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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com objetivos de detectar genes de viruléncia em
Escherichia coli isoladas de 6rgdos de frangos de corte de criagcdes industriais e
alternativas, bem como identificar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos utilizados em
medicina humana e veterinaria. Para tanto foram coletadas 496 amostras de 6rgaos de
32 lotes em abatedouros de diferentes regibes do Estado de Goids com lesdes de
hepatite, pericardite, aerossaculite e celulite. E. coli foi identificada em 76,21% (378/496)
das amostras pesquisadas com o0s seguintes resultados: 76,92% (80/104) em hepatite,
73,88% (99/134) em pericardite, 77,95% (99/127) em aerossaculite e 77,95% (100/131)
em celulite. Nos isolados de E. coli, foi feita a pesquisa dos genes papC, tsh, iuc e iss. O
gene tsh e o iuc foram os que apresentaram maiores valores, 44,4% (32/72) e 45,8%
(33/72), respectivamente. Para a detec¢do simultdnea dos genes, o maior valor (p<0,05)
foi observado para tsh-iuc com 12,5% (9/72), entre tsh-iuc-iss com 11,1% (8/72) e entre
0s quatro genes deste estudo com 13,9% (10/72). Em criacdes alternativas, foram
coletadas amostras de 32 propriedades onde aves ndo apresentavam quadros
respiratorios e 32 onde apresentavam quadros respiratérios. Durante as necropsias, as
alteracdes clinicas e anatomopatologicas foram avaliadas e fragmentos de figado e
coracdo, bem como contetdo intestinal e suabes de traquéia e sacos aéreos foram
coletados de cada ave. E. coli foi isolada de aves sem quadro respiratério em 5,3%
(5/95), 7,4% (7/95), 4,2% (4/95), 3,2% (3/95) e 3,2% (3/95) em amostras de figado,
coracdo, sacos aéreos, intestino e traquéia respectivamente. Em aves com sinais
respiratérios, E. coli foi identificada em 22,7% (35/154), 18,2% (28/154), 22,7% (35/154),
18,3% (29/154) e 18,3% (29/154) das amostras de figados, coracdo, sacos aéreos,
intestino e traguéia respectivamente. As frequéncias de isolamento de E. coli e de
achados anatomopatolégicos a necropsia foram menores (p<0,05) para criagbes sem
quadro respiratério quando comparadas as com quadro respiratério. Para o grupo sem
quadro respiratorio, diferiram a detecgdo entre iuc, 36,4% (8/22), e iss, 9,1% (2/22). A
detecgcdo simultanea entre iuc-iss apresentou (p<0,05) os maiores resultados, 10,1%
(7/69), para o grupo com quadro respiratério. Em relagdo a determinagdo do perfil de
resisténcia e a presenca do iss, para amostras de frangos de corte industrial, os maiores
valores foram para doxiciclina, oxitetraciclina e enrofloxacina quando o iss esteve
presente. Em isolados de frangos de corte de criagbes alternativas, quando o gene iss
esteve presente, obteve-se maior percentual de resisténcia para ampicilina e
ciprofloxacina. Conclui-se que os genes pap, tsh, iuc e iss estiveram presentes em
isolados de E. coli, determinando maior atuagdo quando ocorreu associacao entre pelo
menos dois genes e que 0s niveis de resisténcia aos antimicrobianos foram elevados em
isolados de E. coli independente do sistema de criacdo das aves.

Palavras-chave: aves, colibacilose, genes de viruléncia, suscetibilidade.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

A evolucdo nos parametros de producdo de frangos de corte de
crescimento rapido demonstra claramente o progresso obtido pela avicultura
industrial. A sele¢éo genética, bem como melhorias na nutricdo, manejo, sanidade
e nas condi¢cdes ambientais tém resultado em desenvolvimento mais eficiente de
frangos de corte, e tem atendido demandas e exigéncias dos mercados
consumidores com maior inser¢cdo no mercado internacional.

Neste sentido, o Brasil ostentou no “ranking” internacional em 2012, o
posto de maior exportador e terceiro maior produtor, a producdo brasileira de
carne de frango foi de 12,645 milhdes de toneladas com exportacdo de mais de
3,9 milhdes de toneladas do produto (UBABEF, 2013).

Contudo, este rapido crescimento de frangos de corte tem sido
associado com alguns distirbios que muitas vezes reduzem o bem-estar e
desempenho das aves. Além disso, ha uma parcela da sociedade que possui
preferéncia sensorial por outro tipo de carne, o de criagdo alternativa, uma vez
gue aves com crescimento lento apresentam atributos diferenciados na qualidade
da carne, como maior textura e coloracdo da carne mais acentuada, diferente do
rosa palido das carnes dos frangos industriais (SANTOS, 2004).

As criagOes alternativas de frangos de corte, diferentemente da
avicultura industrial, sdo abatidas com no minimo 85 dias (BRASIL, 1999). Na
avicultura brasileira, as principais linhagens utilizadas em criacfes alternativas
sdo: Label Rouge, Redbro Plumé, ou pesaddo e Gris Barre Plumé, conhecida
como Carijo. Os principais fatores de controle relacionados as caracteristicas
sensoriais da carne de frangos de corte deste tipo de criagdo sédo a idade ao
abate, sexo, tipos de linhagens e a alimentacéo utilizada (R1ZZI et al., 2007).

Outro destaque deste tipo criagdo na avicultura se deve a exigéncia de
alimentos sem residuos quimicos e com producdo mais natural em consonancia
com o bem estar, preservacdo ambiental e saude publica. Esta nova realidade

tem dado impulso a criagdo em sistemas que reduzem ou eliminem a utilizagédo de



antimicrobianos e ingredientes de origem animal (ANDRADE, 2005). Pesquisas
em frangos de crescimento lento e seu sistema de producao tém se intensificado
com o intuito de garantir uma atividade rentavel para os produtores e um produto
final de qualidade com valor agregado (NASCIMENTO et al., 2009; PINHEIRO et
al., 2011).

Nota-se, no entanto, que nem sempre as medidas de biosseguranca
sao obedecidas, mesmo em criagfes industriais, uma vez que os galpbes muitas
vezes apresentam alta densidade, ou mesmo o manejo empregado predispbéem a
enfermidades, principalmente doencas respiratorias, que podem ser agravadas
pela acdo de Escherichia coli que pode desencadear niveis significativos de
mortalidade e morbilidade no lote. Sabe-se que infec¢cdes causadas por esta
bactéria, denominadas de colibacilose avicola, transformaram-se em ameaca
econdmica a producdo de aves no mundo (ANTAO et al., 2008). Na espécie
avicola, as amostras de E. coli patogénica para aves (APEC) sdo responsaveis
por uma doenca sistémica que comeca com infec¢do do trato respiratério e evolui
para septicemia (MOULIN-SCHOULEUR et al.,, 2007), além de causar o
agravamento de outras doencas (TIVENDALE et al., 2004).

A severidade da infeccdo é, em parte, dependente da patogenicidade
da cepa e atribuida a presenca de genes de viruléncia (KWON et al., 2008).
Diferentes isolados podem induzir a colibacilose avidria, bem como abrigar
diferentes associacdes de genes de viruléncia (SCHOULER et al., 2012). Embora
ja tenha sido relatado que alguns genes que codificam fatores de viruléncia
estejam presentes em plasmideos conjugativos envolvidos na letalidade dos
embrides, dados sobre a associacdo entre estes tem sido restritos (OH et al.,
2012).

TEJKOWSKI (2012) afirmou que cepas APEC determinantes de lesbes
apresentam pelo menos um fator relacionado a adeséao, um a aquisicao de ferro e
um a resisténcia seérica, porém a frequéncia de alguns genes tem apresentado
variacOes de forma significativa em diversos trabalhos com APEC.

Aliado a importancia conferida as cepas APEC e a tendéncia de
criacbes com menor utilizacdo de antimicrobianos, tem-se em saude publica a
questao do crescente aumento de resisténcia aos antimicrobianos. Muito destes

antimicrobianos tém sido utilizados como promotores de crescimento na produca



de frangos de corte ha décadas, sustentando a cadeia avicola, melhorando o
desempenho animal, a conversao alimentar e diminuindo a mortalidade causada
por infec¢Bes clinicas (FUKAYAMA et al., 2005). Além de reduzirem o custo de
producdo, a idade ao abate e a incidéncia de doencas (GORNIAK & SPINOSA,
2007).

Apoés anos de uso de antimicrobianos como promotores de crescimento
na alimentagcédo de aves, alguns questionamentos foram levantados. Dentre eles,
se residuos destes antimicrobianos poderiam permanecer na carne e serem
veiculados ao consumidor final (FUKAYAMA et al., 2005). O uso abusivo destas
drogas agrava o desenvolvimento da resisténcia bacteriana, sendo cada vez mais
evidente tanto em humanos quanto animais (WALLMANN, 2006), dificultando o
tratamento das infec¢des bacterianas.

O fato é que a resisténcia de E. coli a classes de agentes
antimicrobianos é um achado comum, tanto na medicina humana quanto na
veterinaria, o que tem causado um crescente impacto no que seriam opc¢oes
terapéuticas viaveis (BAUM & MARRE, 2005). Com isso, é cada vez mais
frequente a necessidade de monitorar a resisténcia a antimicrobianos como fator
determinante para eleicao e éxito do tratamento (BARROS et al., 2012).

Em estudo desenvolvido por ABREU (2010) se verificou resisténcia a
multiplos antimicrobianos pode indicar um possivel potencial patogénico das
cepas de E. coli para todos os tipos de aves, animais e mesmo para 0 homem.
Também GONCALVES et al. (2012) verificaram que isolados de E. coli
apresentaram resisténcia a antimicrobianos de uso comum no tratamento de
enfermidades em frangos de corte, 0s quais podem permitir o surgimento de
resisténcia cruzada com outras enterobactérias, representando um risco de
selecdo de cepas patogénicas para aves assim como para seres humanos.

A preocupacgdo acerca da resisténcia aos antimicrobianos e sua
transmissdo a isolados de origem humana é muito relevante uma vez que
bactérias resistentes podem colonizar o trato intestinal humano e os genes de
resisténcia serdo disseminados para as bactérias enddgenas humanas (SAHOO

et al. 2012). Inclusive, frangos de corte podem ser considerados como veiculo



Importante para disseminacao de E. coli resistente a antimicrobianos (LITERAK et
al., 2013).

1.2 REVISAO DE LITERATURA

A industria avicola de frangos de corte é viavel apenas por meio da
criacdo em alta densidade. Como consequéncia, o ar respirado torna-se de
qualidade ruim e pode determinar lesées no trato respiratério, propiciando
condicbes ideais para a instalagcdo e a multiplicacdo de agentes infecciosos
(GAMA, 2004). Em criacdes alternativas, as multiplas idades em um mesmo
ambiente também facilitam a instalacdo da colibacilose. Desta forma, é
necessario considerar que fatores ambientais como altas concentracdes de
amoénia no galpédo, deficiéncia na ventilacdo, variagbes climaticas, umidade da
cama, criacbes com alta densidade e deficiéncia no processo de desinfeccdo séo
fatores de risco para disseminacao deste patdgeno e devem ser avaliados para
promogé&o de medidas de controle eficazes (ANDREATTI FILHO, 2006).

Ressalta-se que, na maior parte dos casos, 0s problemas respiratorios
diagnosticados em frangos de corte ndo envolvem apenas um agente. Diversos
patdgenos podem estar implicados com as enfermidades respiratérias em
frangos, porém E. coli participa com frequéncia de tais enfermidades. Os virus, 0s
imunossupressores, 0s fungos e as bactérias se relacionam de modo complexo,
facilitando a invasdo no trato respiratorio por E. coli (NASCIMENTO, 2000).

As cepas de E. coli sdo divididas em pat6tipos com base nas diferentes
sindromes e caracteristicas clinicas causadas: enteropatogénicos (EPEC),
enterotoxigénicos (ETEC), enteroinvasivos (EIEC), enterohemorragicos (EHEC),
difusamente aderente (DAEC), meningite (NMEC), uropatogénicos (UPEC) e E.
coli patogénica para aves (APEC) (GERMANO & GERMANO, 2008). A estrutura
da E. coli patogénica para aves (APEC) é composta de segmentos antigénicos
que contribuem para a diferenciacdo soroldgica dos sorotipos de E. coli, baseada
na identificacdo dos antigenos flagelares (H), capsulares (K), somaticos (O) e
fimbrias (F) (FERREIRA & KNOBL, 2009).



Os antigenos flagelares embora sejam auxiliares na locomocao
bacteriana, ndo sao utilizados com frequéncia na identificacdo antigénica das
amostras de E. coli e a presenca de flagelo ndo tem sido correlacionada com
patogenicidade. Os antigenos capsulares K, por sua vez, possuem
polissacarideos capsulares que protegem a membrana externa da parede do
ataque do sistema complemento e impedem a fagocitose (FERREIRA & KNOBL,
2009). Estudos sugerem que capsulas K1 estdo associadas com a resisténcia
sérica ao sistema complemento e colonizagdo de 6rgdos internos (MELLATA et
al., 2003).

O antigeno somatico “O” é constituido por uma cadeia de
polissacarideo que se projeta para 0 espaco extracelular e sua composicao é
extremamente varidvel entre as bactérias da mesma espécie. Sendo que esta
estrutura determina a existéncia de varios sorogrupos (FERREIRA & KNOBL,
2009). Embora a distribuicdo e a frequéncia dos sorogrupos possam variar devido
a fatores geograficos e temporais (YANG et al.,, 2004), deve-se ressaltar que
cepas de E. coli O78 patogénicas e O157: H7 de origem animal representam alto
risco de infeccBes para humanos (ADIRI et al., 2003).

As APEC nédo sao patogénicas para o homem, porém uma informacéao
preocupante € que amostras avicolas apresentam similaridade com as humanas,
sendo que a maioria dos genes de viruléncia possui similaridade aquelas
identificadas em doencas causadas por cepas extra-intestinais no homem e desta
forma pode representar risco zoonético (RUSSO & JOHNSON, 2003).
CHANTELOUP et al. (2011) detectaram uma amostra de E. coli extra-intestinal de
origem avicola com capacidade de aderir e invadir pneumécitos humanos e
hepatdcitos aviarios. A bactéria invadiu hepatécitos com maior eficiéncia do que
pneumacitos. Esta diferenca observada com relacdo a invasdo de células
especifica pode estar relacionada ao tipo celular e/ou a origem da espécie das
amostras. O importante € que este trabalho reforcou os estudos precedentes e
demonstrou a proximidade filogenética entre as APEC de origem avicola e
humana e sugeriu que esta bactéria pode representar um risco zoonotico.

Aliado a isso, sabe-se que severidade do quadro anatomopatolégico
depende do potencial de viruléncia do agente que é determinado pelo conjunto de



genes localizado nas ilhas de patogenicidade (PAls) (KARIYAWASAM et al.,
2006). Essas estruturas sdo constituidas de segmentos de DNA inseridos no
cromossomo bacteriano que possuem mecanismos de viruléncia determinados
pelos genes que o microrganismo possui (VIEIRA, 2009).

O mecanismo de viruléncia das amostras de E. coli patogénicas para
aves (APEC) tém sido continuamente estudado e acredita-se ser multifatorial.
Certas propriedades associadas a amostras virulentas vém sendo identificadas
em amostras de E. coli isoladas de aves (KNOBL et al., 2008; ROCHA et al.,
2008). Em exame de microscopia eletronica, bactérias dos isolados mais
patogénicos, foram observadas frequentemente em macréfagos, nos sacos
aéreos e nos pulmdes (POURBAKHSH et al., 1997).

A adaptacéo ao hospedeiro e a viruléncia de alguns patotipos de E. coli
sdo atribuidos a aquisicdo horizontal de genes especificos por cepas nhao
patogénicas que, entdo, tornam-se patogénicas (DOZOIS et al., 2003).

NEGLEKA et al.(2002) evidenciaram a importancia dos antigenos de
fimbrias e outras adesinas, como a produzida pelos genes papC e tsh. Estes
genes tém importante papel nos estagios iniciais da infeccdo e séo
frequentemente considerados para delineamento de vacinas. Outro aspecto
descrito por DELICATO et al.(2002) € que quando o gene papC esta ausente, a
funcdo de adesado pode ser desempenhada pelo gene tsh, o que € comum nos
isolados virulentos e de ocorréncia rara em E. coli comensal.

Amostras de E. coli de origem aviaria usualmente sequestram o ferro
através da producdo de aerobactina (MONROY et al.,, 2005). O “operon”
aerobactina contém o gene responsavel pela producao de hidroxamato sideréforo
aerobactina, o gene iuc, sendo, por esta razdo, importante na sobrevivéncia
extracelular da bactéria (LING et al., 2013). Outro importante gene é o iss. Este
gene esta localizado no plasmidio ColV, de aproximadamente 100 kilobases,
juntamente com outros genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos e
pode ser transferido, por conjugacéo, para outras bactérias avirulentas, inclusive
E. coli (JOHNSON et al., 2006). Através da conjugacéo, bactérias comensais,
inclusive de espécies diferentes, podem se tornar mais patogénicas e resistentes
(SKYBERG et al., 2003).



Comparando a presenca do gene iss entre aves com manifestacoes
relacionadas a colibacilose e aves saudaveis, o gene iss foi mais prevalente nas
aves doentes (MCPEAKE et al., 2005). TIVENDALE et al. (2004), ao estudarem
cepas de APEC, observaram que o gene iss estava relacionado a altos niveis de
viruléncia.

Em alguns paises, as informacbes epidemiolégicas de APEC e
possibilidade de transmissdo de isolados clinicos de E. coli sdao bem
documentadas, porém no Brasil, ha pouco conhecimento sobre a epidemiologia,
sorogrupos e distribuicdo de genes de viruléncia entre os isolados de E. coli, o
que restringe o emprego de medidas de prevencdo e controle epidemioldgico
(IKUNO et al., 2006).

Neste sentido, é cada vez mais frequente a necessidade de se
monitorar a resisténcia a antimicrobianos como fator determinante para eleicdo e
éxito do tratamento, evitando-se assim a transferéncia de genes relacionados a
patogenicidade (BARROS et al., 2013). A resisténcia de E. coli a classes de
agentes antimicrobianos € um achado comum, tanto na medicina humana quanto
na veterinaria, o que tem causado um crescente impacto no que seriam opcdes
terapéuticas viaveis (BAUM & MARRE, 2005).

A resisténcia a mudltiplos antimicrobianos pode indicar um possivel
potencial patogénico das cepas de E. coli para todos os tipos de aves, animais e
mesmo para o homem. Autores tém desenvolvido estudos com a finalidade de
verificar os niveis de resisténcia aos antimicrobianos, como é o caso de SALLE
(2009) gque pesquisou em 246 isolados de E. coli de frangos de corte e observou
resisténcia a pelo menos duas das 14 drogas utilizadas. Ainda BARROS et al.
(2013) avaliaram o perfil de sensibilidade a 13 antimicrobianos em 35 diferentes
isolados de E. coli de aves comerciais com ou sem envolvimento com processos
infecciosos. Os testes utilizados demonstraram que 94,28% dos isolados foram
resistentes a trés ou mais antimicrobianos. E LITERAK et al. (2013) analisaram
um total de 114 isolados de E. coli quanto a resisténcia aos antimicrobianos e
estas foram detectadas em 82% dos isolados.

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de

detectar genes de viruléncia em E. coli isoladas de 6rgaos de frangos de corte de



criacoes industriais e alternativas, bem como identificar o perfil de suscetibilidade

a alguns antimicrobianos utilizados em medicina humana e veterinaria.
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CAPITULO 2- GENES DE VIRULENCIA EM Escherichia coli isolada de lesdes
DE FRANGOS DE CORTE INDUSTRIAIS

RESUMO: O presente trabalho foi proposto com os objetivos de investigar a
presenca dos genes papC, tsh, iuc e iss de E. coli em amostras de o6rgados
macroscopicamente lesionados em frangos de corte. Para tanto foram coletadas
496 amostras de 6rgdos de 32 lotes em abatedouros de diferentes regides do
Estado de Goias com lesdes indicativas de hepatite, pericardite, aerossaculite e
celulite. E. coli foi identificada em 76,21% (378/496) das amostras pesquisadas
com os seguintes resultados: 76,92% (80/104) em hepatite, 73,88% (99/134) em
pericardite, 77,95% (99/127) em aerossaculite e 77,95% (100/131) em celulite. O
gene tsh e o iuc foram os que apresentaram maiores valores, 44,4% (32/72) e
45,8% (33/72), respectivamente. Para a deteccdo simultanea entre os genes, 0
maior valor (p<0,05) foi observado para tsh-iuc com 12,5% (9/72), entre tsh-iuc-iss
com 11,1% (8/72) e entre os quatro genes deste estudo com 13,9% (10/72).
Conclui-se que E. coli esta presente em alta frequéncia em lesfes de pericardite,
hepatite, aerossaculite e celulite em frangos de corte industriais e que 0s genes
papC, tsh, iuc e iss estiveram presentes nos isolados de E. coli e a deteccdo
simultanea destes genes foi frequente.

Palavras-chave: abate, aves, colibacilose, lesdes, PCR

CHAPTER 2- VIRULENCE FACTOR GENES IN Escherichia coli ISOLATED OF

LESIONS FROM INDUSTRIAL BROILERS
ABSTRACT: The present study aimed to investigate the presence of genes papC,
tsh, iuc and iss in E. coli samples of macroscopically bruised organs of broilers.
Therefore, we collected 496 samples of organs with lesions indicative of hepatitis,
pericarditis, aerosaculitis and cellulitis from 32 slaughterhouses in lots of different
regions of the State of Goias. E. coli was identified in 76.2 % (378/496) of the
samples with the following results: 76.9% (80/ 104) hepatitis, 73.9% (99 /134)
pericarditis, 77.9% (99/127) airsacculitis and 77.9% (100 /131) cellulite. The gene
tsh and iuc presented the highest values, 44.4% (32/72) and 45.8 % (33/72),
respectively. For the association among the genes, the highest value (p < 0.05)
was observed for tsh - iuc with 12.5 % (9/72), among tsh - iuc - iss with 11.1%
(8/72) and among the four genes in this study with 13.9%(10/72). We could
conclude that E. coli is present in high frequency in lesions of pericarditis,
hepatitis, aerosaculitis and cellulitis in industrial broilers and that papC, tsh, iuc
and iss genes were present in isolates of E. coli and the simultaneous detection of
these genes was common.

Keywords: colibacillosis, lesions, PCR, poultry, slaughter
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INTRODUCAO

E. coli € conhecida como importante patdgeno causadores de doencas
em aves e mamiferos seja como agente primario ou secundario (KWON et al.,
2008). Em aves, amostras de E. coli com a presenca de alguns fatores de
viruléncia sdo denominadas E. coli patogénica para aves (APEC ) (ROCHA, 2008)
e estdo associados a infeccdes extra-intestinais de ordem sistémica e/ou
respiratéria (SAHOO et al., 2012). LesBes de peri-hepatite, aerossaculite e
pericardite sdo as lesdes mais comuns causadas por esta bactéria, embora outras
sindromes como salpingite, onfalite e osteomielite possam ser observadas.
Destaque é atribuido a aerossaculite e celulite por desencadearem perdas
consideraveis em abatedouros, principalmente quando a lesdo é extensa, onde
ocorre condenacdo de visceras e carcacas (SAHOO et al. 2012). Ressalta-se
ainda, que a perda de peso das aves, causada pela aerossaculite ocasiona
desuniformidade do lote e com isso, falhas tecnolégicas durante o abate podem
propiciar corte do trato digestivo e consequente contaminagdo de carcagas por
bactérias patogénicas (RUSSEL, 2003).

A adaptacdo ao hospedeiro e a viruléncia de alguns patotipos de E. coli
sdo atribuidos a aquisicdo horizontal de genes especificos por cepas nao
patogénicas que, entdo, tornam-se patogénicas (DOZOIS et al., 2003). Estudos
envolvendo cepas de APEC apontam os fendmenos de aderéncia bacteriana,
crescimento em restricdo do ion ferro e resisténcia sérica como principais
responsaveis pela patogenia da doenca (FERREIRA & KNOBL, 2009). Nestas
funcdes, destaque deve ser conferido ao gene relacionado a fimbria P (papC), ao
relacionado ao fendmeno de adesdo (gene tsh), o gene iuc que codifica a
aerobactina e o gene iss que codifica uma proteina promotora de resisténcia litica.

O gene papC é uma adesina fimbrial com funcédo de aderéncia, tem-se
ainda relatos que este contribui também para prevenir a fagocitose de amostras
de APEC e que esta relacionado a colonizagéo do epitélio respiratério (ROCHA et
al., 2008). Entre as APEC, os antigenos de fimbria e outras adesinas, como a
produzida pelo gene tsh, ttm um importante papel nos primeiros estagios da
infeccdo e frequentemente sdo consideradas para o delineamento de vacinas

(NEGLEKA et al., 2002). Nos isolados em que o gene papC esta ausente, a
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funcdo de adesdo pode ser desempenhada pelo gene tsh, que € comum nos
isolados virulentos e raro em comensais (DELICATO et al., 2002).

Ja o sistema aerobactina é um sistema de aquisicdo de ferro,
necessario ao crescimento bacteriano em hospedeiros, sendo mecanismo de
viruléncia de cepas de APEC (CHOUIKHA et al., 2008). Estudos reforcam que a
associacdo da aerobactina codificada pelo gene iuc e a proteina de resisténcia ao
soro, codificada pelo gene iss, estdo fortemente relacionadas com E. coli
patogénicas, tanto para aves como para outras espécies animais (NEGLEKA et
al.,, 2002) que pode ser transferido, por conjugacdo, para outras bactérias
(JOHNSON et al., 2006).

Diante do exposto, o0 presente estudo foi desenvolvido com objetivos de
investigar a presenca de E. coli em 6rgaos coletados em abatedouros, com lesées
sugestivas de colibacilose, bem como identificar a presenca dos genes de

viruléncia, papC, tsh, iuc e iss em isolados de E. coli destas lesdes.

MATERIAL E METODOS

Local

As coletas foram realizadas em abatedouros de frangos de corte sob
inspecdo no Estado de Goias. As andlises bacterioldégicas foram realizadas no
Laboratério de Bacteriologia e as de detec¢cdo dos genes de viruléncia no
Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da
Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias
(UFG). Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/CEUA-PRPPG-UFG- Protocolo n. 018/11.

Coleta de amostras
Foram coletadas durante o periodo de um ano, amostras de 32 lotes de

frangos de corte, num total de 496 orgaos, em abatedouros de 18 municipios de

diferentes regides do Estado de Goias. No total, cada lote foi composto em média
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por 1.600 frangos de corte. Coletou-se um érgdo macroscopicamente alterado de
cada ave e obteve-se o total de 496 amostras distribuidas em: 104 amostras de
figado (hepatite), 134 de coracdo (pericardite), 131 de pele (celulite) e 127 de
suabes de sacos aéreos toracicos (aerossaculite).

Andlise bacteriol6gica

ApOs a coleta asséptica, as amostras foram armazenadas em sacos
plasticos individuais e entdo, acondicionadas em caixas térmicas com gelo e
transportadas ao Laboratério de Bacteriologia da EVZ da UFG para andlise
bacteriol6gica de acordo com OLIVEIRA (2012). Os suabes e fragmentos de
6rgéos foram repicados em Agar MacConkey e em caldo Brain Heart Infusion
Broth (BHI) e imediatamente incubados a 37°C/24h. ApGs esse tempo, se nao
fosse observado crescimento, novo repique era realizado em Agar MacConkey, a
partir do caldo BHI, e entdo incubado a 37°C/24h. De cada placa de &gar
MacConkey, eram selecionadas trés colbnias, com caracteristicas morfolégicas
da bactéria e repicadas em agar triplice acucar ferro (TSI). Os tubos de TSI com
crescimento caracteristico de E. coli, foram submetidos a uma série de provas
bioquimicas (INVIC) para identificar a bactéria. Os isolados de E. coli foram
estocados em caldo BHI com glicerol e mantidos a -20°C para posterior extracado

de DNA e realizacdo da pesquisa dos genes de viruléncia.

Amostragem para detec¢cao dos genes de viruléncia

Do total de 496 amostras, foram obtidos 378 isolados de E. coli. Estes
isolados foram agrupados de acordo com o municipio onde as aves foram
criadas, totalizando-se 18 grupos. Realizou-se entdo, um sorteio e cada grupo
ficou composto por uma amostra de cada 6rgdo. Foram selecionados, desta
forma, 72 isolados de E. coli (18 municipios multiplicado por quatro 0Orgaos),
obtendo-se assim, 72 reacdes para cada gene pesquisado, e um total de 288

reagOes de PCR (72 isolados multiplicado por quatro genes).
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Extracdo de DNA dos isolados de E. coli

Para deteccéo dos genes papC, tsh, iuc e iss foi utilizada a técnica de
extracdo térmica descrita por SILVA et al. (2011). Assim, 1,0 mL da suspenséo da
cultura bacteriana em caldo BHI a 37°C/24h foi coletado e centrifugado a 13.200
rom/5min. O sobrenadante foi descartado e 800uL de agua miliQ foram
adicionados. Apds homogeneizacgédo, os isolados foram submetidos a uma nova
centrifugacdo nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e 80uL de agua miliQ foi adicionado. Apds essa
etapa, as amostras foram aquecidas a temperatura de 96°10 min e o
sobrenadante removido e congelado em tubos de polipropileno a -20°C até o

momento da andlise.

Técnica de PCR para deteccdo dos genes de viruléncia

Para realizacdo da PCR convencional foi estabelecido o volume de
50uL para o mix de reacdo, composto por 35,75 pL de agua ultra pura
(DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen), 5 L de Tampéao para PCR 10X
(Invitrogen, concentracao final de 1X), 2,0 uL de Cloreto de Magnésio 50 mM
(Invitrogen, concentragdo final de 2 mM); 1uL de dNTP [dCTP, dATP, dGTP,
dTTP] a 10 mM (Amersham Biosciences, concentracao final de 0,2 mM); 0,5 ul a
10 puM (concentracdo final de 0,1 puM) do iniciador sense, 0,5 pL a 10 pM
(concentracao final de 0,1 uM) do iniciador anti-sense, 0,25 ul de Taq 5 U/uL
(Invitrogen, concentragao final de 1,25U) e 5 pL do produto de extracdo de DNA
dos isolados.

Para as reac¢Oes dos diferentes genes de viruléncia foram empregados
pares de oligonucleotideos para “papC” (JANSEN et al., 2001), “tsh” ( MAURER et
al., 1998), “iuc” (YAMAMOTO et al., 1995) e “iss” (HORNE et al., 2000). As

sequéncias dos iniciadores estao descritas no Quadro 1.
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QUADRO 1 - Iniciadores utilizados para a amplificacdo de genes de viruléncia de
E. coli, pela PCR

Gene Tamanho do
Sequéncia dos oligonucleotideos (5°- 3") - Ta
alvo fragmento amplificado
papC TGA TAT CAC GCA GTC AGT AGC 501pb 61°C
CCG GCCATATTCACATAAC
tsh GGG AAATGA CCT GAATGC TGG 400pb 55°C
CCG CTC ATC AGT CAG TAC CAC
iuc TAC CGG ATT GTC ATATGC AGACCG T 602pb 63°C
AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G
iss GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC 760pb 49°C

CGC CTC GGG GTG GAT AA

Ta: temperatura de anelamento do par de iniciadores

O processo de amplificacdo foi realizado em termociclador
(Mastercycler Personal, Eppendorf) programado para um ciclo inicial de 94°C/2
min, seguido de 35 ciclos repetidos de 94°C/30s, temperatura de anelamento (Ta)
por 30 segundos e 72°C/ 1 min. Apds o Ultimo ciclo a reacédo foi terminada com
uma etapa de extensdo a 72° C/2 min.

Para o controle negativo o volume referente a amostra foi substituido
por agua ultrapura (DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen). Os controles
positivos utilizados neste trabalho pertencem a colecao de culturas do Laborat6rio
de Ornitopatologia da FMVZ-USP (Quadro 2) e foram gentilmente cedidos pelo
professor Antbnio José Piantino Ferreira e pela professora Terezinha Knobl da

Escola de Veterinaria da Universidade de Séao Paulo (USP).

QUADRO 2 — Controles positivos utilizados na PCR para pesquisa de genes de
viruléncia de E. coli

Numeracdao Identificacdo do controle positivo
EC T27 Sorogrupo O78, positiva para os genes papC, tsh, iss e iuc
EC T33 Sorogrupo O8, positiva para os genes papC, iuc e iss
ECT14 Sorogrupo 02, positiva para os genes tsh, iuc e iss

EC T36 Sorogrupo 0143, positiva para 0s genes tsh, iuc e iss
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Os produtos de amplificacao (10 pL) foram submetidos a eletroforese a
90 volts, durante 60 min, em gel de agarose 1,2% (Amersham Biosciences) e
tampédo TBE 1x. Como marcador de massa molecular foi utilizado o DNA Ladder
100 pb (Invitrogen). ApOs esta etapa, os géis foram corados por imersdo em
solucéo de brometo de etidio (0,6 pg/mL) por 10 min. A visualizacdo foi feita em
aparelho transiluminador de UV (Electronic UV Transilluminator, Ultra-Lum), em
ambiente escuro e a documentacao fotogréfica dos resultados das eletroforeses
efetivada em equipamento fotodocumentador de géis (Vilber Lourmat).

Analise Estatistica

As respostas qualitativas foram analisadas pelo teste ndo paramétricos

de qui-quadrado (X?) a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca estatistica entre os resultados de isolamento de

E. coli em amostras coletadas de frangos de corte (Tabela 1).

TABELA 1- Frequéncia de E. coli em 6rgdos com alteracdo macroscopica
oriundos de abatedouros de frangos de corte localizados em
diferentes municipios do Estado de Goias

Orgaos N n(positivo) %
Figado 104 80 76,9
Coracao 134 99 73,9
Sacos aéreos 127 99 77,9
Pele 131 100 76,3
Total 496 378 76,2

Sem diferenca significativa utilizando teste de qui-quadrado a 5%.
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A frequéncia de E. coli nos sacos aéreos foi de 77,9% (99/127), o que
confirma a participacdo deste agente em caso de aerossaculite. Esta bactéria
apos colonizar o trato respiratério, penetra na circulacdo sanguinea e pode invadir
orgédos como figado e coragéo, segundo MOULIN-SCHOULEUR et al. (2007). A
deteccdo no figado 76,9% (80/104) e coracdo 73,9% (99/134) também foram
elevadas e nao diferiram estatisticamente da frequéncia dos sacos aéreos o que
sugere que as colocacdes de MOULIN-SCHOULEUR et al.,(2007) condizem com
os resultados obtidos neste trabalho. SILVA et al. (2012) identificaram E. coli em
62 figados de frangos de corte provenientes de abatedouros avicolas e isolaram
esta bactéria em 45,5% das amostras. Destaca-se a importancia das lesdes
nestes 0Orgdos, pois representam perdas consideraveis em abatedouros,
principalmente quando a lesdo é extensa, com condenacdo de visceras e/ou
carcacas (BRASIL, 1998).

Neste estudo, detectou-se 76,3% (100/131) de E. coli em amostras de
pele com lesbes indicativas de celulite. SANTOS (2012) identificou 37% (11/25)
de amostras positivas de E. coli, frequéncias menores ao encontrado neste
trabalho. Por outro lado, BARROS et al. (2013) e VIEIRA et al. (2006),
respectivamente, obtiveram frequéncias de 82,5% e 100% de E. coli em amostras
com lesdes de celulite. A variabilidade na frequéncia de isolados de E. coli em
casos de celulite pode ser explicada pela patogénese da E. coli na pele, pois de
acordo com pesquisas as lesbes aparecem em horas ou dias e podem
permanecer por semanas e serem totalmente reabsorvidas (GOMIS et al., 2002).

Na Figura 1 estdo disponiveis fotos de eletroforeses realizadas para

pesquisa dos genes papC, tsh, iuc e iss.
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A-tsh- 400pb (MAURER et al., 1998)

B-iuc, 602pb (YAMAMOTO et al., 1995)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FIGURA 1: Eletroforese da PCR para deteccao de genes de viruléncia de isolados
de E. coli obtidos de frangos de corte de criacdes alternativas localizados em
diferentes regiées do Estado de Goids. A- 1: marcador de peso molecular, 2 e 3-
controle positivo e negativo, respectivamente, 4, 6, 8 a 10- amostras positivas, 5 e 7-
amostras negativas; B- 1: marcador de peso molecular, 2 a 4, 6 e 7- amostras positivas, 5
e 8-amostras negativas, 9 e 10-controle positivo e negativo, respectivamente.

Na Tabela 2 estdo distribuidos os dados referentes a frequéncia total
de deteccdo para os genes papC, tsh, iuc e iss em isolados de E. coli de
abatedouros de frangos de corte. Observa-se que 0s genes tsh e iuc foram os que
apresentaram as maiores frequéncias, diferindo estatisticamente dos genes pap e
ISS.

Os genes estudados foram detectados em todos os 6rgaos, e a
frequéncia de genes distribuidos por 6rgdos ndo apresentou diferenca significativa
(Tabela 2).
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TABELA 2- Frequéncia dos genes papC, tsh, iuc e iss detectados por PCR em
isolados de E. coli obtidos de 6rgdos com alteragdo macroscopica
oriundos de abatedouros de frangos de corte localizados em
diferentes regides do Estado de Goias

Orgéos papC tsh iuc iss
N n+ % N n+ % N n+ % N n+ %
Flgado 15 5 278 18 8 445 18 8 445 18 4 222

Coragao 14 4 222 18 9 50 18 10 556 18 5 278

Sacos
aéreos 18 5 27,8 18 8 445 18 8 445 18 6 33,3

Pele 16 5 278 18 7 389 18 7 389 18 5 278

Total 72 19 26,4a 72 32 444b 72 33 458b 72 20 27,8a

* n(+): n positivo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas utilizando
teste de qui-quadrado a 5%.

Neste trabalho, o gene papC esteve presente em 26,4% (19/72) dos
isolados de E. coli no figado, coracdo, pele e sacos aéreos lesionados.
Provavelmente, este gene contribuiu para a ocorréncia das lesdes nestes 6rgaos,
considerando as suas principais funcdes, que se constituem em um adesina
fimbrial, com func&o de aderéncia e colonizacdo de células epiteliais (KAWANO et
al., 2006; ROCHA et al., 2008) as quais possibilitam E. coli invadir os tecidos,
acessar a corrente sanguinea e desenvolver em 6rgdos sistémicos como o
coracao e o figado (SZEMLAKO et al., 2013) .

Estes resultados podem ser confirmados com os resultados obtidos por
DOZOIS et al. (1994) e POURBAKHSH et al. (1997) que inocularam aves,
experimentalmente, via saco aéreo, com isolados de E. coli que expressavam as
fimbrias P do gene papC e como resultado verificaram lesées nos sacos aéreos,
pulmdes e coracao.

Os resultados foram semelhantes aos encontradas por JANBEN et al.
(2001), VANDEMAELE et al. (2003) e ROCHA et al. (2008), que detectaram o
gene pap em isolados de E. coli oriundos frangos de corte em 30%, 29% e 24%,

respectivamente.
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Por outro lado, IKUNO et al. (2006), KWON et al. (2008), WON et al.
(2009) e ARABI et al. (2013) observaram frequéncias de 0%, 11%, 15% e 82,1%,
para o papC em isolados de frangos de corte. As diferencas observadas entre
este trabalho e de outros pesquisadores podem ser pelas variacdoes regionais
e/ou temporais entre os locais de conducao dos estudos.

Adicionalmente deve-se considerar que o gene papC nao foi detectado
em todos os isolados de APEC. Isto permite inferir que, além deste gene outros
fatores atuaram no processo infeccioso. O que se respalda em KARIYAWASAM &
NOLA (2011) os quais descreveram que 0 gene pap desempenha um papel
significativo no desenvolvimento de lesGes da E.coli, entretanto ndo é essencial
para a sua patogénese.

A presenca do gene tsh foi verificada em sacos aéreos, figado, coracao
e em lesdes de celulite numa frequéncia de 44,4% (32/72). Este gene codifica
uma adesina afimbrial que também desempenha papel importante na adesao
bacteriana a célula hospedeira durante ligacdo a membrana bacteriana (KWON et
al., 2008) e auxilia nos estagios iniciais de infeccbes em aves (ROCHA et al.,
2002). Trabalhos desenvolvidos por DOZOIS et al., (2000) e DELICATO et al.,
(2003) condizem com os resultados deste estudo os quais relacionaram o
depdsito de fibrina e aumento da colonizagédo da bactéria nos sacos aéreos.

As maiores frequéncias observadas, neste trabalho, para o gene tsh
quando comparado ao gene papC, provavelmente tem respaldo no fato de que
quando o gene papC esta ausente, a funcdo de adesdo pode ser desempenhada
pelo gene tsh, o que € comum nos isolados virulentos e de ocorréncia rara em E.
coli comensal (DELICATO et al., 2002).

Também para este trabalho, foram verificados isolados de E. coli que
ndo possuiam o gene tsh. Pode ser que em alguns isolados de E. coli a funcdo
referente ao gene tsh, tenha sido desempenhada pelo gene papC ou ainda por
outro gene ndo pesquisado neste trabalho.

MAURER et al. (1998) assim como OH et al. (2012) constataram
frequéncias semelhantes do gene tsh e sugeriram a relacdo deste gene com a
patogenicidade de APEC. JA& KWON et al. (2008) e ROCHA et al. (2008),

encontraram frequéncias mais elevadas do que a verificada neste trabalho.
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Outro importante fator de viruléncia de cepas APEC é a capacidade de
crescimento em meios sem ferro. O gene iuc utiliza 0 mecanismo de sequestro de
ferro pela producdo de aerobactina (MONROY et al., 2005),e foi detectado em
45,8% (33/72) das APEC e em conjunto com o tsh apresentaram as maiores
frequéncias no total das amostras analisadas. Provavelmente, os genes iuc e tsh
sejam mais importantes na invasao e/ou colonizacdo dos 6rgdos de frangos que
os demais genes estudados neste trabalho.

Resultados semelhantes ao presente trabalho, foram obtidos por WON
et al. (2009), que mostraram que das 118 cepas de APEC, 47% continham o gene
iuc. Por outro lado, maiores frequéncias aos deste estudo foram obtidos por
EWERS et al. (2004), SOMEYA et al. (2007), KWON et al. (2008) e ARABI et al.
(2013), os quais detectaram o gene iuc em 78,0%, 100,0%, 83% e 85,7% de
APEC analisadas, respectivamente.

Nota-se também (Tabela 2) que nem todos os isolados de E. coli
apresentaram o0 gene iuc, no entanto esta funcdo pode ser compensada pela
presenca de operons cromossdmicos que substituem a perda de iuc e tornam
possivel a captacao de ferro (LING et al., 2013).

O gene iss foi detectado em 27,8% (20/72) dos isolados de coracao,
figado, sacos aéreos e peles lesionados. Este gene foi associado a casos de
celulite e a colisepticemia por JEFFREY et al.,, (2002) e citado como o mais
prevalente em cepas patogénicas por OZAWA et al.(2008). Estes resultados
estdo provavelmente relacionados a resisténcia sérica atribuida a acdo deste
gene (MONROY et al., 2005), que apesar de ndo ser o Unico mecanismo utilizado
para alcancar os 6rgaos internos das aves e causar infeccdo, propicia habilidade
em resistir aos fatores séricos inibitorios e escapar da acdo do sistema
complemento bem como da fagocitose nos processos de infeccdo sistémica
(MELLATA et al., 2003).

Os dados obtidos neste trabalho para o gene iss, foram menores que
0s comumente observados na literatura. Em trabalhos conduzidos por IKUNO et
al. (2006), KWON et al. (2008), WON et al. (2009), ABREU et al. (2010) e
BARROS et al. (2013) o gene iss foi detectado em 50%, 100%, 41%, 55% e
87,9%, respectivamente, das estirpes APEC.
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Na Tabela 3 observam-se os dados referentes a deteccdo simultanea

entre os genes de isolados de E. coli em abatedouros obtidos neste trabalho.

TABELA 3- Deteccao simultanea dos genes papC, tsh, iuc e iss, em 72 isolados
de E. coli obtidos de érgdos com alteragcdo macroscopica oriundos de
abatedouros de frangos de corte localizados em diferentes regides do
Estado de Goias

Genes n(positivo) %
Nenhum gene 31 43,1 B
01 gene 08 11,1 A
02 genes
pap — tsh 01 l4a
pap-iuc 02 2,8a
pap-iss 00 0,0a
tsh-iuc 09 125b
tsh-iss 00 0,0a
iuc-iss 01 1,4a
Total 13 18,1 A
03 genes
pap-tsh-iuc 01 l4a
pap-tsh-iss 00 0,0a
pap-iuc-iss 00 0,0a
tsh-iuc-iss 08 11,1 b
Total 09 125A
04 genes

(pap-tsh-iuc-iss) 11 15,3 Ab

Letras mindsculas/mailsculas na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste
de qui-quadrado a 5%.

Observa-se na Tabela 3 que héa distintos perfis de combinacéo entre os
genes. Os perfis foram compostos por 43,1% (31/72) para deteccdo de nenhum
gene, 11,1% (8/72) de um gene unico, 18,1% (13/72) com perfil duplo em
diferentes combinac¢des de genes, com 12,5% (9/72) com trés genes e 15,3%
(11/72) com 4 genes.

Verifica-se que para 43,1% (31/72) dos isolados de E. coli n&o ocorreu
deteccdo dos genes pesquisados neste trabalho, por isso sugere-se que
especificamente nestes isolados, as lesbes observadas estiveram relacionadas a
outros fatores ou a outros genes de viruléncia que n&o os deste estudo.

Nota-se ainda que as maiores frequéncias foram observadas para
detecgdo simultanea dos genes tsh-iuc, tsh-iuc-iss e entre os quatro genes. A

presenca destes genes num mesmo isolado sugere que a lesao se desenvolveu
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quando havia pelo menos dois genes que codificam fatores de viruléncia no
isolado. S&o descritos muitos fatores associados a viruléncia de E. coli patogénica
aviaria, embora TEJKOWSKI (2012) relate que ainda nao é possivel estabelecer
ou identificar todos os elementos causadores de lesdes de colibacilose aviéria.
De acordo com RODRIGUES-SIEK et al. (2005) é possivel que existam muitos
perfis de genes relacionados a infeccdo aviaria, ja que as APECS podem
determinar lesbes extraintestinais com infec¢des localizadas como no caso de
lesbes de celulite ou sistémicas, como no casos de lesdes de coracéo, figado,
sacos aéreos. Um aspecto observado e que se embasa em BRITO et al., (2003),
EWERS et al., (2007) e TEJKOWSKI (2012) que afirmaram que para uma cepa
ser patogénica é necessaria a presenca de pelo menos um fator de adesao, outro
de aquisicdo de ferro e outro de resisténcia sérica.

Mesmo considerando que a viruléncia de isolados de E. coli resulte da
uma soma de genes de viruléncia, de forma que um isolado com maior nimero de
genes apresentaria também maiores chances de ser mais virulento e causar
infeccbes mais severas ao hospedeiro, esta definicdo seria confirmada apenas

com a realizacéo de outros testes experimentais como o teste de infecc¢do in vivo.

CONCLUSOES

Conclui-se que E. coli esta presente em alta frequéncia em lesbes de
pericardite, hepatite, aerossaculite e celulite em frangos de corte industriais e que
0s genes papC, tsh, iuc e iss estiveram presentes em isolados de E. coli e a

deteccao simultanea destes genes foi detectada nas lesoes.
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CAPITULO 3- GENES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE Escherichia coli
DE FRANGOS DE CORTE DE CRIACOES ALTERNATIVAS

RESUMO: Foram atendidas 64 propriedades de criagOes alternativas, com
objetivo de investigar as principais alteracdes anatomopatolégicas geradas por E.
coli e sua relacdo a genes de viruléncia. Para tanto, foram coletadas amostras de
32 propriedades onde as aves nao apresentavam quadros respiratérios e 32 onde
apresentavam quadros respiratorios. Durante as necropsias, alteracdes clinicas e
anatomopatoldgicas foram registradas e fragmentos de figado e coracdo, bem
como conteudo intestinal e suabes de traquéia e sacos aéreos foram coletados de
cada ave. E. coli foi identificada de aves sem quadro respiratorio em 5,3% (5/95),
7,4% (7/95), 4,2% (4/95), 3,2% (3/95) e 3,2% (3/95) das amostras de figado,
coracao, sacos aéreos, intestino e traguéia respectivamente. Em aves com sinais
respiratorios, E. coli foi identificada em 22,7% (35/154), 18,2% (28/154), 22,7%
(35/154), 18,3% (29/154) e 18,3% (29/154) das amostras de figados, coracao,
sacos aéreos, intestino e traquéia, respectivamente. As frequéncias de isolamento
de E. coli e de achados a necropsia foram maiores para criacdes com quadro
respiratorio. Para o grupo sem quadro respiratorio, diferiram a detec¢éo entre iuc,
36,4% (8/22) e iss, 9,1% (2/22). Também se observou que a deteccdo simultanea
de iuc-iss (p<0,05) apresentou as maiores frequéncias no grupo com quadro
respiratorio. Conclui-se que E. coli esta presente em lesfes de aerossaculite,
traqueite, pericardite e enterite e que os genes papC, tsh, iuc e iss foram
detectados nos isolados de E. coli tanto em deteccdo simultdnea quanto
isoladamente.

Palavras-chave: aves, crescimento lento, colibacilose, genes, necropsia

CHAPTER 3- VIRULENCE GENES IN ISOLATES OF Escherichia coli FROM
ALTERNATIVE BROILER BREEDING

ABSTRACT: We attended 64 alternative breeding properties, in order to
investigate the main pathological changes generated by E. coli and their relation
with virulence genes. Therefore, samples were collected from 32 farms where
birds did not present any respiratory alterations and from 32 where they did.
During the necropsies, clinical and pathological data were evaluated and
fragments of liver and heart, intestinal contents and swabs from trachea and air
sacs were collected from each bird. E. coli was identified in birds with no
respiratory alterations in 5.3% (5/ 95), 7.4% (7 /95), 4.2 % (4 /95), 3.2% (3/ 95)
and 3.2% (3/95) of liver, heart, air sacs, intestine and trachea samples,
respectively. In birds with respiratory alterations, E. coli was identified in 22.7%
(35/154), 18.2% (28/154), 22.7% (35/154), 18.3% (29/154) and 18.3% (29/154) of
liver, heart, air sacs, intestine and trachea samples, respectively. The isolation of
E. coli and findings at necropsies were lower (p < 0.05) for birds without
respiratory symptoms when compared with birds with respiratory alterations. For
the group without respiratory symptoms, detection between iuc, 36.4% (8/22), and
iss, 9.1% (2/22), differed. The gene showed iuc (p < 0.05) for the group with
respiratory symptoms compared to the iss gene. The association between iuc - iss
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presented (p < 0.05) the greatest results, 10.1% (7/69) for the group with
respiratory symptoms. We could conclude that E. coli is present in lesions of
aerosaculitis, tracheitis, pericarditis and enteritis and that papC, tsh, iuc and iss
genes were detected in isolates of E. coli in both simultaneous and isolated
detection.

Keywords: colibacillosis, genes, necropsy, poultry, slow growth broilers

INTRODUCAO

Nos mercados de produtos avicolas, existe um segmento diferenciado,
composto por consumidores que buscam um produto com caracteristicas
diferentes daquelas encontradas no frango convencional criado em sistema
intensivo (NASCIMENTO et al.,, 2009). Para alguns destes, as criacOes
alternativas de frangos de corte mostram-se uma alternativa apropriada, uma vez
gue neste sistema de producéo, qualidades sensoriais como textura e coloracéo.
Por isso € necessario que haja incentivo ao crescimento deste setor, uma vez
que além do fator nutricional e/ou de predilecdo do consumidor, este tipo de
criacao de aves é fonte de renda principalmente para pequenos agricultores.

As condic¢des de producdo de aves alternativas apresentam maior risco
sanitario do que as criacdes de aves convencionais, jA que medidas de
biosseguranca nem sempre sdo consideradas. Contribuem para isso fatores
como, a criacdo de aves com idades mdultiplas dentro de um mesmo galpdo e a
diversidade dos sistemas de producdo, sendo que uns reproduzem pintos de um
dia na propriedade e outros adquirem 0S mesmos em agropecuarias ou em
incubatorios (FIGUEIREDO et al., 2001). Dentre estas doencas grande destaque
deve ser atribuido a colibacilose e também a doencas respiratorias crénicas em
aves, cujo agente mais envolvido tem sido a Escherichia coli.

Este microrganismo geralmente é eliminado nas excretas e a
colonizagdo do trato intestinal ocorre logo apds o nascimento, permanecendo
como componente importante da microbiota normal do intestino por toda a vida do
seu hospedeiro (MOREIRA, 2007). Porém, além das cepas comensais, existem
cepas de E. coli patogénica para aves (APEC) que sdo responsaveis por varios
processos patologicos extra-intestinais como agente primario ou secundario
(PIATTI & BALDASSI, 2007).
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Essas amostras patogénicas de E. coli, muitas vezes auxiliadas por
condi¢cdes ambientais ou outros agentes infecciosos, acabam determinando a
invasdo do sistema respiratorio pela bactéria (ANDREATTI FILHO, 2006), com
colonizacdo de traguéia, sacos aéreos e pulmédo (REESE et al., 2006). Apos
invadir a corrente circulatoria, ocorre uma sindrome complexa, denominada
colibacilose, com lesBes em multiplos 6rgdos e quadros de septicemia
(LAMARCHE et al., 2005).

Lesbes de aerossaculite, peri-hepatite e pericardite, oriundo destas
lesbes, geram prejuizos econdmicos decorrentes de menor desenvolvimento
corpéreo, pior conversdo alimentar, mortalidade embrionaria, aumento da
mortalidade e custos com medicamentos. Sendo por isso, um dos principais
problemas da avicultura (ROCHA, 2008). A severidade do quadro
anatomopatologico depende da viruléncia do agente, que € geralmente
determinado pelo conjunto de genes que O microrganismo pPoOSSui
(KARIYAWASAM et al., 2006).

O mecanismo de viruléncia das amostras de E. coli patogénicas para
aves (APEC) tém sido continuamente estudado e acredita-se ser multifatorial.
Genes associados a amostras virulentas vém sendo identificados em amostras de
E. coli isoladas de aves, dentre estas destacam-se o papC (fimbria P), gene tsh
(adeséao), o gene iuc (aerobactina) e o gene iss (resisténcia litica) (ROCHA et al.,
2008; KNOBL et al., 2008).

Diante do exposto, o presente estudo foi desenvolvido visando
investigar as principais alteracdes anatomopatol6gicas a necropsia determinados
pelos isolados de E. coli, bem como a presenca dos genes papC, tsh, iuc e iss

nestes isolados.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de

Aves, as andlises bacteriologicas no Laboratorio de Bacteriologia e as de



36

deteccdo dos genes de viruléncia no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva (DMVP) da Escola de
Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG). Este
trabalho tem aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA-PRPPG-
UFG- Protocolo numero 018/11.

Coleta de amostras

As aves doentes foram atendidas no Ndcleo Experimental de Doencas
de Aves da EVZ/UFG efetuando-se os registros de histéricos das mesmas em
fichario proprio. Em seguida, as mesmas foram acomodadas em gaiolas no Setor
de Doencas de Aves da EVZ/UFG até o momento da necropsia e coleta de
amostras. Para cada lote, o nimero médio de aves alojadas era de 2.000 aves,
com faixa de variagdo de 600 a 3000 de diferentes linhagens de frangos de corte
de criacdes alternativas.

Durante as necropsias, as alteracfes patoldgicas encontradas eram
anotadas e o conteudo intestinal da regido do diverticulo de Meckel, fragmentos
de figado e coracdo, bem como suabes de traquéia e sacos aéreos de cada ave
coletados. Este procedimento foi realizado em 32 lotes para criagbes sem
problema respiratério, com um total de 95 amostras por 6rgdo e em 32 lotes de
criacbes com problemas respiratorios, com um total de 154 amostras de cada
orgdo. Desta forma, foram coletadas 1.245 amostras de 6rgdos de criacdes

alternativas.

Andlises bacterioldgicas

ApoGs a coleta asséptica utilizando bico de bunsen e placas de petri,
pingas e tesouras esterilizadas, as amostras foram transportadas ao Laboratorio
de Bacteriologia do DMVP da EVZ/UFG, sob refrigeragdo em caixas de isopor
com gelo, para confirmacdo de diagnostico de acordo com OLIVEIRA (2012). Os
suabes e fragmentos de orgéos foram repicados em agar MacConkey e em caldo
BHI (Brain Heart Infusion) e imediatamente incubados a 37°C/24h. ApOs esta

etapa, se ndo fosse observado crescimento no agar MacConkey, novo repigue
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era realizado no mesmo a partir do Caldo BHI, e entdo incubado a 37°C/24h.
Foram selecionadas trés col6nias de cada colbnia tipica, e entdo repicadas em
agar triplice acucar ferro (TSI). Os tubos de TSI com crescimento caracteristico de
E. coli, foram submetidos a uma série de provas bioquimicas (INVIC) para
identificar a bactéria.

Amostragem

Do total de 1245 amostras, 178 amostras foram confirmadas como E.
coli, sendo 22 isolados de frangos de corte com quadro respiratério e 156
isolados de frangos com quadro respiratorio. Estas amostras foram agrupadas de
acordo com o municipio de criacdo das aves e entdo submetidas a um sorteio
aleatério. Portanto, selecionaram-se 91 amostras (69 isolados do grupo com
quadro respiratorio e 22 sem quadro respiratério), obtendo-se assim, 91 reacdes
para cada gene pesquisado, e um total de 364 reactes de PCR. Ressalta-se que

foi coletado um isolado de cada 6rgéao por municipio.

Extracdo de DNA dos isolados de E. coli

Para deteccéo dos genes papC, tsh, iuc e iss foi utilizada a técnica de
extracdo térmica descrita por SILVA et al. (2011). Assim, 1 mL da suspenséo da
cultura bacteriana em caldo BHI a 37°C/24h foi coletado e centrifugado a 13.200
rpm/ 5min. O sobrenadante foi descartado e 800uL de agua miliQ foram
adicionados. Apés homogeneizacao, os isolados foram submetidos a uma nova
centrifugacdo nas mesmas condicdbes mencionadas anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e 80uL de agua miliQ foi adicionado. Apds essa
etapa, as amostras foram aquecidas a temperatura de 96°10 min e o
sobrenadante removido e congelado em tubos de polipropileno a -20°C até o

momento da analise.
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Técnica de PCR para detec¢do dos genes de viruléncia

Para realizagcdo da PCR convencional foi estabelecido o volume de
50uL para o mix de reagdo, composto por 35,75 pL de agua ultra pura
(DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen), 5 pL de Tampéo para PCR 10X
(Invitrogen, concentracao final de 1X), 2,0 uL de Cloreto de Magnésio 50 mM
(Invitrogen, concentracdo final de 2 mM); 1uL de dNTP [dCTP, dATP, dGTP,
dTTP] a 10 mM (Amersham Biosciences, concentracao final de 0,2 mM); 0,5 ul a
10 puM (concentracdo final de 0,1 puM) do iniciador sense, 0,5 pL a 10 pM
(concentracao final de 0,1 uM) do iniciador anti-sense, 0,25 ul de Taq 5 U/uL
(Invitrogen, concentracgao final de 1,25U) e 5 pL do produto de extracdo de DNA
dos isolados.

Para as reacgOes dos diferentes genes de viruléncia foram empregados
pares de oligonucleotideos para “papC” (JANSEN et al., 2001), “tsh” ( MAURER et
al., 1998), “iuc” (YAMAMOTO et al., 1995) e “iss” (HORNE et al., 2000). As

sequéncias dos iniciadores estdo descritas no Quadro 1.

QUADRO 1 - Iniciadores utilizados para a amplificacdo de genes de viruléncia de
E. coli, pela PCR

Gene Tamanho do
Sequéncia dos oligonucleotideos (5°- 3") o
alvo fragmento amplificado
papC TGA TAT CAC GCA GTC AGT AGC 501pb 61°C
CCG GCCATATTCACATAAC
tsh GGG AAATGA CCT GAATGC TGG 400pb 55°C
CCG CTC ATC AGT CAG TAC CAC
iuc TAC CGG ATT GTC ATATGC AGACCG T 602pb 63°C
AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G
iss GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC 760pb 49°C
CGC CTC GGG GTG GAT AA

Ta: temperatura de anelamento do par de iniciadores

O processo de amplificacdo foi realizado em termociclador
(Mastercycler Personal, Eppendorf) programado para um ciclo inicial de 94°C/2

min, seguido de 35 ciclos repetidos de 94°C/30s, temperatura de anelamento (Ta)
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por 30 segundos e 72°C/ 1 min. Apds o Ultimo ciclo a reagédo foi terminada com
uma etapa de extensdo a 72° C/2 min.

Para o controle negativo o volume referente a amostra foi substituido
por 4gua ultrapura (DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen). Os controles
positivos utilizados neste trabalho pertencem a colecéo de culturas do Laboratorio
de Ornitopatologia da FMVZ-USP (Quadro 2) e foram gentilmente cedidos pelo
professor Antbnio José Piantino Ferreira e pela professora Terezinha Knobl da

Escola de Veterinaria da Universidade de Séao Paulo (USP).

QUADRO 2 — Controles positivos utilizados na PCR para pesquisa de genes de
viruléncia de E. coli

Numeracao Identificacdo do controle positivo
EC T27 Sorogrupo O78, positiva para os genes papC, tsh, iss e iuc
EC T33 Sorogrupo 08, positiva para os genes papC, iuc e iss
ECT14 Sorogrupo O2, positiva para os genes tsh, iuc e iss
EC T36 Sorogrupo 0143, positiva para 0s genes tsh, iuc e iss

Os produtos de amplificacdo (10 uL) foram submetidos a eletroforese a
90 volts, durante 60 min, em gel de agarose 1,2% (Agarose NA — Amersham
Biosciences) e tampdo TBE 1x. Como marcador de massa molecular foi
empregado o DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Apés esta etapa, os géis foram
corados por imersdo em solucdo de brometo de etidio (0,6 pg/mL) por 10 min. A
visualizagdo foi feita em aparelho transiluminador de UV (Electronic UV
Transilluminator, Ultra-Lum), em ambiente escuro e a documentacéo fotografica
dos resultados das eletroforeses foi efetivada em equipamento fotodocumentador

de géis (Vilber Lourmat).

Anéalise Estatistica

As respostas qualitativas foram analisadas pelo teste ndo paramétricos
de qui-quadrado (X?) a 5%. Para verificar a relacdo entre o isolamento de
Escherichia coli e as lesbes observadas a necropsia foi utilizado o teste de

McNemar's a 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nota-se na Tabela 1, que para alteragcbes macroscopicas identificadas
a necropsia, as maiores frequéncias (p<0,05) foram observadas para amostras de
criagbes com quadro respiratério quando comparadas a criacdes sem quadro
respiratério, exceto para os quadros de hepatite.

TABELA 1-Frequéncia de isolados de E. coli em 6rgédos de frangos de corte de
criagBes alternativas com e sem sinais respiratorios, localizados em
diferentes regides do Estado de Goias

AlteracBes macroscoépicas e clinicas Isolamento de E. coli
* **
Lesdes Sinais N n(+) % n(+) % P
Sem 95 28 29,5a 05 53a <0,001
Hepatite
Com 154 56 36,4 a 35 22, 7b <0,001
Sem 95 04 4,2 a 07 74a NS
Pericardite
Com 154 23 14,9b 28 18,2 b NS
Sem 95 02 2,1a 04 4,2 a NS
Aerossaculite
Com 154 76 49,4 b 35 22,7b <0.001
Sem 95 16 16,8 a 03 3,2a <0.001
Enterite ’
Com 154 49 31,8b 29 18,3 b <0,001
Sem 95 04 42 a 03 32a NS
Traqueite
Com 154 32 20,8 b 29 18,3 b NS

*n(+): n positivo; **Resultados utilizando teste McNemar's a 5%. Ho (p>0,05): ndo hé relacdo entre
os tratamentos; H1 (p<0,05): ha relacdo entre os tratamentos. Letras minlsculas na mesma
coluna indicam diferencas significativas entre cada 6rgdo com ou sem sinais respiratorios
utilizando teste de qui-quadrado a 5%.

Observam-se, ainda na Tabela 1, que as amostras isoladas de criagbes
sem quadro respiratério apresentaram (p<0,05) menores frequéncias de
isolamento quando comparadas aos dados obtidos de criagbes com quadro

respiratorio.
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Também na Tabela 1, estdo dispostos os dados referentes a
concordancia entre achados patolégicos a necropsia e frequéncia de isolamento
de E. coli. E possivel afirmar que houve relagdo entre estes dois parametros nos
tratamentos relativos a enterite e também hepatite e no caso da aerossaculite
somente em criagdes com quadro respiratorio.

Diversos quadros anatomopatoldgicos, incluindo os do trato
respiratorio, estao relacionados as APECs (LYNNE et al., 2012). Neste trabalho,
a presenca de aerossaculite e traqueite foi maior (p<0,05) em aves com sinais
respiratérios: 49,4%(76/154) e 20,8%(32/154) respectivamente, bem como, o
isolamento de E. coli com frequéncias de 22,7% (35/154) e 18,3% (29/154) para
aerossaculite e traqueite, respectivamente. Desta forma, destaca-se a atuacdo de
E. coli no desenvolvimento de quadros respiratérios em frangos de corte.

No caso da aerossaculite, percebeu-se ainda neste trabalho, que ha
uma relacdo significativa entre a presenca da bactéria e lesbes encontradas em
sacos aéreos somente em criacdo com quadro respiratorio. Sugere-se assim, que
a aerossaculite é uma leséo relacionada a infeccao por E. coli e a acédo desta
bactéria em doencas respiratorias se respalda em estudo desenvolvido por ARABI
et al. (2013) no qual amostras de E. coli foram isoladas de diferentes 6rgaos,
incluindo sacos aéreos de aves com colibacilose.

Outros autores também abordaram a deteccdo de E. coli em 6rgdos
respiratorios e obtiveram resultados semelhantes ao deste trabalho, como foi o
caso de GONCALVES et al. (2012), que avaliaram a presenca de E. coli
patogénica em sacos aéreos e traquéias de frangos de corte. Das 120 amostras
estudadas, E. coli foi isolada em 17,8% (21/118) das amostras de sacos aéreos,
16,1% (19/118) das traquéias e 66,1% (78/118) dos sacos aéreos e traquéias.
SAHOO et al. (2012) analisaram 182 amostras de aves com suspeita de
colibacilose e obtiveram 31% de sacos aéreos positivos para E. coli, reforcando a
importancia dessa bactéria em doencas respiratorias na avicultura, fato também
constatado neste trabalho.

Apods invasdao do sistema respiratério por E. coli, pode ocorrer a
disseminagédo para o sistema circulatorio. Esta afirmativa foi constatada neste
estudo, uma vez que tanto para achados relativos ao coragéo, 14,9% (23/154),

como para figado, 36,4% (56/154), foram observadas maiores frequéncias de
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isolamento de E. coli (p<0,05) quando analisados os dados de criacOes
alternativas com quadro respiratério. Além disso, observou-se uma relagéo
significativa entre a detecgdo de E. coli e lesbes de figado, o que permite sugerir
que este agente determina lesdes no figado e estas lesdes ndo estdo envolvidas
somente a casos de doencas respiratorias.

As maiores frequéncia obtidas neste trabalho para figado e coracao,
encontram respaldo na circunstancia de que na espécie avicola, isolados de E.
coli, ap6s entrarem na circulagdo sanguinea, determinam uma sindrome
complexa, denominada colibacilose, caracterizada por lesées em multiplos 6rgaos
com quadros de septicemia, peri-hepatite e pericardite (LAMARCHE et al., 2005).
Resultados semelhantes ao deste trabalho foram obtidos por SAHOO et al. (2012)
ao analisarem 182 aves com suspeita de colibacilose. Do total de isolados, foram
obtidos isolamentos médios de 34% para figado. Em estudo desenvolvido por
ARABI et al. (2013), em amostras de 105 frangos de corte, no Ird, durante os
anos de 2009 e 2010, E. coli também foi isolada do coracéo e figado.

Nos resultados referentes ao intestino, nota-se que aves com quadro
respiratério apresentaram (p<0,05) maiores frequéncias tanto para isolamento de
E. coli quanto para presenca de enterite. Os resultados referentes ao intestino
demonstram que ha relacdo entre a presenca de enterite e o isolamento de E.
coli, pois houve relagdo de concordancia significativa entre estes dados. Porém
mesmo com estes resultados, o isolamento de E. coli em lesdes ndo confirma a
sua acao nos casos de enterite, sendo necessarios estudos experimentais de
patogénese de E. coli em aves para esta confirmacédo. Isto porque esta bactéria
normalmente coloniza o trato intestinal das aves logo apds o nascimento,
permanecendo como componente importante da microbiota normal do intestino
por toda a vida do seu hospedeiro (KASNOWSKI, 2004; MOREIRA, 2007), com
isso, provavelmente esta bactéria esteve presente no trato intestinal, porém o
responsavel pelas lesées foi outro agente.

Na Figura 1 estdo disponiveis fotos de eletroforeses realizadas para

pesquisa dos genes papC, tsh, iuc e iss.



43

A-iuc, 602pb (YAMAMOTO et al., 1995)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B-iss, 760pb (HORNE et al., 2000)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FIGURA 1: Eletroforese do PCR para deteccdo de genes de viruléncia de isolados
de E. coli obtidos de 6érgdos com alteracdo macroscépica oriundos de
abatedouros de frangos de corte localizados em diferentes regiées do Estado de
Goias. A- 1: marcador de peso molecular, 2 a 4, 6 e 7- amostras positivas, 5 e 8-
amostras negativas, 9-10 controle positivo e negativo, respectivamente; B- 1:
marcador de peso molecular, 3, 4 e 6- amostras positivas, 2, 5, 7 e 8- amostras
negativas, 9-10 controle positivo e negativo, respectivamente.

Ao se analisar os dados deste trabalho presentes na
Tabela 2, verificou-se que o gene papC esteve presente em 11,6% (8/69) e
22,27% (6/22) dos isolados de E. coli de frangos de corte com e sem quadro
respiratorio, respectivamente.

Ainda na abordagem dos dados relativos ao gene papC (Tabela 2),
quando se compara 0S grupos com e sem quadro respiratorio, observam-se
diferencas (p<0,05) para os 0rgaos coragao e traquéia, com maiores frequéncias
do gene papC para o grupo sem quadro respiratério. Apesar de se verificar
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auséncia para os oOrgdos citados anteriormente, em outros 6rgdos coletados
durante este trabalho, o gene papC foi detectado. Estes resultados podem ser
justificados pelo fato que o gene papC € descrito como ndo essencial para a
patogénese da APEC, mas quando presente desempenha um papel significativo
nesse processo (KARIYAWASAM & NOLAN, 2011). Com isso, sugere-se que
este gene nao foi essencial para atuacéao de E. coli no coracéo e traquéia, porém
pode ter auxiliado no processo infeccioso nos outros 6rgdos pesquisados neste

trabalho.

TABELA 2—Frequéncia, por 6rgaos, dos genes papC, tsh, iuc e iss, de isolados
de E. coli identificados em frangos de corte de criagcbes alternativas
sem e com sinais respiratorios, localizados em diferentes regides do
Estado de Goias

% (n+*/N)

papC tsh iuc iSs p
Sinais Figado
Sem 20 (1/5) 20 (1/5) 20 (1/5) 0,0 (0/5) NS**
Com 26,7 (4/15) 46,7 (7/15) 33,3 (5/15) 46,7 (7/15) NS
p NS NS NS NS
Coracéao
Sem 28,6 (2/7) 28,6 (2/7) 42,9 (3/7) 14,3 (1/7) NS
Com 0,0 (0/15) a 13,3 (2/15)a 53,3(8/15)b  33,3(5/15)b 0,004
p 0,03 NS NS NS
Sacos Aéreos
Sem 50 (2/4) 25 (1/4) 50 (2/4) 0,0 (0/4) NS
Com 26,6 (3/16)ab 0,0 (0/16)a 37,5(6/16)b 50 (8/16) b 0,008
p NS NS NS NS
Intestino
Sem 0,0 (0/3) 33,3 (1/3) 33,3 (1/3) 33,3 (1/3) NS
Com 9,1 (1/11) 9,1 (1/11) 27,3 (3/11) 9,1 (1/11) NS
p NS NS NS NS
Traquéia
Sem 33,3 (1/3) 0,0 (0/3) 33,3 (1/3) 0,0 (0/3) NS
Com 0,0 (0/12) 16,7 (2/12) 33,3 (4/12) 25 (3/12) NS
p 0,04 NS NS NS

TOTAL
Sem 27,3(6/22)ab 22,7 (5/22)ab 36,4 (8/22)b  9,1(2/22)Aa 0,03
Com 11,6 (8/69)a 17,4 (12/69)a 37,7 (26/69)b 34,8 (24/69)Bb <0,01

*n(+): n positivo. ** NS- Diferenca néo significativa estatisticamente. Letras minusculas/mailusculas
na mesma linha/coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de qui-quadrado a 5%.
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Outra justificativa para a baixa frequéncia e/ou auséncia do gene papC,
observada em alguns 6rgdos neste trabalho, pode ser a circunstancia de que
quando o gene papC esté ausente, a fungcdo de adesdo pode ser desempenhada
pelo gene tsh principalmente (DELICATO et al., 2002).

Neste contexto, abordando a frequéncia total do gene papC,
semelhantes resultados foram observados por JANBEN et al. (2001),
VANDEMAELE et al. (2003), KNOBL et al., (2008), KWON et al. (2008), e ROCHA
et al. (2008), WON et al. (2009), que detectaram o gene pap em isolados de E.
coli oriundos de aves comerciais em 30%, 29%, 37,5%, 11%, 24% e 15%,
respectivamente. Maiores frequéncias ao deste estudo foram encontrados por
ARABI et al. (2013), que analisaram amostras de frangos de corte e obtiveram o
valor de 82,1% para papC. Porém, alguns autores ndo encontraram 0 gene em
nenhuma das estirpes isoladas de aves com colibacilose, como é o caso de
IKUNO et al. (2006), resultado que condiz com o obtido neste trabalho, para
deteccdo do gene papC para coracgéo e traquéia.

Ainda na Tabela 2, para o gene tsh foram observadas as seguintes
frequéncias: 17,4% (12/69) e 22,7% (05/22) com ou sem quadro respiratorio,
respectivamente. Observa-se também que para os isolados de E. coli dos sacos
aéreos, as menores frequéncias (p<0,05) de deteccéo foram para o gene tsh, com
isso pode ser que o mesmo ndo tenha acdo importante na colonizacdo deste
orgdo. Apesar do gene tsh provavelmente ndo ter tido acdo importante na
colonizacdo dos sacos aéreos obtidos de criagbes com quadro respiratério, €
importante considerar que este gene foi detectado em 6rgdos coletados neste
trabalho. Por isso, sugere-se a atuacdo do gene tsh em estagios iniciais da
infeccdo e na colonizacdo de 6rgdos (NEGLEKA et al., 2002).

Resultados obtidos por ZHAO et al. (2005) e WON et al. (2009),
apontaram maiores frequéncias que deste estudo quanto a presenca do gene tsh,
com deteccdo de 84% e 53,9%, respectivamente. Também ROCHA et al. (2008)
mostraram que de 61 linhagens APEC, 55% eram portadores do gene tsh. OH et
al. (2012) pesquisaram a presenca de nove genes associados a viruléncia de E.
coli e obteve a frequéncia de 34,5% para o gene tsh. ARABI et al. (2013)
obtiveram 96,4% de tsh+ ao pesquisarem cinco genes de viruléncia das APEC

isoladas de frangos.
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As menores frequéncias de deteccdo do gene tsh entre os estudos
abordados e este trabalho, podem ser explicadas pelas variacdes nas
combinacgOes de genes presentes em isolados de E. coli de diferentes regides. E
no caso deste trabalho pode-se também sugerir que como a deteccdo do gene
papC e do gene tsh esta relacionada a aderéncia e colonizacdo bacteriana, a
presenca de apenas um desses genes seria suficiente para desencadear acoes.
Este aspecto foi descrito por DELICATO et al., (2002), que afirmaram que quando
0 gene papC esta ausente, a funcdo de adesédo pode ser desempenhada pelo
gene tsh, por exemplo.

Outro importante fator de viruléncia relacionado a cepas APEC é a
capacidade de crescimento em meios sem ferro, desempenhada pelo gene iuc.
Este gene foi detectado neste trabalho (Tabela 2), com frequéncias de 37,7%
(26/69) e 36,4% (8/22) nos isolados com ou sem quadro respiratorio,
respectivamente.

A maior frequéncia observada, neste trabalho, para o gene iuc e a
deteccdo deste gene em 0Orgaos sistémicos, respiratérios e conteudo intestinal,
provavelmente ocorreram porque os isolados de E. coli utilizaram o mecanismo
de sequestro de ferro através da producéo de aerobactina, funcéo atribuida a este
gene, e que permitiu a sobrevivéncia da bactéria em meio extracelular (MONROY
et al., 2005).

Resultados semelhantes ao deste estudo foram obtidos por WON et al.
(2009) que mostraram que das 118 cepas de APEC, 47% continham o iuc. Por
outro lado, maiores valores aos deste estudo foram obtidos na literatura. EWERS
et al. (2004) detectaram esse gene em 78,0% e SOMEYA et al. (2007) em
100,0% de APEC analisadas. KWON et al. (2008) na Coréia do Sul, também
estudaram este gene em 120 isolados APEC e 83% foram positivos para o gene
iuc. Da mesma forma, ARABI et al. (2013), com o objetivo de determinar os
padrées de genes de viruléncia de APEC em frangos observaram o valor de
85,7% para o gene iuc.

Na Tabela 2, observa-se que para os dados referentes ao coracao, as
maiores frequéncias de deteccdo (p<0,05) foram verificadas para os genes iuc e
iss. Sugere-se que estes genes foram necessarios para promover O acesso e

invasdo ao coracdo. Os genes iuc e iss obtiveram ainda as maiores frequéncias
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de deteccdo no grupo com quadro respiratério, 0 que sugere a atuacdo destes
genes em doencas respiratorias. O gene iuc, também foi detectado por IKUNO et
al. (2006) em isolados provenientes de aves com quadro respiratério (26,6%) e
em associados ao gene iss (20%).Esses resultados reforcam a afirmacéo que a
associacdo da aerobactina codificada pelo gene iuc e a proteina de resisténcia ao
soro, codificada pelo gene iss, estdo fortemente relacionadas com E. coli
patogénicas, tanto para aves como para outras espécies animais (NEGLEKA et
al., 2002).

Além disso, ao comparar-se (Tabela 2) os grupos sem e com quadro
respiratorio foi observado para o gene iss maior (p<0,05) frequéncia para o grupo
com guadro respiratério, com 34,8% (24/69) quando comparado ao sem quadro
respiratério, com 9,1% (2/22). Estes dados sugerem que O gene iss esteja
envolvido na codificacdo de fatores de viruléncia em isolados E. coli, com
determinacdo de quadros respiratérios, provavelmente relacionados a resisténcia
sérica atribuida a acdo deste gene (MONROY et al., 2005). O gene iss apesar de
nao ser o Unico mecanismo utilizado para alcancar os érgdos das aves e causar
infeccdo, propicia habilidade em resistir aos fatores séricos inibitérios e escapar
da acdo do sistema complemento bem como da fagocitose nos processos de
infeccdo (MELLATA et al., 2003).

Um dos motivos de preocupacdo acerca deste gene reside no fato de
sua localizacdo em um plasmidio de viruléncia com outros genes de viruléncia e
de resisténcia a antimicrobianos que pode ser transferido por conjugacao, para
outras bactérias avirulentas, inclusive E. coli (JOHNSON et al., 2006), e assim
bactérias comensais podem se tornar resistentes e patogénicas (FOLEY et al.,
2000). Esta argumentacdo foi confirmada em outros estudos, com maior
frequéncia de deteccao do gene iss em aves com manifestacdes de colibacilose e
em isolados de aves doentes (MCPEAKE et al. 2005), fato constatado também
neste trabalho.

Resultados variados foram obtidos por outros autores e alguns
obtiveram frequéncias maiores as deste trabalho. KNOBL et al. (2008),
detectaram o gene iss em isolados de E. coli na frequéncia de 37,5% (3/8) em
amostras de colibacilose. ROCHA et al. (2008) mostraram que de 61 linhagens

APEC, 73% eram portadores do gene iss. OH et al. (2012) pesquisaram a
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presenca de nove genes associados a viruléncia de E. coli e obtiveram a
frequéncia de 58,62% para o gene iss. Em estudo desenvolvido por ARABI et al.
(2013), em amostras de E. coli isoladas de frangos foi obtido o percentual de
96,4% para o gene iss.

Na Tabela 3 estdo dispostos dados referentes a frequéncia de

deteccado simultanea para os genes em estudo em criag0es alternativas.

TABELA 3- Frequéncia da deteccdo simultanea dos genes papC, tsh, iuc e iss,
pesquisados em E. coli isoladas de 64 propriedades de frangos de
corte de criacbes alternativas sem e com quadros respiratorios
localizadas em diferentes regides do Estado de Goias

Total de genes

Genes N n(+) % N n(+) %
Sem sinais Com sinais p

Nenhum gene 22 12 545 A 69 27 39,1D NS
1 gene 22 3 13,6 B 69 19 27,5DC NS

2 genes
papC — tsh 22 1 4,5 a 69 1 1,4a NS
papC-iuc 22 2 9,1a 69 0 0,0a NS
papC-iss 22 0 Oa 69 3 4,4a NS
tsh-iuc 22 1 4,5 a 69 1 1,4a NS
tsh-iss 22 0 Oa 69 1 1,4a NS
iuc-iss 22 0 Oa 69 10 145b NS
Total - 4 18,2 B - 16 23,2C NS

3 genes
papC-tsh-iuc 22 1 4,5 a 69 1 1,4a NS
Pap-tsh-iss 22 0 Oa 69 1 1,4a NS
Pap-iuc-iss 22 0 Oa 69 1 1,4a NS
tsh-iuc-iss 22 1 4,5 a 69 3 4,4 a NS
Total - 2 9,1 Ba - 6 8,7B NS
4 genes 22 1 4,5 Ba 69 1 1,4 Aa NS

Letras minusculas/mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas
utilizando teste de qui-quadrado a 5%.

Para o grupo de aves sem quadro respiratorio, ocorreu maior
frequéncia naqueles isolados sem deteccdo de nenhum gene pesquisado.
Sugere-se que para determinar quadros respiratérios sdo necessarias
associacOes entre genes.

Nota-se (Tabela 3) ainda para o grupo com quadros respiratorios,

obteve-se maior frequéncia de deteccdo simultdnea entre o gene iuc e iss
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(p<0,05) em relagcdo aos demais, 0 que sugere atuacdo destes genes em
quadros respiratérios. Existem muitos fatores associados a viruléncia de E. coli
patogénica aviaria descritos, porém ainda ndo foi possivel definir as
caracteristicas do patdgeno causador da colibacilose aviaria (TEJKOWSKI, 2012).

E possivel que existam muitos perfis relacionados a infeccdo aviaria
(RODRIGUES-SIEK et al.,, 2005), jA& que essas podem se apresentar como
infeccdes localizadas ou sistémicas. Porém relata-se que para que uma cepa seja
patogénica seria necessario a presenca de pelo menos um fator de adeséo, outro
de aquisicéo de ferro e outro de resisténcia sérica (BRITO et al., 2003; EWERS et
al., 2007; TEJKOWSKI, 2012), fato observado em 10,1%(7/69) dos isolados de E.
coli deste trabalho. Com base na classificacdo abordada por estes autores e
considerando-se que as maiores frequéncias observados foram para a deteccao
simultanea entre o gene iuc e iss, com 14,5% (10/69), sugere que outro gene
ligado a aderéncia que néo os deste trabalho pode ter exercido esta funcdo nos
isolados de E. coli onde néo foram detectados os genes papC e tsh.

Também SKYBERG et al., (2003), desenvolveram um protocolo para
deteccado de genes de viruléncia em isolados de E. coli de aves com colibacilose e
de aves aparentemente saudaveis. Dos isolados de aves saudaveis, 90% (9/10)
mostraram apenas um dos genes descritos e 80% (8/10) de isolados de aves
doentes tinham trés ou mais dos genes estudados. Estes autores sugeriram que
apesar da deteccdo individual de genes de E. coli € necesséario que haja uma

combinacao de genes com diferentes fungdes para desencadear a infecgao.

CONCLUSOES

Conclui-se que E. coli esta presente em alta frequéncia nas lesdes de
aerossaculite, traqueite, pericardite e enterite e que os genes papC, tsh, iuc e iss

estiveram presentes em alguns isolados de E. coli.
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CAPITULO 4- GENE iss E SUA RELACAO COM RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS EM ISOLADOS DE Escherichia coli
OBTIDOS DE FRANGOS DE CORTE DE CRIACOES
INDUSTRIAL E ALTERNATIVA

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi detectar o gene iss em isolados de
E. coli oriundos de amostras de aves criadas em dois sistemas de producéo,
industrial e alternativo, e correlacionar com a suscetibilidade aos antimicrobianos.
O gene iss foi pesquisado em 235 isolados de E. coli, sendo 144 obtidos de
frangos de corte de criacdo industrial e 91 de criacdes alternativas. Os que
apresentaram o gene iss foram submetidos ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos. O gene iss foi detectado em 29,2% (42/144) e 28,6% (26/91)
para amostras de frangos de corte e criagdes alternativas, respectivamente. Nao
ocorreram diferencas significativas entre as detec¢des do gene iss nos sistema de
criacdo. Em relacdo a determinacéo do perfil de suscetibilidade e a presenca do
iss, para amostras de frangos de corte, os maiores valores de resisténcia a
antimicrobianos foram para doxiciclina, oxitetraciclina e enrofloxacina quando o
iss esteve presente. Em isolados de criacdes alternativas, quando o iss esteve
presente se obteve maior percentual de resisténcia para ampicilina e
ciprofloxacina. Abordando somente os resultados para perfil de resisténcia nota-
se que foram identificados altos indices de resisténcia aos antimicrobianos, com
maior resisténcia para amoxicilina/ &cido clavulanico, tetraciclina e sulfametoxazol
em isolados de frangos de corte e também em criacdes alternativas. Sugere-se
gue 0 gene iss presente em isolados de E. coli tem contribuido com a alta
resisténcia aos antimicrobianos em criacbes de frango de corte industrial e
alternativas.

Palavras-chave: criagOes alternativas, aves, genes de viruléncia, resisténcia

CHAPTER 4- iss GENE AND ITS RELATION WITH ANTIMICROBIAL
RESISTANCE IN ISOLATES OF Escherichia coli OBTAINED
FROM INDUSTRIAL AND ALTERNATIVE BROILER
BREEDING

ABSTRACT: The aim of this study was to detect the iss gene in isolates of E. coli
samples originated from poultry raised on two production systems, conventional
and alternative, and to correlate it with antimicrobial resistance. The gene was
investigated in 235 isolates of E. coli, 144 obtained from broilers from industrial
breeding and 91 from alternative breeding. Those who had the gene were tested
for antimicrobial susceptibility. The gene was detected in 29.2% (42/144) and
28.6% (26/91) for samples of broilers and alternative breeding, respectively. No
significant differences between the probes iss gene in the breeding systems was
observed. Regarding the determination of the resistance profile and the presence
of iss, for broiler samples, the highest values of resistance to antimicrobial agents
were for doxycycline, oxytetracycline, enrofloxacin and colistin when iss was
present. In isolates from alternative breeding higher percentage of resistance was
obtained for ampicillin and ciprofloxacin, when iss was present. Considering only
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the results for resistance profile we identified high rates of antimicrobial resistance,
with higher resistance to amoxicillin/clavulanic, tetracycline and sulfametoxazol in
isolates from broiler and from alternative breeding chicken. It can be concluded
that the iss gene present in isolates of E. coli is related to the high frequency of
resistance to some antimicrobials in industrial farms and in alternative breeding
sysptems.

Keywords: alternative bredding, poultry, resistence, virulence genes

INTRODUCAO

A maioria dos casos de problemas respiratérios diagnosticados em
aves nao envolvem apenas um agente infeccioso. Diversos patdogenos podem
estar implicados com as enfermidades respiratérias em frangos, porém E. coli
participa com frequéncia de tais enfermidades, com aumento significativa das
taxas de mortalidade, letalidade e condenacao de 6rgdos e/ou carcacas.

E. coli pertence a familia das Enterobateriaceae e € considerada um
dos integrantes da microbiota intestinal de animais e humanos (PIATTI &
BALDASSI, 2007). Geralmente € eliminada nas excretas das aves, e a
colonizagdo do trato intestinal ocorre logo apds o nascimento, permanecendo
como componente importante da microbiota normal do intestino por toda a vida do
seu hospedeiro (MOREIRA, 2007). Porém, além das cepas comensais, existem
cepas de E. coli patogénicas para aves (APEC) que sdo responsaveis por varios
processos patolégicos extra-intestinais e que podem atuar como agente primario
ou secundario (PIATTI & BALDASSI, 2007).

Apesar da importancia conferida a enfermidade, s&o necessarios
estudos para elucidar os mecanismos de viruléncia das cepas APEC. Fatores de
viruléncia tém sido associados a patogenicidade de E. coli em aves, mas henhum
gene especifico da viruléncia foi identificado como sendo inteiramente
responsavel pela sua patogenicidade (ANTAO et al., 2008). O que se sabe é que
cepas APEC causadoras de lesdes apresentam pelo menos um fator relacionado
a adeséo, um a aquisicao de ferro e um a resisténcia sérica (TEJKOWSKI, 2012).

A resisténcia sérica é um fator importante, pois a acdo de genes que a
promovem esta diretamente relacionada a mecanismos de resisténcia aos

antimicrobianos utilizados na terapéutica de doencas. Aliado a isso, uma
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preocupacao atual se deve ao crescente aparecimento de cepas resistente a
estes compostos. Sabe-se que os antimicrobianos utilizados tém alta acéo
destrutiva nas células bacterianas, mas mesmo com este potencial, isolados de E.
coli estdo se tornando resistentes a eles (CARDOSO et al., 2002). Além disso,
esta resisténcia pode ser transferida para outros membros da familia
Enterobacteriaceae, dificultando o tratamento de enfermidades causadas por
estas bactérias, incluindo o homem e animais (SHERLEY et al., 2004).

Potenciais genes de viruléncia, multiplas resisténcias a antimicrobianos
e a associacao entre suscetibilidade a antimicrobianos e genes de viruléncia tém
sido comumente encontrado em linhagens APEC, sugerindo que antimicrobianos
devem ser usados com prudéncia com a finalidade de reduzir o surgimento e a
disseminacao de cepas resistentes portadoras de genes de viruléncia (WANG et
al., 2010). Estudos como os de GONCALVES et al. (2012) e LIMA-FILHO et al.
(2013) tém relatado a acdo do gene iss na conferéncia de resisténcia a
antimicrobianos.

O gene iss esta associado a altos niveis de viruléncia e se localiza em
um plasmidio conjugativo R, denominado de ColV, com um tamanho aproximado
de 100 kilobases, juntamente com outros genes de viruléncia e de resisténcia a
antimicrobianos (TIVENDALE et al., 2004). Este plasmidio pode ser transferido,
por conjugacao, para outras bactérias avirulentas, inclusive E. coli (JOHNSON et
al., 2006) e assim conferir resisténcia a diversos antimicrobianos e aos efeitos
liticos do soro (EWERS et al. 2007; ABREU et al., 2010).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo relacionar a
presenca do gene iss com a suscetibilidade a antimicrobianos em isolados de E.
coli oriundos de amostras de frangos de corte de criagdes industriais e

alternativas.

MATERIAL E METODOS

Local
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Os experimentos foram conduzidos no Estado de Goids com coletas
em abatedouros de frangos de corte sob inspe¢do e no Nucleo Experimental de
aves com coletas de amostras de frangos de corte de criacdes alternativas. As
analises bacteriologicas foram realizadas no Laboratorio de Bacteriologia e as de
deteccdo dos genes de viruléncia no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia
(EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG). Este trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA-PRPPG-UFG com Protocolo
ndmero 018/11.

Amostragem

Apbs a coleta asséptica, no abatedouro e no nucleo experimental de aves,
as amostras foram transportadas sob refrigeracdo em caixas de isopor com gelo
ao Laboratério de Bacteriologia para realizar o isolamento e identificacdo de E.
coli, segundo proposto por OLIVEIRA (2012).

As amostras oriundas de frangos de corte industrial foram coletadas
em abatedouros. De um total de 1.016 amostras, 611 foram confirmadas como E.
coli. Os isolados foram originados de 18 municipios de acordo com o local onde
as aves eram criadas e cada municipio constituiu um grupo. A partir dos 18
grupos realizou-se sorteio de um isolado de E. coli em cada 6rgéo e obtiveram-se
144 isolados (18 municipios multiplicado por 8 tipos de 6rgéo), nos quais o gene
iss foi pesquisado.

No caso das amostras de criacdes alternativas, do total de 1245
amostras, 178 amostras foram confirmadas como E. coli. Estas amostras foram
agrupadas de acordo com o municipio de criacdo das aves e entdo submetidas a
um sorteio aleatorio. Portanto, selecionaram-se 91 isolados (69 com sinais
respirtérios e 22 sem sinais respiratérios), que foram destinados aos testes de
PCR com a finalidade de pesquisa do gene iss.

Ressalta-se que para os dois sistemas de criacdo obteve-se um isolado

de cada 6rgéo positivo/municipio, quando este estava presente.
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Perfil de resisténcia a antimicrobianos

As amostras confirmadas como E. coli foram repicadas para agar
nutriente e armazenadas na temperatura entre 4 a 8°C e posteriormente era
realizado o teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Os antibiogramas foram
realizados somente apos a confirmacéo da presenca ou auséncia do gene iss por
PCR. Com isso, o numero de antibiogramas foi determinado levando-se em
consideracdo o numero de isolados positivos para o gene iss. Desta forma, para
frangos de corte industrial foram realizados testes de antibiograma de 84 isolados,
42 sem e 42 com gene iss, e para criacOes alternativas foram realizados testes de
antibiogramas de 52 isolados, 26 sem e 26 com gene iss.

Para determinacdo de suscetibilidade a antimicrobianos foi utilizado o
método descrito na NCCLS (2011). Foram testados 0s seguintes antimicrobianos:
amoxicilina/acido clavulanico (AMC 3 pug), ampicilina/subactam (SAM 20 pg),
ceftiofur (EFT 30 pg), ciprofloxacina (CIP 10 pug), doxiciclina (DO 30 ug),
enrofloxacina (ENR 5ug), gentamicina (CN 10 ug) , oxitetraciclina (OT 30 pug),
sulfametoxazol (RL 25 pg), sulfametoxazol-Trimetroprim (SXT 25 pg),
sulfonamidas (S 300 pg) e tetraciclina (TE 30 pg).

Extracdo de DNA dos isolados de E. coli

Para deteccdo do gene iss foi utilizada a técnica de extracdo térmica
descrita por SILVA et al. (2011). Assim, 1,0 mL da suspensdo da cultura
bacteriana em caldo BHI a 37°C/24h foi coletado e centrifugado a 13.200 rpm/
5min. O sobrenadante foi descartado e 800uL de agua miliQ foram adicionados.
Apbs homogeneizacéo, os isolados foram submetidos a uma nova centrifugacéo
nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente. O sobrenadante foi
descartado e 80uL de agua miliQ foi adicionado. Apds essa etapa, as amostras
foram aquecidas a temperatura de 96°10 min e o sobrenadante removido e

congelado em tubos de polipropileno a -20°C até o momento da analise.
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Técnica de PCR para detec¢do dos genes de viruléncia

Para realizagcdo da PCR convencional foi estabelecido o volume de
50uL para o mix de reagdo, composto por 35,75 pL de agua ultra pura
(DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen), 5 pL de Tampéo para PCR 10X
(Invitrogen, concentracao final de 1X), 2,0 uL de Cloreto de Magnésio 50 mM
(Invitrogen, concentracdo final de 2 mM); 1uL de dNTP [dCTP, dATP, dGTP,
dTTP] a 10 mM (Amersham Biosciences, concentracao final de 0,2 mM); 0,5 ul a
10 puM (concentracdo final de 0,1 puM) do iniciador sense, 0,5 pL a 10 pM
(concentracao final de 0,1 uM) do iniciador anti-sense, 0,25 ul de Taq 5 U/uL
(Invitrogen, concentragao final de 1,25U) e 5 pL do produto de extracdo de DNA
dos isolados.

Para as reacbes de PCR foram empregados pares de
oligonucleotideos para “iss”, segundo HORNE et al.(2000). As sequéncias dos

iniciadores estao descritas no Quadro 1.

QUADRO 1 - Iniciadores utilizados para a amplificacdo de genes de viruléncia de
E. coli, pela PCR

Gene _ _ Tamanho do
Sequéncia dos oligonucleotideos (5°- 3") o Ta
alvo fragmento amplificado
iss GTG GCG AAA ACT AGT AAAACA GC 760pb 49°C

CGC CTC GGG GTG GAT AA

Ta: temperatura de anelamento do par de iniciadores

O processo de amplificagdo foi realizado em termociclador
(Mastercycler Personal, Eppendorf) programado para um ciclo inicial de 94°C/2
min, seguido de 35 ciclos repetidos de 94°C/30s, temperatura de anelamento (Ta)
por 30 segundos e 72°C/ 1 min. Apds o Ultimo ciclo a reacdo foi terminada com
uma etapa de extens&o a 72° C/2 min.

Para o controle negativo o volume referente a amostra foi substituido
por agua ultrapura (DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen). Os controles

positivos utilizados neste trabalho pertencem a colec¢éo de culturas do Laboratorio
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de Ornitopatologia da FMVZ-USP (Quadro 2) e foram gentilmente cedidos pelo
professor Anténio José Piantino Ferreira e pela professora Terezinha Knobl da

Escola de Veterinaria da Universidade de Séao Paulo (USP).

QUADRO 2 — Controles positivos utilizados na PCR para pesquisa de genes de
viruléncia de E. coli

Numeragéo Identificac&o do controle positivo
EC T27 Sorogrupo O78, positiva para os genes papC, tsh, iss e iuc
EC T33 Sorogrupo O8, positiva para os genes papC, iuc e iss
ECT14 Sorogrupo O2, positiva para os genes tsh, iuc e iss
EC T36 Sorogrupo 0143, positiva para os genes tsh, iuc e iss

Os produtos de amplificacdo (10 uL) foram submetidos a eletroforese a
90 volts, durante 60 min, em gel de agarose 1,2% (Agarose NA — Amersham
Biosciences) e tampao TBE 1x. Como marcador de massa molecular foi
empregado o DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Apés esta etapa, os géis foram
corados por imersdo em solucdo de brometo de etidio (0,6 pg/mL) por 10 min. A
visualizagdo foi feita em aparelho transiluminador de UV (Electronic UV
Transilluminator, Ultra-Lum), em ambiente escuro e a documentacéo fotografica
dos resultados das eletroforeses foi efetivada em equipamento fotodocumentador

de géis (Vilber Lourmat).

Anéalise Estatistica

As respostas qualitativas foram analisadas pelo teste ndo paramétrico

de qui-quadrado (X?) a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 e a Figura 1 séo referentes ao gene iss. A frequéncia do
gene iss nao diferiu estatisticamente entre os isolados de frangos de corte e

criacoes alternativas (Tabela 1).
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TABELA 1- Frequéncia do gene iss em amostras de E. coli isoladas a partir de
orgdos oriundos de frangos de corte industrial e de criacdes
alternativas de diferentes regides do Estado de Goias

Gene Industrial Alternativa
N n(positivo) % N n(positivo) %
iss 144 42 29,2 91 26 28,6

Sem diferenca significativa utilizando teste de qui-quadrado a 5%.

Foram verificadas as frequéncias de 29,2% (42/144) e 28,6% (26/91)
para frangos de corte industriais e de criacfes alternativas, respectivamente.
Dados semelhantes foram observados em estudo desenvolvido por KNOBL et al.,
(2008), onde o gene iss foi detectado em amostras de E. coli na frequéncia de
37,5% (3/8) em aves com colibacilose. No entanto, maiores frequéncias foram
verificados por outros autores, como é o caso de ROCHA et al. (2008) que
mostraram em isolados de APEC que 73% eram portadores do gene iss, OH et al.
(2012), 58,62% e ARABI et al. (2013), 96,4%.

D- iss, 760pb (HORNE et al., 2000)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

FIGURA 1- Eletroforese do PCR para deteccdo do gene iss (760pb) em isolados
de E. coli obtidos de 6rgdos com alteracdo macroscopica oriundos de frangos de
corte localizados em diferentes regides do Estado de Goias. 1: marcador de peso
molecular, 3, 5 e 8- amostras positivas, 2, 4, 6, 7, 9 e 10 - amostras negativas, 11 e 12
controle positivo e negativo, respectivamente.
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A Tabela 2 mostra os dados referentes a resisténcia de antimicrobianos
em isolados de E. coli de frangos de corte de criacfes industriais e alternativas.
Observam-se diferencas (p<0,05) entre os tipos de criagbes para 0s

antimicrobianos ampicilina, sulfametoxazol-trimetroprim e gentamicina.

TABELA 2 - Perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados de E. coli oriundos
de amostras de frangos de corte de criacOes industriais e alternativas
de diferentes regifes do Estado de Goias

Industriais (n=84) Alternativas (n=52)
n(+) % n(+) % p
AMC** 70 83,3 52 100,0 NS
SAM 36 42.8 37 71,2 <0,01
EFT 38 45,2 32 61,5 NS
CIP 37 44,1 29 55,8 NS
ENR 52 61,9 30 57,7 NS
DO 63 75,0 38 73,1 NS
oT 61 72,6 36 69,3 NS
TE 69 82,1 42 80,8 NS
CN 52 61,9 9 17,3 <0,01
RL 79 94,0 50 96,1 NS
SXT 32 38,1 37 71,2 <0,01
S 63 75,0 40 76,9 NS

*n(+): n(positivo);** AMC-amoxicilina/acido clavulanico; SAM- ampicilina/subactam; EFT-ceftiofur;
CIP- ciprofloxacina; DO-doxiciclina; CN-gentamicina; OT -oxitetraciclina; RL- sulfametoxazol; ENR-
enrofloxacina; TE-tetraciclina; SXT-Sulfametoxazol-Trimetroprim; S- sulfonamida. NS-Diferenca
estatistica nao significativa

Para os antimicrobianos ampicilina e sulfametoxazol-trimetroprim as
maiores frequéncias foram verificadas para as criacdes alternativas de frangos de
corte. Sugere-se que estes resultados se devem a circunstancia de que o0s
frangos de corte de criagcdes alternativas provinham de lotes com quadro
respiratorio ou alguma enfermidade. Este fato encontra respaldo no fato que os
préprios proprietarios relatavam no momento da coleta de dados que haviam
utilizado tratamento prévio com antimicrobianos adquiridos no comércio
agropecuario, muitas vezes até em lotes anteriores, sem obter o efeito esperado,
pressupondo-se assim, 0 usO constante destes compostos nos lotes, com

consequente conferéncia de resisténcia aos mesmos.
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Por sua vez, as frequéncias obtidas para gentamicina em frangos de
corte de criacOes alternativas foram bem menores que as encontrados para
frangos de corte industriais (Tabela 2). Este dado pode ser justificado pela
possivel utilizacdo deste antibiotico em pintos de um dia em criacées industriais
de frangos de corte, fato que normalmente n&o ocorre em criagdes alternativas
pelo elevado custo deste medicamento.

Avaliando-se os dados referentes a relacdo entre gene iss e
suscetibilidade aos antimicrobianos para amostras de frangos de corte industrial
(Tabela 3 e Figura 2) e de criacdes alternativas (Tabela 4 e Figura 3), nota-se que
para os dois tipos de criacdo, quando o gene iss foi detectado, alguns
antimicrobianos obtiveram maiores frequéncias de resisténcia.

As maiores frequéncias (p<0,05) de resisténcia aos antimicrobianos
(Figura 2) foram observadas para enrofloxacina, doxiciclina e oxitetraciclina

guando o gene iss esteve presente em frangos de corte industrial.

TABELA 3-Relacdo entre presenca do gene iss e perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos em 84 isolados de E. coli oriundos de amostras de
frangos de corte industrial de diferentes regiées do Estado de Goias

Sem gene iss (N=42) Com gene iss (N=42)
S** I R Shid I R

% % % % % % p

AMC* 11,9 4,8 83,3 4,7 11,9 83,3 ns

SAM 47,6 14,3 38,1 3,8 14,3 47,6 ns

EFT 14,3 42,9 42,9 23,8 28,6 47,6 ns

CIP 28,6 33,3 38,1 16,7 33,3 50,0 ns
ENR 9,5 42,9 47,6 7,1 16,7 76,2 0,04
DO 26,2 14,3 59,5 4,8 4,8 90,5 0,01
oT 21,4 26,2 52,4 7,1 0,0 92,9 0,01

TE 14,3 9,5 76,2 7,1 4.8 88,1 ns

CN 33,3 7,1 59,5 14,3 21,4 64,3 ns

RL 7,1 4,8 92,9 4,8 0,0 95,2 ns

SXT 47,6 19,0 33,3 35,7 21,4 42,9 ns

S 19,0 7,1 73,8 4,8 9,5 76,2 ns

*AMC-amoxicilina/ acido clavulanico; SAM- ampicilina/subactam; EFT-ceftiofur; CIP-ciprofloxacina; DO-
doxiciclina;CN-gentamicina;OT -oxitetraciclina;RL- sulfametoxazol;ENR- enrofloxacina; TE-tetraciclina; SXT-
Sulfametoxazol-Trimetroprim; S- sulfonamida;.**S- sensibilidade, I- intermediaria, R- resisténcia. As Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre mesmos antibiéticos, utilizando teste de qui-
quadrado a 5%.
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FIGURA 2- Relacdo entre presenca do gene iss e perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos em 84 isolados de E. coli oriundos de amostras de frangos de

corte industrial. AMC-amoxicilina/  4cido  clavulanico; SAM-ampicilina/subactam;  EFT-ceftiofur;CIP-
ciprofloxacina;DO-doxiciclina;CN-gentamicina; OT-oxitetraciclina; RL- sulfametoxazol;ENR- enrofloxacina; TE-
tetraciclina;SXT-Sulfametoxazol-Trimetroprim;S-sulfonamida; S-sensibilidade, I- intermediéria, R- resisténcia,**Os nlimeros 1
e 2 junto as siglas dos antibioticos refere-se a auséncia (1) ou presenca (2) do gene iss. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre mesmos antibiéticos, utilizando teste de qui-quadrado a 5%.

Para os dados de criacbes alternativas (Figura 3), as maiores
frequéncias de resisténcia a antimicrobianos foram observadas para ampicilina e

ciprofloxacina, quando o gene iss esteve presente.

TABELA 4- Relacédo entre presenca do gene iss e resisténcia aos antimicrobianos
em 52 isolados de E. coli de cria¢gBes alternativas de frangos de corte

Sem gene iss (N=42) Com gene iss (N=42)
S I R Sx I R
% % % % % % p
AMC* 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 ns
SAM 34,6 19,2 46,1 0,0 3.8 96,2 0,01
EFT 23,1 11,5 65,4 7,7 34,6 57,7 ns
CIP 50,0 23,1 26,9 3,8 11,5 84,6 0,01
ENR 154 23,1 61,5 7,7 38,5 53.8 ns
DO 23,1 7.7 69,2 3.8 19,2 76,9 ns
oT 15,4 19,2 65,4 15,4 11,5 73,1 ns
TE 7,7 3,8 88,5 154 11,5 73,1 ns
CN 46,1 34,6 19,2 23,1 61,5 154 ns
RL 7,7 0,0 92,3 0,0 0,0 100,0 ns
SXT 26,9 11, 61,6 11,5 7,7 80,8 ns
S 11,5 11,5 76,9 23,1 0,0 76,9 ns

*AMC-amoxicilina/ &cido clavulanico; SAM- ampicilina/subactam; EFT-ceftiofur; CIP-ciprofloxacina; DO-doxiciclina;CN-
gentamicina;OT -oxitetraciclina;RL- sulfametoxazol;ENR- enrofloxacina; TE-tetraciclina; SXT-Sulfametoxazol-Trimetroprim;
S- sulfonamida;.**S- sensibilidade, |- intermediaria, R- resisténcia. As Letras minlsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre mesmos antibiéticos, utilizando teste de qui-quadrado a 5%.
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A resisténcia a varios antimicrobianos associados a genes de viruléncia
tem sido relatada (WANG et al., 2010). JOHNSON et al. (2002) localizaram em
isolados de E. coli, um plasmidio relacionado ao gene iss e a resisténcia de oito
grupos de antimicrobianos (tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglicosideos e

trimetoprim).

80%—

60%—

40%-]

20%—

0%—

AM |AM | SA | SA |EFT (EFT CIP1 CIP |ENR [ENR DO1(DO2 |OT1|OT2 | TE1|TE2 [CN1|CN2|RL1 [RL2 SXT [SXT S1 | s2
Cr|C2 |[M1|M2| 1 2 2 1 2 1 2

mr | 100 | 100 |46,0(96,2 (655|577 [26,9]84,6162,0 |53,869,2|76,9 [654|73,1|88,5[73,1|19,2 | 154 |92,3 |100,0{616 (80,8|76,9 | 76,9
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FIGURA 3- Relacdo entre presenca do gene iss e perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos em 84 isolados de E. coli oriundos de amostras de frangos de

corte de criacBes alternativas de diferentes regides do Estado de Goias. Amc-
amoxicilina/ acido clavulanico; SAM- ampicilina/subactam; EFT-ceftiofur; CIP-ciprofloxacina; DO-
doxiciclina;CN-gentamicina;OT -oxitetraciclina;RL- sulfametoxazol;ENR- enrofloxacina; TE-tetraciclina; SXT-
Sulfametoxazol-Trimetroprim; S- sulfonamida;.S- sensibilidade, |- intermediaria, R- resisténcia **Os nimeros
1 e 2 junto as siglas dos antibiéticos refere-se a auséncia (1) ou presenca (2) do gene iss. Letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre mesmos antibioticos, utilizando teste de qui-quadrado a 5%.

Como neste trabalho, a resisténcia a antimicrobianos associada ao
gene iss foi constatada anteriormente por YANG et al. (2004) ao verificar que
isolados de aves com gene iss apresentaram resisténcia a varios antimicrobianos.
Também BLANCO et al., (1997), CARDOSO et al. (2002), GONCALVES et al.
(2012) e LIMA-FILHO et al. (2013) associaram a deteccdo do gene iss a
resisténcia a varios antimicrobianos, inclusive aos de uso proibido em frangos de

corte como promotores de crescimento. Os dados obtidos por estes autores
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aliados aos deste trabalho estdo em consonancia com a funcao atribuida ao gene
iss como promotor no aumento de resisténcia a diversos antimicrobianos em
isolados bacterianos (EWERS et al. 2007; ABREU et al., 2010). Destaca-se que a
resisténcia a antimicrobianos atribuida aos genes de viruléncia, predispde a
salude publica a riscos, pela possibilidade de transferéncia destes genes por
conjugacao, para microrganismos da microbiota intestinal humana e inviabilizagao
destas drogas (SANTOS, 2012).

Apesar da elevada frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos estar
atribuida a presenca do gene iss, € possivel verificar também neste trabalho, que
isolados de E. coli apresentaram elevada frequéncia de resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos, as tetraciclinas e as sulfonamidas, néo
associados a deteccdo do gene iss. Sugere-se que estes resultados estao
relacionados a outros genes de viruléncia ndo pesquisados neste trabalho. Outros
mecanismos de viruléncia atribuidos a resisténcia aos antimicrobianos foram
abordados por outros autores como SANTOS (2012), que relacionaram a
resisténcia a grupos de antimicrobianos a acdo de genes especificos, como por
exemplo, ao gene tet e suas variantes, no caso das tetraciclinas e ao gene sul, no
caso das sulfonamidas.

Tem-se ainda (Figura 2 e 3) que os antimicrobianos que apresentaram
maior nivel de resisténcia ndo associada ao gene iss, foram a amoxicilina/acido
clavulanico, tetraciclina, e sulfametoxazol, tanto em amostras de frangos de corte
guanto em criagOes alternativas.

Estes resultados mostram que um grande numero de isolados
provavelmente sejam produtoras de B-lactamase, uma vez que a resisténcia a
amoxicilina/acido clavulanico foi de 83,3% e 100% nos isolados de frangos de
corte e criacOes alternativas, respectivamente. OTEO et al. (2008) relataram que
a resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico tem aumentado entre E. coli de
origem humana em hospitais. A elevada frequéncia de Enterobacteriaceae
multiresistente em hospitais se deve principalmente a pressédo seletiva exercida
pelos antibidticos utilizados (CANTON et al., 2008). Os B- lactamicos sdo um dos
grupos de antibidticos mais utilizados e consequentemente mais associados a
resisténcia (VAN DE SANDE-BRUINSMA et al. (2008).
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LAMBIE et al. (2000), verificaram uma forte tendéncia de resisténcia a
amoxicilina em cepas isoladas de frangos de corte. Em estudo conduzido por
SAHOO et al. (2012), observaram-se que isolados de E. coli foram altamente
resistentes a drogas classicas como amoxicilina (71,43%) e nenhum antibiético foi
100% eficaz contra isolados de E. coli.

Neste estudo, também elevadas frequéncias para resisténcia a
tetraciclina foram identificadas, com 82,1% (69/84) e 80,8% (42/52) em frangos de
corte e criacbes alternativas, respectivamente. Tetraciclinas sao utilizadas
extensivamente na medicina humana e animal. O mecanismo de acao tipico das
tetraciclinas € bem estabelecido e hd um consenso de que tetraciclinas se ligam a
um sitio do ribossomo bacteriano impedindo a adicdo de aminoacidos e,
consequentemente, sintese proteica (ZAKERI & WRIGHT, 2008).

Este grupo de antibiéticos possui diversas propriedades favoraveis, tais
como baixo custo, amplo espectro de acao e baixa toxicidade. Devido a essas
propriedades, as tetraciclinas em geral tém sido utilizadas indiscriminadamente,
com aparecimento de resisténcia, principalmente as tetraciclinas de primeira
geracdo e provocado restricdes na utilidade clinica destes compostos (CHOPRA
& ROBERTS, 2001).

Resultados semelhantes ao deste estudo foram obtidos em
experimento desenvolvido por ZANATTA et al., (2004), com objetivo de verificar a
suscetibilidade de cepas de E. coli de 120 amostras de aves com quadro clinico
suspeito de colibacilose. A tetraciclina apresentou resisténcia de 76%. Também
em estudo desenvolvido por ABREU (2010), confirmou-se a situagéo da crescente
resisténcia de cepas de E. coli a antimicrobianos. Foram coletadas 180 amostras
de aves para deteccéo de E. coli e 80% (16/20) dos isolados foram resistentes a
tetraciclina. Em estudo conduzido por SAHOO et al. (2012), observaram-se que
isolados de E. coli foram altamente resistentes a importantes antimicrobianos
como tetraciclina (74,29%).

Frequéncias mais elevadas foram obtidas por GONCALVES (2005) que
com objetivo de relacionar problemas respiratérios com a presenca de E. coli
coletou amostras de suabes e fragmentos de sacos aeéreos, sendo todos

resistentes a tetraciclina. E WANG et al. (2010) utilizaram de 148 amostras de E.
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coli recuperados de casos diagnosticados de colibacilose aviaria, com a maioria
dos isolados exibindo resisténcia a tetraciclina (97%).

Além da alta resisténcia encontrada neste trabalho para os
antimicrobianos amoxicilina e tetraciclina, também foram identificadas elevadas
frequéncias para resisténcia a sulfametoxazol, com 94% (79/84) e 96,1% (50/52)
em frangos de corte e criagdes alternativas, respectivamente. As sulfonamidas
sdao um dos grupos de antimicrobianos mais utilizados no tratamento de
colibacilose. Este grupo possui como mecanismo de acdo o fato de serem
analogos estruturais do acido p-amino benzoico (PABA), uma substancia
essencial para a producdo de acido fdlico, e esta ultima, fundamental para a
sintese de DNA e RNA bacteriano (SPINOSA et al., 2006).

Acredita-se que devido a utilizacdo das sulfonamidas para tratamento
de infeccBes por E. coli, pode ter ocorrido uma pressao seletiva na industria
avicola e consequentemente altos niveis de resisténcia, em isolados clinicos de
APEC (SINGER & HOFRACRE, 2006). O fato da resisténcia foi constatado por
WANG et al. (2010) quando utilizaram de amostras de E. coli recuperados de
colibacilose aviaria para caracterizar suscetibilidade a antimicrobianos, e
obtiveram resisténcia de 93% a sulfametoxazol.

Supbe-se que a resisténcia adquirida por E. coli neste trabalho seja
justificada pela utilizacdo inadequada de antimicrobianos e administracdo em
doses sub-terapéuticas, pois selecionam os agentes bacterianos mais resistentes,
propiciam a transferéncia de genes de viruléncia e ndo debelam a infecgéo
(FERREIRA & KNOBL, 2009), por isso, recomenda-se 0 uso controlado de
antimicrobianos, precedido de teste de suscetibilidade, uma vez que podem

comprometer o uso desses antimicrobianos em humanos (YANG et al., 2004).

CONCLUSOES

Sugere-se que 0 gene iss presente em isolados de E. coli tem
contribuido com a alta resisténcia a alguns antimicrobianos em cria¢des avicolas

industriais e alternativas.
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CAPITULO 5- CONSIDERACOES FINAIS

Uma crescente preocupacao dos consumidores tem sido a busca por
consumo de carne de frango de qualidade. A aquisicdo destes produtos soO é
possivel através da adocdo de procedimentos que visam controle de bactérias
patogénicas para as aves e para o homem como E. coli.

Esta bactéria normalmente compde a microbiota normal do intestino de
aves e mamiferos. No entanto, existem cepas patogénicas para aves (APEC) que
determinam processos patoldgicos extra-intestinais em aves. Isolados de E. coli
atuaram em casos de aerossaculite, traqueite, pericardite e enterite em frangos
de corte. O diferencial destas cepas patogénicas das nao reside na presenca de
fatores de viruléncia, conferida principalmente por genes de viruléncia adquiridos
com consequente resisténcia a antimicrobianos, por exemplo.

A pesquisa de genes de viruléncia é de fundamental importancia, e
pode minimizar as perdas econémicas geradas nas infec¢des por esta bactéria. O
presente trabalho e consequente deteccdo de genes de viruléncia, bem como o
perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados de E. coli foi de grande
importancia, uma vez que demonstrou o padrao de cepas de E. coli presentes em
frangos de corte. Porém, estudos posteriores abordando os efeitos da presenca
de genes de viruléncia em isolados de E. coli deverao ser realizados uma vez que
0S genes pesquisados estiveram presentes nas analises, porém sdo necessarias
associacfes entre 0s mesmos para determinar lesbes, com isso pesquisas
subsequentes abordando também outros genes em conjunto com os deste estudo
poderdo elucidar a acdo dos mesmos na patogenicidade de APEC, bem como
testes in vivo.

Com relacdo ao perfil de resisténcia a antimicrobianos, o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento tem demonstrado ser util em
estabilizar a microbiota intestinal e melhorar o desempenho de aves, além de
prevenir processos patolégicos intestinais especificos. No entanto, ha um
questionamento em relagdo a essa pratica. O tratamento com antimicrobianos é
uma das formas de diminuir o impacto da colibacilose, mas a emergéncia e a
disseminagdo de resisténcia antimicrobiana em amostras de E. coli pode

complicar o tratamento de infec¢cdes causados por esta bactéria. Neste trabalho
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foram observados altos nives de resisténcia a varios antimicrobianos nos dois
sistemas de criagdo pesquisados, além disso, obtiveram-se dados sobre a
situacao de resisténcia entre APEC e essas analises podem servir para monitorar
e prevenir a disseminacdo de APEC.

Ainda relacionado aos antimicrobianos, neste trabalho sugere-se que o
gene iss promoveu resisténcia a alguns antimicrobianos em isolados de APEC
obtidos de frangos de corte e de criacbes alternativas, demonstrando a
necessidade de conhecimento a acerca da viruléncia de APEC para seu efetivo
controle. Com isso, dados a respeito deste patdogeno e a determinacdo da
expressdo de genes de viruléncia de APEC durante a infec¢cdo s@o necessarios,
dado a estreita relacdo entre as amostras de origem humana e avicola.

Desta maneira, entende-se que estudos epidemiolégicos sobre a
resisténcia a antimicrobianos e sorogrupos envolvidos nos casos de colibacilose
em aves, bem como conhecimento dos genes de viruléncia de isolados sé&o
essenciais. Com isso, medidas como maiores cuidados no ambiente de criacao
das aves e correto manejo e desinfeccdo dos galpdes de criacdo devem ser
adotadas para controle deste patdégeno na avicultura visando o fornecimento de
alimentos seguros ao homem e também menores perdas geradas por lesdes de

colibacilose nas aves.



