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DETECGAO E CARACTERIZACAO DE Escherichia coli PATOGENICA PARA
AVES (APEC) EM CRIACOES DE GALINHAS DE FUNDO DE QUINTAL

RESUMO: As condicbes de criacdo de galinhas de fundo de quintal (GFQ)
apresentam alto risco sanitario, ja que medidas de biosseguranca nem sempre sao
implementadas nessas criagdes. Dentre as doencas infecciosas de grande destaque
na avicultura esta a colibacilose, cujo agente envolvido é Escherichia coli patogénica
aviaria (APEC). Essa enfermidade esta ligada a maneira e ao ambiente em que as
aves sao criadas, sendo que alguns isolados de APEC podem causar infec¢coes nas
proprias aves e em humanos. O mecanismo de viruléncia das amostras de APEC
tem sido continuamente estudado e acredita-se ser multifatorial. O objetivo do
trabalho foi detectar e caracterizar isolados potencialmente APEC em criacbes de
GFQ. Para isto foram coletadas amostras cloacais e orofaringeas de 250 GFQ,
provenientes de sete pequenas propriedades da regido de Ribeirdo Preto - SP. Das
500 amostras, foram obtidos 69 isolados de E. coli positivos para pelo menos 5
genes caracteristicos de APEC. Estes foram submetidas a PCR para a deteccao de
mais 11 genes de viruléncia, apresentando alta prevaléncia dos mesmos. A
inoculag&o in vivo em pintainhos de um dia revelou que 49 destes isolados séo de
alta e/ou intermediaria patogenicidade. Os isolados também foram submetidos ao
teste de suscetibilidade a 17 antimicrobianos, e apresentaram resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano e a maioria (79,7%) apresentou perfil de multirresisténcia.
Além disso, foi realizada analise filogenética e foi observado que 53,6% dos isolados
pertenciam ao grupo B2, o qual ja foi descrito como o grupo que alberga isolados
que causam infecgdes extraintestinais. Na andlise por PFGE foi detectado alta
heterogeneidade de pulsotipos entre os isolados APEC e apenas uma amostra foi
nao tipavel para a enzima Xbal. Ainda, 15 sorogrupos foram identificados entre os
isolados, sendo o O8 (23,2%) o mais frequente. Os resultados obtidos nesse
trabalho revelam que GFQ sao reservatorios de APEC com potencial zoondtico,
multirresistentes a antimicrobianos, potencialmente patogénicas para aves e
portadoras de um grande numero de genes relacionados a viruléncia, o que
representa um alto risco para as galinhas e para os seres humanos que tem contato
com essas aves ou consomem alimentos derivados delas.

Palavras-chave: ExPEC, multirresisténcia, patogenicidade, potencial zoondtico,
viruléncia
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DETECTION AND CHARACTERIZATION OF AVIAN PATHOGENIC Escherichia
coli (APEC) IN BACKYARD CHICKENS CREATION

ABSTRACT: The conditions of backyard chickens creation (BC) present a high
sanitary risk, since biosafety measures are not always implemented in these
systems. Among the most important infectious disease in poultry is colibacillosis, and
avian pathogenic Escherichia coli (APEC) is the causative agent. This disease is
related to the way and environment in which these birds are created, and some
APEC isolates can cause infection in birds and humans. The virulence mechanism of
APEC samples has been continuously studied and probably is multifactorial. The
objective of this work was to detect and characterize potentially APEC isolates in BC
creations. For that, it were collected cloacal and oropharyngeal samples of 250 BC,
from seven small properties from Ribeirdo Preto - SP. Of the 500 samples, 69
positive E. coli isolates were obtained for at least 5 characteristic genes of APEC.
These isolates were submitted to PCR for detection of 11 more virulence genes,
resulting in a high prevalence of them. The test of inoculation in one day-old chicks
revealed that 49 of these isolates had high and/or intermediate pathogenicity. All
isolates were also submitted to the susceptibility testing on 17 antimicrobials, and
showed resistance to at least one antimicrobial agent, but the most of them (79.7%)
had a multiresistance profile. In addition, phylogenetic analysis was performed and
53.6% of the isolates belonged to B2 group, which has already been described as
the group harboring isolates that cause extraintestinal infections. In pulsified gel
electrophoresis analysis (PFGE), it was detected a high heterogeneity of pulse types
among the APEC isolates and only one sample was non-typable for Xbal enzyme.
Furthermore, 15 serogroups were identified among the isolates, and O8 was the
most frequent (23.2%). The results obtained in this study demonstrated that BC are
APEC reservoirs with zoonotic potential, multiresistant to antimicrobials, potentially
pathogenic to birds and carrying a large number of virulence genes, which represents
a high risk for chickens and also humans who have contact with these animals or
consume food derived from them.

Key words: ExXPEC, multiresistance, pathogenicity, virulence, zoonotic potential



1. INTRODUCAO

As criacdes de galinhas de fundo de quintal (GFQ) correspondem a uma
atividade importante executada por pequenos produtores no mundo, com a
finalidade de servir para o consumo e/ou comercializacdo local. Nesse tipo de
criacdo é comum observar instalacoes precarias e minimas praticas de manejo e
sanidade, o que pode resultar em problemas sanitarios mais graves (ARENALES,
2001). Em funcdo disso, especula-se que GFQ podem contribuir para a
disseminacdo de enfermidades tanto para as aves como para o0 consumidor
(THEKISOE; MBATI; BISSCHOP, 2003). Dentre os principais agentes bacterianos
de crescente interesse para a sanidade avicola destaca-se a Escherichia coli
patogénica para aves (APEC), cujos isolados estdo associados a uma série de
infeccbes  sistémicas extra-intestinais nesses hospedeiros, coletivamente
denominadas colibaciloses (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A colibacilose é responsavel por impactos econémicos negativos na produgao
avicola em todo o mundo (AHMED; SHIMAMOTO; SHIMAMOTO, 2013). O
diagnéstico baseado somente no cultivo bacteriano possui a limitacdo pelo fato de
evidenciar resultados falsos positivos em decorréncia da presenca de cepas
comensais presentes naturalmente no intestino das aves (“avian fecal” Escherichia
coli— AFEC). Entretanto, a patogenicidade em amostras de E. coli esta relacionada
aos fatores de viruléncia que servem para diferenciar amostras patogénicas de nao
patogénicas (KEMMETT et al., 2013). Um grande numero de potenciais fatores de
viruléncia tem sido detectado em amostras de E. coli, porém,ndo ha um consenso na
literatura em relacdo a quais genes seriam os marcadores de viruléncia ideais para
APEC (BARBIERI et al., 2013).

O estudo dos fatores de viruléncia associados ao teste in vivo e a definicdo do
sorogrupo, pode proporcionar um conhecimento mais completo do grau de
patogenicidade dessas bactérias. Estudos envolvendo a inoculagdo experimental
seguido por métodos de biologia molecular, como a PCR, tém sido de grande valia
na compreensao da importancia de alguns dos fatores de patogenicidade das APEC
(MONRQOQY et al., 2005). A inoculagéo in vivo em pintinhos de um dia € fundamental



para estabelecer uma classificacdo da patogenicidade desse relevante patégeno
aviario, pois algumas amostras de E. coli podem ser de origem fecal, mas nao estar
associada a doenca em aves (GUASTALLI et al., 2013).

Ademais, o potencial zoonético de cepas de APEC é evidenciado quando
fatores de viruléncia comuns nas APEC séao frequentemente encontrados em cepas
de E. coli causando doencgas extra-intestinais em humanos, o que caracteriza uma
relacdo principalmente entre APEC com UPEC e NMEC de seres humanos
(JOHNSON et al., 2008). GFQ e humanos compartilham com frequéncia 0 mesmo
ambiente, e essas aves podem constituir uma importante fonte de infeccdo para o
homem, assim como cepas de origem humana podem infectar essas aves. Em
funcdo das deficiéncias de adocdo de medidas de biosseguridade, do convivio
préximo a humanos e outros animais e a escassez na literatura cientifica de
pesquisas relacionadas ao monitoramento de E. coli nas criacbes de GFQ, este
trabalho teve como principal objetivo avaliar a presenca de isolados potencialmente
APEC e caracteriza-los quanto ao seu potencial patogénico e zoonotico em criacdes
de GFQ da regiao de Ribeirdo Preto-SP, Brasil.
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7. CONCLUSOES

Em face dos resultados encontrados no presente estudo e por todo o
exposto no item Discussao, pode-se concluir que:

7.1. O estudo revelou que as cepas de E.coli obtidas de GFQ, apresentam
multiplos genes relacionados a viruléncia de APEC e uma alta prevaléncia dos

mesmos;

7.2. Através do teste de inoculacédo in vivo em pintainhos de 1 dia, pode-se
constatar que embora as GFQ sao aparentemente saudaveis, elas albergam
estirpes altamente patogénicas de APEC, e que alguns isolados, embora
apresentaram baixa patogenicidade, continham um elevado numeros de genes
relacionados a viruléncia, revelando a necessidade de se estudar a expressao

desses genes;

7.3. Os isolados de GFQ apresentaram, em sua maioria, multirresisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos, representando risco para humanos e

outros animais;

7.4. Nos isolados de GFQ foram identificados uma porcentagem significativa de
alguns sorogrupos, os quais ja foram implicados em doencas extraintestinais

humanas e animais, além de um grande nimero de amostras nao tipaveis;

7.5. A analise filogenética mostrou que a maioria dos isolados pertencia ao
grupo B2, que inclui estirpes patogénicas extra-intestinais. Além disso,
verificou-se que entre os quatro grupos filogenéticos ndo houve diferenca

marcante nos numeros de genes relacionados a viruléncia por isolado;

7.5. A analise de similaridade por PFGE mostrou alta heterogeneidade entre os
Isolados indicando que existem poucos clones prevalentes nas E. coli nas
GFQ;
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7.6. GFQ constituem em reservatérios de APEC/AFEC, por apresentarem
estirpes altamente patogénicas, com multiplos genes de viruléncia e

multirresistentes.
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