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Tem calma contigo mesmo e olha aonde vais
Espera um minuto, pensa no que fards, no meio da
tormenta é duro navegar, e uma escolha incerta
pode caro custar. Nem todo mau momento te faz
fracassar, € em caminhos de pedras haveras de
passar, pois nem tudo na vida é como a gente quer,
mesmo em sombras na terra o sol brilha no céu.
Segue adiante, sem olhar atrds. Vive cada dia e
nada mais. E o que vier tu venceras. SO tu tens a
chave: abres ou fecharas. Tem calma na vida o
jogo é de verdade, pra ganhar a partida vai com
forca e coragem, sdo as regras do jogo & bom
sempre lembrar diante dos desafios é preciso tentar
... E assim como o ouro pelo fogo vais passar e 0
que tens de melhor o fogo vai revelar. Ainda que
chores, tu venceras, sO aquele que perde sabe
também ganhar. Segue adiante, sem olhar atréas.
Vive cada dia e nada mais. E o que vier tu
vencerds. SO tu tens a chave: abres ou fecharas

Tem calma... tem calma... tem calma...

(Pe Fabio de Melo - Tem Calma)
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RESUMO

As infecgdes causadas por Escherichia coli patogénicas para aves sdo apontadas como uma
das principais causas de impactos econbmicos para a industria avicola pelo retardo de
crescimento e condenacdo de carcacas de aves nos matadouros. O presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de identificar Escherichia coli de amostras de salpingite e
dermatose de poedeiras e frangos de corte, respectivamente, bem como detectar os genes de
viruléncia de estirpes de APEC e identificar sorogrupos. Para tanto, 620 amostras de frangos
de corte e poedeiras, com e sem lesdes, condenadas parcial ou totalmente ao abate foram
coletados em dois matadouros. As amostras coletadas foram submetidas inicialmente a
bacteriologia e isolados de E. coli foram processados por PCR para detectar a presenca de
genes de viruléncia e resisténcia, e posteriormente submetidas a andlise soroldgica para cinco
sorogrupos. Os resultados mostraram um total de 18,06% (112/620) isolados de APEC, sendo
61,60%(69) para salpingite e 38,40%(43) para dermatose. Na pesquisa dos genes, ndo foram
encontradas presenca do gene sfa e hly em nenhuma das amostras (0/112), enquanto que o
gene traT foi identificado em 80,36% (90/112) e o iss em 55,36% (62/112). Detectou-se a
presenca simultdnea dos genes iss e traT nos isolados. Para a sorotipagem, observou-se uma
frequéncia baixa para E. coli enteropatotgénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
0128 e E. coli 0167, e um numero consideravel de E. coli enterohemorragica O157:H7, 3%
para salpingite e 5,9% para dermatoses. Conclui-se que houve um indice relevante de isolados

de E. coli das amostras estudadas bem como a presenca dos genes iss e traT.

Palavras-chave: colibacilose, frangos de corte, lesdes, poedeiras, sorogrupos.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A continua intensificacdo da producdo no setor avicola propicia determinadas
condicBes que favorecem a ocorréncia e a disseminacdo de algumas doencas infecciosas®, que
podem culminar em condenacdo parcial ou total de carcacas de 6rgdos nos matadouros com
destaque para colibacilose, sindrome ascitica e hepatite. Dessas perdas, aproximadamente
19% so atribuidas & colibacilose?.

A colibacilose, doenca causada pela Escherichia coli geralmente é sistémica,
secundaria a outros agentes, com manifestacbes extra intestinais. E considerada uma das
principais doencas da avicultura industrial moderna em todos os paises do mundo, em razao
das perdas econbmicas nas diversas etapas da cadeia de producdo de aves: incubatérios,
plantéis de reproducéo, postura comercial, na producdo de frangos de corte e matadouros® *.

Embora a colibacilose ndo figure na lista de doencas de notificacdo compulsoria
da Organizacdo Mundial de Salude Animal (OIE), o papel da E. coli como agente causador de
agravos a satde humana e animal é inquestionavel nos dias atuais®.

Escherichia coli é um patdgeno entérico, considerada um microrganismo
comensal da microbiota normal do trato intestinal de humanos e animais, com cepas que
podem causar morbidade e mortalidade grave® ’ e sdo consideradas uma ameaca a produgo
de aves®.

Este microrganismo pode ser agrupado de acordo com Seus mecanismos de
patogenicidade, em patotipos que estdo frequentemente associados a doenca e lesbes em
animais® 2.

Para aves, E. coli patogénica (APEC) s@o responsaveis por doenca sistémica que
evolui para um quadro septicémico'?, alkm disso, a severidade da infeccio é, em parte,
dependente da patogenicidade da cepa e varia na presenca de genes de viruléncia®**°.

Adicionalmente E. coli pode ser classificada de acordo com sua estrutura
antigénica em sorogrupos 0s quais podem expressar varios fatores de viruléncia e resultar em
quadros clinico/anatomopatoldgicos incluindo infecgdes sistémicas e localizadas, tais como:
aerossaculites, colisepticemia aguda, salpingites, infeccdo saco vitelino, sindrome da cabeca
inchada, onfalites, peritonites, sinovites, dermatoses, incluindo as celulites®®>*’.

O uso mais recente de abordagens genéticas para a identificacdo de novos fatores

de viruléncia tem aumentado consideravelmente o conhecimento de mecanismos patogénicos



da APEC. A estreita relacdo entre as semelhancas genéticas de alguns isolados de lesdes de
aves com aqueles que causam enfermidades em humanos é motivo de investigacdo sobre a
doenca, pois pode constituir risco a satide do consumidor®®.

O fato é que a seguranga alimentar se associa as questdes do risco imputado aos
alimentos que podem wveicular agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos oferecendo risco a
salde do consumidor, além de englobar a manutencdo e a disponibilidade de alimentos a
populacdo mundial, assim como o uso indevido de medicacfes que podem prejudicar a saude
publica e animal.

Diante do exposto, 0 surgimento de hipoteses de que aves pudessem atuar como
reservatorios de estirpes potencialmente patogénicas para humanos, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de detectar genes de viruléncia de E. coli isoladas de amostras
de abatedouros de frangos de corte e poedeiras comerciais, correlacionando com alguns
fatores durante o processo de criacdo e abate, bem como identificar sorotipos de importancia

em medicina veterindria.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Salpingites

A salpingite, € um processo inflamatorio supurativo agudo do oviduto, geralmente
cronico e pode ser causado pela bactéria Escherichia coli. Caracteriza-se macroscopicamente,
pela formacdo de massa caseosa composta por heterofilos e bactérias com aspecto desidratado
no interior do 6rgdo, notando-se que as paredes ficam intensamente delgadas. A bactéria pode
atingir o oviduto de duas formas: pela proximidade do 6rgdo com as membranas do saco
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aéreo abdominal esquerdo®® %, devido as aves s6 desenvolverem os 6rgdos genitais

esquerdos, sofrendo o ovério e o oviduto direito uma involugdo ou por infecgdes ascendentes
a partir da cloaca*®%!.

E visto em aves quando acometidas, que podem apresentar perda de peso e, mais
freqUentemente, morte, sem nenhum sinal clinico, ocasionalmente também pode ser
responsavel por consequente aumento da mortalidade embrionaria no incubatorio, além de
transmitir cepas de E. coli para a progénie'®" 2.

A continua intensificacdo da producdo no setor avicola propicia determinadas
condicbes que favorecem a ocorréncia e a disseminacdo de algumas doencas infecciosas,

como a colibacilose. Nos abatedouros o processo que mais causa condenagdes é a salpingite’.



Segundo Fossum et al.®

, em pesquisas com poedeiras utilizando de sistemas
habitacionais alternativos e concluiram que as doencas bacterianas sdo as causas mais comuns
de mortalidade. A doenca predominante foi de infeccbes causadas por Escherichia coli, ou
seja, colibacilose, encontrado em 85 lotes dos 312 analisados. Os achados patoldgicos foram
geralmente salpingite aguda ou subaguda fibrinosa, ooforite e peritonite, ou mais raramente
pericardite, perinepatite, pneumonia e aerossaculite. Observaram que a proporcao
relativamente elevada (52%) dos casos de colibacilose ocorreram entre o inicio da postura, e
30 semanas de idade. Em 50% dos lotes infectados observaram nas aves submetidas a
necropsias lesdes relacionadas ao “stress” como por exemplo canibalismo cloacal, sendo que
destas, 19% (85/312) foram diagnosticadas com colibacilose.

1.1° analisaram 10 carcacas de frangos de corte, fémeas, com 45 dias de

Santos et a
idade que tiveram condenacdo total por salpingite, e durante a necropsia observou-se que 0
oviduto apresentava paredes distendidas e delgadas, com massa de material amarelado e de
aspecto caseoso na luz do 6rgdo e na andlise bacteriologica dos suabes do figado e do oviduto
foi isolada a bactéria Escherichia coli somente do oviduto.

Outro trabalho que mostra a importancia da salpingite foi realizado por Eveline et
al?*, em abatedouros avicolas, no qual mostram que um dos principais motivos de
condenacdo de carcacas foi a salpingite e podem ser resultantes de uma contaminacdo por

APEC.
2.2. Dermatoses

A doenca causada pela APEC estda em sua maior parte associada com fatores
predisponentes secundarios como ambientais e de acolhimento das aves. A dermatose esta
ligada diretamente ao aumento da densidade populacional e a0 manejo das aves, como cama
excessivamente Umida e adensamento excessivo, também estd associado com aumento na

incidéncia de dermatite de contato®® 26

, @ consequientemente, de condenagdo de carcaga.
Dermatose também esta relacionada com a genética, refere-se ao sexo, pois
estudos revelam que os machos tém welocidade de empenamento mais lenta, sdo mais
agressivos e por isso mais afetados por doencas cutineas associadas a traumatismos?®. Essas
aves, em geral, movimentam-se menos, tendendo a permanecer mais tempo em contato com a
cama e sofrendo arranhdes provocados pelas unhas das outras (devido densidade do aviario,
temperatura ambiente, qualidade da cama, peso e idade das aves), e conforme a intensidade

dos arranhdes pode ocorrer ruptura da pele evoluindo para um processo inflamatorio,



caracterizando um abcesso. A deterioracdo da cama favorece a multiplicacdo de agentes
patogénicos como a E. coli que poderdo invadir a pele lesada e multiplicar-se, surgindo entdo,
doencas como as dermatoses que sdo causas de condenacio das aves®> 2" 28,

Com o crescimento expressivo da avicultura industrial, as perdas causadas por
condenagbes tém ganhado importancia. Dentro deste contexto encontra-se 20,3% das

|.29

condenacBes por dermatose?®, resutados semelhantes ao de Oliveira et al.?°, que encontraram

12,7% de dermatoses de frangos de corte em amostras de matadouro.

De acordo com Sesterhem et al.*°

as lesdes ulcerativas na pele de frangos de corte
sdo causas comuns de condenacdo total ou parcial de carcacas em frigorificos, estes, em seus
estudos, diagnosticaram 102 (72,32%) casos de dermatoses e dermatite granulomatosa por
corpo estranho.

Pianho et al.>* em um levantamento realizado em matadouro da regido noroeste do
estado do Parana constataram que 1,53% das condenacGes eram de dermatose e 1,19% para
celulite, que podem estar relacionadas com o clima e manejo, que favorecem o
desenvolvimento do seu agente etiologico, além de causarem perdas significativas para a

indUstria.

2.3. Classificacdo de Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, provavelmente, um dos
microrganismos mais ubiquos na terra, encontrada no solo, agua, plantas e existente como
parte da microbiota intestinal comensais do ser humano e outros animais e, € responsavel pela
producdo de diversos produtos metabdlicos benéficos. Poucos microrganismos séo tdo
versateis como E. coli, pois causam infeccdes oportunistas e podem ser um patégeno letal®>”
35.

O ¢género Escherichia contém varias espécies, com alta variabilidade antigénica, e
a espécie E. coli comumente é isolada nos laboratdrios clinicos; além de ser um dos
microrganismos comumente envolvidos em septicemias por Gram-negativos e em choque

induzido por endotoxinas®®%’.

Alguns estudos descrevem que mesmo cepas de E. coli
comensais podem conter um ou mais genes de viruléncia com potencial de causar doencas em
animais imunossuprimidos®.

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na patogenia desta
infeccdo auxilia na diferenciacdo, sob o ponto de vista genético, das amostras associadas a

guadros intestinais e extra intestinais, permitindo a classificacdo em patotipos distintos de



acordo com a presenca ou auséncia de fatores de viruléncia especificos®®. Os mecanismos de
viruléncia tém sido continuamente estudados e considerados multifatoriais, assim sendo, o
conhecimento da genética bacteriana gera mecanismos que podem auxiliar na identificacdo de
cepas patogénicas isoladas de aves’®.

Estudos relacionados a patogenicidade de E. coli mostraram, que amostras
patogénicas possuem mecanismos de viruléncia especificos. Com base nas caracteristicas de
patogenicidade, no efeito em certas culturas de células e nos grupos soroldgicos, Kaper **
citou nove grupos de E. coli (patotipos): enteropatogénicos (EPEC), enterotoxigénicos
(ETEC), enteroinvasivos  (EIEC),  enterohemorragicos (EHEC),  enteroagregativos
(EAGGEC), uropatogénicos (UPEC), meningite neonatal (MNEC), enteropatogénicos de
coelhos (REDEC) e patogénicos para aves (APEC)3" 4243,

Os patdtipos mais importantes em sanidade avicola sdo a E. coli
enterohemorragica (EHEC) e a E. coli patogénica aviaria (APEC), apesar de EPEC, EIEC e
ETEC também serem encontradas®®.

O patotipo EHEC tem a capacidade de destruir as células epiteliais, produzir uma
citotoxina potente, a toxina Shiga (Stx), que provoca diarréia com ou sem a presenca de
sangue, sindrome urémico- hemolitica, é fatal para criancas*! e pode se originar das aves que
s30 potenciais reservatérios deste patdgeno*®. Possui como caracteristica de viruléncia a
producdo de enterohemolisina Plasmidio de viruléncia (60 MDa), produzem citotoxinas SLT-I
ou VT-1 ou STxI (Verotoxina) e SLT-11 ou VT-1l ou STxII e sorotipos especificos: O157:H7;
0111; 05; 026; 055; 026:H11 e outros®® ***°,

O patotipo APEC é considerado um dos principais causadores de morbidade e
mortalidade de frangos*®. Pode atuar como agente primério ou secundario, é incriminada por
uma variedade de doencas extra-intestinais, que podem ser infeccGes localizadas ou
generalizadas® “°. Com as pesquisas a respeito dos inimeros genes de viruléncia presentes na
APEC, ndo se pode mais considera-lo como um patégeno simplesmente oportunista, pois
algumas cepas podem causar a doenca em animais sadios, como é o caso dos isolados
relacionadas a sindrome da cabeca inchada que sdo mais patogénicas e possuem
caracteristicas mais agressivas, incluindo capacidade de se aderir aos diferentes tipos

celulares, presenca de ampla combinacdo de genes de viruléncia e elevada letalidade®?.



2.4. Estruturas antigénicas

Escherichia coli é composto de estruturas antigénicas que contribuem para a
classificacdo em Vvarios sorogrupos e sorotipos®®. Uma das principais contribuicdes para a
caracterizacdo da E. coli foi a sorotipagem, proposto por Kauffman et al.*’. Esses autores,
classificaram o0s sorotipos de E. coli e propuseram que fossem identificadas, tendo-se como
base seus principais antigenos de superficie: os antigenos O (somaticos), antigenos
K(capsulares), antigenos H (flagelares) e antigenos F (fimbriais).

Os estudos que envolvem as caracteristicas antigénicas sdo ferramentas utilizadas
na epidemiologia e patogénese da enfermidade. Na literatura sdo encontrados diferentes

nimeros de antigenos conhecidos. De acordo com Yerushalmi et al.*®

sdo 177 antigenos O,
100 antigenos K e 56 antigenos flagelares H.

O antigeno somatico “O” ¢ um polissacarideo termoestavel (121°C por 2 h) e
compde a membrana externa das bactérias Gram-negativas. Este é constituido por trés
fraches, uma delas é a cadeia de polissacarideo que se projeta para o espago extracelular, cuja
composicdo é extremamente varidvel entre as bactérias da mesma espécie, conhecido como
antigeno somatico, e determina a existéncia de varios sorogrupos. A segunda fracdo é o
lipideo A (endotoxina), componente do LPS, € altamente conservado entre os membros da
familia Enterobacteriaceae e pode ser liberado durante a fase de multiplicacdo ou apds a
morte bacteriana e atua na ativacdo de macrofagos e sdo mediadores de inflamacdo. A terceira
fracdo é intermediéria e liga covalentemente o lipideo A ao antigeno somético® *'.

O antigeno flagelar “H” possui estrutura de natureza protéica e sdo termolabeis
(100°C por 30 min) conhecida como flagelina*’. Aos antigenos O e H se somam os antigenos
capsulares “K” constituido de um 4cido polimérico contendo 2% de agucares reduzidos e o
antigeno fimbrial “F”, constituidos de moléculas de natureza protéica®®.

E. coli possui varios sorogrupos associados a sua patogenia, 0s mais prevalentes

para aves sdo O1:K1, 02:K1e O78:K80% 49,
2.5. Genes de Escherichia coli

H& uma variedade de genes de viruléncia que estdo sendo estudados e foi
comprovado que algumas cepas podem causar doenca e apresentar viruléncia padrdo®. Dentre
os principais fatores de viruléncia associados a APEC destacam-se a expressao de adesinas, a

producdo de siderdforos e a capacidade de resistir a acdo microbicida do soro. Os fatores que



apresentam maior correlagdo com a viruléncia sdo a capacidade de sequestrar o ion ferro na
corrente sanguinea e nos tecidos das aves e a resisténcia dos componentes do sistema
complemento. Estes dois fatores contribuem para a sobrevivéncia e a evolugdo da doenca
ap6s a invasdo da bactéria® 2° %% %2 Amostras de E. coli de origem avidria usualmente
sequestram o ferro através da produgdo de aerobactina®®.

Acredita-se que algumas cepas da maior parte dos sorogrupos de E. coli, durante o
processo evolutivo, adquiram diferentes combinacdes de genes que lhes atribuem capacidade
de promover enfermidade®®. Embora a viruléncia bacteriana seja um fendmeno muttifatorial, o
emprego de E. coli comensal como um indicador bacteriano é importante e pode servir como
um “sistema de alerta” para o aparecimeto de resisténcia e viruléncia em bactérias
potencialmente patogénicas, devido mudancas na resisténcia ou a aquisicdo de fatores de
viruléncia associada nesse patogeno®.

Além disso, a identificacdo de genes de viruléncia associados em E. coli comensal
e do ambiente pode ser usada como indicador do risco potencial que tais novos reservatorios
de linhagens patogénicas representam para humanos e animais e para identificar surtos de E.
coli patogénicas em aves (APEC) de interesses comerciais®*>®. As manifestacdes de doencas
por E. coli, sdo associadas a diversos fatores, no qual destaca-se os genes de viruléncia
codificados por plasmideos, bacterifagos ou ilhas de patogenicidade (IP)°’, mas nenhum
gene de viruléncia especifico tem sido identificado como sendo inteiramente responsavel pela
patogenicidade de APEC®.

O gene de viruléncia sfa codifica fimbrias D+ manose resistentes na mediacdo de
adesdo da E. coli para diferentes tecidos do hospedeiro. A presenca dos genes de sfa varia
entre estirpes associadas a diferentes doencas, sendo comumente isolados de onfalites,
sugerindo assim, que esses genes possibilitam infeccdes extra-intestinais em diferentes locais
46.

O gene hly (alfa hemolisina), alem de lesionar as células hospedeiras, suprime a
producdo de citocinas e interleucinas pela célula eucariotica, permitindo que a bactéria se
estabeleca no organismo hospedeiro. Cepas que ndo possuem genes que promovem hemblise
consequentemente ndo apresentam citotoxicidade elevada e ndo sdo capazes de suprimir
citocinas, dificultando assim sua colonizagdo no hospedeiro®®.

Trat € uma proteina de superficie, codificadas pelos plasmideos conjugativos, que
possui 0 gene traT®®, desempenha um papel de resisténcia sérica, efeitos bactericidas do

sistema complemento e a fagocitose, comumente relacionados a cepas septicémicas e seus



produtos podem blogquear o funcionamento do complexo de ataque terminal ao invés de sua
formacdo®’ °°.

Dentre os mecanismos de viruléncia encontrados em APEC, a resisténcia aos
efeitos bactericidas do soro, mediada pelo gene iss, apresenta-se como um relevante
mecanismo, apesar de ndo ser o Unico mecanismo utilizado por essas bactérias para alcancar
0s 6rgdos internos das aves e causar uma infeccdo®®, este gene esta localizado no plasmideo
ColV (aproximadamente 100 Kilobases), juntamente com outros genes de viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos e pode ser transferido, por conjugacdo, para outras bactérias
avirulentas, inclusive E. coli, assim bactérias comensais podem se tornar mais resistentes e
patogénicas®’.

A capacidade de E. coli em resistir aos efeitos bactericidas do sistema
complemento no soro do hospedeiro, é mediada por estruturas da superficie bacteriana como
capsula, lipopolissacarideos, producdo de colicina V (ColV) e proteinas da membrana externa
que sdo associados & patogenia de APEC?2.

Além disso, a acdo dos genes que promovem a resisténcia serica esta diretamente
relacionada a mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados na terapéutica de
doencas. Aliado a isso, a preocupacdo atual se deve ao crescente aparecimento de cepas
resistentes a estes medicamentos®?.

S&do poucos os trabalhos realizados no Brasil sobre a epidemiologia, distribuicéo
de genes de viruléncia entre os isolados de E.coli, o que restringe o emprego do controle
epidemioldgico e medidas de prevencdo, ao contrario de alguns outros paises, principalmente
os considerados de primeiro mundo, que as informacBes epidemioldgicas de APEC e
possibilidade de transmissdo de isolados clinicos de E. coli séo bem documentadas®®.

As informacGes sobre a epidemiologia das APECs e a possibilidade de
transmiss@o dos isolados clinicos de E. coli assim como a distribuicdo dos genes de viruléncia
entre as amostras se constituem importantes ferramentas epidemioldgicas>*, assim como uma
grande diversidade de patotipos de E. coli com genes comuns é encontrada em humanos e
outros mamiferos sendo possivel constantemente novas combinagbes  emergentes,

representando um risco zoondtico®* 4.
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CAPITULO 2 — GENES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE ESCHERICHIA
COLIDE SALPINGITE EM POEDEIRAS AO ABATE

RESUMO: Escherichia coli, patégeno de importancia para a avicultura, seja como
agente primario ou secundario possui fatores de viruléncia que estdo associados a
infecces extra intestinais. O presente estudo foi proposto com o0s objetivos de
investigar a presenca dos genes sfa, hly, traT e iss e a determinar os sorogrupos E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), e sorotipos E. coli
enterohemorrégica (EHEC) O157:H7, E.coli. 0167 e 0128 em amostras de ovidutos
com e sem lesbes em poedeiras de descarte ao abate. Para tanto, foram coletadas 240
amostras de oviduto de 15 lotes, sendo 120 de lesbes e 120 sem lesGes indicativas de
salpingite. E. coli foi identificada por bacteriologia em 28,7% (69/240), 32,5% (39/120)
em salpingite e 25% (30/120) em oviduto aparentemente sem lesGes. Os genes foram
investigados por reacdo de cadeia em polimerase (PCR), sfa e hly estiveram ausentes
nas amostras analisadas e os genes traT e iss foram detectados em 59,4% (41/69) e 84%
(58/69) respectivamente, porém o gene iss foi capaz de influenciar no aparecimento de
salpingite. Diante a analise soroldgica para 0s patotipos, as amostras obtiveram tanto
para isolado com quanto sem lesbes 21,7% para EPEC e 3% para EHEC O157:H7,
enquanto que para EIEC, E. coli 0168 e E. coli 0167 ndo obtiveram frequéncia
consideravel diante a amostra apresentada. Conclui-se que E. coli estd presente em
oviduto de poedeiras comerciais e que isolados que conttm o0s genes iss e traT
associados determinam o aparecimento de salpingite e estd associado em maior
frequéncia a presenca do sorogrupo EPEC. O sorotipo O157:H7 foi identificado, assim
como O167 os quais representam potencial risco a salde publica.

Palavras-chave: colibacilose, lesdes, patotipos, reacdo de cadeia em polimerase.

CHAPTER 2 - ESCHERICHIA COLI VIRULENCE GENE ISOLATED FROM
LAYING SAPINGITIS OF SLAUGHTER

ABSTRACT: Escherichia coli, important pathogen for poultry production either as a
primary or a secondary agent, has virulence factors that are associated with extra
intestinal infections. The purpose of this study were to investigate the presence of the E.
coli genes sfa, hly, traT, and iss and determine the serogroups enteropathogenic E. coli
(EPEC ), enteroinvasive E.coli (EIEC), and the serotypes E. coli O157:H7, E. coli
0128, and E. coli 0167 0128 in samples of oviducts with and without injuries from cull
laying hens at slaughter. Therefore, we collected 240 oviduct samples from 15 lots, 120
with injuries and 120 without injuries indicative of salpingite. E. coli was identified by
bacteriology in 28.7% (69/240), 32.5% (39/120) in salpingitis, and 25% (30/120) in
apparently unharmed oviducts. The genes were investigated by polymerase chain
reaction (PCR); sfa and hly were absent from the analyzed samples and traT genes and
iss were detected in 59.4% (41/69) and 84% (58/69) of the samples, respectively;
however, iss gene was able to influence the appearance of salpingitis. Regarding the
serological analysis for the pathotype, the samples revealed, for either with and without
lesions, 21.7% EPEC, 3% EHEC O157:H7, while EIEC, E. coli 0168, and E. coli 0167
did not present relevant frequency. We conclude that E. coli is present in the oviduct of
laying hens, and the isolates that contain iss and traT genes associated determine the
appearance of salpingitis and are associated most often to the presence of EPEC
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serogroup. The serotypes O157:H7 0167 were identified, which represent potential risk
to public health.

Keywords: colibacilosis, lesions, pathotypes, polymerase chain reaction.

1. INTRODUCAO

A salpingite se caracteriza por um processo inflamatério subagudo
supurativo no oviduto que pode resultar na formacdo de massa caseosa. A ave
acometida pode vir a Obito ou sobreviver e a lesdo ser identificada pela inspecdo ao
abate’. De acordo com a Instrucdo Normativa (IN) n° 210 de 10/11/1998 do Ministério
da Agricultura Pecuéria e Abastecimento®, aves com salpingite podem ter condenagéo
parcial ou total se houver evidéncia de carater sistémico da infeccéo.

A salpingite raramente ocorre em aves antes da maturidade sexual, pois
parece estar associada aos niveis hormonais que aumentam nas galinhas em produgdo .
O estrogeno promove hipertrofia do tecido uterino, com aumento da secre¢do glandular,
favorecendo a ocorréncia de infecgbes por E. coli principalmente via ascendente, ou
ainda pela proximidade do oviduto com as membranas dos sacos aéreos abdominal
esquerdo infectados por E. coli*' .

A severidade da infeccdo é dependente de diversos fatores, e em parte,
dependem da patogenicidade da cepa de E. coli que contenha genes de viruléncia®, os
quais sdo fundamentais para o desenvolvimento do quadro de salpingite como a
expressdao de adesinas, a producdo de sideréforos e a capacidade de resistir a agdo
microbicida do soro®.

A adesdo da bactéria a superficie celular é a primeira etapa para a instalacao
de um processo infeccioso. As bactérias patogénicas sdo capazes de aderir as células
guando possuem uma estrutura de superficie especifica, denominada ‘pilli’ ou
“fimbria”"" ©,

Amostras de E. coli portadoras de pili tipo 1, por exemplo o gene sfa,
podem favorecer o aparecimento de infeccBes por via ascendente, através da influéncia
na colonizagdo do epitélio cloacal e do trato urinrio em mamiferos®.

Em isolados de E. coli podem existir duas formas de sider6foros: a
enterobactina, que possibilita o desenvolvimento de E. coli em baixas concentraces de

ferro® e a aerobactina que na forma hidroxamato é o mais eficiente sistema de transporte
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de ferro, usado pela enterobactéria para se suprir desse elemento®, os quais foram
detectados em 63% dos quadros de salpingite®*.

A resisténcia das bactérias aos efeitos bactericidas do sistema complemento
do soro do hospedeiro tem sido associada com a capacidade da E. coli resistir ao
sistema imune do hospedeiro, produzindo infeccOes generalizadas em frangos e
infeccdes extra-intestinais em outras espécies® 2.

Nestas fungdes de aderéncia e invasdo, producdo de siderdforos e resisténcia
sérica, foram pesquisados o0 gene traT relacionado a uma proteina de superficie de
exclusdo, codificada via plasmideos conjugativos*; ao gene hly que codifica alfa
hemolisina que além de lesionar as células hospedeiras, suprime a producdo de citocinas
e interleucinas pela célula eucaridtica, permitindo que a bactéria se estabeleca no
organismo hospedeiro’®; o gene sfa relacionado & fimbria D+ manose resistentes na
mediacdo de adesdo da E. coli para diferentes tecidos do hospedeiro'® e o gene iss
codificado por um plasmideo que apresenta a resisténcia aos efeitos bactericidas do
soro'’, além disso, a acdo desse gene estd diretamente relacionados ao mecanismo de
resisténcia aos antimicrobianos utilizados na terapéutica de doencas, 0 que torna-se um
fator muito importante®®.

Adicionalmente estudou-se outros patotipos, além de APEC, como E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC) que sdo responsaveis por processos
importantes, provocando distirbios no organismo tanto de animais quanto de humanos®
19 e pode se originar das aves que sdo potenciais reservatorios deste patdgeno?’. As
informacdes obtidas na avaliagdo destes sorogrupos constituem importantes ferramentas
epidemioldgicas e Vvém resultando no maior entendimento dos mecanismos de
patogenicidade da bactéria, podem proporcionar um conhecimento mais completo das
propriedades bioldgicas dessa bactéria, assim como sua capacidade de invadir, colonizar
e se replicar em seu hospedeiro natural*.

Por estas razbes, o presente estudo foi desenvolvido com os objetivos de
isolar e identificar E. coli, detectar os genes sfa, hly, traT e iss dos isolados de E. coli
pela PCR de estirpes isoladas de oviduto de poederias comerciais, além de pesquisar 0s
sorogrupos EPEC, EIEC, EHEC O157:H7, E. coli 0167 e E. coli 0128.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bacteriologia e Biologia
Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterindria e

Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

2.2. Amostragem

Foram coletadas em um matadouro frigorifico com servico de inspecédo
Estadual, 240 amostras provenientes de 15 lotes de poedeiras comerciais, provenientes
de cinco granjas, de quatro municipios do Estado de Goias, no periodo de janeiro a
novembro de 2015. Foram coletados cerca de 2 g de fragmentos do oviduto, sendo oito
amostras de oviduto com lesGes e oito sem lesbes macroscépicas, num total de 16

amostras de cada lote.
2.3. Andlise bacterioldgica

Imediatamente ap0s a coleta cada amostra foi identificada e colocada em
bolsa coletora com 18 mL de &gua peptonada a 1%, acondicionadas em caixa térmica
com gelo e transportadas ao laboratdrio. No laboratdrio as amostras foram processadas
com modificaces de acordo com Oliveira et al. 2. As bolsas coletoras contendo as
amostras foram incubadas a 37°C por 24h. E 1 mL desta solugdo para 9 mL de caldo
Brain Heart Infusion Broth (BHI), e entdo novamente incubados a 37°C/24h. Apds este
periodo com o auxilio de uma alca de niquel cromo, aliquotas foram plaqueadas por
esgotamento para 0 agar MacConkey e imediatamente incubados a 37°C/24h. Passado
este periodo observou-se 0 aspecto macroscopico das colénias com atencao as lactoses
positivas (Lc+) e negativas (Lc-). Trés unidades formadoras de colbnias (UFC), com
caracteristicas morfoldgicas descritiva acima foram repicadas em 4&gar triplice ferro
(TSI). Os tubos de TSI com crescimento caracteristico de E. coli, foram submetidos a
provas bioquimicas: uréia, indol, vermelho de metila, citrato, malonato, glicose, lactose
para confirmacdo da bactéria. Os isolados de E. coli foram estocados em &gar nutriente
e mantidos a temperatura ambiente para posterior extracdo de DNA, realizacdo da

pesquisa dos genes de viruléncia e sorologia.
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2.4. Extracdo de DNA dos isolados de E. coli

Para deteccdo dos genes (sfa, hly, traT e iss) foi utilizado a técnica de
extracdo térmica, assim 1,0 mL da suspensdo da cultura bacteriana em caldo BHI por
24h a 37°C foi coletado e centrifugado por 5 min a 29220 G (13.200 rpm) em centrifuga
eppendorf centrifugue 5810. O sobrenadante foi descartado, e 800 pL de agua miliQ
adicionados. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram submetidas a uma nova
centrifugacdo nas mesmas condicbes mencionadas anteriormente. O sobrenadante
descartado, e 80 pL de agua miliQ adicionada. Apos essa etapa, as amostras foram
submetidas a temperatura de 96°C por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e

mantido congelado em tubos de polipropileno a -20°C até 0 momento da analise®*.

2.5. Técnica de PCR para deteccdo dos genes de viruléncia

Para a realizacdo da PCR foi estabelecido o volume de 50 pL para o mix de
reagdo, composto por 34,75 pL de 4gua ultra pura (Dnase/Rnase-Free Distilled Water-
Invitrogen), 5 pL de Tampdo para PCR 10X (Invitrogen, concentracao final de 1X), 2,0
pL de Cloreto de Magnésio 50 mM (Invitrogen, concentragdo final de 2 mM); 1 pL de
dNTP [dCTP, dATP, dGTP, dTTP] a 10 mM (Amersham Biosciences, concentracao
final de 0,2 mM); 1 ula 10 uM (concentragdo final de 0,1 uM) do iniciador sense, 1 uL.
a 10 uM (concentragdo final de 0,1 uM) do miciador anti-sense, 0,25 pl de Taq 5 U/uL
(Invitrogen, concentragdo final de 1,25U) e 5 puL do produto de extragao de DNA dos
isolados (50 a 200 ng).

Para as reacOes dos diferentes genes de viruléncia foram empregados pares
de oligonucleotideos para sfa?*, hly 2°, traT® e iss®®. As quais as sequéncias dos
iniciadores estdo descritas no Quadro 1. Os controles positivos usados neste trabalho
foram doados da colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia da UNESP-
Jabuticabal e do Laboratério de Microbiologia da UFG e foram gentilmente cedidos
pela Doutora Marita Vedowvelli e Doutora Tereza Knobl da Escola de Veterinaria da
Universidade de S&o Paulo (USP). Para o controle negativo o volume referente a
amostra foi substituido por &gua ultrapura (Dnase/Rnase- Free Distilled Water-
Invitrogen).
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QUADRO 1. Sequéncia de primers avaliados pela técnica de PCR, para amplificacdo de genes
de Viruléncia de E. coli.

Alvo Sequéncia de Oligonucleotideos (5°3”) Tamanho de Ta
fragmento
amplificado
sfa CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410 pb 65°C
CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
hlyA AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1.177 pb 63°C
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
tratT GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290 pb 63°C
CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
iSs GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC 760 pb 49°C
CGCCTCGGGGTGGATAA

Ta: temperatura de anelamento do par de iniciadores

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Mastercycler Personal,
Eppendorf) programado de acordo com as referéncias citadas para cada gene. Para o
gene sfa o ciclo inicial de 94°C/2 min, seguido de 25 ciclos repetidos de 94°C/2 min,
temperatura de anelamento (Ta) por 1 min e 72°C/2 min. J& para os genes traT e hly o
ciclo inicial foi de 95° C/12 min, seguido de 25 ciclos repetidos de 94°C/30s,
temperatura de anelamento (Ta) por 30 s, seguido por extensdo inicial de 68°C/ 3 min e
extensdo final a 72°C/ 10 min. Para o gene iss utilizou-se uma adaptacdo da técnica,
segundo Rocha?’, no qual o ciclo inicial foi de 94°C/2 min, seguido de 35 ciclos
repetidos de 94°C/30s, Ta por 30 segundos e 72°C/1 min. Apo6s o Ultimo ciclo a reagdo
foi terminada com uma etapa de extensdo a 72°C/2 min.

Em seguida a amplificacdo, as amostras (10 pL) foram submetidos a
eletroforese a 90 volts, durante 60 min, em gel de agarose 1,5 % para o gene sfa; 0,8%
para o gene hlyA, 2% para o gene traT e 1,2% para o0 gene iss em tampdo tris-borato-
EDTA (TBE) 1x (TRIS 1M, Acido boérico 0,83M; EDTA 20 Mm). Como marcador de
massa molecular foi utilizados 0 DNA Ladder 100 pb (Invitrogen) diluido. Em seguida,
0s géis foram corados por imersdo em solucdo de brometo de etidio (0,6 pg/mL) por 10
min. A visualizagdo foi realizada em aparelho transiluminador de UV (Electronic UV
Transiluminador, Ultra-Lum), em ambiente escuro onde se fez a documentacdo
fotogréfica.

2.6. Testes sorologicos

Para o teste de aglutinacdo em laminas fez-se uma suspensdo bacteriana na

escala 10® de MacFarland sendo 10 pL da suspensdo e 10 pL do anti-soro seguindo as
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recomendacdes do fabricante, sendo que as amostras eram testadas primeiramente em
10 pL de solugéo salina.

Foram utilizados os seguintes soros dos sorogrupos anti E. coli O157:H7
(EHEC); anti 026, 055, 0111, 0119 (EPEC); anti- O28ac, O 29, 0136, 0144 e 0152
(EIEC); para o soro anti E. coli O128 do sorogrupo Enteropatogénica e 0167

pertencente ao sorogrupo Enterotoxigénico, provenientes da PROBAC® (Brasil).

2.7. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através da frequéncia e do teste qui-
quadrado por independéncia e aderéncia (x°) a 5%, empregando-se o software GraphPad
Instat 3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de E. coli isoladas de ovidutos de poedeiras comerciais abatidas

seguem na tabela 1.

TABELA 1. Frequéncia de E. coli isoladas de ovidutos de poedeiras comerciais abatidas sob

SIE, em 2015.
Oviduto Amostras (n) Positivas Frequéncia dos
positivos (%)
Com Lesao 120 39 325a
Sem Lesao 120 30 25 b
TOTAL 240 69 287

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica pelo teste de qui quadrado
(p<0,05).

Verifica-se na tabela 1 que a frequéncia de E. coli encontrada no oviduto
das poedeiras de descarte foi de 28,7% (69/240). Esta frequéncia pode ser considerada
alta se for relacionada ao sistema de producdo. As aves sdo criadas em gaiolas, onde
ocorre acumulo de excretas ou edificacBes que provavelmente ndo se enquadram nas
boas préaticas de producdo no que se referem principalmente aos padrdes higiénicos. O
acumulo de excreta propicia a multiplicacdo de bactérias indesejaveis, como E. coli que
pela via cloacal ou respiratéria podem atingir o oviduto!, embora o contato entre elas

fossem limitado.
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Ha& poucos estudos de salpingite em poedeiras comerciais. Porém, ja foi
mencionado por pesquisadores a presenca de E. coli em ovidutos de 10 carcagas de
frangos de corte com 45 e 47 dias de idade?®.

Verifica-se ainda na tabela 1, que houve diferenca (p<0,05) entre a presenca
de E. coli em amostras de oviduto com lesGes e em amostras de oviduto sem lesdes,
32,5% (39/120) e 25% (30/120), respectivamente. Trabalhos desenvolvidos por Bock et
al?® também encontraram uma elevada frequéncia de salpingite, provenientes de um
alta mortalidade de um plantel de 24.000 matrizes, durante 40 semanas do periodo de
postura, o qual otiveram a producdo de ovos severamente afetados.

Verifica-se na Tabela 2 que os genes sfa e hly ndo foram detectados nos
isolados de E. coli em amostras de ovidutos com e sem lesbes de poedeiras (0/69),
indicando que as lesBes observadas estiveram relacionadas a outros fatores ou a outros

genes de viruléncia que ndo sfa e hly.

TABELA 2. Frequéncia dos genes sfa, hly, traT e iss em isolados de E. coli obtidos de ovidutos
com e sem altera¢@es macroscopicas oriundas de poedeiras comerciais.

sfa hly traT ISS traT + iss
n/ N n/ N n+*/ N % n+* N % n+*' N %
Com Lesdo 0/39 0/39 31/39 795 32/39 82 29/39 743a
SemLesdo  0/30 0/30 10/30 333 26/30 866 11/30 366b
P 0 0 0,0003 0,45
Total 0/69 0/69 41769 504  58/69 84 40/69 579

n(+)*: n positivo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas
utilizando o teste de qui quadrado a 5%.

30 n3o obtiveram

Assim como neste trabalho, outros pesquisadores®
positividade para o gene sfa, que € relacionado a adesdo da E. coli para diferentes
tecidos do hospedeiro. A presenca dos genes de sfa varia entre estirpes e estdo
associadas a diferentes doencas, sendo comumente isolados de onfalites, sugerindo
assim, que esses genes possibilitam infeccOes extra intestinais em diferentes Orgéos
como o trato urinério’®. Ao contrdrio dos resultados deste estudo, Mainil et al.*!
observaram a presenca deste gene em isolados a partir do intestino ou locais extra
intestinais de bezerros com sinais e/ou lesBes clinicas tipicas de septicemia ou enterite.

A presenca desse gene parece ser mais comum em isolados de EXPEC
humana do que de APEC3®* 3. Porém em amostras encontradas em aves a presenca do
pili tipo 1, gene sfa, ndo apresentou capacidade de aderéncia a0 muco e nem possibilitou

a colonizacdo do trato reprodutivo de galinhas pela via ascendente®.
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Verifica-se também na tabela 2 que o gene hly (alfa hemolisina) ndo foi
detectado nos isolados de E. coli (0/69).

Os resultados deste estudo foram semelhantes aos encontrados por Knobl et
al®* os quais mostraram que os genes de viruléncia sfa e hly ndo foram detectados em
amostras de 6rgdos de aves. Assim como neste estudo, 0s resultados sugerem que 0S
genes sfa e hly em isolados de E. coli das galinhas ndo sdo encontradas com frequéncia

e ndo foram relacionados aos quadros de salpingites.

A- traT, 290pb
1 2 B €4 85 6 7 & 9 10 11 12 13 4 .15

B- iss, 410pb
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

FIGURA 1. Eletroforese da PCR para deteccdo de genes de viruléncia de
isolados de E. coli obtidos de poedeiras localizados de
diferentes municipios do estado de Goias. A- 1: marcador de
peso molecular, 2 e 15 controle positivo e negativo,
respectivamente, a amostra 6 € negativa para salpingite, as
demais amostras sdo positivas para salpingite com e sem leséo,
gel de agarose a 2%; B-1: marcador de peso molecular, 2 e 15
controle positivo e negativo, respectivamente, as amostras 8 e
10 sdo negativas, as amostras 3,5,7,9,11 a 14 sdo positivas para
salpingite, gel de agarose a 1,2%.
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Por outro lado como pode ser observado na tabela 2 os genes traT (Figura
1A) e iss (Figura 1B) estiveram presentes em 59,4% (41/69) e 84% (58/69),
respectivamente, nos isolados de E. coli no oviduto com e sem lesGes, sem diferenca
(p>0,05) quando se analisa a influéncia deste gene no aparecimento de salpingite.

A frequéncia de 59,4% (41/69) sdo concordantes com o0s resultados de

13°, os quais obtiveram o gene traT em 63,1% dos isolados das aves

Ewers et a
selvagens e em 53,3% dos isolados dos pombos-domésticos, e também com Rodriguez-
Siek et al.® que encontraram uma elevada porcentagem (78%) desse gene em isolados de
APEC.

O gene traT, tem se mostrado de grande importancia na patogénese da E.
coli uma vez que aumenta a resisténcia bacteriana a acdo litica do complemento,
conferindo resisténcia frente ao soro.

Os dados obtidos neste trabalho para o gene iss (tabela 3) 84% (58/69),
estdo comumente de acordo com os observados na literatura, como para Ikuno et al.>® o
qual, o gene iss foi detectado em 50% de amostras em isolados de E. coli de aves de
postura com sintomas clinicos de colibacilose e sem sintomas, amostras de agua
colhidas de galpGes, amostras de casca de ovos e do meio ambiente, e esteve presente
em todos isolados independente da origem. Foi encontrada ainda por Kwon et al.° em
100% das amostras de galinhas de incubadoras, superficie de figados de frangos
debilitados e ambiente da incubadora. Abreu®’ encontrou 55% deste gene em traquéias
de codornas destinadas ao abate e Barros et al.*® encontrarm 87,9% do gene iss em
amostras de lesbes de celulite das estirpes APEC. A frequéncia de isolados positivos
para 0 gene iss nos isolados das aves foram semelhantes aos obtidos neste estudos®' 33,

No entanto quando se analisa a relagéo da presenca do gene traT e iss juntos
verifica-se diferenca (p<0,05) entre os isolados oriundos de amostras com lesdes 74,3%
(29/39) e 36,6% (11/30) de ovidutos sem lesdo, o que permite inferir que a associacao
do gene traT e iss (tabela 2) contribuiu para ocorréncia das lesdes neste Orgao.
Considerando que estes genes estdo presentes em plasmideos associados com cepas
APEC e autores postularam que eles exercam importante papel na patogenia da
colibacilose avidria®®, as quais possibilitam E. coli invadir os tecidos, acessar & corrente
sanguinea e desenvolver em 6rgdos sisttmicos*®. O gene iss foi citado como o mais

prevalente em cepas patogénicas isoladas de aves por Ozawa et al.*.
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Verifica-se na tabela 3 que os resultados dos testes soroldgicos frente aos
sorogrupos EPEC, EIEC e sorotipos E.coli 0128, E.coli O157:H7 e 0167 ndo se pode

observar elevada frequéncia encontrada nas amostras de salpingite.

TABELA 3. Frequéncia dos sorogrupos e sorotipos de isolados de E. coli de ovidutos com e
sem alteragdes macroscopicas de poedeiras comerciais ao abate,sob SIE no estado
de Goias, em 2015.

Amostras  EPEC (%)  EIEC (%) 0128 (%)  O157:H7 (%) O167 (%)

ComLesdo  (7/69) 10,1a (2/69) 290 (1/69) 1,5b (1/69) 1,5b  (1/69)1,5 b
SemLesio  (8/69) 11,6  (3/69) 4,3  (1/69) 1,5  (1/69) 1,5  (2/69) 2,9

Total (15/69) 21,7  (5/69) 7,2 (2/69) 3 (2/69) 3 (3/69) 4,4

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas utilizando o teste de
qui quadrado a 5%.

Verifica-se na tabela 3, que a maior frequéncia foi para EPEC que contém
0s sorogrupos anti 026, O55, 0111, 0119, tanto para amostras com leséo, 10,1% (7/69)
quanto para amostras sem lesdo, 11,6% (8/69). Este resultado indica que este sorogrupo
ndo € frequentemente encontrado em isolados de E. coli de ovidutos de aves e ndo estdo
envolvidos em quadros de salpingite.

Observa-se, ainda na tabela 3 que para os sorotipos E. coli 0128, E. coli
0167 e o sorogrupo EIEC (anti- O28ac, 029, 0136, O144 e 0152), ndo ocorreu
diferenca (p>0,05) entre as frequéncias obtidas o que permite sugerir que ndo estdo
envolvidos no quadro de salpingites e que estdo presentes em baixa frequéncia em
amostras com e sem lesdes.

O sorotipo 0167 foi identificado em baixa frequéncia nas amostras com e
sem lesdes, porém € um sorotipo importante, pois pode contaminar alimentos, os quais
podem ser veiculados a cadeia alimentar do homem. De acordo com Souza et al.*? E.
coli O167 é um dos principais sorotipos encontrados em quadros diarreinogénicos em
criancas e sugere a importante relacdo deste sorotipo em produtos obtidos de aves ao
abate, ocasionado danos a salde publica.

Nota-se ainda, na tabela 3 a deteccdo do sorotipo O157:H7, com uma
frequéncia de 3% (2/69). Este sorotipo pertence ao patotipo Escherichia
coli enteronemorragica (EHEC) que tem a capacidade de destruir células epiteliais e
produz uma citotoxina potente, a toxina Shiga (Stx). Existem dois grupos de Stx,

denominados Stx1 e Stx2, pode ser fatal para criancas*®. Estes resultados s&o
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semelhantes aos resultados observados por Silva et al.** e Doyle et al* os quais
reportaram 4,6% (8/173) e 1,5% (4/263), respectivamente em amostras provenientes das
carcacas de aves abatidas em frigorificos.

Estes estudos indicam que o patdgeno é encontrado em baixa frequéncia
como contaminante de carnes de aves, no entanto produtos oriundos destas aves podem
ser uma importante fonte de infeccdo de E. coli O157: H7 e representa potencial risco
para a salde publica.

Em acordo com a estatistica, relacionando a associacdo da presenca dos
genes traT e iss nas amostras determinou-se que em salpingite a interacdo entre iss+traT
esta associado em maior frequéncia ao sorogrupo EPEC (p=0,04), ndo havendo relacdo

consideravel aos demais sorogrupos estudados.

4, CONCLUSAO

Conclui-se que E. coli estd presente em amostras de oviduto de poedeiras
comerciais com e sem lesbes e que isolados que contém os genes iss e traT associados
determinam o aparecimento de salpingite. Esta associacdo dos genes nas amostras
determinaram maior frequéncia quando na presenca do sorogrupo EPEC. O sorotipo
O157:H7 foi identificado, assim como O167 0s quais representam potencial risco a
salde publica.
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CAPITULO 3 — GENES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE ESCHERICHIA
COLI DE DERMATOSES EM FRANGOS DE CORTE AO
ABATE

RESUMO: Escherichia coli é habitante comensal da microbiota intestinal de aves,
entretanto  sorotipos patogénicos tém sido associados a processos patoldgicos extra
intestinais. O presente estudo foi proposto com o0s objetivos de investigar a presenca dos
genes sfa, hly, traT e iss de E. coli em amostras de pele com e sem lesdes em frangos de
corte ao abate e a determinar os sorogrupos E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC) e os sorotipos E. coli 0157:H7, E.coli 0128 e E. coli O167. Para
tanto, foram coletadas 380 amostras de pele de 19 lotes, sendo 190 de lesdes e 190 sem
lesbes indicativas em matadouro. E. coli foi identificada em 11,3% (43/380) do total das
amostras analisados, sendo 10,5% (20/190) em amostras com lesdo e 12,1% (23/190)
sem lesdo. Os genes sfa e hly estiveram ausentes nas amostras analisadas e 0s genes
traT e iss foram dectectados em 74,4% (32/43) e 48,8% (21/43), respectivamente. E
37,2% em amostras com e sem lesdes da associacdo dos genes traT e iss. Foi por
deteccdo simultdnea desses genes que se observou o aparecimento de lesdes. Diante o
resultado da analise sorologica as amostras tiveram um resultado de relevancia para
EHEC O157:H7 6,9% (3/43). Conclui-se que E. coli estd presente em amostras de pele,
0S genes iss e traT estiveram presentes nos isolados e quando associados estéo
envolvidos no aparecimento de lesdo. Observou-se também maior frequéncia da
associacdo destes genes ao sorogrupo 0O128. Constata-se a presenca do sorotipo
O157:H7 que representa um risco potencial a satde publica.

Palavras-chave: fatores de viruléncia, lesGes, sorogrupos, sorotipo.

CHAPTER 3 — ESCHERICHIA COLI VIRULENCE GENE ISOLATED FROM
BROILERS DERMATOSIS OF SLAUGHTER

ABSTRACT: Escherichia coli is a commensal inhabitant of the intestinal tract of
poultry; however, pathogenic serotypes have been associated with extra intestinal
pathological processes. The purpose of this study were to investigate the presence of the
E. coli genes sfa, hly, traT, and iss in skin samples with and without lesions from
broilers at slaughter and determine the serogroups enteropathogenic E. coli (EPEC ),
enteroinvasive E.coli (EIEC), and the serotypes E. coli O157:H7, E. coli 0128, and E.
coli O167. Therefore, we collected 380 skin samples from 19 lots, of which 190 had
injuries and 190 did not have indicating lesions in slaughterhouse. E. coli was identified
in 11.3% (43/380) of all analyzed samples, 10.5% (20/190) from samples with lesions
and 12.1% (23/190) from samples without lesions. The sfa and hly genes were absent
from the samples and traT and iss genes were dectected in 74.4% (32/43) and 48.8%
(21/43) of the samples, respectively. And 37.2% were detected in samples with and
without associated lesions of traT and iss genes. By simultaneous detection of these
genes we observed the appearance of lesions. Due to the result of the serological test,
samples had a score of relevance for EHEC O157:H7 of 6.9% (3/43). We conclude that
E. coli is present in skin samples, iss and traT genes were present in the isolates, and
when combined they are involved in the onset of injury. Also noted it is more often the
association of these genes to serogroup O128. We observed the presence of serotype
O157:H7, which is a potential risk to public health.

Keywords: injuries, virulence factors, serogroups, serotype.
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1. INTRODUCAO

A dermatose se caracteriza por afecces da pele provocada por agentes
infecciosos, fisicos ou quimicos associada a diferentes fatores como a densidade da
populacdo alojada e ao manejo sanitario aplicado ao ambiente criatorio. Sua ocorréncia,
em torno de 20,3%, tem sido atribuida principalmente a tecnificacdo nos sistemas de
criacdo avicola® 2.

A gravidade das lesbes, que podem ser causadas por diferentes agentes,
caracterizam por aumento na espessura, alteracdo na coloracéo e superficie da pele® * e
de acordo com MAPA, as lesbes cutaneas nas carcacas de frangos de corte podem ser

® sendo que a celulite é classificada em uma s6 categoria

categorizadas em “dermatose’
pois, grande porcentagem das lesdes sdo associadas com esta doenca®.

A inflamacdo supurativa da pele pode ser causada por cepas de Escherichia
coli patogénica para aves (APEC) e comensais, as quais podem ser responsaveis por
diversos processos patologicos extra intestinais Sseja como agente primario ou
secundario’ e a viruléncia esta associadas a genes que expressam sua patogenicidade®.

Esta afeccdo pode causar depreciacdo de carcagas, repugnancia e
determinar condenacdes ao abate e consequentemente perdas econdmicas®.

A severidade da infeccdo é dependente de diversos fatores, e em parte,
dependem que a patogenicidade da cepa de E. coli que contenha genes de viruléncia® |
0s quais sdo fundamentais para o desenvolvimento do quadro de dermatose. O gene sfa
relacionado a fimbria D+ manose resistentes na mediacdo de adesdo da E. coli para
diferentes tecidos do hospedeiro!!; hly que codificam alfa-hemolisina, além de lesionar
as células hospedeiras, suprime a producdo de citocinas e interleucinas pela célula
eucari6tica, permitindo que a bactéria se estabeleca no organismo hospedeiro'?. O gene
traT que estd relacionado a uma proteina de superficie de exclusdo, codificada pelos
plasmideos conjugativos que confere resisténcia ao soro* e o gene iss codificado por um
plasmideo, comumente encontrado em amostras de aves que causa a resisténcia litica®®.

Além disso E. coli é classificada em diferentes sorogrupos e sorotipos**, que
permitiram ser classificados em patotipos alem de APEC, a E. coli (EPEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC,) E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli enterohemorragica
(EHEC) tém sido apontados por distdrbios no organismo tanto de animais quanto de

16

humanos™™ ¢, e pode se originar das aves que sdo potenciais reservatorios deste

patégeno®’.
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As informacGes sobre a epidemiologia das APECs e a possibilidade de
transmissdo dos isolados clinicos de E. coli assim como a distribuicdo dos genes de
viruléncia entre as amostras se constituem importantes ferramentas epidemioldgicas™®,
assim como uma grande diversidade de patotipos de E. coli com genes comuns é
encontrada em humanos e outros mamiferos sendo possivel ocorrer constantes novas
combinacBes denominadas emergentes, representando um risco zoon6tico'® °.

Sd0 poucos os trabalhos realizado no Brasil sobre a epidemiologia,
distribuicdo de genes de virulencia entre os isolados de E.coli, o que restringe o
emprego do controle epidemioldgico e medidas de prevencdo, ao contrario de alguns
outros paises, principalmente os considerados de primeiro mundo, que as informacdes
epidemioldgicas de APEC e possibilidade de transmissdo de isolados clinicos de E. coli
s40 bem documentadas?’.

Diante do exposto o presente trabalho foi desenvolvido com os objetivos de
isolar e identificar E. coli utilizando o método bacterioldgico convencional, detectar os
genes sfa, hly, traT e iss dos isolados de E. coli pela PCR convencional de amostras de
pele de frangos de corte ao abate, além de pesquisar os sorogrupos EPEC, EIEC, EHEC

0O157:H7, E. coli O167 e E. coli O128.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O experimento foi desenvolvido nos Laboratérios de Bacteriologia e
Biologia molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria

e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (UFG).

2.2. Amostragem

As amostras foram coletadas em matadouros, com inspecdo estadual,
provenientes de granjas de seis municipios em um total de 19 lotes, de acordo com o
cronograma de abate, no periodo de dezembro de 2014 a marco de 2015. Foram
coletados cerca de 2 g de fragmentos de pele, sendo 10 amostras de pele com lesdes
(presenca de exsudato caseificado, espessamento de pele, crostas e alteracGes de cor) e

10 sem lesBes, num total de 20 amostras de cada lote, totalizando 380 amostras.
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2.3.Analise bacteriologica

Imediatamente ap0s a coleta cada amostra foi identificada e colocada em
bolsa coletora com 18 mL de agua peptonada a 1%, acondicionadas em caixa térmica
com gelo e transportadas ao Laboratorio. No laboratorio as amostras foram processadas
com modificacdes de acordo com Oliveira et al.>*. As bolsas coletoras contendo as
amostras foram incubadas a 37°C por 24h. E 1 mL desta solugdo para 9 mL de caldo
Brain Heart Infusion Broth (BHI), e entdo novamente incubados a 37°C/24h. Apds este
periodo com o auxilio de uma alca de niquel cromo, aliquotas foram plaqueadas por
esgotamento para o agar MacConkey e imediatamente incubados a 37°C/24h. Passado
este periodo observava-se 0 aspecto macroscopico das coldnias com atencao as lactoses
positivas (Lct+) e negativas (Lc-). Trés unidades formadoras de colonias (UFC), com
caracteristicas morfolégicas descritiva acima foram repicadas em 4&gar triplice ferro
(TSI). Os tubos de TSI com crescimento caracteristico de E. coli, foram submetidos a
provas bioquimicas: uréia, indol, vernelho de metila, citrato, malonato, glicose, lactose
para confirmacdo da bactéria. Os isolados de E. coli foram estocados em &gar nutriente
e mantidos a temperatura ambiente para posterior extracdo de DNA, realizacdo da

pesquisa dos genes de viruléncia e sorologia.

2.4. Extragdo de DNA isolados de E. coli

Para deteccdo dos genes (sfa, hly, traT e iss) foi utilizada a técnica de
extracdo térmica, assim 1,0 mL da suspensdo da cultura bacteriana em caldo BHI por
24h a 37°C coletado e centrifugado por 5 min a 29220 G (13.200 rpm) em centrifuga
eppendorf centrifugue 5810. O sobrenadante foi descartado, e 800 pL de agua miliQ
adicionados. Apo6s homogeneizacdo, as amostras foram submetidas a uma nova
centrifugacdo nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente. O sobrenadante
descartado, e 80 pL de agua miliQ adicionada. AplOs essa etapa, as amostras foram
submetidas a temperatura de 96°C por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e

mantido congelado em tubos de polipropileno a -20°C até 0 momento da analise®?.

2.5. Técnica de PCR para deteccao dos genes de viruléncia

Para a realizacdo da PCR foi estabelecido o volume de 50 pL para o mix de

reacdo, composto por 34,75 YL de agua ultra pura (Dnase/Rnase-Free Distilled Water-
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Invitrogen), 5 L de Tampdo para PCR 10X (Invitrogen, concentracdo final de 1X), 2,0
pL de Cloreto de Magnésio 50 mM (Invitrogen, concentragdo final de 2 mM); 1 pL de
dNTP [dCTP, dATP, dGTP, dTTP] a 10 mM (Amersham Biosciences, concentracao
final de 0,2 mM); 1 pula 10 uM (concentragdo final de 0,1 uM) do iniciador sense, 1 uL.
a 10 uM (concentragdo final de 0,1 uM) do miciador anti-sense, 0,25 pl de Taq 5 U/uL
(Invitrogen, concentragdo final de 1,25U) e 5 puL do produto de extragcdo de DNA dos
isolados (50 a 200 ng).

Para as reacOes dos diferentes genes de viruléncia foram empregados pares
de oligonucleotideos para sfa?®, hly 2%, traT? e iss®. As quais as sequéncias dos
iniciadores estdo descritas no Quadro 1. Os controles positivos usados neste trabalho
foram doados da colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia da UNESP-
Jabuticabal e do Laboratério de Microbiologia da UFG e foram gentilmente cedidos
pela Doutora Marita Vedowvelli e Doutora Tereza Knobl da Escola de Veterinaria da
Universidade de S&o Paulo (USP). Para o controle negativo o volume referente a
amostra foi substituido por &gua ultrapura (Dnase/Rnase- Free Distilled Water-

Invitrogen).

QUADRO 1. Sequéncia de primers avaliados pela técnica de PCR, para amplificacdo de
genes de Viruléncia de E. coli.

Alvo Sequéncia de Oligonucleotideos (5°3°) Tamanho de Ta
fragmento
amplificado
Sfa CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410 pb 65°C
CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
hlyA AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1.177 pb 63°C
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
tratT GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290 pb 63°C
CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
Iss GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC 760 pb 49°C
CGCCTCGGGGTGGATAA

Ta: temperatura de anelamento do par de iniciadores

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Mastercycler Personal,
Eppendorf) programada de acordo com as referéncias citadas para cada gen. Para o gene
sfa o ciclo inicial de 94°C/2 min, seguido de 25 ciclos repetidos de 94°C/2 min,
temperatura de anelamento (Ta) por 1 min e 72°C/2 min. J& para os genes traT e hly o
ciclo inicial foi de 95° C/12 min, seguido de 25 ciclos repetidos de 94°C/30s,
temperatura de anelamento (Ta) por 30 s, seguido por extenséo inicial de 68°C/ 3 min e

extensdo final a 72°C/ 10 min. Para o gene iss utilizou-se uma adaptacdo da técnica,
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segundo Rocha?®, no qual o ciclo inicial foi de 94°C/2 min, seguido de 35 ciclos
repetidos de 94°C/30s, Ta por 30 segundos e 72°C/1 min. Apo6s o Ultimo ciclo a reagdo
foi terminada com uma etapa de extensdo a 72°C/2 min.

Em seguida a amplificacdo, as amostras (10 pL) foram submetidas a
eletroforese a 90 volts, durante 60 min, em gel de agarose 1,5 % para o gene sfa; 0,8%
para o gene hlyA, 2% para o gene traT e 1,2% para 0 gene iss em tampao tris-borato-
EDTA (TBE) 1x (TRIS 1M, Acido boérico 0,83M; EDTA 20 Mm). Como marcador de
massa molecular foi utilizados o DNA Ladder 100 pb (Invitrogen) diluido. Em seguida,
0s géis foram corados por imersdo em solucdo de brometo de etidio (0,6 pg/mL) por 10
min. A visualizagdo foi realizada em aparelho transiluminador de UV (Electronic UV
Transiluminador, Ultra-Lum), em ambiente escuro onde se fez a documentacdo

fotogréfica.

2.6. Testes sorologicos

Para o teste de aglutinacdo em laminas fez-se uma suspenséo bacteriana na
escala 10® de MacFarland sendo 10 pL da suspensdo e 10 pL do anti-soro seguindo as
recomendacgdes do fabricante.

Foram utilizados os seguintes soros dos sorogrupos anti E. coli O157:H7
(EHEC); anti 026, 055, 0111, 0119 (EPEC); anti- O28ac, 029, 0136, 0144 e 0152
(EIEC); para o soro anti E. coli 0128 do sorogrupo Enteropatogénica e O167

pertencente ao sorogrupo Enterotoxigénico, provenientes da PROBAC® (Brasil).

2.7. Andlise estatistica

Os dados foram analisados através da frequéncia e do teste qui-quadrado por

independéncia e aderéncia (x°) a 5%, empregando-se o software GraphPad Instat 3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de E. coli isoladas de pele de frangos de corte abatidas seguem na
tabela 1.
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TABELA 1. Frequéncia de E. coli isoladas de pele de frangos de corte com e sem
alteracfes macroscépicas oriundas de abatedouros com SIF localizados no
estado de Goiés, abatidos no periodo de dezembro de 2014 a marco de 2015.

Pele N n(positivo) %

Com Lesao 190 20 105
Sem Lesao 190 23 12,1
TOTAL 380 43 11,3

Observa-se na tabela 1, que das 380 amostras de fragmentos de pele
analisadas 43 foram positivas para E. coli, ou seja, 11,3%; 10,5% (20/190) foram de
dermatoses e 12,1 % (23/190) de pele aparentemente integra. Esses resultados podem
ser confirmados com os resultados obtidos por Oliveira et al.?’, que encontraram 12,7%
de dermatoses de frangos de corte em amostras de matadouro.

Por outro lado, os resultados obtidos neste trabalho sdo diferentes dos
encontrados por outros autores, 0s quais obtiveram alta frequéncia de E. coli. Vieria et
al.?® obtiveram 100% de frequéncia de E. coli, no entanto deve ser assinalado que ele
processou amostras com caracteristicas de celulite. Um aspectos em relacdo as
dermatoses, especialmente se considera a celulite refere-se a possibilidade das lesdes

aparecerem em horas ou dias e poder permanecer por semanas e serem totalmente

reabsorvidas®®.

Tabela 2. Frequéncia dos genes sfa, hly, traT e iss em isolados de E. coli obtidos de pele
com e sem alteracfes macroscopicas oriundas de frangos de corte.

sfa hly traT iss trat + iss
n/N n/N n+*/N % n+*/N % n+*/N %
Com Lesdo 0/20 0/20 14/20 70 13/20 65 10/20 50 a
Sem Lesdo 0/23 0/23 18/23 782 8/23 34,7 6/23 26 b
P 0 0 0,53 0.09
Total 0/43 0/43 32/43 744 21/43 488 16/43 37,2

N: total de amostras avaliadas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas utilizando o teste de qui quadrado a 5%.

Observa-se na tabela 2 que os genes sfa e hly ndo foram detectados em
amostras de pele com e sem lesbes de frangos de corte. Este resultado permite postular
que as lesbes ndo estdo relacionadas com estes genes. Assim como neste trabalho,
alguns autores®® ndo obtiveram positividade para o gene sfa, que estd relacionado &

adesdo de E. coli em isolados de psitacideos com colibacilose. Por outro lado3'33



39

detectaram este gene em isolados de APEC de frangos de corte em quadros de
colisepticemia.

No presente estudo o gene hly (alfa hemolisina) também ndo foi encontrado
(0/43). Este resultado é semelhante ao obtido de amostras de 50 cepas por Vidotto et

al®® e de 420 cepas por Emery et al**

em isolados de E. coli de colisepticemia em
frangos de corte que também ndo obtiveram positividade em suas analises para o gene
hly.

Por outro lado, um estudo relacionado com cepas de E. coli, isoladas de
aves afetadas pela colibacilose, incluindo dermatose, onfalite, salpingite, doenca
respiratoria cronica e sindrome da cabeca inchada, apartir de 12 granjas avicolas
brasileiras, obtiveram 34% de presenca do gene hly do quadro de colibacilose®. A

presenca deste gene tem importancia como potencial risco zoon6tico.
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A- traT, 290pb
1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13

B- iss, 410pb
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ir 12 13

FIGURA 1. Eletroforese da PCR para deteccdo de genes de viruléncia de
isolados de E. coli obtidos de frangos de corte localizados de
diferentes municipios do estado de Goids. A- 1: marcador de
peso molecular, 2 e 13 controle positivo e negativo,
respectivamente, as amostras 3 a 12 sdo positivas para
dermatose com e sem lesdo, gel de agarose a 2%; B-1:
marcador de peso molecular, 2 e 13 controle positivo e
negativo, respectivamente, a amostra 8 € negativa, as
amostras 3 a 7 e 9 a 12 sdo positivas para dermatose, gel de
agarose a 1,2%.

Verifica-se ainda na tabela 2, que o gene traT (Figura 1A) se manifestou em
32 dos 43 isolados de E. coli (74,4%) sem diferenca significativa (p>0,05) entre as
amostras de pele com e sem lesdo, obteve-se 70% (14/20) e 78,2% (18/20)
respectivamente.

Estes resultados se respaldam em Montenegro et al.*®

, 0s quais afirmaram
que o gene traT ndo é essencial para a patogénese de APEC, o que se sustenta nas
colocacbes de que a proteina da membrana externa plasmideo R6-5-especificado, a

proteina Trat, foi previamente mostrada e medeia a resisténcia bactericida do soro. Trat
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foi encontrado em isolados de varios microrganismos entéricos como a E. coli. Assim
como Rodriguez-Siek et al®” também encontraram uma elevada porcentagem (78%)
desse gene em isolados de APEC.

Verifica-se também na tabela 2 (Figura 1B) que o gene iss, relacionado ao
plasmideo ColV esteve presente em 48,8% (21/43). Esses plasmideos sdo associados as
APEC’s e alguns autores sugerem que eles exercem importante papel na patogenia da
colibacilose avidria®®. A frequéncia detectada neste estudo foi semelhante da obtida por
Ozawa et al.>® os quais citaram que 80,7% dos 83 isolados abrigava 0 gene iss como
mais prevalente em cepas de colibacilose aviaria.

Kawano et al.*® encontraram dados similares e detectaram iss em 63,3% das
amostras de E. coli originirias de aves aparentemente saudaveis no Japdo. Um
percentual menor foi observado por McPeake et al*!, 17,8%, apesar de terem
identificado issem 72,8% das amostras de E. coliisoladas de aves com septicemia.
Rodriguez-Siek et al®’ detectaram o geneiss em 18,3% nas aves aparentemente
saudaveis e 82,7% nas aves com colibacilose. Nesse ultimo estudo, os autores relataram
que O gene iss esteve mais associado a infeccdes sistémicas, incluindo o isolamento em
amostras de figado, coragdo, baco e sangue (86,5%).

Verifica- se na tabela 2 que os dados obtidos neste trabalho para o gene iss,
48,8% (21/43) é essencial e desempenha um papel significativo nos processos de
infeccdo sistémica e estdo comumente de acordo com os observados na literatura. Arabi
et al.*?, obtiveram 96,4% para 0 gene iss em amostras de isoladas de frangos. Em estudo

desenvolvido por OH et al.*®

pesquisaram a presenca de nove genes associados a
viruléncia de E. coli e obtiveram 58,62% para 0 gene iss.

Resultados variados foram obtidos por outros autores e alguns obtiveram
frequéncias maiores as deste trabalho. Rocha et al.®> mostraram que de 61 isolados de
APEC, 73% eram portadores do gene iss.

No grafico 1 estdo distribuidos os dados referentes a frequéncia de deteccao
para a associacdo dos genes traT e iss em isolados de E. coli com e sem lesbes de

matadouros de frangos de corte, abatidos sob SIF.
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GRAFICO 1. Frequéncia da associacio dos genes traT e iss em isolados de E.
coli de pele com e sem lesdes de matadouros de frangos de
corte, abatidos sob SIF no estado de Goids em dezembro de
2014 a marco de 2015.

No entanto quando se analisa na tabela 3 e no gréfico 1 a relacdo da
presenca do gene traT e iss juntos observa-se aparecimento de lesGes.

A associacdo do gene traT e iss (tabela 3) 37,2% (16/43) contribuiu para a
ocorréncia das lesdes na pele, os quais apresentaram 50% (10/20) para amostras com
lesbes e 26% (6/23) para amostras sem lesdes (p<0,05). APEC que expressam estes
genes possuem importante papel na patogenia da colibacilose aviaria, pois possibilitam
que E. coli invada os tecidos, acessem a corrente sanguinea e desenvolvam em érgdos
sistémicos®® 44,

Sao descritos muitos fatores associados a viruléncia e resisténcia de APEC,
embora Tejkowski et al.*® relatem que ainda ndo é possivel estabelecer ou identificar
todos os elementos causadores dos diferentes quadros anatomopatolégico atribuidos por
E. coli.

Verifica-se na tabela 3 os resultados dos testes sorologicos para EPEC,

EIEC, E.coli 0128, E.coli O157:H7 e O167.
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TABELA 3. Frequéncia dos sorogrupos identificados de E. coli de pele com e sem
alteracBes macroscdpicas oriundas de abatedouros de frangos de corte.

Amostras EPEC (%) EIEC (%) 0128 (%) OI157H7 (%) 0167 (%)
Com Leso (G/43)7  (0/43)0  (3/43) 7 (1/43) 2,3 (0/43) 0
Sem Lesio (3/43)7  (3/43)7  (3/43)7 (2/43) 4.6 (0/43) 0
Total (6/43) 14 (3/43) 7  (6/43) 14 (3/43) 5.9 (0/43) 0

Verifica-se na tabela 3 que tanto para E. coli de pele com lesdo como sem
leséo, obteve-se 14% das amostras reagentes dos sorotipos anti 026, O55, 0111, 0119
do sorogrupo EPEC, 14% para E. coli O128 e 7% para sorotipos anti- O28ac, 029,
0136, 0144 e 0152 do sorogrupo EIEC.

Nota-se ainda que obteve 5,9% de amostras reagentes ao antisoro E. coli
O157:H7 (tabela 3). Os resultados sugerem que carcacas de aves podem ser fonte de
infeccdo de E. coli O157:H7, e pode representar potencial de risco a saude publica e
estdo em acordo com resultados observados por Silva et al.*® 4,6% (8/173) de amostras
provenientes das carcacas de aves abatidos em matadouro.

Doyle et al.*’, reportaram a primeira vez a presenca de E. coli 0157: H7 em
carne de frango, em que de 263 amostras provenientes de aves, 4 (1,5%) foram positivas
para este sorogrupo.

Os isolados de dermatoses pertencem a uma variedade de sorogrupos O,
sendo 0s mais comuns segundo a literatura 0 O1, O2 e O78. Entretanto, muitos
patotipos ndo sao tipificaveis, dificultando sua classificacio®®.

|49

Gomis et al.™” encontraram 100% de E. coli nas lesdes de aves com celulite,

destas o sorogrupo mais isolado foi O78, mesmo 68% ndo sendo sorotipadas.

Portanto, segundo alguns autores®® °!

, existem outros grupos comuns de E.
coli incriminado como agentes causais de dermatites como O78, O115 e O161, nos
quais ndo foram tipificados na maioria dos isolamentos e que ha uma diversidade de
sorotipos de E. coli envolvendo a dermatose, como também a presenca de sorotipos nao
tipificaveis.

Em acordo com a estatistica, relacionando a associagdo da presenca dos
genes traT e iss nas amostras determinou-se que em dermatose a interacdo entre
iss+traT estd associado em maior frequéncia ao sorogrupo 0128 (p=0,03) ndo havendo

relacdo consideravel aos demais sorogrupos estudados.
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4, CONCLUSAO

Conclui-se que E. coli esta presente nas lesdes de pele em frangos de corte e
0S genes iss e traT associados estdo envolvidos no aparecimento de lesdo. Esta
associacdo dos genes nas amostras determinaram maior frequéncia quando na presenca
do sorogrupo E. coli 0128. Constata-se a presenca do sorotipo O157:H7 que representa
risco potencial a salde publica.
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CAPITULO 4- CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do avango da industria avicola, a eficiéncia na produgdo ainda
precisa ser melhorada. Grande parte das perdas no processo produtivo ocorre durante a
producédo e refletem no matadouro, principalmente envolvendo condenagdes totais e
parciais, causando prejuizos. Neste contexto ha também uma crescente preocupacdo dos
consumidores em busca de carne de frango de qualidade, visto a facilidade da aquisicéo
e preparo destes produtos, principalmente apos a insercdo da mulher no mercado de
trabalho. Sendo assim, torna-se de extrema importancia procedimentos que visam 0
controle de microrganismos patogénicos para aves e consequentemente para 0 homem
como Escherichia coli.

O conhecimento dos pontos relatados neste estudo é de fundamental
importancia para conhecer o0s melhores procedimentos para reduzir as perdas
provocadas por E. coli, visto que € uma das principais bactérias comensais do intestino
das aves e em condicBes favoraveis podem tornar-se patogéncicas e alguns patotipos
estdo relacionados a zoonoses.

Isolados de E. coli atuaram em casos de dermatoses em frangos de corte e
salpingites em poedeiras. O diferencial destas estirpes reside na presenca de fatores de
viruléncia, conferida principalmente pelos sorogrupos envolvidos e genes de viruléncia
adquiridos.

Os inlmeros genes de viruléncia, que podem estar presentes em isolados de
E.coli, desenvolvem mecanismos complexos para invasdo e colonizacdo da célula
hospedeira. Portanto, a pesquisa de genes de viruléncia ¢ de fundamental importancia e
pode minimizar 0s prejuizos econdmicos e em saude publica nas infec¢bes causadas por
esta bactéria.

Considerando que a viruléncia de isolados de E. coli de um maior nimero
de genes, as chances de ser mais virulentos e causar infecches severas se tornam
maiores, como foi observado quando comparado por exemplo o gene iss e traT em
conjunto e separadamente, portanto o gene iss independente obteve maior frequéncia em
amostras de salpingite. Os dados obtidos demonstram que é necessario outros testes
com associacfes destes genes de viruléncia correlacionando com os demais patotipos

referentes. Entendeu-se que a presenca dos genes iss € fundamental para a patogenia do
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quadro de colibacilose. Ressalta-se ainda a importacia do gene iss no aparecimento de
amostras com lesdes.

Além disto, estudos realizados com outros patotipos como E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 0128, E. coli O167 e
E. coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 demonstraram baixa presenca e relacao
com amostras de salpingites e dermatoses, porém a importancia consideravel da
presenca de EHEC O157:H7 demonstra a importancia destes estudos, uma vez que este
sorogrupo causam enormes danos na salde humana, causando sindrome urémica
hemolitica, podendo ser letal. Isto comprova que deve haver uma maior monitorizacdo e
melhorias no manejo dos animais, maiores cuidados no ambiente de criacdo de awves,
desinfeccdo dos galpbes de criacdo, para o melhor controle do patégeno, visando
alimentos seguros ao homem e menores perdas geradas por colibacilose em aves.

Desta maneira, entende-se que estudos epidemioldgicos sobre os genes
envolvidos nos casos de colibacilose em aves, bem como conhecimento dos fatores de
viruléncia de amostras, sdo essenciais para adoc¢do de medidas de controle eficazes,
evitando-se a exposicdo humana a cepas patogénicas

Mais pesquisas sdo necessarias para identificacdo e caracterizacdo destes
genes, para proporcionar maior clareza do desenvolvimento dos processos patogénicos
utilizados por essas bactérias para infectar seus hospedeiro.

A reducdo das perdas quanto as condenacgdes causadas por E. coli e diversos
outros agentes se faz de extrema importancia na avicultura comercial. Sendo assim, o
Médico Veterinario tem um importante papel tanto na salde publica, na seguranca
alimentar e no desenvolvimento de pesquisas para viabilizar a producdo de forma

econdmica e mais sustentavel.



