a concentragdo de aves por area e o tipo de
fonte de 4gua. Considerando que a agua faz parte do ambiente natural das
aves aqudticas, e que as bactérias da familia Enterobacteriaceae, como E. coli,
sdo componentes da microbiota intestinal de patos domésticos, estes podem
atuar como veiculadores de estirpes patogénicas dessa familia para homem ja
gue normalmente sdo criados préximos aos seres humanos (SILVA et al.,
2014).

Neste estudo, os ovos de patas, antes de serem manipulados para a
pesquisa bacteriolégica, foram avaliados quanto a qualidade externa e
verificou-se que aqueles originarios de feiras livres apresentaram a inspecao,
menos sujidades e rachaduras, diferentes dos ovos das propriedades de
subsisténcia (Figura 1). Este resultado esta em desacordo com BRASIL (1990)
0 qual aponta que os ovos aptos para consumo deverdo ser desprovidos de
sujidades, rupturas ou trincas, submetidos a ovoscopia e devem ser
devidamente acondicionados. Acrescenta-se ainda, que 0s ovos de patas
vendidos na regido Centro Oeste, ndo sdo submetidos a inspecdo e podem

representar riscos a saude publica, posto que informacdes sobre a sanidade
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dessas aves e 0s padrfes sanitarios de producdo e armazenamento sdo

€SCassos.

FIGURA 1 - A. Dulzia de ovos oriunda de feira livre. B. Dlzia de ovos obtida de
propriedade de subsisténcia.

No presente trabalho, o universo amostral foi 75 pools de casca, 75
pools de albume e 75 pools de gema, compostos por quatro ovos cada,
totalizando 225 amostras obtidas de propriedades de subsisténcia e 114 pools
de casca, 114 pools de albume e 114 pools de gema, também compostos por
quatro ovos cada, totalizando 342 amostras originarias de feiras livres. Das 567
amostras analisadas, sendo 225 de propriedades e 342 de feiras, 17,1%
(97/567) foram positivas para Escherichia coli. Esta frequéncia de isolados de
E.coli corrobora com SILVA et al. (2014), que referem o género Escherichia
como o0 menos encontrado em suabes cloacais e amostras de fezes de patos
no estado do Ceara.

Uma das hipéteses a ser considerada referente a baixa frequéncia
de E. coli nas amostras de ovos, é a presenca de componentes quimicos com
acdo antimicrobiana na casca, na cuticula e no albume. Elevados niveis de
enzimas lisozima tipo-c e ovotransferrina, e da proteina ovocalixin-32 foram
detectados em ovos de algumas aves aquaticas, possivelmente pela
necessidade de mecanismos de defesa para sobrevivéncia das espécies em
ambientes de elevada umidade onde estes animais vivem (WELLMAN-
LABADIE et al., 2007). Outra hip6tese seria a possivel acéo bactericida do oléo
secretado pelo uropigeo das aves aquaticas, a qual foi comprovada por
pesquisadores, em analises in vitro. O 6leo produzido pelo House Finch
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(Carpodacus mexicanus) inibiu significativamente o crescimento de diferentes
bactérias (SHAWKEY et al. 2003; GIRAUDEAU et al., 2014).

Mediante a analise visual dos ovos de patas de propriedades de
subsisténcia e de feiras livres, acredita-se que os mesmos foram lavados para
apresentarem um aspecto atrativo ao consumidor. Mesmo assim ndo se
observou diferenca significativa entre as frequéncias de isolados de
Escherichia coli dos ovos de patas obtidos nas propriedades de subsisténcia,
19,5% (44/225), em relacdo aos vendidos em feira livres, 15,5% (53/342).

Referente aos isolados nas estruturas do ovo, obteve-se do total de
amostras positivas 59,8% (58/97) de isolamento na casca, 20,6% (20/97) no
albume, 19,6% (19/97) na gema (Tabela 5). Os resultados semelhantes dos
isolados em ambos os tipos de estabelecimentos e a maior frequéncia obtida
na casca podem ser atribuidas a pouca preocupacdo do produtor com o
aspecto externo dos ovos, a maior permanéncia no ninho nas propriedades, e
até a lavagem inadequada desses produtos para serem comercializados nas

feiras livres.

TABELA 5 - Distribuicdo de E.coli por estruturas do ovo de pata oriundos de 25
propriedades de subsisténcia e 38 feiras livres
Propriedades de

Feiras livres Total

Estrutura subsisténcia 0
do ovo n(+) % n(+) % N %

casca 33 34 25 25,8 58 59,8 NS
albume 7 7,2 13 13,4 20 20,6 NS
gema 4 4.1 15 15,4 19 19,6 NS
Total 44 45,3 53 54,6 97 100

Dados submetidos ao teste ndo paramétrico de qui-quadrado a 5%.

Como pode ser observado na Tabela 5, a casca foi a estrutura do
ovo onde se verificou maior isolamento da bactéria, 59,8% (58/97), tanto nos
ovos de feiras livres quanto nos das propriedades de subsisténcia.
Provavelmente, aspectos higiénico-sanitarios também podem estar envolvidos
com o isolamento de E.coli em ovos de patas. No entanto, estes resultados
diferiram dos encontrados por CARDOSO et al. (2001) que isolaram E.coli em
100% das cascas dos ovos de galinhas caipiras. Outro trabalho, realizado em

feiras livres do Parana apontam a presenca de E.coli por problemas de higiene
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durante a colheita, armazenamento ou na manipulacdo de produtos
(SALVADOR et al., 2011).

A presenca de E.coli no albume (13/20) e na gema (15/19) dos ovos
procedentes de feiras livres reflete a sua qualidade, o que pode ser atribuido a
lavagem dos ovos para diminuir a carga bacteriana da casca, contudo 0s riscos
de contaminacao interna do ovo aumentam pela perda da pelicula protetora da
casca (STRINGHINI et al., 2009).

Outro dado importante analisado foi que tanto nas feiras quanto nas
propriedades visitadas 0s ovos eram armazenados em temperatura ambiente.
Isto pode interferir nas caracteristicas bacteriologicas e nutricionais desse
produto, ja que a perda de peso dos ovos decorrente da reducdo de agua do
albume também é maior em ovos acondicionados em temperatura ambiente
(FREITAS et al., 2011), diminuindo assim seu valor de mercado.

Ademais a lavagem e a temperatura de armazenamento
inadequadas, a menor procura desses produtos quando comparados aos 0voSs
de galinhas, pode propiciar a translocacdo de microrganismos presentes na
casca para as estruturas internas do ovo. O longo periodo de armazenamento,
observado principalmente em feiras, ocorre, possivelmente, por sua
comercializacao unitaria, ao contrario dos ovos de galinha vendidos em duzias.
A venda por unidade e ndo por dizias é mais comum porque estes ovos sao
comercializados, em sua maioria, com finalidade terapéutica (baseado em
costumes regionais).

As hipbteses previamente levantadas a respeito dos efeitos
causados pelo periodo e temperatura de armazenado dos ovos de patas sao
respaldadas por LEANDRO et al. (2005), BARBOSA et al. (2008), MOURA et
al. (2008), FREITAS et al. (2011) e FIGUEIREDO et al. (2011) que os referem
como fatores determinantes para sua qualidade.

A refrigeracdo poderia ser uma alternativa adotada em ambos o0s
tipos de estabelecimentos para prolongar a vida util desse produto, ja que ela
atenua o efeito deletério do tempo durante a estocagem, mantendo a qualidade
dos ovos por um periodo maior (BARBOSA et al.,2008; MOURA et al.,2008;
FIGUEIREDO et al., 2011). E de acordo com as Normas Gerais de Inspec¢ao de
Ovos, ovos frescos devem ser armazenados a temperaturas entre 8°C e 15°C,
com a umidade relativa do ar entre 70% a 90% (BRASIL, 1990).
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Outro objetivo deste trabalho foi determinar a suscetibilidade de
E.coli frente aos antimicrobianos de maior uso na medicina veterinaria e
humana. Verificou-se que 95,8% (93/97) dos isolados de E.coli foram
resistentes a pelo menos um tipo de antimicrobiano e em 91,7% (89/97)
ocorreu sensibilidade intermediaria. Este resultado é preocupante, pois de
acordo com MEULLEN & DIKKEN (2003) as aves aquaticas sédo consideradas
mais resistentes a doencas que galinhas, necessitando de menores cuidados
durante a criacdo. Bem como, sdo raramente submetidas a tratamentos com
antimicrobianos. Talvez um dos fatores que contribuiu para tal frequéncia de
resisténcia seja a criagdo conjunta com galinhas e o contato galinha-pata
desde a incubacdo que ocorre nas propriedades de subsisténcia. Estas
hipéteses séo respaldadas por ADZITEY et al. (2012) que indicam a influéncia
direta do ambiente de criagdo dos patos na sanidade dos mesmos.

A acéo ineficiente dos diversos antimicrobianos sobre esta bactéria
corrobora com as altas taxas de Escherichia coli resistentes (77,5%) isoladas
por ZANATTA et al. (2004) de carcacas de aves comerciais, bem como com a
sensibilidade intermediaria detectada em 93% das amostras de fezes de
gaivotas (ALROY et al., 2011).

Na determinacdo do perfil de suscetibilidade (Figura 2) das 97
amostras de E.coli isoladas de ovos de patas, se obteve resisténcia em:
amoxicilina 44,3% (43/97), neomicina 52,5% (51/97), doxiciclina 57,7% (56/97),
ampicilina 41,2% (40/97), sulfametazole 55,6% (54/97), cloranfenicol 27,8%
(27/97), ceftiofur 48,4% (47/97), tetraciclina 59,8% (58/97), enrofloxacina 30,9%
(30/97), sulfonamida 71,1% (69/97), cotrimoxazol 49,5% (48/97).
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FIGURA 2 - Percentual de sensibilidade, sensibilidade intermediaria e resisténcia de
amostras de Escherichia coli isoladas ovos de patas frente aos diversos
antimicrobianos coletadas no Estado de Goias e Distrito Federal durante os anos
de 2013 e 2014.

As sulfas foram os antimicrobianos que apresentaram menor
eficacia, onde as amostras foram resistentes em 71,1% (69/97) a sulfonamida,
55,6% (54/97) a sulfametazole e 49,5% (48/97) a cotrimoxazol. As altas
porcentagens de resisténcia podem ser atribuidas ao uso frequente,
indiscriminado e por muitos anos desses antimicrobianos, inclusive como
promotor de crescimento na avicultura industrial.

Constatou-se ainda que os isolados foram resistentes a ampicilina e
a amoxicilina em 41,2% (40/97) e 44,3% (43/97), respectivamente. HIDASI et
al. (2013) obtiveram resultados ainda maiores em amostras de psitacideos, em
que 70,9% das isolados de E.coli foram resistentes a amoxicilina e 75,6% a
ampicilina. SMET et al. (2010) acrescentam que a resisténcia a estes
antimicrobianos beta-lactamicos é decorrente da producédo de beta-lactamase
por muitas cepas, tornando-as naturalmente resistentes a estas drogas.

A doxiciclina com 57,7% (56/97), a tetraciclina com 59,8% (58/97), a
neomicina com 52,5% (51/97) e o ceftiofur com 48,4% (47/97) apresentaram
resultados semelhantes entre si, em relacao a porcentagem de resisténcia. Os
antimicrobianos mais eficazes foram a enrofloxacina com 30,9% (30/97) e o
cloranfenicol com 27,8% (27/97) de resisténcia. No entanto, menos sendo 0s
mais eficientes, as taxas de resisténcia continuaram altas, tornando-se
preocupantes. Pois, a enrofloxacina € um antimicrobiano utilizado infec¢des
graves. Ja o cloranfenicol teve sua fabricacdo, importacédo, comercializacdo e

uso proibidos ha muitos anos em animais destinados a alimentacdo (ANVISA,



27

2009) e mesmo assim ainda existem estirpes resistentes a ele talvez por ter
sido um quimioterapico de largo uso em propriedades rurais.

Mesmo com a proibicdo do uso de tetraciclina, cloranfenicol,
sulfonamidas como aditivos moderadores de crescimento nas racdes de
animais de producgéo no Brasil desde 1998 (BRASIL, 1998), niveis alarmantes
de resisténcia para diferentes antimicrobianos vem sendo encontrados na
avicultura comercial (GIGUERE et al., 2010; SANTANA et al., 2011). Bem
como os detectados para doxiciclina, neomicina, enrofloxacina e oxitetraciclina,
de carcacas de frangos destinados para consumo (LIMA-FILHO et al, 2013).

Situacdo semelhante ocorre nas criagbes de aves aquaticas
domésticas, em que mesmo sem 0 uso de antimicrobianos como promotores
de crescimento, a utilizacdo terapéutica dessas drogas pode conferir
resisténcia. MENDES et al. (2013) ressaltam que além de dificultar a
terapéutica, o uso de antimicrobianos na alimentagdo animal também é um
risco potencial para saude publica, posto que existe a possibilidade da
presenca de resquicios dessas drogas na carne, ovos ou leite.

Outra abordagem que necessita ser apontada foi a deteccédo de
E.coli multirresistentes, ja que 7,2% (7/97) das amostras foram resistentes a
dois ou trés antimicrobianos, 14,4% (14/97) a quatro, 23,7% (23/97) a cinco,
4,1% (4/97) a seis, 11,3% (11/97) a sete, 8,2% (8/97) a oito e 9,2% (9/97) a
nove antimicrobianos. Destacando-se quatro cepas resistentes a dez e duas
cepas resistentes a todos os onze antimicrobianos testados, representando
4,1% e 2% do total de isolados, respectivamente. Apenas 3,1% (3/97) dos
isolados foram resistentes a apenas um antimicrobiano, revelando os altos
niveis de multirresisténcia.

LITERAK et al. (2010) referem a colonizagdo das aves aquaticas
selvagens por E.coli multirresistentes originarias de aves domésticas e
humanos, mediante a analise filogenética. Os autores acrescentam que o
contato natural entre aves aquaticas selvagens e agentes antimicrobianos néo
ocorre, logo estes podem se infectar ao procurarem alimento em zonas rurais e
urbanas. Fato este, que € muito mais frequente entre os patos domesticos,
devido a criacdo conjunta com galinhas.

Relatos de E.coli multirresistentes tém se tornado frequentes, como

as isoladas de fezes de criancas no Brasil, onde 43% eram resistentes a trés
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ou mais antimicrobianos (SCALETSKY et al., 2010) e 94,3% das amostras de
conteudo cecal e suabes infraorbitais de frangos de corte e poedeiras
comerciais, com ou sem sinais clinicos, que se mostraram resistentes a, no
minimo, trés antibioticos (BARROS et al., 2012).

O achado de multirresisténcia nos isolados de E.coli presente nos
ovos de patas, que sdo consumidos inclusive com finalidade terapéutica,
indicam que essas aves podem veicular patdgenos resistentes a cadeia
alimentar. Também HIDASI et al. (2013) identificaram a bactéria em fezes de
psitacideos clinicamente saudaveis, com alta resisténcia a antibioticos e
quimioterapicos comumente utilizados na avicultura.

Outro aspecto a ser considerado, além da possibilidade de infeccao
humana pela na ingestdo dos produtos derivados de patos e da veiculacdo de
fendtipos de E. coli resistentes, o risco de contaminacdo de aguas em que
essas aves aquaticas tém acesso também é preocupante. Embora ndo tenha
sido objeto deste estudo, esta preocupacdo se respalda em ALROY et al.,
(2011) os quais detectaram E.coli com 59,2% de resisténcia a diferentes
antimicrobianos em aguas residuais de locais frequentados por gaivotas.
Ressalta-se ainda que marrecos selvagens (Anas platyrhynchos) e gaivotas
(Larusar gentatus) sdo considerados reservatorios de E.coli resistentes aos
antimicrobianos de primeira geragdo, como algumas cefalosporinas de largo
espectro e quilononas. Além de servirem como possiveis produtores e
disseminadores de novos tipos de resisténcia (LITERAK et al.,2010).

Este resultado de alta frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos
em microrganismos intestinais €é preocupante ndo sO porque pode
comprometer o tratamento de infeccbes causadas por estirpes patogénicas,
mas também pela possibilidade de veiculacdo de fatores de resisténcia e
viruléncia entre as cepas (SCALETSKY et al., 2010).

Além do uso indiscriminado de antimicrobianos na avicultura
(RODRIGUES et al., 2006), da permuta genética entre as bactérias (KUHNERT
et al., 2000) através plasmideos e transposons (SUMMERS, 2002),
mecanismos de sobrevivéncia desenvolvidos pela célula bacteriana, como o
sistema Cpx presente na capsula de bactérias Gram-negativas, também podem

estar envolvidos no resisténcia aos antimicrobianos (RAIVIO et al., 2013).
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Os isolados de E.coli também foram submetidas ao teste de
hemdlise em agar sangue, e 40,2% (39/97) tiveram a habilidade de destruir
eritrocitos. Esta capacidade hemolitica se situa entre as caracteristicas
microbianas associadas a viruléncia (RAJI et al., 2003). LORENZ et al. (2013)
obtiveram percentuais mais elevados, em que 86,7% dos isolados de E.coli de
diferentes fontes, como animais e alimentos, produziram hemdlise. No entanto,
BRITO et al. (2000) encontraram resultados discretos, visto que apenas 7%
das estirpes, obtidas de galinhas com lesdes no sistema reprodutor tiveram
atividade hemolitica.

Outros elementos importantes para a resisténcia e viruléncia
bacteriana sdo as combinacdes de genes que facilitam a invaséo, colonizacéo
e permanéncia no hospedeiro. A presenca ou auséncia destes fatores,
agregada a patogenia e quadros intestinais e extraintestinais, permitem a
classificacdo da E.coli em patotipos (CROXEN & FINLAY, 2010). Neste estudo
foram pesquisados os genes de viruléncia papC, tsh e eae, e 0 gene de
resisténcia iss. Os genes papC, tsh e iss foram pesquisados a fim de
caracterizar o patotipo APEC (EWERS et al., 2005), jA os genes eae foram
investigados em busca de patotipos relacinados a saude publica como o EHEC
(ISHII et al., 2007).

Os 97 isolados de E.coli foram submetidos ao teste da PCR
convencional para detecgcédo dos genes de viruléncia e resisténcia, onde 36,1%
(35/97) possuiam pelo menos um dos genes pesquisados. Dos isolados em
propriedades 31,8% (14/44) foram positivos para um dos genes e 39,6%
(21/53) das feiras livres. Os isolados de E.coli foram positivos, 15,4% (15/97)
para papC, 21,6% (21/97) para tsh, 17,5% (17/97) para iss, 2% (2/97) para eae
(Tabela 6).
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TABELA 6 - Frequéncia dos genes papC, tsh, eae e iss, de isolados de E.coli
identificados em ovos de patas de 25 propriedades de
subsisténcia e 38 feiras-livres localizados no Distrito Federal e
estado de Goias.

Propriedades de Feiras livres
subsisténcia Total
Genes N(44) N(53)
n(+) % n(+) % n(+) %

papC 8 18,2 7 15,1 15 15,4

tsh 8 18,2 13 24,5 21 21,6

eae 0 0 2 3,7 02 2,0

iSS 9 20,4 8 15,1 17 17,5

A letra N indica o nimero total de amostras de E.coli isoladas de propriedades de subsisténcia
e feiras livres. n(+) equivale ao numero de amostras positivas para um dos genes de viruléncia.

O gene tsh foi identificado em 21,6% (21/97) dos isolados, obtendo
maior frequéncia entre os quatro pesquisados. Este gene € comumente
detectado na APEC e tem como funcao a sintese de proteinas termo-sensiveis,
com habilidade hemaglutinacdo (GYLES& FAIRBROTHER, 2010), que estéo
presentes na superficie celular (STATHOPOULOS, 1998). O resultado exposto,
foi semelhante ao encontrado por KNOBL et al. (2012) que detectaram o gene
tsh em 26% de E.coli isoladas de 6rgédos de aves com colibacilose.

O gene iss, encontrado em 17,5% (17/97) das E.coli isoladas de
ovos de patas, de acordo com diversos pesquisadores, conferem maior
resisténcia ao efeito litico do soro e tem sido caracterizado como um marcador
de patogenicidade, devido a sua maior prevaléncia em cepas isoladas de aves
doentes (OZAMA et al., 2008; GYLES& FAIRBROTHER, 2010; CORREA et al.,
2013). Também CORREA et al. (2013) detectaram este gene em 87,5% das
APEC isoladas de suabes cloacais, 100% de inglavio e 87,5% de érgaos de
psitacideos.

A correlacdo dos isolados positivos para 0 gene iss que
apresentaram multirresisténcia, também se faz importante, visto que 76,5%
(13/17) dos isolados de E.coli eram multirresistentes a, no minimo, quatro
antimicrobianos. Dentre estas, 23,5% (4/17) foram resistentes a nove ou dez
antimicrobianos. Associacdo semelhante foi realizada em isolados de E.coli,
obtidos de galinhas e leitdes na China que apresentaram resistentes a
multiplos antimicrobianos (YANG et al.,, 2004) e de carcacas de frangos de
corte no Brasil (LIMA-FILHO et al, 2013). Diante de tal associacao, infere-se
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gue o gene iss pode ser utilizado como marcador de estirpes multirresistentes
(YANG et al., 2004; LIMA-FILHO et al, 2013)

Além disso, a presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos
em linhagens aviarias, comensais ou patogénicas, sugere a transferéncia
horizontal de material genético entre diversas estirpes (BARROS et al., 2012),
e aumenta o potencial de risco de doencas em individuos imunossuprimidos ou
higidos. Posto que, a identificacdo do fator iss indica a presenca de
plasmideos que os carreiam, conferindo maior facilidade de transmissédo desse
gene as cepas bactérias de outras espécies, inclusive para seres humanos
(ABREU et al., 2010; GYLES & FAIRBROTHER, 2010).

O gene papC foi detectado em 15,4% (15/97) dos isolados de E.coli
dos ovos de pata. Sua expressao tem ocorrido mais em aves com colibacilose,
e possivelmente esteja relacionada a colonizagdo de 6rgdos internos e com
estagios avancados da doenca (POURBAKHSH et al., 1997). Também, KNOBL
et al. (2008), identificaram maior percentual deste gene (37,5%) em 6rgdos de
papagaios com colibacilose. A diferenca entre a porcentagem de isolamento do
gene pode estar relacionada a origem das amostras, neste estudo utilizou-se
em ovos produzidos por aves aquaticas, aparentemente saudaveis, e 0 dos
pesquisadores acima utilizaram amostras de papagaios doentes.

J4 o gene eae, comumente presente em cepas O157:H7, foi
detectado em apenas 2,06% (2/97) dos isolados de E.coli dos ovos de patas.
JOKINEN et al. (2011) analisando amostras fecais de diferentes espécies de
animais analisados para pesquisa da cepa O157:H7, observaram que oS
patos e gansos foram os que tiveram menor frequéncia de isolamento dessa
estirpe.

A infrequéncia desse gene em ovos de patas corrobora com
SALEHI (2014) que o identificou em apenas 3,10% das amostras de fezes de
pombos (ISHII et al., 2007) e em 7,5% em fezes de patos e gansos. Por outro
lado, diferem dos encontrados em fezes de pato-real (Anas Boschas) no
Canada, em que 16% das amostras foram positivos para o gene (CHANDRAN
& MAZUMDER 2014). No estudo de OH et al. (2011) a maioria das estirpes
positivas para eae foram isoladas de aves aquaticas. Contudo, mesmo que a

porcentagem de deteccdo tenha sido baixa, este resultado é importante, pois
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0s patotipos que albergam este fator tém alto potencial propaga¢ao de doencas
infecciosas que impactuam a saude publica (JORIS et al., 2013; SALEHI,
2014).

Ademais, CHANDRAN & MAZUMDER (2014) alegam que a
presenca isolada do gene eae ndo pode determinar a patogenicidade das
estirpes. Para afirmar que isolados de E. coli, contendo o gene eae, sejam
realmente patogénicas, pesquisas devem ser realizadas envolvendo outros
fatores de viruléncia que caracterizam o patotipo EHEC.

Para o esclarecimento sobre os dois isolados positivos para o gene
eae pode-se considerar em duas hipdteses. A primeira seria baseada nas
informacBes obtidas pelos questionarios aplicados nas aviculturas de
subsisténcia e na caracterizacao visual realizada nos locais visitados, em que a
presenca de pocos e lagoas sem tratamento, muitas vezes contaminados por
esgoto das residéncias rurais, podem ter servido como fonte de infeccdo das
aves aquaticas por E.coli diarreiogénicas. A outra seria por contaminagao
durante a manipulagdo dos ovos, por pessoas infectadas com E.coli
diarreiogénicas.

Aves que albergam patégenos com alto potencial zoonético, podem
contaminar fontes de agua, causando impacto na saude publica (JOKINEN et
al., 2011; OH et al., 2011; CHANDRAN & MAZUMDER, 2014). Assim como
pombos urbanos (Columbia livia) se infectam com cepas de E.coli
diarreiogénicas de seres humanos devido ao contato préximo com 0S mesmos,
além do livre acesso a lixdes (incluindo lixo hospitalar) (SILVA et al., 2009), os
hébitos dos patos também podem facilitar a infeccéo por este tipo de E.coli.

Em relacdo a quantidade de genes detectados em cada amostra,
45,7%(16/35) foram positivas para apenas um gene de viruléncia,
45,7%(16/35) para dois genes, 8,5% (3/35) para trés genes e nao foram

detectadas combinacdes com 0s quatro genes pesquisados (Tabela 7).
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TABELA 7 - Genes papC, iss, tsh, e eae suas associagdes, pesquisados em
amostras de E.coli isoladas de ovos de patas oriundas de
propriedades de subsisténcia e feiras-livres localizados no Distrito
Federal e estado de Goias.

Total de genes

Propriedades de : :
A Feiras livres
Genes subsisténcias Total )
N(44) N(53)
n(+) % n(+) % n+) %
1 gene 9 20,45 7 1320 16 457 NS
2 genes
papC+ iss+ 0 0 3 5,7 3 - NS
papC+ tsh+ 1 2,3 4 7,5 S - NS
iss+ tsh+ 3 6,8 5 9,4 8 - NS
Subtotal 4 9,1 12 22,6 16 45,7 -
3 genes
+ +
papiC;S:sh 1 2,3 2 3,8 3 - NS
Subtotal 1 2,3 2 3,8 3 8,5 -
TOTAL 14 31,8 21 39,6 35 - NS

Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de qui-quadrado a 5%.

Verifica-se na mesma Tabela, que os arranjos com até dois genes
foram encontrados em 9,1% das amostras obtidas de propriedades e 22,7%
das feiras livres. Um Unico tipo de combinacdo com trés genes
(papC+,tsh+,iss+) foi detectado em 2,3% e 3,8% dos isolados em propriedades
de subsisténcia e feiras, respectivamente. Estes resultados corroboram com
EWERS et al. (2005) que citaram a diferentes associa¢cdes dos fatores de
viruléncia nas cepas de APEC e isto dificulta a caracterizacdo genotipica desse
patotipo ou até mesmo o detalhamento sobre os genes de viruléncia e suas
combinagodes.

Esta combinacdo de trés genes (papC+,tsh+,iss+) detectada nos
isolados deste estudo, provavelmente potencializa o papel patogénico dos
isolados de E. coli o que se sustenta em NGELEKA et al. (2002) os quais
mostraram que a patogenicidade das cepas de E.coli em infec¢cdes extra-
intestinais depende do arranjo dos fatores de viruléncia. Os mesmos autores
demonstraram que a presenca dos trés genes papC+,tsh+,iss+ nas APEC,
aumentou a patogenicidade dos isolados. SAIDENBERG et al. (2013)
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acrescentam que 0s genes iss, pap,tsh, dentre outros, identificados em E.coli
isoladas de Mutum-do-Nordeste (Pauxi mitu), aparentemente sadios, pode
afetar uma espécie nativa ameacada de extincéo.

A alta prevaléncia de determinados fatores de viruléncia em animais,
cujo seus produtos serdo destinados ao consumo humano, como os ovos de
patas, facilita a transferéncia desses genes para a microbiota do organismo
humano (LIU et al., 2013). Ademais, a presenca de fatores de viruléncia,
comuns entre bactérias isoladas aves e humanos, como o0s genes papC, tsh e
iss obtidos de E.coli extraintestinais, detectadas tanto de carcacas de frangos e
perus vendidos no varejo do Canada, quanto de fezes e sangue humanos,
advertem um maior risco de ocasionar doencas veiculadas por alimentos
(ASLAM et al., 2014).
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4. CONCLUSOES

Conclui-se que as propriedades contém patos consorciados com
galinha, que n&o existe preocupacdo com a sanidade, bem como com a
alimentacéao e o tipo de abrigo.

E.coli foi isolada da casca, do albume e da gema, e 0s genes de
viruléncia tsh, papC e eae e 0 gene de resisténcia iss foram detectados nos
isolados. As cepas positivas para 0 gene eae podem estar relacionadas a
estipes de E.coli diarreiogénicas que causam graves doengas em humanos.

A maioria dos isolados de E.coli apresentou multirresisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos utilizados em medicina veterinaria e

humana, inclusive o cloranfenicol.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A criacdo de aves aquaticas é um habito comum entre os brasileiros,
principalmente a producdo consorciada com galinhas. A comercializacdo e
consumo de carne e ovos dessas aves, ja ultrapassou ambitos regionais e
atingiu o paladar de consumidores por todo pais. Com a elevacéo da produc¢éo
e consumo desses produtos, também houve uma elevacdo do risco de
transmissdo de patdgenos com mecanismos de infeccdo até mesmo
desconhecidos.

O delineamento do perfil das propriedades de subsisténcia criadoras
de patos permitiu esclarecer que a criacdo em conjunto com galinhas pode
estar envolvida com a alta taxa de cepas multirresistentes a antimicrobianos
isolados dos ovos de patas, ja que aves aquaticas raramente sdo submetidas a
antibioticoterapia. Além disso, a inexisténcia de programas de vacinacdo para
essa ordem de aves as torna vulverais a qualquer tipo de desafio, até mesmo
agueles listados na OIE, como Newcastle.

As analises dos resultados deste trabalho também indicam a
necessidade de adocao de programas sanitarios voltados exclusivamente para
aves aquaticas domésticas, como 0s patos. Isso envolve a criacdo exclusiva,
sem consorcio com outras espécies, afim de evitar a transmissao de patdogenos
ou mesmo de genes de viruléncia entre elas. Além disso, a tecnificacdo dos
criatérios, a elaboracdo de programas higiénico-sanitarios melhores na
producdo e controle no acondicionamento desses ovos, pode melhorar a sua
qualidade.

Saneamento basico ainda ndo abrange toda populacdo brasileira,
com destaque as regides carentes e zonas rurais. Nestes locais 0 esgoto das
residéncias € escoado a céu aberto, aumentando a possibilidade de
contaminacdo das fontes de agua e de doencas veiculadas por ela. O livre
acesso das aves aquaticas domésticas e selvagens a fontes de aguas
contaminadas permite a infeccdo dessas por patdogenos importantes para
sanidade avicola e para saude publica.

Escherichia coli possui diferentes classificacbes perante seus
patotipos e mecanismos de viruléncia. Essa diversidade antigénica e de

patotipos pode explicar a natureza da manifestacdo clinico-patologica da



47

maioria das doencas causadas por ela. Os inidmeros genes de viruléncia, que
podem estar presentes em isolados de E.coli, desenvolvem mecanismos
complexos para invaséo e colonizacao da célula hospedeira. Mais estudos séo
necessarios para identificacdo e caracterizacdo destes genes, e assim
proporcionar maior esclarecimento dos processos patogénicos utilizados por
essas bactérias para infectar seus hospedeiros.

O isolamento e identificacdo de patébgenos em ovos de patas,
atualmente, se faz necessario para avaliar importancia das aves aquaticas nas
doencas veiculadas por alimentos. Ja que, o consumo dos produtos originarios
dessas aves tem crescido vertiginosamente. Podendo ser exemplificado pela
venda desses ovos em 100% das feiras livres visitadas no Distrito Federal e
estado de Goiés.

N&o houve diferenca significativa entre os isolados de E.coli das
propriedades de subsisténcia e das feiras livres, bem como na frequéncia de
fatores de viruléncia detectados nessas amostras. Mesmo que a maioria dos
isolados ndo tenha sido positivo para nenhum dos quatro genes estudados, as
35 estirpes positivas a um ou mais genes possuem mecanismos capazes de
causar doenca. Elucidando que o risco de transmissdo de patégenos via ovo,
se faz presente em ambos os locais. Entretanto, os isolados de feiras sdo mais
preocupantes, posto que o nimero de pessoas expostos ao risco € maior.

A facilidade de transmisséo dos genes plasmidiais, como o gene iss,
dificulta o controle de determinadas bactérias e € importante no aumento do
potencial de patogenicidade de estirpes. Fatores de resisténcia sérrica, como o
gene iss,sdo essenciais para APEC pois, permitem a infeccdo do hospedeiro
mesmo em ambientes adversos. As adesinas, como as codificadas pelos
genes papC e tsh, sdo elementos essenciais nos estagios iniciais da invasao
ao organismo hospedeiro. A combinacgao de genes de viruléncia com diferentes
finalidades dificulta o combate pelos mecanismos de organismo hospedeiro e a
acao dos antimicrobianos.

A deteccao do gene eae em duas cepas isoladas da casca ressalta
a relevancia sanitaria dessas aves na cadeia alimentar e na sanidade avicola.
Pois, esse fator de viruléncia é comumente encontrado em cepas O157:H7 do

patotipo EHEC. Possibilitando assim, o desenvolvimento de lesdo do tipo
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adesdo e esfacelamento de enterdcito (A/E), promovendo infeccdo intestinal
severa pela ingestao de ovos de patas.

A investigacao de resisténcia aos antimicrobianos aliada a pesquisa
dos genes de viruléncia em isolados de E.coli presentes em ovos de patas
consumidos por humanos, é importante ferramenta para determinacdo das
medidas a serem implantadas com relacdo aos programas de sanidade, bem
como a interferéncia negativa do convivio entre diferentes espécies, como aves
aguaticas e galinhas.

Conhecimento mais profundo sobre os fatores de viruléncia, bem
como os genes ligados a resisténcia antimicrobiana de amostras de E.coli
isoladas de ovos patas serdo de grande auxilio para o desenvolvimento de
medidas higiénico-sanitarias, assegurando o controle de patdégenos nesse

produto.



