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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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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criacao de galinhas de fundo de quintal

A producao avicola brasileira desenvolveu-se e modernizou-se rapidamente
alcancando niveis elevados de produtividade (GIROTTO; MIELE, 2015). O Brasil € o
segundo maior produtor mundial de carne de frango e o lider em exportacao, apesar
deque 69% da producéao é destinada ao mercado interno (UBABEF, 2015). Apesar
destes avancos tecnolégicos, ainda ha uma grande preocupa¢do com a sanidade na
avicultura. Falhas neste setor podem representar prejuizos econdmicos ocasionados
pela perda de mercados por restricoes sanitarias (BOLDRIN, 2010).

Existem diversas formas de criagdo avicola, dentre elas, a producao de aves
em criatérios de exploracées nao tecnificadas, denominadas galinhas de fundo de
quintal (GFQ), que consiste em uma atividade agropecudria alternativa de grande
relevancia para varias regides no mundo em desenvolvimento (THEKISOE; MBATI;
BISSCHOP, 2003). As criacbes de GFQ sao caracterizadas por uma populagao
geralmente pequena, contendo cerca de 5 a 20 cabecgas por propriedade com as
varias faixas de idades representadas dentre elas, ndo tém raca definida, possuindo
rusticidade caracteristica, e auséncia de intervencdes reprodutivas (SONAIYA,
2001).Tal atividade apresenta um papel de destaque nos ambitos econdmico, social
e cultural, uma vez que apresenta diversas finalidades como: exposicao, hobby,
companhia, consumo e venda local de carnes e ovos (SMITH et al., 2012;
HAMILTON-WEST et al., 2012).

No Brasil, a criacdo GFQ é considerada uma das atividades agropecuarias
mais tradicionais, possuindo mais de cinco séculos de existéncia, e
aproximadamente 80% das propriedades rurais no pais adotam este tipo de criacao,
sendo que em sua grande maioria sdo pequenos produtores que praticam como
forma de subsisténcia (ALBINO; JUNIOR; SILVA, 2001).

A avicultura industrial brasileira é muito diferente das criacbes de fundo de
quintal. Essas diferengas sé&o perceptiveis, sobretudo nas medidas existentes de
prevencao e controle acerca desses tipos de criacdes. Os cuidados sanitarios na
industria avicola sao efetivados por meio de rigidas medidas de biosseguridade, que
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preconizam acompanhamento constante das aves. Ja os parametros produtivos e de
biosseguridade das GFQ séao baixos, apesar de serem obtidos com custos minimos
e embora extremamente necessarios, nao incluem controle sanitario efetivo
(SONAIYA, 2001). Os problemas sanitarios representam também um obstaculo ao
sucesso dessa atividade alternativa, além de consistirem em uma fonte potencial
para disseminacao de enfermidades ocasionadas por microrganismos, em funcao da
convivéncia das aves com outros animais ou com pessoas no mesmo ambiente.
Observa-se também que esses agentes se multiplicam na natureza, contaminando
ampla variedade de aves domésticas e de vida livre, especialmente na auséncia de
manifestacédo clinica, e disseminam-se na populacdo de aves, por mecanismos de
transmissao horizontal e vertical (BERCHIERI JUNIOR, 1997).

Medidas de vigilancia e defesa sanitaria sdo adotadas pelo Ministério de
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e pela industria para manter um bom
status sanitario e assim garantir a qualidade do produto e seguranga alimentar
(BRASIL, 2007). Apesar desse sistema de biosseguridade aplicado as criagdes
comerciais, as criacbes GFQ encontram-se fora desse controle sanitario. As GFQ
caracterizam-se pela sua forma de exploracao extensiva e, normalmente sédo criadas
para consumo proprio ou comercializacao local, sendo inexistentes na maioria das
vezes as instalacbes avicolas adequadas, bem como a adocao de boas praticas de
manejo que contemplem com eficiéncia os aspectos sanitarios (MARCHESI;
ARALDI-FAVASSA, 2011).

2.2 Escherichia coli

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez em 1.885 por Theodor Von
Escherich, sendo chamada de Bacterium coli commune, devido ao fato de ser um
dos principais integrantes da microbiota entérica de animais homeotérmicos
(KONEMAN et al., 2008). Esta espécie de bactéria é Gram negativa e pertence a
familia Enterobacteriaceae (PIATTIl; BALDASSI, 2007). Caracteriza-se por
apresentar a forma de bastonete, ter metabolismo aerdbio ou anaerdbico facultativo,
nao esporogénico e podem ser moveis, com presenca de flagelos peritriqueos, ou
imoveis. Sdo mesdfilas, crescendo em temperaturas de 18°C a 44°C, sendo 37°C a
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temperatura ideal para seu crescimento. Seu tamanho variade 1,1 a 1,5 ym por 2 a
6 um e produzem colénias de formas lisas ou rugosas em meio sélido, sendo
possivel o aparecimento de colénias mucoides (KONEMAN et al., 2008; BARNES;
VAILLANCOURT; GROSS, 2008).

Essa bactéria também ¢é caracterizada por suas propriedades bioquimicas:
positiva para reacdo para indol, lisina, motilidade e reagdo de vermelho metila;
negativa para testes para urease e hidrogénio e utilizacdo de citrato. Além disso,
algumas cepas podem produzir HoS (QUINN et al., 2005).

A célula bacteriana é composta de estruturas antigénicas de superficie que
contribuem para a determinagao dos sorotipos de E. coli, que é realizada por meio
de anti-soros e baseia-se na classificagdo que Kauffmann realizou em 1947, dos
antigenos somaticos (Ohne — “O”), capsulares (Kapsel — “K”), flagelares (Hauch —
“H”) e fimbriais (Fimbriae — “F”). Atualmente sao descritos 181 antigenos somaticos,
80 capsulares e 53 flagelares. Existem ainda amostras rugosas, autoaglutinantes,
que nao podem ser sorotipadas devido a perda parcial ou total da cadeia de
polissacarideo (QUINN et al., 2005; ROCHA, 2008). Podem ser encontradas na
natureza muitas possiveis combinacdées, mas 0 numero de sorotipos patogénicos é
limitado (ORSKOV; ORSKOV, 1992). Aproximadamente 60 sorotipos sdo mais
frequentemente associados ao homem sendo que 35 deles sdo associados a
infecgbes intestinais (TRABULSI; TOLEDO, 1991). Somente os antigenos de
superficies ndo constituem numa base para classificar as amostras de E. coli quanto
ao seu potencial patogénico, com a excec¢ao do sorotipo O157:H7 que, pela forte
associagcdo com o patotipo, serve como indicador de cepas enterohemorragicas
(KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000).

Grande parte das E. coli sdo comensais, ndo apresentando qualquer gene de
viruléncia e, portanto ndao tem grande papel patogénico. Como comensal,
provenientes da mae ou do ambiente, as E. coli colonizam o intestino de seu
hospedeiro logo ap6s o nascimento, e convivem com este de forma vitalicia
(GYLES, 1994). No entanto, essa visdo mudou progressivamente ao se
reconhecerem diversas patologias entéricas e extra-intestinais causadas por alguns
sorotipos dessa bactéria (FERREIRA; KNOBL, 2009).
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O potencial patogénico de algumas cepas de E. coli se deve a ganhos
genéticos ocorridos durante o processo evolutivo da espécie e devido a aquisicao de
genes de viruléncia por cepas comensais de E. coli, através de mutacdes ou
transferéncia horizontal de material genético. Os genes de viruléncia, contidos em
ilhas de patogenicidade no cromossomo bacteriano (PAl — “Pathogenicity Islands”)
ou material genético extra-cromossémico, codificam proteinas que possibilitam a
colonizagao, penetracao e invasado de novos nichos em seus hospedeiros (HACKER
et al., 1997).

Com base nos mecanismos de viruléncia especificos das cepas patogénicas,
as E. coli podem ser classificadas em patotipos, sendo que, de acordo com o local
de infeccao, é possivel dividir em E. coli patogénica de origem intestinal (InPEC) e E.
coli patogénica extraintestinal (ExPEC) (FROMMEL et al., 2013). As InPEC sao
responsaveis pelas diarréias e podem apresentar diversas estratégias para invadir
as células intestinais (CROXEN; FINLAY, 2010). Existem pelo menos seis
categorias conhecidas, com relacdo as infecgcdes intestinais: E. coli
enteropatogénicas (EPEC), E. coli enteroinvasora(EIEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E.
coli produtora de toxina Shiga (STEC). Nas ExPEC estao incluidos trés subgrupos:
E. coli uropatogénicas (UPEC) que determinam infeccbes no trato urinario em
humanos, as E. coli causadora da meningite neo-natal (NMEC) e E. coli patogénica
para aves (APEC), que causam colibacilose aviaria(KAPER, NATARO; MOBLEY,
2004). Apesar de colonizarem diferentes nichos e apresentarem estratégias de
patogenicidade distintas, as E. coli patogénicas extra-intestinais podem compartilhar
genes de viruléncia (FERREIRA; KNOBL, 2009).

2.3 Escherichia coli patogénica para aves (APEC) e a colibacilose

A E. coli patogénica para aves (APEC) pertence ao grupo das E. coli
patogénicas extra-intestinais e é responsavel por uma série de enfermidades e por
ocasionar grandes prejuizos na industria avicola moderna. As APEC podem estar na
microbiota intestinal das aves sadias, podendo assim, permanecer nas criagdes por

um longo periodo, contaminando os alimentos e a agua, que podem servir como via
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de disseminacao da bactéria para as aves (EWERS et al., 2004).A predominancia
dos sorotipos O1, O2 e O78 em isolados de aves clinicamente saudaveis reforcam a
ideia de que o trato intestinal das aves pode ser um excelente reservatério para este
patdgeno (BLANCO et al., 1998).

De maneira geral, as cepas APEC causam, em seus hospedeiros, diferentes
tipos de processos infecciosos, 0s quais sao denominados colibaciolose aviaria
(KAPER, NATARO; MOBLEY, 2004). O aparecimento desta doenca é o resultado da
interacdo da bactéria com o hospedeiro e o ambiente, podendo assim, estar
associada a quadros de colisepticemia, peritonite, aerossaculite, pericardite,
perihepatite, coligranuloma, salpingite, onfalite, celulite, doenca respiratéria crénica
complicada, pleuropneumonia, sindrome da cabecga inchada, sinovite, osteomielite e
panoftalmia. O processo infeccioso quando nao tratado, termina com a morte da ave
por septicemia (DZIVA; STEVENS, 2008). Nas aves, a colibacilose inicia-se no
epitélio traqueal, em contraste com a maioria das enfermidades causadas por E. coli
em mamiferos, que tém afetado inicialmente o epitélio intestinal e urinario
(VIDOTTO; NAVARRO; GAZIRI, 1997).

Alguns fatores podem predispor a colibacilose aviaria, incluindo a
superpopulacao, ventilagao precaria, acumulagcédo excessiva de aménia no ambiente,
alimentacao inadequada, avitaminoses e hipovitaminoses, presenca de coccidioses
e verminoses em geral, micoplasmas e viroses respiratérias, manejo incorreto dos
ovos férteis e incubadoras (BARCELOS, 2005).

O tratamento da colibacilose tradicionalmente é feito com antimicrobianos tais
como ampicilina, espectinomicina, quilononas, cloranfenicol, neomicina, tetraciclina,
trimetropim, entre outros. Além da administracdo de antibiéticos, é necessario
corrigir 0 manejo das aves visando as boas praticas de higiene e criagdo, com o
objetivo de diminuir o estresse e prevenir novas infecgbes (DHO-MOULIN;
FAIRBROTHER, 1999).

Cepas nao patogénicas de E. coli aviaria (“avian fecal” E. coli— AFEC) podem
ser encontradas na microbiota normal do trato intestinal das aves e mamiferos e
dificultam a caracterizacdo do agente causal (ZANATTA et al.,, 2004). As cepas
patogénicas diferem das comensais por apresentarem fatores de viruléncia que

proporcionam infeccdes extraintestinais (KNOBL et al., 2012). No Brasil, ja séo
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descritos alguns estudos de caracterizacdo e diferenciacdo de APEC e AFEC
(IKUNO et al., 2006; NAKAZATO et al., 2009; MATURANA et al., 2011). No entanto,
apenas trabalhos mais recentes demonstraram a elevada frequéncia dos cinco
principais fatores de viruléncia (iutA, iss, iroN, ompT e hlyF) em APEC brasileiros
(KOBAYASHI et al., 2011; MALUTA et al., 2014).

Além da circunstancia de cepas de APEC desenvolverem doencas em aves,
outro fator de grande relevancia se relaciona ao papel desempenhado por este
patégeno na saude publica (MENAO et al., 2002). Varios estudos relatam que
patétipos APEC e UPEC podem apresentar regidbes do genoma idénticos,
evidenciando que algumas ExXPEC humanas e aviarias sdo altamente similares
(RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005b; JOHNSON et al., 2007). Isso sugere que as aves
podem ser um veiculo ou pelo menos um reservatério de E. coli capazes de infectar
humanos e por esta razdo a APEC deve ser considerada um agente zoonédtico em
potencial (JOHNSON et al., 2007).

2.4 Fatores de viruléncia em APEC

Ja foram descritos varios genes relacionados a viruléncia de APEC. No
entanto, ndo existe um conjunto especifico de genes que caracterizem o patotipo,
inclusive para um mesmo sorogrupo. Cepas de APEC podem carecer de um ou mais
genes associados a viruléncia e mesmo assim serem virulentas, sugerindo a
hip6étese de varios mecanismos alternativos mediando a patogenicidade (DZIVA;
STEVENS, 2008). Mesmo cepas distintas geneticamente podem produzir a mesma
infeccdo e patogenicidade, pois podem apresentar fatores de viruléncia distintos e
com a mesma funcdo, atuando no mesmo sitio do hospedeiro. Dessa maneira,
parecem existir estratégias comuns que fazem da APEC um patbégeno eficiente
(EWERS et al., 2004).

Os fatores de viruléncia das cepas patogénicas de APEC podem ser
traduzidos em adesinas, sistemas de captacao de ferro, colicinas, fatores envolvidos
na resisténcia a proteinas do soro, invasinas e toxinas (ROCHA et al., 2008;
NAKAZATO et al., 2009). Segue abaixo uma descricdo breve dos genes comumente
associados a viruléncia de APEC.
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2.4.1 Adesinas

A expressao de adesinas € considerada um fator de viruléncia essencial para
aderéncia e colonizac¢do dos tecidos do hospedeiro, constituindo o primeiro passo na
infeccdo por E. coli (DZIVA; STEVENS, 2008). A especificidade de aderéncia da
bactéria em relagcdo aos tecidos-alvo do hospedeiro determina a expressao das
fimbrias e das adesinas na superficie bacteriana. Embora essas adesinas
apresentem poucas diferencas morfolégicas existem caracteristicas antigénicas e
hemaglutinantes distintas (FERREIRA; KNOBL, 2009).

As adesinas fimbriais sdo as mais estudadas e caracterizadas. As fimbrias
sao filamentos de proteinas localizados na superficie celular bacteriana, com 1um de
comprimento e 7nm de largura, podendo ser de diferentes tipos. A fimbria mais
comum em APEC é a fimbria tipo 1,estando presente em mais de 70% das cepas
(BARBIERI et al, 2013). Tem como principal fungdo promover a ligacao da bactéria
ao residuo D-manose das células epiteliais das mucosas do trato respiratorio
superior das aves. O operon pil é o responsavel por codificar a fimbria tipo 1, o qual
compdem um conjunto que inclui pelo menos oito genes, sendo eles: fimA, fimB,
fimC, fimD, fimE, fimF, fimG e fimH. Outra fimbria importante é a fimbria P ou F11,
que é codificada por um conjunto de 11 genes cromossémicos denominados de
operon pap, sendo que seis desses, papA, papk, papF, papG, papH e papK, estao
relacionados com proteinas estruturais (KAWANO; YAGUCHI; OSAWA, 2006). Em
aves, a fimbria P estd relacionada a colonizacdo dos 6rgaos internos apo6s o
estabelecimento da infeccao inicial (LA RAGIONE; WOODWARD, 2002).

Entre as adesinas afimbriais, o Tsh (“temperature sensitive hemaglutinin®)
contribui nas etapas seguintes da infeccdo por APEC, incluindo a colonizacao dos
sacos aéreos (DOZOIS et al., 2000). Além disso, o Tsh esta relacionado a atividade
de hemaglutinacao de eritrocitos de galinhas, sendo preferencialmente expressa a
baixas temperaturas (26-30°C) e reprimida a 42°C em linhagens de APEC
(MAURER et al.,1998). E importante salientar que o gene tsh, codificador desta
proteina, ndo foi detectado em E. coli isoladas de fezes de galinhas sadias, AFEC,
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mas sim em APEC, o que sugere a importancia desse fator de viruléncia na
patogenicidade de estirpes APEC (KOBAYASHI et al., 2011).

2.4.2 Aquisicao de ferro

A capacidade das APEC de sequestrar ferro dos tecidos corporais € um fator
importante para sua viruléncia, pois o ferro estd em baixas concentragdes nos
tecidos dos hospedeiros. Para superar esta limitagdo a bactéria pode possuir
sistemas especiais de assimilacdo, através dos quais ela capta o ferro necessario
via componentes ligantes de ferro de baixo peso molecular, chamados sideréforos
(NEILANDS, 1981). E. coli podem efetuar o transporte deste mineral por meio dos
sistemas ferricromo, citrato, enterobactina e aerobactina (WOODROW et al., 1978).

O sistema da aerobactina € a forma de captagédo e transporte de ferro mais
utilizada pela bactéria, e foi descrito em uma ilha de patogenicidade de Shigella. A
aerobactina é codificada pelo operon, que esta presente no plasmideo ColV, e é
composto pelos genes iucABCD e iutA, os quais codificam um sider6foro
hidroximato e o receptor férrico da aerobactina. Os genes da aerobactina estao
presentes nas estirpes virulentas e ausentes nas estirpes nao virulentas e, por esta
razdo sao considerados essenciais na patogenicidade das APEC (DZIVA;
STEVENS, 2008; LING et al., 2013). Outro fator de aquisicao de ferro encontrado
em plasmideos do tipo ColV é a salmoquelina, codificada pelo operon iroBCDEN e
necessaria para viruléncia e in vivo de APEC (CAZA et al., 2008). O operon sitABCD
também codifica sider6foros, sendo esse sistema composto por permeases que
aumentam a captura do ferro e manganés, contribuindo para a multiplicacdo
bacteriana (SABRI; LEVEILLE; DOZOIS, 2006).

Existem outros genes, que também exercem a funcao de captacao de ferro,
entre eles podemos encontrar: fyuA (“ferric yersinia uptake — yersinabactin receptor”)
e irp2 (“iron repressible protein yersinabactin synthesis”) (SCHUBERT et al., 2002).

2.4.3 Colicinas
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Algumas amostras de E. coli patogénicas apresentam a capacidade de
sintetizar determinadas substancias que inibem o crescimento de diferentes
espécies bacterianas no nicho onde a E. coli esta presente, denominadas de
colicinas (LLOUBES et al.,, 2013). Essas substancias sdo formadas por duas
subunidades: maior, que é responsavel pela lesado celular bacteriana, e a menor, que
tem como fungéo a autoprotecao contra sua prépria colicina (HARDY et al., 1975).

As colicinas sao produzidas por genes localizados no plasmideo Col
(colicinogénicos) e sao classificadas em tipo V, A, B, la, Ib, Ic, K, N, E1, E2, E3 e
DF13 (LIOR, 1994). Sao encontradas principalmente em bactérias virulentas
relacionadas a infecgbes extra-intestinais em humanos e animais. A maioria das
cepas APEC tem o plasmideo Col V (WRAY; WOODWARD, 1997). O gene cva/cvi
responsavel pela producao de colicina V esta localizado no plasmideo bacteriano
(KAWANO; YAGUCHI; OSAWA, 2006).

2.4.4 Resisténcia sérica

A resisténcia ao sistema complemento do hospedeiro e a resisténcia a
fagocitose desempenham importante papel na patogénese da colibacilose aviéria,
visto que bactérias sensiveis ao sistema complemento sdo incapazes de colonizar
orgaos internos (MELLATA et al., 2003). Os genes de viruléncia responsaveis pela
resisténcia sérica conferem a bactéria resisténcia aos efeitos bactericidas do soro do
hospedeiro, podendo causar bloqueio do complexo terminal do sistema
complemento que atua na membrana celular e provocar a lise da célula bacteriana
(DZIVA; STEVENS, 2008).

O gene iss (“‘increased serum survival’) € codificado pelo plasmideo
conjugativo R, denominado de ColV, com um tamanho de 100 kilobases, e €&
determinante para resisténcia sérica, aos efeitos bactericidas do sistema
complemento e a fagocitose, comumente relacionados a cepas septicémicas de
APEC (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Essa resisténcia é atribuida a producao de
proteinas de membrana externa (OMPs), produzida por esses genes (MONROY et
al., 2005).
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Pfaff-Mc Donoughet al. (2000) estudaram a presenca do gene iss em cepas
consideradas patogénicas e nao patogénicas e obtiveram uma maior frequéncia do
gene entre as cepas patogénicas, sugerindo que o fator Iss esteja associado com a
patogenicidade das APEC.

2.4.5 Toxinas

As bactérias patogénicas sao capazes de produzir uma série de substancias
que sao diretamente ou indiretamente téxicas para as células do hospedeiro. Entre
as toxinas mais frequentes em APEC esta a proteina Vat (EWERS et al., 2007;
BARBIERI et al., 2013), codificada pelo gene vat em uma ilha de patogenicidade.
Esta toxina induz a formacdo de vacuolos intracelulares, resultando em efeitos
citotéxicos (PARREIRA; GYLES, 2003).

Outra toxina associada a APEC e que contribui para a patogenia é a toxina
EAST1 (Escherichia coli enteroagregativa endotoxina termo estavel tipo 1),
codificada pelo gene astA, o qual foi observado pela primeira vez em cepas de E.
coli enteroagregativas. A presenca desta toxina desencadeia alteracdes nas vias de
sinalizagéo celular que culminam no aumento da secregéo de cloro e consequente
diarréia aquosa tipica em colibacilose (JANBEN et al., 2001; OH et al., 2014).

Ha também toxinas com baixa freqiiéncia em APEC das quais se podem citar:
a a-hemolisina, codificada pelo gene hlyA e que causa hemdélise no hospedeiro; e 0
fator de citoxicidade necrosante, codificado pelo gene cnfi (DE RYCKE; MILON;
OSWALD, 1999), entre outras.

2.5 Resisténcia antimicrobiana em APEC

Os antibidticos sao substancias que tem a fungcdo de inibir ou evitar o
crescimento bacteriano, sendo classificados como bactericidas, quando provocam a
morte microbiana, ou como bacteriostaticos, quando inibem o crescimento do
mesmo. Dependendo do grupo de antibidtico utilizado, sua acédo antimicrobiana
pode variar, existem aqueles que agem inibindo a sintese da parede celular, inibindo

a sintese de proteinas, inativando a ag¢ao dos ribossomos, bloqueando a transcricao
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do DNA ou mesmos alterando a permeabilidade da membrana (BERNATOVA et al.,
2013).

Um dos grandes interesses na area da saude publica é a existéncia de
bactérias que colonizam os animais domésticos e que sao resistentes a
antimicrobianos. Embora a maior parte de casos de infec¢cdes por agentes
multirresistentes em humanos possa ser atribuida a selecdo ocorrida no proprio
ambiente humano, hd uma forte evidencia sobre o papel da criagdo animal na
selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes (BOERLIN; WHITE, 2006).
Alimentos de origem animal estdo associados a transferéncia de resisténcia aos
antimicrobianos para humanos, como também sao descritos em varios trabalhos,
casos de transmissdo de bactérias resistentes entre animais e humanos de risco,
como agricultores e funcionarios de abatedouros (KLEIN; FRANZ, 2005; BOERLIN;
WHITE, 2006).

O tratamento de infecgbes causadas por cepas ExPEC, tanto em humanos,
quanto em animais, tem sido agravado pela emergéncia de resisténcia aos
antibiéticos, principalmente a partir do final da década de 1990 (PITOUT, 2012). Em
cepas de APEC o problema parece se agravar mais, pois os indices apresentados
por essas cepas isoladas de aves sdo maiores que de outras EXPEC (MELLATA,
2013).Uma hipotese para esses altos niveis de resisténcia seria o0 uso indiscriminado
de antibiéticos como promotores de crescimento ou como terapéuticos na cadeia de
producao de aves (PITOUT, 2012; MELLATA, 2013).

A administracdo de certos antibidticos e quimioterapicos em pequenas
concentracdes e de forma continua a racdo proporciona aumento significativo de
peso e melhor conversao alimentar (MOTA et al., 2005). A adocao desse manejo é
relatada como administracdo subterapéutica de antimicrobianos, pois a dose
utilizada destas drogas normalmente ¢é inferior a utilizada em tratamentos da doencga,
0 que aumenta as chances de transferéncia de resisténcia e de mutacbes que
podem gerar isolados resistentes, diminuindo assim a capacidade destas drogas na
cura de infeccdes em pessoas e animais (SINGER; HOFACRE, 2006).

2.6 Potencial zoonético de APEC
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O risco zoonético de APEC foi inicialmente relacionado ao fato de algumas
cepas isoladas de aves apresentarem sobreposicdo de fatores relacionados a
viruléncia, grupos filogenéticos, sorogrupos e relacdo clonal com UPEC e NMEC
isolados de humanos (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005b; EWERS et al., 2007).

Manges e Johnson (2012) relataram em um estudo que surtos de infecg¢éo do
trato urinario (ITU) estavam relacionados ao consumo de carne de frango, e
sugeriram que esse alimento pode ser uma importante via de transmissao de E. coli
para mulheres que desenvolveram ITU recorrente. Relacionado a esse fato,
Nordstrom, Liu e Price (2013) denominaram essa condicao clinica de FUTI (infeccéao
urinaria adquirida de fonte alimentar) e ainda destacaram o fato de que muitas das
cepas isoladas dessas FUTI apresentavam perfil de multirresisténcia aos
antimicrobianos, o que reforca ainda mais a origem aviaria dessas cepas.

Em alguns trabalhos ja foram demonstrados que cepas aviarias podem
causar infeccdo do trato urinario, meningite neonatal e sepse em camundongos,
reforcando ainda mais a ideia de potencial zoonético das APEC (ZHAO et al., 2009;
JAKOBSEN et al., 2010; TIVENDALE et al., 2010). O relato de que APEC tem a
capacidade de invadir células epiteliais humanas (pneumdcitos) também é descrito
na literatura (CHANTELOUP et al., 2011). Também existem pesquisas que
demonstram a contraparte, ou seja, cepas isoladas de humanos causando quadros
de colibacilose em aves, o0 que enfatiza que as EXPEC em geral compartilham varias
caracteristicas, inclusive a mesma tendéncia de expressao de fatores de viruléncia
independente do hospedeiro ser mamifero ou ave (MOULIN-SCHOULEUR et al.,
2007; ZHAO et al., 2009).

Estudos filogenéticos também ressaltam o potencial zoonético de isolados
APEC, uma vez que cepas EXPEC do grupo B2 isoladas de humanos e aves foram
indistinguiveis. Tais isolados demonstraram ser virulentas e similares quando
inoculadas em aves (MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007). O sequenciamento de
patoétipos APEC demonstrou que este grupo esta intimamente relacionado com o
grupo EXPEC associado a infecgdo no trato urinario de seres humanos (JOHNSON
et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho consistiu em detectar e avaliar o
potencial patogénico de estirpes de E. coli contendo fatores de viruléncia
relacionados a E. coli patogénica aviaria (APEC) em criacbes de galinhas de fundo
de quintal.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar através da PCR estirpes de APEC em GFQ de pequenas propriedades
da regido de Ribeirao Preto;

e Caracterizar os isolados de APEC através da pesquisa de varios genes de
viruléncia;

e Determinar a patogenicidade dos isolados de potencialmente APEC por meio do
teste in vivo em pintainhos de um dia de idade;

e Caracterizar o perfil de resisténcia dos isolados potencialmente APEC, frente a
diversas drogas antimicrobianas;

e Determinar os sorogrupos das estirpes potencialmente APEC isoladas;

e Determinar o agrupamento filogenético dos isolados potencialmente APEC;

e Estabelecer relacdo epidemiolégica dos isolados potencialmente APEC por
PFGE.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho est4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
protocolo n®05749/14, da FCAV — UNESP - Jaboticabal.

4.1 Populacao analisada e coleta das amostras

Foram coletadas amostras de suabes cloacal e orofaringeal de 250 GFQ de
origem genética desconhecida e de diferentes faixas etarias, provenientes de sete
pequenas propriedades localizadas na regidao de Ribeirdo Preto — SP, Brasil, no
periodo de janeiro a abril de 2014, totalizando 500 amostras. As GFQ foram contidas
manualmente e foram colhidas amostras fecais da cloaca, e amostras da orofaringe
com auxilio de suabes estéreis (Figura 1). Essas amostras foram colocadas em
tubos contendo 5mL de caldo infusdo de cérebro-coracéao (BHI) e mantidas em caixa
de isopor com gelo até serem processadas no laboratério. Os locais de coleta e as
amostras de GFQ estao representados na Tabela 1.
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Figura 1. Coleta de amostras de GFQ em pequenas propriedades da regido de
Ribeirao Preto — SP.

Tabela 1. Distribuicdo das amostras coletadas de GFG em 7 propriedades
diferentes da regido de Ribeirdo Preto-SP.

Propriedade A B C D E F G
Numero das 1C-11C 12C -74C 75C -91C 92C-164C 165C -195C 196C —236C 237C - 250C
amostras 1F - 11F 12F — 74F 75F —91F 92F —164F  165F — 195F  196F - 236F  237F - 250F

C: amostra cloacal;

F: amostra orofaringeal;

4.2 Extracao de DNA

Logo apds a coleta, os tubos contendo caldo BHI e as amostras foram
incubadas aerobicamente a 37°C por 16horas e, passado esse periodo, uma
aliquota da cultura foi estocada em freezer -80°C, utilizando 750 uL de cultura e 750
ML de glicerol 30,0% e o restante foi utilizado para realizar a extragcdo do DNA
através de um protocolo de lise térmica, proposto por Keskimaki et al. (2001), com
algumas modificagdes.Inicialmente,1imL de cada cultura incubada por 16 horas foi
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centrifugado a 15.000 rpm por 2 minutos e o0 sobrenadante foi descartado. As células
precipitadas foram ressuspendidas em 1mL de salina tamponada com fosfato (PBS),
agitadas em vértex e centrifugadas nas mesmas condicdes iniciais. O sobrenadante
foi novamente descartado e as células foram ressuspendidas em 0,5 mL de agua
ultrapura Milli-Q estéril (Millipore Corporation, EUA). Apds esses procedimentos de
lavagem, o tubo contendo as bactérias sedimentadas foi colocado por 10 minutos
em agua fervente e depois centrifugados a 15.000 rpm por 2 minutos. Foi retirada
uma aliquota do sobrenadante, o qual continha o DNA, e estocado em outro tubo
para posterior realizagdo das andlises por PCR para amplificagdo dos genes de

viruléncia ou marcadores dos grupos filogenéticos.

4.3 PCR para o estabelecimento dos patotipos de isolados de E. coli

Para a identificacdo dos isolados E. coli como APEC, a PCR de triagem foi
realizada para a identificacdo dos genes cvaC, hlyF, ompT,iroN, iss e iutA. Dois
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores foram usados para a multiplex-PCR, um
conjunto continha oligonucleotideos para iroN, ompT e iutA, e o outro para hiyF,
cvaC e iss. A PCR foi realizada com solugdes contendo 2mM de cada dNTP
(Thermo Fisher Scientific, Lituania), 3,6uL de 10X Dream Taq Green Buffer (que
contém 20mM de MgCI2), 1,25pmol de cada iniciador, 1 unidade de Dream Taq
Green DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Lituania), 4uL de DNA molde e
agua ultrapura Mili-Q estéril (Millipore Corporation, EUA) para completar 20uL. Os
pares de oligonucleotideos iniciadores, as temperaturas de anelamento e os
controles positivos estdo descritos na Tabela 2. Os ciclos consistiram de um estagio
inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos, cada um contendo desnaturagao
a 94°C por 30 segundos, anelamento no Tm especifico de cada iniciador por 30
segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos. O ciclo de extensao final foi a 72°C
por 7 minutos. Os produtos de amplificacdo da PCR foram visualizados em gel de
agarosea 1,5%, utilizando a coloragdo de Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, EUA).
Todas as PCR foram realizadas utilizando-se o controle negativo (EcL10600) e

controles positivos (Tabela 2).
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As amostras que nao apresentaram pelo menos um gene da triagem foram
descartadas e as positivas para pelo menos um dos genes foram semeadas por
esgotamento em placas contendo agar MacConkey e incubadas a 37°C por 24
horas. Dez colbnias tipicas de E. coli de cada placa foram repicadas em placas
contendo agar BHI, formando dois “pools” (A e B) com cinco colénias cada um e as
placas foram incubadas por 16 horas a 37°C. Em seguida, um “pool” de cada grupo
foi transferido para tubo contendo caldo BHI, incubados por 16 horas a 37°C,
submetidos a extragdo de DNA e PCR para confirmagado dos genes utilizados na
triagem. O “pool” que apresentou resultado positivo para pelo menos um dos genes
investigados na PCR de confirmacgédo foi selecionado, e as cinco colénias que
formavam este “pool” foram avaliadas individualmente conforme descrito
anteriormente. Seguindo o recomendado por Kemmett et al. (2013), as amostras que
foram positivas, durante essa ultima etapa, para pelo menos cinco dos genes citados
na triagem, foram consideradas potencialmente APEC. As colénias positivas na PCR
foram estocadas como culturas puras no freezer -80°C e utilizadas nos outros testes.
Os procedimentos descritos acima e o0s oligonucleotideos iniciadores utilizados
foram feitos de acordo com o protocolo do EcL (EcL — Faculté de Médecine
Vétérinaire, Université de Montréal) disponivel em
http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC PCR en.aspx.

4.4 Deteccao de genes de viruléncia adicionais para APEC

Adicionalmente, todos os isolados foram submetidos a novas analises por
PCR para a detecgédo de mais 11 genes de viruléncia, sendo eles sitA, tsh, tral, vat,
astA, iucC, iucD, papC, irp2, fimH e fyuA; seguindo-se os ciclos térmicos de PCR

descritos no protocolo do EcL citado anteriormente.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes em

isolados de E. coli, condicbes das reagdes e amostras controle.

Genes Sequéncia de iniciadores Amplicon  Temperatura Controles Referéncias
5 -3) (pb) de positivos
anelamento
(°C)
Aquisicao de ferro
iroN F — AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 667 58 ECL 13256  Rodriguez-Siek et
R- GATCGCCGACATTAAGACGCAG al. (2005a)
ip2 F — AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 287 55 ECL 13316  Rodriguez-Siek et
R - TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT al. (2005a)
fyuA F — TGATTAACCCCGCGACGGGAA 787 55 ECL 13316 Johnson; Stell
R — CGCAGTAGGCACGATGTTGTA (2000)
iutA F - GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 59 ECL 13256 Johnson; Stell
R — CGTCGGGAACGGGTAGAATCG (2000)
iucC F - CGCCGTGGCTGGGGTAAG 541 58 ECL 13316 Skyberget al.
R — CAGCCGGTTCACCAAGTATCACTG (2003)
iucD F — TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 602 63 ECL 13316 Siqueira et
R — AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG al.(2009)
SitA F - AGGGGGCACAACTGATTCTCG 608 56 ECL 13316 Runyen-Janecky
R - TACCGGGCCGTTTTCTGTGC et al. (2003)
Protectinas/resisténcia ao soro
Iss F — CAGCAACCCGAACCACTTGATG 323 57 ECL 13256  Rodriguez-Siek et
R — AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA al. (2005a)
traT F — GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290 58 ECL 13316 Johnson; Stell
R — CACGGTTCAGCCATCCCTGAG (2000)
Adesinas
Tsh F — GGGAAATGACCTGAATGCTGG 420 55 ECL 13316 Maureret al.
R — CCGCTCATCAGTCAGTACCAC (1998)
fimH F — TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 508 63 ECL 13316 Siqueira et al.
R — GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA (2009)
papC F - GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328 60 ECL 13316 Siqueira et al.
R - ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA (2009)
Hemolisina
hiyF F — GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 450 62 ECL 13256  Rodriguez-Siek et
R - GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG al. (2005a)
Toxinas
astA F - TCGGATGCCATCAACACAGT 125 56 ECL 7805 Ngeleka et al.
R - GTCGCGAGTGACGGCTTTGTAG (2003)
Vat F — TCCTGGGACATAATGGTCAG 981 56 ECL 7805 Ewers et al. (2004)
R — GTGTCAGAACGGAATTGT
Variados
cvaC F — CACACACAAACGGGAGCTGTT 680 53 ECL 13256 Johnson; Stell
R -t CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT (2000)
ompT F — TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 496 62 ECL 13256 Johnson; Stell
R - TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC (2000)
Tipagem Filogenética
chuA F — GACGAACCAACGGTCAGGAT 270 55 ND Clermontet al.
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R — TGCCGCCAGTACCAAAGACA (2000)

yjaA F - TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 55 ND Clermontet al.
R - ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC (2000)

TspE4.C F — GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 55 ND Clermontet al.
2 R — CGCGCCAACAAAGTATTACG (2000)

4.5 Tipagem filogenética

Os isolados foram submetidos a tipagem filogenética segundo o método
descrito por Clermont, Bonacorsi e Bigen (2000). Tal método consiste na
classificacdo de cada cepa, seguindo a arvore dicotdmica (Figura 2), em um dos
quatro grupos filogenéticos nomeadamente A, B1, B2 e D, baseado na presencga dos
genes chuA, yjaA e um fragmento anémalo de DNA denominado TspE4.C2,
descritos na Tabela 2.

chuA

/ N
O, O,

BZ2ouD B1ouA
TspE4.C2 yiaA

/N /N
® O & O
| | | !

Figura 2. Arvore dicotdmica para determinar o grupo filogenético de cepas de E.
coli, utilizando os resultados da PCR dos genes chuA, yjaA e do fragmento
de DNA TspE4.C2.

Cada reacao de amplificagao foi conduzida em volume de 20uL contendo: 4uL
de DNA molde; 2mM de cada dNTP (Thermo Fisher Scientific, Lituania), 3,6uL de
10X Dream Taq Green Buffer (que contém 20mM de MgCI2), 1,25pmol de cada
oligonucleotideo iniciador, 1 unidade de Dream Taq Green DNA Polymerase
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(Thermo Fisher Scientific, Litudnia)e &agua ultrapura Mili-Q estéril (Millipore
Corporation, EUA) para completar 20uL. Esta mistura foi colocada em um
termociclador a 94°C por 5 minutos; seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. O ultimo ciclo foi realizado a 72°C
por 10 minutos para completa extensao pela Tag DNA polimerase. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese como citado anteriormente no item 4.3.

4.6 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos a testes de suscetibilidade por meio do método
de difusdo em disco (CLSI, 2009) frente aos seguintes antimicrobianos: ampicilina
(10ug), cefalotina (30ug), estreptomicina (10ug), gentamicina, (10ug), ciprofloxacina
(5ng), cloranfenicol  (30ug), tetraciclina (30ug), nitrofurantoina  (300ug),
sulfametoxazol+trimetoprim (25ug), ceftiofur (30ug), ceftriaxona (30ug), amicacina
(30ug), cefoxitina (30ug), kanamicina (30ug), amoxicilina + acido clavulanico (30ug),
norfloxacina (10ug) e fosfomicina (50ug). Para a realizagao desses testes as cepas
isoladas foram repicadas em tubos contendo 5mL de caldo BHI e incubadas a 37°C
até atingirem o padrdo 0,5 de MacFarland. Ap6s a incubacédo as culturas diluidas
foram semeadas com o auxilio de suabes estéreis em placas contendo agar Mueller-
Hinton e, apds aproximadamente 3 minutos, tempo necessario para a secagem da
superficie do meio foram colocados os discos contendo os antimicrobianos. A leitura
foi realizada apds 18horas de incubacdo a 37°C através da medida do didmetro dos
halos de inibicdo, com a utilizacao de régua milimetrada. Os diametros obtidos em
milimetros foram comparados com um guia CLSI (2009). Os isolados que
apresentaram resisténcia a trés ou mais (= 3) classes de antimicrobianos foram
considerados multirresistentes (MAGIORAKOS et al., 2011).

4.7 Eletroforese em campo pulsatil (PFGE)
A preparacao dos “plugs” e digestdo do DNA gendémico com Xbal (Thermo

Fisher Scientific, Lituania) foi feita conforme descrito por Ribot et al. (2006) com
algumas modificagdes. A estirpe de Salmonella Braenderup H9812 foi utilizada como
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referéncia de peso molecular. O sistema utilizado foi o CHEF DR-Ill (Bio-Rad, EUA)
e a eletroforese foi realizada em gel de agarose Pulsifield Certified 1% (Bio-Rad,
EUA), com tempo inicial de 2,2 segundos, tempo final de 54,2 segundos em um
gradiente de 6 V. cm™ e um angulo de 120°. Os géis foram submetidos a eletroforese
por 23 horas a uma temperatura de 14°C. Os perfis dos fragmentos separados foram
comparados, usando-se o coeficiente de Dice a 1% de tolerancia e 0,5% de
otimizacdo e o dendrograma foi calculado através do método de agrupamento
UPGMA, usando-se o programa BioNumerics versao 7.1 (Matematica Aplicada, Sint-

Martens-Latem, Bélgica).
4.8 Identificacao soroldgica

A sorotipagem foi realizada por meio de soroaglutinacdo em placas de acordo
com o procedimento publicado por Orskov et al. (1977). As estirpes potencialmente
APEC foram sorotipadas no “E. coli Reference Center” (ECRC) da Pennsylvania
State University— EUA, tendo-se utilizando anti-soros produzidos contra os
sorogrupos O1 a O181 com as excecoes de anti-soros para 031, 047, O72, 093,
094, 0122.

4.9 Teste de patogenicidade em pintainhos de um dia

O teste foi realizado através da inoculacdo de 0,1 mL de cultura bacteriana,
no saco aéreo toracico esquerdo de pintainhos de um dia de idade, conforme
descrito por Monroy et al. (2005). Para a preparacao do in6culo foi semeada uma
colénia de cada estirpe bacteriana em 10 mL de caldo BHI, incubando-se por 18
horas a 37°C e em seguida diluindo a cultura em uma proporcdo de 1:10. A
concentragdo do inéculo foi padronizada em 10”7 unidades formadoras de
colénias/mL (UFC/mL). E. coli do sorogrupo O pertencente a colecao de culturas do
Laboratério de Ornitopatologia da USP, foi utilizada como controle positivo. As aves
usadas como controle negativo foram inoculadas apenas com caldo BHI. Para cada
estirpe e também para os controles positivo e negativo, foram utilizados grupos de

10 pintainhos machos de linhagem de postura comercial. As aves foram mantidas
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em observacdo durante 10 dias, e de acordo com o indice de mortalidade, as
estirpes foram classificadas em alta (= 80%), intermediaria (> 50% e < 80%), baixa

patogenicidade (< 50%) e nao-patogénica (mortalidade zero).
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5. RESULTADOS

5.1 Estabelecimento dos patétipos

Das 500 amostras coletadas de GFQ e analisadas, foram obtidos 69 isolados
que apresentaram positividade para pelo menos cinco dos genes relacionados a
APEC (cvaC, iroN, iss, iutA, ompT e hlyF), sendo 36 provenientes de cloaca e 33 da
orofaringe. A freqiiéncia desses genes observada nos isolados de E. coli foi 66,7%
(46/69) cvaC, 100% (69/69) hlyF, 100% (69/69) iss, 87% (60/69) iroN, 100% (69/69)
ompT e 88,4% (61/69) iutA, como mostrado na Figura 3 e o perfil de viruléncia de

cada isolado pode ser visto na Tabela 3.
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Tabela 3. Genes relacionados a viruléncia, tipagem filogenética, indice de patogenicidade e sorogrupos em cada isolado potencialmente

APEC obtidos de GFQ.
Isolados Genes relacionados a viruléncia Filogenia Patogenicidade Sorogrupos
cvaC  hlyF  iroN ompT iss iutA sitA tsh jucC tralT  jucD fimH fyuA  irp2 vat astA papC
1Ca3 + + + + + + + - + + + + - + - - - B2 Baixa 08
2Cat + + + + + + + - - + + + + + - - - B2 Intermediaria NT
2Fa4 + + + + + + - - - - - + - + - + - A NP 0158
4Cal + + + + + + + - - + + + - + - - - B2 Intermediaria 08
5Ca1 + + + + + + + - - + + + - + - - - B2 Alta 0os8
8Cb3 + + + + + + + - - + + + - + - - - B2 Baixa 0os8
9Fa1 + + + + + + + - + + + + - + - - - B2 Baixa 08
10Cat + + + + + + + - - + + + + + - - - B2 Intermediaria NT
11Ca2 + + + + + + + - - - + + - + - - - B2 Intermediaria 08
13Cat - + + + + + + - - + + + - + - + - A Alta NT
13Fa1 - + + + + + + - - + + + + + + - - B2 Alta NT
16Ca2 - + + + + + + - - + + + + + + - - B2 Alta 0119
16Ca3 + + + + + + + - + + + + + + + - - B2 Alta 0120
16Fal - + + + + + + + + + + + - + - - - B2 Alta NT
18Ca4 + + + + + + + + + + + - - + - - - B2 Baixa o117
21Fa4 + + + + + - + - - + - + - - - - - A Intermediaria 08
37Cat + + + + + - + - - - - + - + - - - A Baixa o8
46Ca2 + + + + + + + + + + - - - - - + - A Alta NT
52Ca1 + + + + + - + - - + - + - - - - - A NP NT
52Ca5 + + + + + + + + + + + + + + + - - D Baixa NT
52Fa4 - + + + + + - - + + + + + + + - - D Alta 0119
56Ca4 + + + + + - + + - + + + - - - - - B2 Intermediaria 0149

58Cb2 - + + + + + - - + + + + + + + - - B2 Alta NT



61Cat
64Ca3
70Fat
71Fat
71Fa5
77Cal
77Fb1
81Cb3
82Faf
86Ca1
88Ca4
88Ca5
88Fa2
113Cb1
113Cb5
116Fa4
132Ca2
133Cat
133Ca5
135Cat
143Fa4
145Fa3
149Fa3
149Fb2
153Fat
156Fat
157Fai

B2
B2
B2
B2
B2
B1
B2
B1
B2

B1
B1
B2
B1
B1
B1

B2
B2

B2
B2
B1
B1

B2
B2

Alta
Baixa
Alta
Alta
Alta
Baixa
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Baixa
NP
Baixa
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Baixa
Baixa
Alta
Alta
Baixa
NP
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0109
NT
o8
088
08
038
o8
NT
NT
NT
02
NT
NT
O11
NT
NT
NT
08
o8
NT
08
NT
02
02
05
NT
NT
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168Fa3
169Ca4
175Fai
175Fb1
179Cb4
182Fa4
188Cb1
189Cb2
193Fb3
202Ca1
210Fa2
211Fb2
212Fb4
236Fat
236Fb1
236Fb2
237Cb4
239Fa2
247Fb2

+

+

B1
B1

B2

B2
B2

B2

B2
B1
B2
B1
B2
B2

Alta
Alta
Alta
Alta
Baixa
Alta
Alta
Alta
Baixa
Alta
Baixa
Baixa
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta

NT
02
NT
02
NT
02
064
NT
020
NT
NT
08
0149
0158
0158
NT
NT
08
09

NP: Nao patogénico;
NT: Nao tipaveis;
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5.2 Deteccao de genes de viruléncia adicionais

As estirpes potencialmente APEC foram submetidas a PCR para a
deteccao de genes de viruléncia adicionais. A frequéncia desses genes nos
isolados de E. coli foram 89,8% sitA, 30,4% tsh, 58% iucC, 82,6% tral, 74%
iucD, 82,6% fimH, 39,1% fyuA, 76,8% irp2, 17,4% vat, 15,9% astA e 1,5%
papC, como demonstrado na Figura 3 e o perfil de viruléncia de cada isolado
pode ser visto na Tabela 3.
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Figura 3. Relagao de frequéncia de cada gene relacionado a viruléncia nos 69
isolados potencialmente APEC obtidos de GFQ.

5.3 Tipagem filogenética

A analise filogenética revelou que a maioria dos isolados pertence ao
grupo filogenético B2 (37/69), seguido pelo grupo A (17/69), grupo B1 (13/69) e
grupo D (2/69), conforme demonstrado na tabela 4. Os isolados dos grupos
filogenéticos B2 e D estiveram associados a um maior numero de fatores de
viruléncia, apresentando uma média de 11,5 e 13,5 fatores de viruléncia por
isolado, respectivamente. Ja os grupos filogenéticos A e B1 apresentaram 9,9 e
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10,8 fatores de viruléncia por isolado, respectivamente. Na Tabela 3 pode-se

observar o grupo filogenético de cada isolado.

Tabela 4. Distribuicdo dos 69 isolados potencialmente APEC obtidos de GFQ
em relacdo ao grupo filogenético.

Grupo filogenético (n2 - %) Média FV/isolado*
A (17 - 24,6%) 9,9
B1 (13 - 18,8%) 10,8
B2 (37 — 53,6%) 11,5
D (2 —-2,9%) 13,5

*Representa a soma do total de fatores de viruléncia do grupo e dividido pelo

numero de isolados.

5.4 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Todos os 69 isolados testados apresentaram resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano e a maioria revelou perfil de multirresisténcia, sendo que 55
isolados apresentaram resisténcia para trés ou mais classes de
antimicrobianos, representando um porcentual de 79,7%. O numero e a
porcentagem de isolados resistentes aos 17 antimicrobianos utilizados no teste
de suscetibilidade podem ser vistos na Tabela 5 e sua distribuicdo na Figura 4.
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Tabela 5. Numero e porcentagem de resisténcia dos 69 isolados potencialmente
APEC obtidos de amostras de GFQ frente a 17 antimicrobianos
utilizados no teste de suscetibilidade.

Antimicrobianos Resistentes (n-%) Intermediarios (n-%) Sensiveis (n - %)

Tetraciclina 48 — 69,5% 0-0% 21 -29,2%
Cloranfenicol 4 —5,5% 2-2,8% 63 —91,3%
Nitrofurantoina 49 - 71,0% 18 — 26,0% 2-2,8%
Fosfomicina 17 —24,3% 1-1,4% 51 -73,9%
Ceftiofur 19 - 27,5% 36 — 52,2% 14 -19,5%
Cotrimazol 39 - 56,5% 0-0% 30 -41,7%
Ceftriaxona 15-21,7% 28 — 40,5% 26 - 37,7%
Kanamicina 13 -18,0% 49 — 71,0% 7-10,1%
Amoxicilina 8-11,1% 30 —43,5% 31 —-44,9%
Amicacina 10 -13,9% 32 — 46,4% 27 - 39,1%
Cefoxitina 3-4,3% 4 —5,5% 62 — 89,8%
Ampicilina 39 - 56,5% 26 — 36,1% 4 —55%
Gentamicina 15-21,7% 12 -17,4% 42 — 60,9%
Ciprofloxacina 15-21,7% 9-12,5% 45 - 65,2%
Norfloxacina 11 -15,9% 3-4,2% 55 -79,7%
Estreptomicina 44 — 63,8% 18 — 25,0% 7-10,1%
Cefalotina 56 — 81,1% 13 -18,0% 0-0%
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Figura 4. Suscetibilidade apresentada pelos 69 isolados potencialmente APEC
obtidos de GFQ frente aos 17 antimicrobianos testados.

5.5 Identificacao soroldgica

Das 69 amostras analisadas, 30 nao foram tipaveis para o antigeno O.
Na identificacdo sorolégica foram identificados 15 sorogrupos diferentes: O2
05, 08, 09, 011, 020, 038, 064, 088, 0109, 0117, O119, 0120, O149 e
0O158. O numero de amostras e a frequiéncia estdo descritos na Tabela 6 e 0
perfil sorolégico de cada isolado estd demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 6. Numero e frequéncia dos sorogrupos nos 69 isolados potencialmente
APEC obtidos de GFQ.

Sorogrupos Numero de amostras Porcentagem (%)?
02 6 8,7
05 1 1,5
08 16 23,2
09 1 1,5
O11 1 1,5
020 1 1,5
038 1 1,5
064 1 1,5
088 1 1,5
0109 1 1,5
0117 1 1,5
0119 2 2,9
0120 1 1,5
0149 2 2,9
0158 3 4,4

NT 30 43,5

4 Porcentagem em relacdo a um total de 69 isolados;
NT: Nao tipaveis;

5.6 Teste de patogenicidade em pintainhos de um dia

O teste revelou 43 (62,3%) estirpes de alta patogenicidade, seis (8,7%)
estirpes de intermediaria patogenicidade, 16 (23,2%) estirpes de baixa
patogenicidade e quatro (5,8%) estirpes nado patogénicas. A patogenicidade de
cada estirpe pode ser observada na Tabela 3. No decorrer do teste, todas as
aves do controle positivo morreram, enquanto as aves do controle negativo
permaneceram vivas até o final. Tanto os sinais clinicos quanto as lesdes
macroscopicas ocorreram com maior incidéncia entre as aves inoculadas com

as estirpes classificadas como de alta e de intermediaria patogenicidade.
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5.7 Eletroforese em campo pulsatil (PFGE)

Dentre os 69 isolados potencialmente APEC, apenas um nao foi tipavel
pela enzima Xbal. Os 68 restantes geraram 59 pulsotipos. Seis pulsotipos
foram compartilhados por mais de um isolado, apresentando 100% de
similaridade, sendo eles: 1Ca38 e 5Cal, 52Cal e 81Ca3, 52Ca5 e 82Fai,
56Ca4 e 88Ca4, 21Fa4 e 71Fa1, 37Cal e 71Fa5. Todos os outros isolados
foram agrupados em pulsotipos Unicos, demonstrando um elevado grau de
heterogeneidade entre as APEC examinadas. O dendrograma gerado por
PFGE apresentou trés grandes “clusters” (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma mostrando a relagdo de similiaridade genética dos 69
isolados potencialmente APEC estabelecida por PFGE baseado no
coeficiente de Dice UPGMA, usando-se o programa BioNumerics

versao 7.1.
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6. DISCUSSAO

As infecgdes causadas por APEC sao designadas colibacilose aviaria e
estdo entre as principais doengas infecciosas de impacto negativo na avicultura
industrial. Embora nao figure na lista de doencas de notificacdo compulséria da
OIE, o papel dessa bactéria na sanidade das aves é inquestionavel nos dias
atuais (KAHN et al., 2012). Por esta razdo, ha um grande numero de estudos
envolvendo APEC em aves de producao. Entretanto, na literatura cientifica sao
poucos os trabalhos que trazem dados relacionados a epidemiologia de
zoonoses bacterianas, especificamente a E. coli, envolvendo aves criadas em
“fundo de quintal” de subsisténcia, o0 que se faz necessarios estudos sobre a
presenca dessa bactéria e suas caracteristicas de viruléncia em GFQ, uma vez
que essas informacdes sdo importantes para o emprego em estudos
epidemiol6gicos e no controle e adocao de medidas de prevencao da APEC.

Estudos que trazem dados sobre as GFQ sao de relevante importancia,
pois essas criacdes nao possuem praticas de manejo que contemplem com
eficiéncia os aspectos sanitarios (GALVAO-JUNIOR; BENTO; SOUZA, 2009).
Consequentemente, as GFQ se constituem em uma fonte potencial para
disseminacao de patdégenos zoonoéticos, em funcdo do consumo de carne e
ovos ou, até mesmo, da convivéncia das aves com outros animais ou com
pessoas no mesmo ambiente (ARENALES, 2001). O presente estudo buscou
determinar uma relacéao epidemiolégica das APEC em GFQ, com o objetivo de
caracterizar e determinar seu potencial patogénico para as aves, e zoondético
para humanos que convivem junto com essas aves ou consomem Seus
produtos.

Dentre os estudos realizados com GFQ, Samanta et al. (2014)
realizaram uma pesquisa em diferentes regides agroclimaticas da india,
envolvendo galinhas criadas em fundo de quintal aparentemente saudaveis e
verificaram presenga de 75% de E. coli nas amostras obtidas dessas aves e do
ambiente em que foram criadas. Similarmente, em outro trabalho realizado na
india, foi relatado que 85,5% das amostras cloacais de galinhas de fundo de
quintal continham E. coli patogénica (DAS et al., 2012). Na Australia, foram

coletadas 155 amostras de galinhas criadas de maneira extensiva, no periodo
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de dezembro de 2008 a junho de 2009, e desse total obteve-se 134 isolados de
E. coli (86,5%) (OBENG et al., 2012). Em nosso trabalho identificamos 69
isolados potencialmente APEC de um total de 500 amostras, o que representa
um percentual de 13,8%. Esse numero estd bem abaixo dos estudos citados
anteriormente, devido a metodologia utilizada para definir um patétipo APEC,
que selecionou apenas isolados que possuiam pelo menos 5 genes utilizados
na triagem relacionados a APEC (KEMMETT et al., 2013).

Ademais, existe ainda uma dificuldade na diferenciacdo de cepas nao
patogénicas (AFEC), que sao encontradas na microbiota normal do trato
intestinal das aves (ZANATTA et al., 2004; JOHNSON et al., 2008). Nakazato
et al. (2009) relataram que a caracterizacdo molecular e biolégica é necessaria
para o entendimento da patogénese da APEC, buscando o desenvolvimento de
ferramentas que podem prevenir as perdas econdmicas causadas por estas
linhagens. Outros estudos propdem a caracterizacao molecular de APEC com
base na presenca de determinados genes de viruléncia, ndo havendo um
consenso na literatura em relagdo as quais genes seriam os marcadores de
viruléncia ideais, pois diferentes isolados podem abrigar diferentes associacdes
de fatores de viruléncia, sendo cada um capaz de induzir colibacilose em aves
(SCHOULER et al., 2012).

Johnson et al. (2008) avaliaram um painel com 46 genes de viruléncia
isolados de APEC e AFEC com objetivo de identificar um nimero minimo de
fatores de viruléncia com capacidade de predizer o patétipo APEC. Esses
autores concluiram que para uma amostra ser patogénica para aves deve
apresentar os seguintes genes plasmidiais: iutA, hlyF, iss, iroN e ompT. Esses
genes segundo este estudo, foram comuns em cepas de alta patogenicidade, e
foram chamados de preditores minimos de viruléncia para aves. No estudo em
tela, foi realizada uma PCR de triagem para os genes cvaC, iroN, iss, iutA,
ompT e hlyF, obtendo-se percentuais elevados desses genes, sendo que 52
isolados (75,4%) apresentaram 0s cinco genes propostos no estudo citado
acima. E importante salientar que a metodologia adotada em nosso trabalho de
selecionar somente as cepas que apresentarem pelo menos cinco dos genes
utilizados na triagem aumenta consequentemente a frequéncia desses genes
entre os isolados em questdo, aumentando as chances dos isolados serem
patogénicos para aves. A adocao dessa metodologia juntamente com os genes
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de triagem propostos por Johnson et al. (2008) mostraram-se Uteis como
ferramenta para selecionar uma cepa de E. coli com potencial para APEC em
nosso trabalho. Isso ganha respaldo ao verificar os resultados obtidos no teste
de patogenicidade in vivo realizado neste trabalho e discutido mais adiante,
pois uma alta porcentagem dos isolados obtidos de GFQ apresentaram esses
genes e foram altamente patogénicos para os pintainhos de um dia de idade.

No presente estudo, o gene tral estava presente em 82,6% dos isolados
de GFQ, frequéncia proxima a encontrada por Rodriguez-Siek et al. (2005a)
que observaram esse gene em 78% dos isolados obtidos de aves com
colibacilose e destacaram que o gene tral estava associado com o gene cvaC
nas estirpes de APEC. Ambos os genes fazem parte do mecanismo de
resisténcia a efeitos bactericidas do soro, e normalmente estdo associados a
aves com quadros de septicemia. O gene cvaC esta relacionado a producgéo de
colicinas, e € encontrado principalmente em estirpes virulentas extraintestinais,
causando doencas em humanos e animais (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a;
JOHNSON; JOHNSON; NOLAN, 2006). Este gene apresentou uma frequéncia
de 66,7% em nossos isolados, resultado muito semelhante ao encontrado por
Rodriguez-Siek et al. (2005a), que detectaram o gene cvaC em 66,8% dos
isolados de aves com colibacilose.

Ewers et al. (2007) relataram que para um isolado ser considerado
patogénico é necessario a presenca de pelo menos um fator de adesao, um de
aquisicao de ferro e um de resisténcia sérica. Baseando-se na proposta desses
autores, nesse trabalho foram pesquisados os genes fimH, tsh e papC,
relacionados a adesao, e estes apresentaram freqiéncia de 82,6%, 30,4% e
1,5%, respectivamente. Os genes relacionados a aquisicao ferro pesquisados
no presente estudo foram iroN, iutA, sitA, iucC, iucD, fyuA e irp2, sendo que os
isolados apresentaram pelo menos dois desses genes. A resisténcia sérica é
codificada principalmente pelo gene iss (MONROQOY et al., 2005) e este foi
encontrado em 100% dos isolados. Contudo, os resultados encontrados no
presente estudo, mostram que os 64 (92,7 %) isolados de GFQ apresentaram
pelo menos um fator de viruléncia relacionado a adesdo, um relacionado a
aquisicao de ferro e um fator de resisténcia sérica, o que corrobora com a
proposta dos autores citados acima, sugerindo, portanto que a maioria de
nossos isolados sao potencialmente APEC.
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Ainda dando destaque ao gene iss, Tivendale et al. (2004), ao
estudarem cepas de APEC, observaram que o gene iss estava relacionado a
altos niveis de viruléncia. Resultados com alta prevaléncia desse gene também
foram obtidos por Rocha et al. (2008) que analisando 61 linhagens APEC,
observaram que 73% eram portadores do gene iss e por Arabi et al. (2013),
que obtiveram 96,4% para o gene iss em amostras de E. coli isoladas de
frangos. Adicionalmente, o gene iss foi encontrado como um dos mais
frequentes em isolados de E. coli de aves com colibacilose, apesar de varios
genes de viruléncia estarem envolvidos na sua patogénese (DELICATO et
al.,2003).

Cepas de E. coli aviaria tendem a ser menos toxigénicas que cepas de
patétipos que afetam humanos (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2008),
sendo assim a prevaléncia de genes que codificam toxinas costumam ser
baixas em APEC (RODRIGUEZ-SIEK et al. 2005a, EWERS et al., 2007).
Porém existem alguns genes que ocorrem em substancial nimero de cepas do
patétipo aviario. Entre os genes que podem exercer o papel de marcadores de
viruléncia, pode-se citar o vat, que codifica uma toxina vacuolizante e astA, que
codifica uma toxina termoestavel. Samanta et al. (2014) detectou o gene astA
em 14,32% dos isolados obtidos de GFQ e do ambiente que essas aves
viviam, resultado semelhante ao do presente trabalho que detectou uma
frequéncia de 15,9% deste gene. O gene vat foi observado em 17,4% de
nossas amostras, e pertence a uma ilha de patogenicidade e segundo Ewers et
al. (2004) é mais freqientemente encontrado em estirpes APEC.

Mesmo considerando que a viruléncia de isolados de E. coli resulte da
soma de varios genes relacionados a viruléncia, de forma que um isolado com
maior niumero de genes apresentaria também maiores chances de ser mais
virulento e causar infeccbes mais severas ao hospedeiro, esta definicao
poderia ser confirmada apenas com a realizacdo de outros testes
experimentais como o teste de infeccao in vivo. Nesse trabalho foi realizado o
teste de patogenicidade em pintainhos de um dia de idade, e os resultados se
mostraram discrepantes com as definicdes genotipicas de APEC encontrados
na literatura. Guastalli et al. (2013) em um estudo com poedeiras comerciais,
que apresentavam sinais de colibacilose, obtiveram aproximadamente 50% de
seus isolados com alta ou intermediaria patogenicidade. Essa frequéncia esta
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abaixo dos obtidos em nosso trabalho, que apesar de os isolados terem sido
obtidos de amostras de GFQ, que em sua maioria, eram aparentemente
saudaveis, ou seja, ndo apresentavam sinais clinicos de colibacilose, e que em
principio deveriam ser apatogénicas, mais de 70% deles sado de alta ou
intermediaria patogenicidade. Com esses resultados obtidos em nosso
trabalho, pode-se concluir que as GFQ sao portadoras e veiculadoras de cepas
de E. coli patogénicas, que podem ser transferidas para outras aves e/ou
animais susceptiveis, representando uma importante fonte de infeccao. O fato
das GFQ nao apresentarem manifestacdes clinicas da doenca, é devido a sua
alta variabilidade genética e a sua grande rusticidade, que conferem a elas
maior resisténcia a doencgas e a condi¢cdes adversas de clima e alimentacéo
(ALBINO; JUNIOR; SILVA, 2001). J4 as aves de linhagem comercial perderam
muito de sua variabilidade génica por terem passado por rigorosos processos
de selecdo, tendo como consequéncia uma baixa resisténcia a doencas
(BOSCHIERO et al, 2007), como pode ser observado nos pintainhos utilizados
no teste in vivo do estudo em tela, pois essas aves pertenciam a linhagem
comercial e, portanto apresentaram sinais clinicos da colibacilose quando
inoculados com culturas de E. coli obtidas das GFQ.

Ainda, além das caracteristicas genéticas da ave, o comportamento
oportunista das E. coli aliado a situacées de imunossupressdao podem
influenciar na susceptibilidade ou resisténcia as doencas (NATARO; KATER,
1998). O alto indice de isolados altamente patogéncios para os pintainhos
utilizados no teste de patogenicidade de nosso estudo, também pode ser
justificado pelas oscilagdes do estado imunoldgico dos pintainhos, além de
diversos fatores que podem influenciar na resposta imune dessas aves, como
deficiéncia nutricional, imunidade materna, estresse, genética, entre outros
(RIBEIRO et al., 2008).

Outro ponto relevante a ser considerado para este resultado é a possivel
troca de material genético entre as diferentes estirpes bacterianas, em que os
genes envolvidos na viruléncia sdo constantemente transferidos por
plasmideos, portanto a transferéncia desses elementos genéticos pode levar
uma estirpe apatogénica apresentar algum potencial patogénico (FRICKE et
al., 2009).
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Nesse estudo também foi encontrado um numero significativo de
isolados de baixa patogenicidade ou apatogénico, no teste in vivo,
representando 29% do total de isolados, porém os mesmos apresentaram um
alto numero de genes relacionados a viruléncia de APEC. Isso pode ter
ocorrido porque esses isolados podem ser apenas portadores dos genes de
viruléncia, e, portanto, o fator determinante que torna um organismo virulento
nao € apenas a presenca ou auséncia de genes de viruléncia, mas os niveis de
expressao dos genes, que pode variar entre uma amostra patogénica e uma
amostra nao patogénica (PITOUT, 2012). Este fato revela a necessidade de se
investigar além da presenca dos genes, a expressdo dos mesmos. Apesar
disso, segundo lkuno et al. (2006), a presenca de gene de viruléncia
associados a estirpes de E. coli comensal, pode ser usada como indicador de
potenciais riscos, pois tais bactérias podem ser reservatorios dos genes de
viruléncia.

Além de possuirem diferentes associacoes de genes de viruléncia e um
grau de patogenicidade elevado, a maioria dos isolados de GFQ de nosso
trabalho apresentou multirresisténcia aos antimicrobianos testados. A
resisténcia multipla a antimicrobianos pode indicar que essas cepas de E. coli
sofreram um grande processo seletivo sendo uma ameaca de patogenicidade
para todos os tipos de animais e mesmo para o homem. Amostras de E. coli
isoladas de aves sdo frequentemente resistentes para mais de uma droga
(MELLATA, 2013).

No presente estudo foi verificado que uma significante porcentagem dos
isolados (79,7%) apresentou multirresisténcia frente a trés ou mais classes de
antimicrobianos testados, assim como varios trabalhos realizados em
diferentes partes do mundo com aves de producdo que relatam niveis
fenotipicos de multirresisténcia em APEC acima de 90%, e resisténcia a todas
as classes de antimicrobianos (WANG et al., 2012; AHMED; SHIMAMOTO;
SHIMAMOTO, 2013; MELLATA; 2013). No Brasil, alguns trabalhos realizados
também com aves de criacbes industriais relatam que cepas de APEC
apresentaram resisténcia a todas as classes de drogas, sendo que as
sulfonamidas e as tetraciclinas apresentam os maiores indices, variando entre
50% a 90%, enquanto que os indices de fluorquinolonas e de aminoglicosideos
apresentam indices menores que 50% (ZANATTA et al., 2004). Esses dados
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sao compativeis aos resultados encontrados no presente trabalho e foi possivel
verificar que os isolados apresentaram elevados percentuais de resisténcia as
tetraciclinas (69,5%) e sulfonamidas (58,3%), e baixos porcentuais de
resisténcia a fluorquinolonas, corroborando com o que foi observado por
aqueles autores. Porém, dentre os aminoglicosideos testados, a estreptomicina
apresentou maior indice (63,8 %) entre os isolados. E importante ressaltar que
nos trabalhos citados anteriormente, a multirresiténcia dos isolados de E. coli, é
justificada em grande parte, devido a pratica comum de utilizacao de
antimicrobianos como promotores de crescimento e na terapéutica das aves,
pois selecionam o0s agentes bacterianos mais resistentes, propiciam a
transferéncia de genes de viruléncia e ndo debelam a infecgdo (FERREIRA;
KNOBL, 2009; MELLATA, 2013).

Embora os parametros para a criacao de GFQ normalmente sao
diferentes do sistema de criagdes industriais, as caracteristicas de resisténcia a
multiplos antimicrobianos encontradas nas aves desse estudo, foram bastante
semelhantes, como descritos anteriormente. Uma justificativa para esse
fendbmeno pode estar relacionado a dieta das GFQ, das quais coletamos as
amostras, que possuiam uma alimentacdo constituida de restos de alimentos
de consumo humano ou milho, juntamente com racdo comercial, que
provavelmente, continha em sua composicdo promotores de crescimento
antimicrobianos. Atualmente esses promotores de crescimento sa&o o0s
principais aditivos utilizados na dieta de aves e sdo utilizados em doses
subterapéuticas, com a finalidade de controlar agentes prejudiciais ao trato
digestivo e proporcionar os efeitos benéficos na absorcao de nutrientes (MILES
et al., 2006). Dentre os antimicrobianos utilizados como promotores incluem
penicilina, amoxicilina, ceftiofur, gentamicina, neomicina, tetraciclina,
virginiamicina, entre outros.

Alguns trabalhos envolvendo galinhas de fundo de quintal também
relataram a ocorréncia de isolados de E.coli multirresistentes (OKOLI, 2006;
DAS et al., 2012; SAMANTA et al., 2014). Esses trabalhos relatam que a
transmissdo de E. coli resistentes para as GFQ esta relacionado a
contaminacdo da agua e alimentos, por meio de praticas agricolas que
espalham esterco de animais préximo a leitos de agua, assim como,a falta de

saneamento,descarte inapropriado de medicamentos antimicrobianos e
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convivio préximo a outras espécies de aves, animais domésticos e humanos
que sofreram tratamentos com antimicrobianos, sendo que esse ultimo caso,
ocorria com as GFQ de nosso estudo, que conviviam com animais e outras
aves, e até mesmo tinham o habito de transitar dentro das residéncias dos
proprietarios.Esses dados mostram a importancia do contato entre os
proprietarios e os animais, levando em consideracdo que ha possibilidade da
transmissdo direta de patdgenos potencialmente zoonéticos (HASAN et al.,
2012).

Dentre os farmacos testados neste trabalho, somente cefoxitina (4,3%) e
cloranfenicol (5,5%) mostraram-se eficientes para a maioria dos isolados. Ja
cefalotina (81,1%), nitrofurantoina (71%), tetraciclina (69,5%) e estreptomicina
(63,8%), mostraram-se ineficientes na maioria dos isolados. Samanta et al.
(2014) verificaram em GFQ uma porcentagem mais baixa de isolados
resistentes para tetraciclina e estreptomicina, e em contraste com nossos
resultados, 87,52% dos isolados resistentes para cloranfenicol e nenhum
isolado resistente para cefalotina.

A alta porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos nos nossos
isolados também pode estar relacionado ao fato de que algumas GFQ das
propriedades visitadas apresentavam quadro respiratério ou alguma
enfermidade. Este fato encontra respaldo no fato que os préprios proprietarios
relatavam no momento da coleta de amostras que haviam utilizado tratamento
prévio com antimicrobianos adquiridos no comércio agropecuario, sem obter o
efeito esperado, pressupondo-se assim, o uso constante destes com
consequente inducao de resisténcia aos mesmos.

Outras hipotese para esses niveis alarmantes de resisténcia a
antimicrobianos nos isolados encontrados nesse estudo, € o fato da presenca
do gene iss em 100 % dos isolados analisados, que além de aumentar a
resisténcia das cepas de E. coli aos efeitos liticos do soro, pode levar a
resisténcia a diversos antimicrobianos (ABREU et al., 2010). O gene iss
juntamente com outros genes de resisténcia a antimicrobianos estdo
localizados em um plasmideo conjugativo R e podem ser transferidos, por
conjugacao, para outras bactérias avirulentas, inclusive E. coli. Através da
conjugacao, bactérias comensais, inclusive de espécies diferentes, podem se
tornar patogénicas e resistentes (JOHNSON; JOHNSON; NOLAN, 2006).
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Quando isto ocorre, a bactéria que recebeu o plasmideo R adquire a
capacidade de produzir colicina, aerobactina, resisténcia a ampicilina, a
tetraciclina e ao complemento (JOHNSON; RUSSO, 2002)

Para determinacao de sorogrupos envolvidos em cepas APEC, varias
pesquisas tém sido realizadas em todo o mundo. A colibacilose possui varios
sorogrupos associados a sua patogenia, porém os mais frequentes sao O1, O2
e 078 (DZIVA; STEVENS, 2008). Além disso, o sorogrupo O2 figura entre os
mais prevalentes em doenca aviaria, sendo encontrado em diferentes regioes
geograficas (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; MOULIN-SCHOULER et
al., 2007). No Brasil, trabalhos indicam que os sorogrupos mais prevalentes em
APEC sao 02, 021, 036, 050, O78, 088, O119 e O152, como também as
estirpes nao tipaveis que podem apresentar importancia epidemiol6gica
(NAKAZATO et al., 2009). Dos sorogrupos mais encontrados no Brasil, foram
identificados em nosso trabalho o 02, O88 e O119. Blanco et al. (1998)
relataram que alguns estudos tém verificado uma grande diversidade
antigénica entre as cepas APEC, havendo em sua maioria uma predominancia
de trés a cinco sorogrupos em cada estudo. Neste trabalho, os sorogrupos de
maior frequéncia foram O2 (8,7%), O8 (23,3%) e O158 (4,4%). Para Silveira et
al. (2002), a diversidade de sorogrupos envolvidos com colibacilose, podem ser
resultado de fatores geograficos e temporais associadas a prevaléncia de
diferentes grupos clonais de cepas.

Ferreira e Knobl (2009) relacionaram os sorogrupos O1, 02, O8 e 025 a
infecgdes urinarias em humanos e animais. Dentre 0s sorogrupos citados,
foram encontrados no presente estudo O2 (6/69) e o O8 (16/69), representando
uma porcentagem de 31,9 % dos isolados de GFQ. Todavia, é interessante
salientar que esses dois sorogrupos, encontrados em nosso estudo, sao
amplamente referidos na literatura como os principais envolvidos em ITU em
humanos (MOKADY; GOPHNA; RON, 2005; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER,
2007), sugerindo que os clones desses patdgenos foram transferidos entre os
humanos e as GFQ de nosso trabalho, confirmando a hipétese de que as
ExXPEC séo patdgenos zoonoéticos. Essa hipétese ganha respaldo quando se
verifica que o numero de isolados obtidos de GFQ resistentes ao

antimicrobiano nitrofurantoina, que é de utilizacdo exclusiva na terapéutica das
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infeccdes do trato urindario em humanos, foi significativamente alto (71%)
(KOCH et al, 2008).

Das 69 cepas estudadas, 30 (43,8%) foram nao tipaveis para o
sorogrupo O, estando de acordo com trabalhos realizados em diversas regides
descritos na literatura que apontam uma oscilacdo de amostras nao tipaveis
entre 14,8% e 60% (SILVEIRA et al., 2002;VANDEKERCHOVE et al., 2004;
MONROQY et al, 2005; ZHAO et al., 2005; JOHNSON et al., 2008). No Canada,
Allan, Van DenHurk e Potter (1993) observaram que 39% das amostras de E.
coli isoladas de colibacilose aviaria, eram nao tipaveis. Samanta et al. (2014)
obtiveram em amostras de GFQ da india, um percentual de 28,67% de cepas
nao tipaveis. O elevado numero de amostras que ndo sdo possiveis serem
sorotipadas indica que existem variantes novas de patégenos responsaveis
pela colibacilose aviaria, cujo sorogrupo ainda nao foi identificado, resultantes
de troca de agucares que compde a cadeia de polissacarideo do antigeno
somatico “O” o que esse fato dificulta os diagndsticos fundamentados na
sorologia (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999).

Vale salientar que apesar de diversos trabalhos demonstrarem que os
sorogrupos prevalentes em APEC, a caracterizacdo destas, ndo pode ser
associada apenas a esta informacéo, visto que € possivel encontrar amostras
apatogénicas pertencentes aos diferentes sorogrupos O. Além disso, muitas
amostras patogénicas nao sao tipaveis (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a), e
quando se investiga a associacdo de sorogrupos a fatores de viruléncia
percebe-se que determinados genes relacionados a patogenicidade como: iss,
tsh, cvaC, iutA sdo amplamente distribuidos entre APEC, independente do
sorogrupo O (YAGUCHI et al., 2007).

Estudos de analises filogenéticas mostraram que os isolados de E.coli
podem ser agrupados em quatro principais grupos filogenéticos: A, B1, B2 e D.
Amostras patogénicas extra-intestinais, com grande variedade de fatores de
viruléncia, concentram-se nos grupos B2 e D. Enquanto, amostras comensais
concentram-se nos grupos A e B1 (LE GALL et al., 2007). No presente estudo
os isolados que apresentaram o maior numero de genes relacionados a
viruléncia pertencem aos grupos B2 e D, apresentando uma média de 11,5 e
13,5 genes, respectivamente. Ja os grupos A e B1, apresentaram uma média
de 9,9 e 10,8 genes, respectivamente. Resultados semelhantes foram
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observados por Johnson et al. (2003) que mostraram que isolados de cloaca de
aves de producdao e de E. coli patogénicas foram mais frequentemente
classificados como pertencentes aos grupos filogenéticos B2 e D e
apresentaram mais genes associados a viruléncia dos que os classificados
como comensais.

Varios trabalhos realizados em diversas localidades, inclusive no Brasil,
verificaram que a maioria dos isolados APEC estavam mais associados aos
grupos filogenéticos A e D (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a; EWERS et al.,
2007; KOBAYASHI et al., 2011). Os resultados do presente trabalho mostram
que a maioria dos isolados sao classificados como sendo do grupo B2 (54,2
%), seguidos pelos grupos A (23,6 %), B1 (19,5 %) e D (2,8 %).

Ha diversos estudos que sugerem que os grupos clonais virulentos, sao
principalmente derivados do grupo filogenético B2 e, em menor medida, do
grupo D, explicando a predominancia de grupos B2 e D, entre isolados clinicos
(JOHNSON; RUSSO, 2002). Em contrapartida, Rodriguez-Siek et al. (2005a)
identificaram, em casos de colibacilose aviaria, que metade das amostras
pertenciam aos grupos filogenéticos A e B1, e o restante (50%), aos grupos
filogenéticos B2 e D. Esses autores concluiram que a classificacdo de metade
das amostras em um grupo considerado ndo patogénico seria explicada pela
natureza oportunista de infeccées de E. coli. Com base nesses resultados,
pode-se inferir que ndo existe um grupo que compreenda exclusivamente
isolados patogénicos animais, mas que 0s grupos apresentam combinacdes de
isolados comensais e isolados patogénicos animais e humanos, justificando a
hipétese de que APEC deve ser considerada um agente zoonédtico em
potencial.

Os resultados do PFGE demonstraram uma alta variabilidade
epidemiologica entre os isolados, o que ja foi relatado por alguns estudos na
literatura (HUSSEIN et al., 2013; KEMMETT et al., 2013). Trés pulsotipos de
isolados provenientes de GFQ de diferentes localidades apresentaram 100 %
de similaridade: 52Ca1 e 81Cbg3, 52Ca5 e 82Fa1, 56Ca4 e 88Ca4. No entanto,
estes isolados apresentaram diferentes perfis genotipicos, de patogenicidade e
de tipagem filogenética. Apenas o ultimo pulsotipo apresentou sorogrupo
diferente, sendo os dois primeiros ndo tipaveis ao antigeno O. Apenas 0s
isolados 1Ca3 e 5Ca1l, 21Fa4 e 71Fa1, e 37Cal e 71Fa5, apresentaram 100%
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de similaridade e pertenciam a mesma propriedade, uma explicagdo possivel
seria 0 constante contato entre as aves que resulta em uma transmisséo de
certos clones frequentes, ja que as GFQ se encontravam alojadas em viveiros
em quase todas as propriedades visitadas.

Foram encontrados também pulsotipos com similaridade superior a 95%
pertencentes a mesma ave, sendo que nesse caso, 0s isolados eram
provenientes de amostras coletadas da orofaringe, tais como: 149Fa3 e
149Fb2, 175Fal e 175Fb1, e 236Fal e 236Fb1, apresentando similaridades
genotipicas e fenotipicas, com excecao do pulsotipo 149Fa3 e 149Fb2, que
embora seja da mesma ave, apresentou no teste in vivo, resultado bastante
distinto, sendo o primeiro de baixa e o segundo de alta patogenicidade. Uma
possivel explicacao para esse evento é a possivel presenca de capsula que
sdao encontradas em algumas cepas de APEC virulentas (MOULIN-
SCHOULEUR et al.,, 2007). Os antigenos capsulares estdao envolvidos
intimamente com a viruléncia, uma vez sdao de baixa imunogenicidade e
apresentam atuacao antifagocitica (DEVINE & ROBERTS, 1994). Mudancas
genéticas no microrganismo sejam por alteracado no cromossomo por mutacao
ou no DNA plasmidial por transferéncia genética, também explicam algumas
diferencas entre a presenca e auséncia de genes de viruléncia para esses
pulsotipos (SKYBERG et al., 2003).

As APEC nao sao patogénicas para o homem, porém uma informacao
preocupante € que amostras avicolas apresentam similaridade com as ExPEC
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 (JOHNSON; RUSSO,
2002). Todavia, as informacbes sobre a epidemiologia das APEC 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 epidemiolégicas (IKUNO et al., 2006).

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que as GFQ
sao reservatorios de potenciais ExXPEC multirresistentes a antimicrobianos e
com potencial altamente patogénico, representando um risco ao consumidor,
principalmente por estas aves viverem em grande proximidade com os

humanos e outros animais. Torna-se relevante ressaltar que GFQ portadoras
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de cepas potencialmente patogénicas e com varios fatores de viruléncia sao
importantes fontes de infeccdo, j& que a bactéria pode ser excretada
juntamente com as fezes ou expelidas pela via respiratéria dessas aves. As
complexas interagdes entre ambiente e as caracteristicas genéticas das cepas
APEC podem levar a selecao e a disseminacado da preocupante coexisténcia
de viruléncia e resisténcia. Portanto, estudos de APEC em GFQ que sao
reservatérios e disseminadores desse patdgeno podem contribuir para o
desenvolvimento de métodos de diagndstico, controle, prevencao e tratamento
das doencas ocasionadas ou agravadas por essa bactéria, além de levar a um
melhor conhecimento dos aspectos sanitarios das criacdes nao tecnificadas de
galinhas no Brasil e seu potencial zoon6tico.
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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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