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CARACTERIZACAO DE Escherichia coli PATOGENICA PARA AVES (APEC)
ISOLADAS DE GALINHAS DE ANGOLA (Numida meleagris)

RESUMO - Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) é o principal agente da
colibacilose, responsavel por perdas econémicas em todo o mundo. Na literatura nao
h& um consenso sobre o que define exatamente um pat6tipo APEC e néo se sabe o
papel das galinhas de angola na transmissdo de APEC para humanos e outros
animais. O presente estudo teve como objetivo investigar a presenca de APEC em
amostras de fezes e orofaringe de galinhas de angola saudaveis e de vida livre, bem
como pesquisar fatores de viruléncia e caracteriza-las filogeneticamente e de acordo
com o sorotipo e perfil de resisténcia a antimicrobianos. Os isolados obtidos
apresentaram alta frequéncia de genes associados a viruléncia (VAGS) sendo a
maioria pertencente ao grupo filogenético B1 e os pertencentes aos grupos B2 e F
estiveram associados a um maior nimero de VAGs. Além disso, grande parte dos
isolados foram considerados de alta patogenicidade e apresentaram um perfil de
multi resisténcia a antimicrobianos, incluindo a presenca de genes (-lactamases de
espectro estendido. Os sorogrupos 02, O51e H4 foram os mais encontrados, sendo
0 sorotipo O51: H14 o de maior prevaléncia. As analises PFGE e MLST revelaram
uma elevada heterogeneidade entre os isolados associados a 16 Sequence types
(ST). Os resultados demonstraram que as galinhas de angola saudaveis e de vida
livre podem se constituir como fontes de infeccdo de EXPEC para outros animais que
tém contato proximo com essas aves, incluindo seres humanos.

Palavras-chave: colibacilose, fatores de \viruléncia, multi-resisténcia,
potencial zoondtico



CHARACTERIZATION OF AVIAN PATHOGENIC Escherichia coli (APEC)
ISOLATED FROM GUINEA FOWL (Numida meleagris)

ABSTRACT - Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) is the main agent of
colibacillosis, responsible for economic losses worldwide. In the literature there is no
consensus on what exactly defines this pathotype and the role of guinea fowls in
transmitting APEC to humans and other animals is unknown. The present study
aimed to investigate the presence of APEC in feces and oropharynx samples from
healthy and free-living guinea fowls, as well as to investigate virulence factors and
characterize phylogenetically them and according to the serotype and antimicrobial
resistance profile . The obtained isolates showed high frequency virulence associated
genes (VAGS) being the majority belonging to the phylogenetic group B1 and those
belonging to groups B2 and F were associated to a greater number of VAGSs. In
addition, most of the isolates were considered to be highly pathogenic and had a
multi-resistant antimicrobial profile, including the presence of extended-spectrum [3-
lactamases. Serogroups 02, O51 and H4 were the most frequently found, with
serotype O51:H14 being the most prevalent. The PFGE and MLST analyzes
revealed a high heterogeneity among isolates associated with 16 Sequence types
(ST). The results showed that healthy and free-living guinea fowls may be sources of
EXPEC infection for other animals that have close contact with these birds, including
humans.

Key words: colibacillosis, virulence factors, multi-resistance, zoonotic
potential



1. INTRODUCAO

Cepas de Escherichia coli patogénica para aves (APEC) causam um grande
namero de enfermidades extra-intestinais em aves, de forma localizada ou como
infec¢Bes sistémicas, denominadas de colibacilose aviéria, sendo responsaveis por
perdas econémicas em todo o mundo (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Huja et al,
2015). Fazem parte de um grupo de bactérias extra-intestinais patogénicas (EXPEC)
que possuem também representantes associados a enfermidades em humanos,
sendo geneticamente muito semelhantes entre si, 0 que faz questionar sobre o
carater zoonoético desta doenca (Huja et al, 2015; LeStrange et al, 2017).

Embora apenas estirpes patogénicas possam causar enfermidades, sabe-se
que, em situacdes que causam imunossupressao do hospedeiro, estirpes nao
patogénicas também podem ocasionar infec¢des (Ferreira e Kndbl, 2000; Won et al,
2009). Além disso, ndo somente as doentes, mas também as aves sadias podem
eliminar no ambiente estirpes portadoras de genes de viruléncia (VAGS), tornando-
se fontes de infec¢Bes para outros animais, incluindo os seres humanos (Ewers et
al., 2004; Bélanger et al, 2011; Johnson et al, 2017). Outro aspecto relacionado a
saude humana é o uso indiscriminado de antibidticos na producéo animal, o que leva
a selecdo de estirpes altamente resistentes que podem transferir genes de
resisténcia para outras bactérias no ambiente como também para a microbiota
normal de humanos (WHO, 2014; Fricke et al., 2009; Mendonca et al 2016).

Ainda ndo h& uma evidéncia na literatura sobre o que define exatamente o
patotipo APEC e o desenvolvimento de metodologias vidveis para o seu diagnostico,
visto que se constitui como um grupo muito heterogéneo de micro-organismos, em
que diferentes isolados podem abrigar diferentes associacbes de fatores de
viruléncia, cada um capaz de induzir colibacilose aviaria (Schouler et al; 2012).

Aves de fundo de quintal e humanos dividem com frequéncia 0 mesmo
ambiente, de forma que essas aves e também os seus produtos (carne e ovos),
podem ser fontes de infeccdo de EXPEC para o homem (Mitchell et al., 2015). Como
qualquer fonte de proteina de origem animal, as galinhas de angola podem ser

possiveis vias de transmissdo de micro-organismos patogénicos aos seres



humanos. Kilonzo-Nthenge (2008) e Adzitey et al. (2015) ja encontraram, além de
outras espécies bacterianas, E. coli em galinhas de angola, inclusive cepas com
resisténcia a antimicrobianos, entretanto ainda ndo existem estudos especificos

sobre estas aves como via de transmisséo de linhagens APEC.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Galinha de angola

A galinha de angola (Numida meleagris - Linnaeus, 1758), também conhecida
como guiné, galinha-do-mato, capote, capota, pintada ou fraca € uma ave da ordem
Galliformes. De origem africana, foi introduzida no Brasil pelos portugueses e sua
criacdo é atualmente difundida em todo o territdrio nacional, principalmente na
regido Nordeste (Targino, 2015).

E uma ave rustica que pode ser criada pelo sistema extensivo, no qual possui
liberdade para procriar, sem a intervencéo do criador. Neste tipo de manejo, as aves
tornam-se mais ariscas e seu aproveitamento econdémico € pouco, uma vez que
escondem seus ninhos. Entretanto, este tipo de criacao traz beneficios visto que as
galinhas de angola se alimentam de insetos, formigas, carrapatos, escorpioes,
dentre outros, sendo importantes no controle bioldgico de pragas (Fabichak, 1997;
Mallman et al, 2001). Por outro lado, sua criacéo intensiva tem se constituido como
uma alternativa rentavel a producdo de carne de frango em paises da América
Latina bem como nos Estados Unidos, Canada e paises da Europa e Africa, visto
gue sua carne e ovos sao muito apreciados em hotéis e restaurantes sofisticados,
além de serem criadas como aves ornamentais em sitios e fazendas (Menezes et al,
2001; Kilonzo-Nthenge et al., 2008).

Bhogoju et al (2018) ao analisarem o perfil microbiano de galinhas de angola
utiizando metagendmica evidenciaram que a familia Enterobacteriaceae € a

segunda mais encontrada na microbiota intestinal destas aves. Apesar de serem



bastante resistentes a doencas, sabe-se que até mesmo aves aparentemente sadias
podem albergar micro-organismos que carregam genes de viruléncia, como por
exemplo, isolados patogénicos de E. coli (Rodriguez-Siek et al., 2005; Dziva e
Stevens, 2008).

2.2 Escherichia coli

A bactéria E. coli foi descrita pela primeira vez em 1884 pelo microbiologista
alem&o Theodor Escherich e por ele chamada de Bacterium coli commune. E o
micro-organismo mais conhecido e utilizado em pesquisa biolégica basica e nos
métodos moleculares de investigacdo e manipulacdo da vida, visto que é de facil
cultivo laboratorial, ndo exigindo meios de cultura diferenciados ou condi¢cbes
especiais para o seu crescimento (Cooke, 1985; Blount, 2015).

Faz parte da familia Enterobacteriaceae, sendo um tipico bacilo gram-
negativo, fermentadoras de lactose e produtores de indol, anaerdbias facultativas,
com aproximadamente 0,5 pm de diametro e 1 a 3 um de comprimento. Sao
mesofilas, imoveis ou moéveis quando ha presenca de flagelos peritriquios (Edwards
e Ewing’s, 1986).

Esta espécie bacteriana € uma das mais comuns do trato gastrointestinal de
animais homeotérmicos, sendo considerada por muito tempo como um micro-
organismo nao patogénico. Entretanto, sabe-se atualmente que algumas cepas se
constituem como importantes patégenos para os seres humanos e outros animais
(Blount 2015; Vila et al, 2016).

Cepas de E. coli sdo classificadas como comensais, patogénicas intestinais
(diarreicas ou nao) e extraintestinais. As cepas comensais sdo adaptadas a
conviverem pacificamente com o hospedeiro e geralmente ndo possuem
caracteristicas de viruléncia tais como as outras, causando enfermidades apenas
gquando had um comprometimento do sistema imune hospedeiro. S&o necessarias
para a microbiota intestinal, pois auxiliam na digestdo de alimentos e sintese e

absorcdo de nutrientes. Em contrapartida, cepas patogénicas intestinais raramente



sdo encontradas em animais saudaveis, sendo divididas em seis grupos:
enterotoxigénicas (ETEC), produtoras de  shigatoxina/enterohemorragicas
(STEC/EHEC), enteropatogénicas (EPEC), enteroinvasivas (EIEC),
enteroagregativas (EAEC) e de adesédo difusa (DAEC), sendo todas patégenos
obrigatérios (Ferreira e Knobl, 2000; Russo e Jhonson, 2000; Robins-Browne et al,
2016).

As bactérias extra-intestinais patogénicas (EXPEC) constituem um grupo de
patogenos facultativos relacionadas a infec¢cdes urinarias, peritonite, pneumonia,
meningites neonatais, septicemias dentre outras enfermidades que podem ocasionar
a morte dos hospedeiros (Kohler e Dobrindt, 2011; Tivendale, 2010; Russo e
Jhonson, 2000; Robins-Browne et al 2016). Este grupo de micro-organismos é
dividido em subpat6tipos, os quais: E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli associada
a meningite neonatal (NMEC), E. coli causadora de septicemias (SPEC) e E. coli
patogénica aviaria (APEC), causadora da colibacilose aviaria (Kohler e Dobrindt,
2011).

Cepas de E. coli também sao classificadas conforme a sorotipagem, baseada
na variacdo dos seus antigenos, sendo os sométicos (O) e os flagelares (H) os mais
empregados para esta finalidade. O antigeno O € um oligossacarideo constituinte do
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), importante nos processos inflamatorios. Ja o
antigeno H é de natureza proteica e forma o flagelo bacteriano quando este esta
presente. Os antigenos capsulares (K) e fimbriais (P) também sdo utilizados na
tipagem soroldgica, porém com menor frequéncia (Cunha et al, 2013). A
sorotipagem de E. coli tem aplicacdo na identificacdo preliminar dos subpatétipos e
possiveis clones patogénicos relacionados a surtos no mundo todo (Robins-Browne
et al, 2016).

Devido ao fato da E. coli apresentar um genoma bastante conservado em sua
maior parte, a determinacéo da distancia genética entre as linhagens com base em
polimorfismos de nucleotideos em genes comuns também é atualmente bastante
empregada para a sua classificacdo. A técnica de Multilocus sequence typing
(MLST) baseia-se na definicdo de Tipos de Sequéncia (STs), atraves de analises de
combinacgfes alélicas de genes superconservados, os chamados “housekeeping

genes”, sendo de grande utilidade ndo somente para a definicdo de subtipos deste



patbgeno como também no rastreio de estirpes particulares em diferentes regiées do
mundo (Robins-Browne et al, 2016).

A subtipagem de E. coli também é realizada através do esquema de Clermont
(Clermont et al, 2000; 2013) que se constitui como outra importante ferramenta para
a determinagédo do potencial patogénico das cepas (Logue et al, 2017). Existem 7
filogrupos (A, B1, B2, C, D, E e F) de acordo com o esquema mais atualizado de
Clermont et al (2013). Amostras comensais, em sua grande maioria, Sdo agrupadas
nos grupos filogenéticos A e B1, jA as amostras patogénicas extra-intestinais
pertencem principalmente ao grupo B2 e, em menor grau, ao grupo D (Jhonson e
Russo, 2002; Clermont et al, 2000; Rocha et al., 2017).

Para a determinacdo da relacdo epidemiolégica entre as estirpes de E. coli
emprega-se a técnica de Eletroforese em gel de Campo Pulsado (PFGE), padréo
ouro em epidemiologia molecular. Esta técnica separa grandes fragmentos de DNA
digeridos com endonucleases de restricdo, através de sua reorientacdo a partir dos
efeitos de campos elétricos alternados (ou pulsados) em gel de agarose “pulse field”.
Os padrdes de macrorestricdo sdo utilizados para agrupar e diferencias E. coli
patogénica (Barrett et al., 1994; Tenover et al, 1995).

2.3 Isolados APEC e a Colibaciose aviaria

O Brasil € 0 segundo maior produtor e o primeiro exportador de carne de
frango no mundo (ABPA, 2018). Desta forma, isolados APEC s&do de grande
importancia para o pais, pois causam um conjunto de doengas em aves denominado
de colibacilose aviaria a qual acarreta prejuizos econdémicos em toda a cadeia
produtora de aves (Cunha et al, 2015).

A colibacilose aviaria é causada pelo subpat6tipo APEC e se manifesta de
vérias formas e caracteriza-se por infec¢des locais ou sistémicas incluindo peritonite,
aerossaculite, pericardite, salpingite (infeccdo do oviduto), onfalite (infeccdo do
embrido), celulite (dermatite necrotica), doenca respiratdria cronica complicada,



sindrome da cabeca inchada, sinovite, colisepticemia dentre outros, sendo a Ultima a
forma mais grave de manifestacao (Dziva e Stevens, 2008).

Infeccbes por APEC sdo multifatoriais e condicbes ambientais e de manejo
inadequadas das aves tais como superpopulacdo, problemas com ventilacéo,
acumulacdo excessiva de amobnia no ambiente e a presenca de agentes virais e
verminoses podem levar ao desenvolvimento da colibacilose, visto que esses fatores
afetam o sistema imune do hospedeiro e/ou lesionam seu epitélio respiratério que é
a porta de entrada dos isolados de APEC (Ferreira e Knobl, 2000; Barcelos, 2005;
Won et al, 2009).

2.4 Fatores de viruléncia para APEC

Tendo em vista que o patétipo APEC € um grupo muito diversificado de micro-
organismos, ha na literatura inUmeros trabalhos que procuram caracteriza-lo bem
como desenvolver metodologias para seu o diagnéstico molecular. Sabe-se que
diferentes isolados podem abrigar diferentes associacdes de fatores de viruléncia,
cada um capaz de ocasionar a colibacilose aviaria e que alguns genes sao mais
associados a cepas patogénicas (Ewers et al, 2004; Johnson et al, 2006a; Johnson
et al, 2006b; Johnson et al, 2008; Schouler et al; 2012).

A pesquisa destes genes relacionados a patogenicidade é realizada através
de metodologias moleculares que buscam a deteccdo de genes relacionados a
producdo de adesinas, hemolisinas, toxinas, sistemas de aquisicdo de ferro e
mecanismos de resisténcia as proteinas presentes no soro do hospedeiro (Rocha et
al., 2008; Nakazato et al., 2009). Isto porque, para que estas cepas patogénicas
sejam capazes de causar doencas no hospedeiro é necessario que elas consigam
se aderir ao tecido que sera colonizado por meio das adesinas, sobreviver as
proteinas presentes no soro do hospedeiro e serem capazes de se multiplicar nos
seus liquidos biologicos (sangue, por exemplo) através dos sistemas de aquisicao de
ferro, além de produzir toxinas contra o hospedeiro (Horn et al., 2012; Barbieri et al.,
2013).



A adesdo ao epitélio do trato respiratdrio das aves é o primeiro passo para o
estabelecimento da infeccdo (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999). Dentre as adesinas
mais estudadas encontram-se as fimbrias, que sao filamentos proteicos da superficie
celular bacteriana (Dziva e Stevens, 2008). A Fimbria tipo 1 (F1) € um dos mais
importantes fatores de viruléncia de isolados APEC, encontrada em mais de 70%
das cepas (Barbieri et al, 2013), sendo codificada por um operon de nove genes
(fimA, fimB, fimC, fimD, fimg, fimF, fimG e fimH). Destes, fimH é altamente
conservado nestas cepas (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Vandemaele et al, 2003;
Klemm et al., 2010). Além desta, também existe a fimbria P, codificada pelo operon
pap (papA, papE, papF, papG, papH, papK, papC, dentre outros) (Kawano et al,
2006).

Além das adesinas fimbriais, existem as nao fimbriais, como a proteina com
atividade hemaglutinante TSH (“temperature sensitive hemaglutinin”), responsavel
pela aglutinacdo de hemacias a 26°C e codificada pelo gene tsh, cuja frequéncia é
maior em isolados patogénicos (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Ewers et al, 2004).

Posteriormente a adesédo ao tecido é necessario que a bactéria sobreviva as
proteinas do sistema complemento do hospedeiro e ao processo de fagocitose
(Nolan et al., 2003). Os genes iss (“increased serum survival’) e traT séo codificados
pelo plasmideo ColV e sdo determinantes para a resisténcia sérica do micro-
organismo (Gyles e Fairbrother, 2010; Johnson et al, 2008; Dziva e Stevens, 2008).
O mesmo plasmideo também codifica 0 gene cvaC, responsavel pela producdo de
colicinas, que sdo substancias que inibem o crescimento de outras espécies
bacterianas (Lloubes et al., 2013).

Isolados APEC também podem ser capazes de produzir toxinas que, como
0 proprio nome diz, podem direta ou indiretamente serem téxicas ao hospedeiro.
Dentre elas, destacam-se a toxina termoestavel EAST1, codificada pelo gene astA, a
proteina vacuolizante Vat, codificada pelo gene vat e a a-hemolisina, codificada pelo
gene hlyA (Parreira e Gyles, 2003; Oh et al., 2014). As hemolisinas destroem o0s
eritrocitos do hospedeiro para a liberacdo de ferro e sua posterior captacdo pelo
patogeno (Rocha et al., 2002).

Ouros sistemas de aquisicdo de ferro dos tecidos do hospedeiro, os

chamados sideréforos, sdo de grande importancia para a viruléncia bacteriana



(Gyles e Fairbrother, 2010). Os sideroforos sado substancias quelantes de ferro que
permitem as bactérias crescerem em meios deficientes deste mineral (Monroy et al
2003). O sistema mais comumente encontrado em isolados APEC é a aerobactina,
codificada por um operon também presente no plasmideo ColV. Este operon é
composto pelos genes iucABCD e iutA, os quais sdo encontrados apenas em cepas
virulentas (Dziva e Stevens, 2008; Ling et al., 2013). Os operons iroBCDEN e
SitABCD e os genes fyuA (“ferric yersinia uptake — yersinabactin receptor”) e irp2
(“iron repressible protein yersinabactin synthesis”) também s&o relacionados a
captura de ferro do hospedeiro (Dziva e Stevens, 2008; Ling et al., 2013).

Existem outros fatores de viruléncia, como, por exemplo, a presenca da
protease Ompt. Codificada pelo gene ompT, esta protease participa da invaséo de
células endoteliais pelo micro-organismo e esta relacionada a meningites neonatais

em humanos (Huang et al., 2001; Hejair et al., 2017).

2.5 Potencial zooné6tico de APEC

Embora isolados APEC sejam caracteristicos de aves, alguns estudos ja
demonstraram que este subpatétipo compartilha até mesmo regides gendmicas
idénticas com outras bactérias patogénicas e ndo patogénicas relacionadas a
humanos, como por exemplo as do patétipo UPEC (Johnson et al, 2007; Cunha et
al, 2015; Rodriguez-Siek et al., 2005). Além disso, mesmo que o0s isolados nao
apresentem 0s genes necessarios para causar infeccdbes em outros animais, eles
possuem potencial para adquirir de outras cepas de E.coli presentes no meio
ambiente (Tivendale, 2010; Kohler e Dobrindt, 2011; Le Strange et al 2017).

Pesquisas no mundo todo tém demonstrado que isolados EXPEC de humanos
sdo capazes de causar doencas em aves e que certas infecgbes urindrias em
humanos estdo associadas a ingestdo de aves contaminadas com isolados APEC
bem como estes isolados podem levar a doencas no trato urinario, meningite
neonatal e sepse em camundongos (Moulin-Schouleur et al., 2007; Zhao et al.,
2009; Jakobsen et al., 2010; Tivendale et al., 2010; Le Strange et al 2017).



Todas essas informacgOes tornam relevante o papel de cepas de APEC na
saude publica, pois as aves podem ser um veiculo ou pelo menos, reservatorios de
E. coli ndo somente patogénicas para humanos e outros animais como também

resistentes a antimicrobianos (Mendo et al., 2002; Johnson et al., 2007).

2.6 Resisténcia antimicrobiana

Antimicrobianos sdo substancias que impedem o crescimento dos micro-
organismos ou 0s matam diretamente, como por exemplo, 0s microbiostaticos e os
microbiocidas, respectivamente. O modo como agem contra 0S micro-organismos
varia conforme sua classe: podem causar danos a membrana plasmatica, inibir a
sintese de proteinas, parede celular, acidos nucleicos e outros compostos
importantes para o metabolismo microbiano (Tortora, 2012).

O uso abusivo destas substancias se da a mais de 70 anos na agricultura,
aquicultura e medicina humana e animal, expondo as populacdes bacterianas a
pressdo seletiva para sua adaptacdo no ambiente, o que induz ao surgimento de
perfis de multi resisténcia antimicrobiana. Como consequéncia, estes medicamentos
tornaram-se menos eficazes e alguns até mesmo ineficazes, causando impactos
negativos na saude publica (WHO, 2014; Hughes, 2014).

Os sistemas de producao atual de alimentos de origem animal dependem da
utilizacdo de grandes quantidades de antimicrobianos para o controle de doencas.
Na avicultura, os antibioticos sdo comumente utilizados ndo somente para prevenir
el/ou tratar infecgcbes como também promover o crescimento dos animais (Aarestrup,
2005; Mellata, 2013).

Os produtos de origem animal, mesmo aqueles rotulados como “organicos”,
podem ser um ameaca a saude humana visto que carregam bactérias com perfis de
resisténcia antimicrobiana (Johnson et al, 2017). Sabe-se que o isolamento de
bactérias multi resistentes (resistentes a 3 ou mais classes de antibioticos) em
carnes de aves é maior do que em outros tipos, sugerindo entdo que 0 uso

indiscriminado de antibiéticos na avicultura contribui significativamente para o
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surgimento de resisténcia em isolados EXPEC de humanos (Mellata, 2013).
Alimentos de origem animal e outros produtos sdo comercializados mundialmente.
Assim, a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em um pais € um problema para

todos os outros (Aarestrup, 2005).

2.6.1 Resisténcia a B—-lactamicos

Um dos mecanismos mais encontrados em bactérias gram-negativas como
forma de resisténcia a antibidticos € a produgdo de enzimas [-lactamases,
responsaveis por hidrolisar o anel B -lactamico de antimicrobianos como penicilinas
e cefalosporinas, tornando-os inativos. As [-lactamases de espectro estendido
(ESBL) sé@o enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactamico de cefalosporinas de
terceira geracao (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona) e muitas variantes ESBL s&o
conhecidas, sendo comuns na familia Enterobacteriacea os tipos TEM, SHV e CTX-
M (Sturenburg e Mack, 2003).

Genes que codificam ESBLs ja foram encontrados em amostras bacterianas
isoladas de fezes de aves saudaveis, em frangos de corte e em aves de vida
selvagem (Mellata, 2013; Duitil et al., 2010; Bortolaia et al., 2010; Asai et al., 2011;
Guenther et al., 2011) e podem ser transferidos verticalmente para outras espécies
bacterianas (Fricke et al., 2009; Mellata, 2013). Ademais, micro-organismos
produtores de ESBL séo frequentemente resistentes a outras classes de antibiéticos
nao B-lactamicos, resultando em infec¢bes de dificil tratamento (Sturenburg e Mack,
2003).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral



11

Este trabalho teve como objetivo geral investigar a presengca de APEC em
amostras de fezes e orofaringe de galinhas de angola saudaveis e de vida livre, bem
como pesquisar nos isolados fatores de viruléncia e caracteriza-las
filogeneticamente e de acordo com o sorotipo e perfil de resisténcia a
antimicrobianos, auxiliando na caracterizacdo deste subpatétipo de E. coli
estabelecendo o potencial destas aves de poderem contribuir para as infec¢cdes em

humanos e outros animais.

3.2 Especificos:

 Detectar por meio de PCR isolados potencialmente APEC em galinhas de
angola de vida livre e saudaveis na regido de Jaboticabal-SP;

» Caracterizar os isolados potencialmente APEC através da pesquisa de
genes de viruléncia,

» Determinar de sua patogenicidade por meio do teste in vivo em pintainhos
de um dia de idade;

» Caracterizar o perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados
potencialmente APEC;

» Detectar por meio de PCR a presenca de genes de [B-lactamases de
espectro estendido (ESBL);

» Determinar os sorotipos dos isolados potencialmente APEC,;

» Determinar o agrupamento filogenético dos isolados potencialmente APEC;

 Estabelecer relagcao epidemiologica dos isolados potencialmente APEC por
Eletroforese em gel de Campo Pulsado (PFGE) e Multilocus sequence typing
(MLST).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Foram utilizadas um total de 112 amostras de fezes, colhidas diretamente da
cloaca e de orofaringe. Essas amostras foram coletadas de 56 galinhas de angola,
de origem genética desconhecida e de diferentes faixas etarias, provenientes de 4
propriedades rurais no municipio de Jaboticabal — SP, Brasil. A maioria destas aves
conviviam juntamente com outras espécies de aves, incluindo galinhas caipiras
(Gallus gallus), pavbes, gansos e patos como também animais domeésticos
(cachorros, gatos e coelhos).

As aves foram contidas manualmente para que as amostras fossem coletadas
com auxilio de suabes estéreis, 0os quais foram colocados em tubos contendo 5 mL
de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e mantidos em caixa de isopor com gelo até o

processamento em laboratorio.

4.2 Deteccao de isolados potencialmente APEC e genes de viruléncia

adicionais

Os suabes inoculados em caldo BHI foram incubados a 37°C por 16 h para
em seguida ser realizada uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de triagem
para a deteccédo dos genes cvaC, iroN, iss, iutA, ompT e hlyF (Kemmett et al, 2013).
Os protocolos para a preparacdo do DNA template e PCR bem como os
oligonucleotideos iniciadores correspondentes para cada gene foram retirados do
protocolo do Laboratério de referéncia para Escherichia coli (EcL) da Universidade
de Montreal, disponivel em
http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx.  As  amostras
positivas para pelo menos cinco dos genes citados acima foram usadas para se

detectar os isolados de E. coli potencialmente APEC.
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Estas amostras foram semeadas por esgotamento em placas contendo agar
MacConkey e incubadas a 37°C por 24 h. Dez colénias com caracteristicas tipicas
de E. coli foram retiradas de cada placa e semeadas novamente em placas contendo
BHI solido. Estas placas foram divididas ao meio e as colonias semeadas formando
dois conjuntos (A e B) com cinco colonias cada um e incubadas por 16 horas a
37°C. Em seguida, um conjunto de cada grupo foi transferido para tubos contendo
caldo BHI, incubados por 16 h a 37°C, submetidos a extracdo de DNA e PCR para
confirmacédo dos genes utilizados na triagem. O conjunto que apresentou resultado
positivo para pelo menos um dos genes investigados foi selecionado e as cinco
coldnias que formavam este conjunto foram avaliadas individualmente da mesma
forma como 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 colonias positivas na PCR foram estocadas como culturas puras no
freezer -80°C e utilizadas nos outros testes.

Todos os isolados potencialmente APEC encontrados foram submetidos a
novas analises por PCR para a deteccdo de mais 11 genes de viruléncia (sitA, tsh,
traT, vat, astA, iucC, iucD, papC, irp2, fimH e fyuA) de acordo com os protocolos do
EcL citados anteriormente. A frequéncia das VAGs foram comparadas com o teste
Fisher utilizando-se do Prism for Windows version 6.01 (GraphPad Software).
Associacdes foram consideradas estatisticamente significantes quando P-value foi <
0.05.

4.3 Tipagem filogenética

A identificacdo através de PCR dos produtos dos genes chuA, yjaA,
TspE4C2, arpA e trpA foi realizada para todos os isolados conforme os protocolos e

utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos por Clermont et al. (2013).
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4.4 Suscetibilidade antimicrobiana

O método de difusdo em disco (CLSI 2015) foi utilizado para os testes de
suscetibilidade dos isolados frente aos seguintes antimicrobianos: ampicilina (amp) -
10ug, cefalotina (cfl) - 30ug, estreptomicina (est) - 10ug, gentamicina (gen) - 10ug,
ciprofloxacina (cip) - 5ug, cloranfenicol (clo) - 30ug, tetraciclina (tet) - 30ug,
nitrofurantoina (nit) - 300ug, sulfametoxazol+trimetoprim (sut) - 25ug, ceftiofur (ctf) -
30ug, ceftriaxona (cro) - 30ug, amicacina (ami) - 30ug, cefoxitina (cfo) - 30ug,
kanamicina (kan) - 30ug, amoxicilina + acido clavulanico (amc) - 30ug, norfloxacina
(nor) - 10ug e fosfomicina (fos) - 50ug.

Também foi pesquisado a presenca de genes de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL) através de PCR dos grupos blactxwm 1, 2 € 9, blarem € blaspy
(Essack et al, 2001; Saladin et al, 2002; Dierikx et al, 2013).

4.5 Identificacdo soroldgica

As estirpes de APEC foram sorotipadas através de soroaglutinacdo rapida
(Orskov e Orskov, 1992) empregando anti-soros especificos produzidos a partir de
cepas de referéncia contra o antigenos somaticos (01-0O181) e flagelares (H1-H56)
produzidos no Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz - Sdo Paulo/SP,
Brasil.

4.6 Teste de patogenicidade

A concentracdo do inéculo foi padronizada em 10’ unidades formadoras de
colénias/mL (UFC/mL). Foi inoculado 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). O inéculo foi preparado a partir de uma colénia de cada estirpe
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semeada em 10 mL de caldo BHI, incubando-se por 18 h a 37 °C e em seguida
diluindo a cultura em uma proporgao de 1:10. O controle positivo foi uma amostra de
E. coli (sorogrupo O1) pertencente a cole¢cdo de culturas do Laboratério de
Ornitopatologia da USP (Universidade de Sédo Paulo, Brasil). O controle negativo
apenas caldo BHI. Grupos de 10 pintainhos machos de linhagem de postura
comercial foram utilizados para cada estirpe e também para os controles positivo e
negativo. As aves foram observadas no periodo de 10 dias e as estirpes foram
classificadas de acordo com o indice de patogenicidade, em alta (=80 %), de
mortalidade intermediaria (>50 % e <80 %), baixa patogenicidade (<50 %) e ausente

(mortalidade zero) seguindo protocolo de Guastalli et al (2013).

4.7 Eletroforese em gel de Campo Pulsado (PFGE)

A técnica foi realizada de acordo com Ribot et al. (2006). Em resumo, foi
realizada a preparacdo dos plugues e a digestdo do DNA cromossomal com a
enzima Xba | (Invitrogen®, EUA). Como referéncia de peso molecular foi utilizada a
estirpe de Salmonella Braenderup H9812. A eletroforese ocorreu durante 23 h a
14°C, em gel de agarose Pulsifield Certified 1 %, com tempo inicial de 2,2 s, tempo
final de 54,2 s em um gradiente de 6 V cmx™ e um angulo de 120°. A semelhanca
dos fragmentos foi comparada 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 neighbor joining, usando-se o programa BioNumerics versdo 7.1

(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica).

4.8 Multilocus sequence typing (MLST)

O conjunto de sete genes housekeeping (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA,
recA) amplificados por meio de PCR foram escolhidos com base no protocolo de
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MLST para E. coli da Universidade de Warwick, USA (Wirth et al., 2006). Os
oligonucleotideos iniciadores especificos bem como as condigbes para a
amplificacdo destes genes por meio de PCR estdo disponiveis no endereco
eletronico: http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st search.

Para o sequenciamento dos produtos amplificados durante a PCR foi utilizado
o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Waltham, USA) em um
sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems, Waltham, USA). As sequencias foram
analisadas pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (Green, 1996; Ewing e
Green, 1998; Gordon et al., 1998).

5. RESULTADOS

5.1 Estabelecimento dos patétipos e deteccdo de genes associados a

viruléncia (VAGS)

Das 112 amostras coletadas e analisadas, foram obtidos 21 isolados, sendo
20 provenientes de cloaca e 1 da orofaringe, que apresentaram positividade para
pelo menos cinco dos genes relacionados a APEC (cvaC, hlyF, iss, iroN, ompT e
iutA). Estes mesmos isolados foram submetidos a PCR para a detec¢do dos genes
de viruléncia adicionais. A frequéncia desses genes nos isolados de E. coli esta

descrita na Tabela 1.


http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search
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Tabela 1. Relacdo da frequéncia de cada gene associado a viruléncia (VAGS) nos
21 isolados de E. coli potencialmente APEC.

Funcdes VAGs Frequéncia (%)

fimH 100,0%

Adesinas papC 4,8%

tsh 71,4%

fyuA 42,8%

iroN 95,2%

iucC 61,9%

Aquisicao de ferro iucD 80,9%
irp2 42,8%

iutA 85,7%
SitA 100,0%
Hemolisina hlyF 100,0%
Resisténcia sérica Iss 95,2%
traT 100,0%

Toxinas astA 9,5 %

vat 14,3%

Outros cvaC 90,4%
ompT 100,0%

5. 2 Tipagem filogenética

A andlise filogenética revelou que a maioria dos isolados (33,3%) pertence ao
grupo filogenético B1, seguido pelos grupos A (19,0%), D (14,3%), B2 (9,5%), F
(9,5%) e C (4,8%), sendo que os isolados 4 e 7 ndo foram tipados de acordo com
esta filogenia (Figura 1). Os isolados dos grupos filogenéticos B2 e F estiveram
associados a um maior numero de fatores de viruléncia, exibindo uma média de 14,5
e 13,5 fatores de viruléncia por isolado, respectivamente (Tabela 2). Na Figura 1

pode-se observar o grupo filogenético de cada isolado.
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Tabela 2. Distribuicdo dos 21 isolados potencialmente APEC em relagdo ao grupo

filogenético e escore de viruléncia do total de cada grupo.

Grupo filogenético (n° - %)

Média FV/isolado?

A (4,0 — 19,0%)

B1 (7,0 — 33,3%)
B2 (2,0 — 9,5%)
C (1,0 — 4,8%)

D (3,0 — 14,3%)
F (2,0 — 9,5%)
N&o tipaveis (2,0 — 9,5%)

11,7
11,4
14,5
9,0

12,0
13,5
8,0
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¥ % " Mo sitA itsh iuweC raT duweD fimH fyuA irp2 papC astd vat ovaC hlyF  iss N  ompT iwd Pa Ph Serotype ST ccC AR ESBL
12 + + + + + + + + + + + + + + H F 02:H4 624 A48 amp, cfp, stt, tet, nit, sut, ami amc
9 + + + + + + + + + + + + + + H El 051:H14 58 155 amp, ofp, at, nit blatem
1 + + + + + + + + + + + + + + + H B2 O2:HNM 141 none amp, cfp, str, sut
2 + + + + + + + + + + + + + + H B2 02:HNM 141 none atnp, cfp, str
g + + + + + + + + + + + + H D 031:H14 1406  none amyp, ofp, stt, nit
3 + + + + + + + + + + + + + 1 A CHT:HNM 44 44 amp, cfp, str, gery, tet, nit, cro, kan blar
5 + + + + + + + + + + + + + + + L c CONT:H4 8 23 amp, ofp, str, gery, tet, cip, kan blagmy
é + + + + + + + + + + + + + L Bl CHT:HNM 6496 none cofp, str, tet, nit, cip, kan
= 10 + + + + + + + + + + + + H D 0O51:H14 1406 none amp, cfp, str, nit
11 + + + + + + + + + + + + H D O51:H14 1406  none amp, offp, str, tet, otf, ami cfo, kan
4 + + + + + + + + H urik ONT:H10 155 155  amp, ofp, str, gen, chl tet, sut, oro, kan ame  blarem
7 —+ + + + + + + + L unk OHNT:HHM 58 155 ofp, str, chl, tet, sut
14 + + + + + + + + + + NP Bl OR:H14 1727 none ofp, str, ofo
4[‘ 13 + + + + + + + + + + + H & Q11:H14 a3 162 ofp
15 + + + + + + + + + + + H A O11:H14 3851 none amyp, cfp, tet, nit
17 + + + + + + + + H Bl O9:HY 3580  none cofp, str, tet
16 —+ + + + —+ + + —+ + + + + + H F OR:H4 117 none cofp, str, tet, nit, cip, sut, ami, cro, kan
21 + + + + + + + + + + + + + + H Bl ONT:H25 new  few  amp, ofp, sty tet, nit, cip, sut, ami kan ame
L.i 19 + + + + + + + + + + + + H & OF:H4 ] 168 atm p, cfp, str, tet, nit, sut blargm
20 + + + + + + + + + + + + + I Bl ONT-HNM 641 24 amp, cofp, str, nit, sut blasmy
I: 18 + + + + + + + + 1 Bl OE:H25 38 135 amp, ofp, st, tet, nit, cip, ami

Figura 1. Associagdo entre a analise da diversidade genética por PFGE e indicadores de viruléncia dos 21 isolados APEC.
No: numero do isolado; Pa: Patogenicidade; Ph: Filogenia; Serotype: Sorotipo; H: Alta; I: Intermediaria; NP: Nao patogénica; L:
Baixa; unk: Desconhecida; None: nenhum; New: nova; ST: Sequence type; CC:. complexo clonal; AR: Resisténcia
Antimicrobiana; amp: ampicilina; cep: cefalotina; str: estreptomicina; gen: gentamicina; cip: ciprofloxacina; chl:
cloranfenicol; tet: tetraciclina; nit: nitrofurantoina; sut: sulfamethoxazol + trimethoprim; ctf: ceftiofur; cro: ceftriaxona;
ami: amicacina; cfo: cefoxitina; kan: canamicina; amc: amoxicilina + &cido clavulanico; nor: norfloxacina; fos: fosfomicina;
ESBL: genes beta-lactamase de espectro estendido.
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5. 3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Dos 21 isolados testados, somente um apresentou resisténcia para apenas
um antimicrobiano. Os 20 isolados restantes apresentaram resisténcia a pelo menos
3 antimicrobianos e a maioria revelou perfil de multirresisténcia, sendo que 19
isolados apresentaram resisténcia para trés ou mais classes de antimicrobianos,
representando um porcentual de 90,4%. Os maiores porcentuais foram verificados
com: cefalotina (100,0%), estreptomicina (90,5%), ampicilina (71,4%) e tetraciclina
(61,9%), conforme ilustrado no gréfico 1. Em relagéo as classes, 42,8% dos isolados
foram resistentes a penicilinas, 32,2% a cefalosporinas e 40,5% a aminoglicosideos.

Genes ESBL foram encontrados nos isolados 3,4,9,19 e 21 (blatem) € nos

isolados 5 e 20 (blasnvy).
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Amp Cep Str Gen Chl Fos Tet Nit Cip Sut Ctf Nor Ami Cro Cfo Kan Amc

Gréafico 1. Numero e porcentagem de resisténcia dos 21 isolados potencialmente
APEC obtidos frente a 17 antimicrobianos utilizados no teste de suscetibilidade.
Amp: ampicilina; Cep: cefalotina; Str: estreptomicina; Gen: gentamicina; Cip:
ciprofloxacina; Chl: cloranfenicol; Tet: tetraciclina; Nit: nitrofurantoina; Sut:
sulfamethoxazol + trimethoprim; Ctf: ceftiofur; Cro: ceftriaxona; Ami: amicacina;
Cfo: cefoxitina; Kan: canamicina; Amc: amoxicilina + acido clavulanico; Nor:
norfloxacina; Fos: fosfomicina.
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5. 4 Identificacdo soroldgica

Para a determinacdo do sorogrupo, das 21 amostras analisadas, 13 foram
tip4veis para o antigeno O (61,9%), das quais foram identificaveis 6 sorogrupos: 02
(14,3%), 051(19,0%), O11 (9,5%), O7 (3,2%), O8 (3,2%) e 09 (3,2%). Do restante,
7 (33,3%) nédo foram tipaveis (ONT) para este antigeno e 2 (9,5%) ndo puderam ser
caracterizadas por serem cepas rugosas (OR).

O antigeno H, ndo pode ser determinado em 6 amostras (28,5%) por nao
possuirem flagelos (HNM). Dentre as estirpes analisadas, 16 (76,2%) foram tipaveis
dos quais foram identificados 5 antigenos: H4 (28,5%), H14 (23,8%), H25 (9,5%), H9
(3,2%) e H10 (3,2%). Os sorotipos (O:H) de maior prevaléncia entre as estirpes
foram: O51: H14 (19,0%) e néo tipaveis ONT:HNM (19,0%). A distribuicdo das
amostras entre os sorotipos esté descrita na Figura 1.

5.5 Patogenicidade

O teste revelou 14 (66,6%) estirpes de alta patogenicidade isoladas de
galinhas de angola, 3 (14,8%) estirpes de patogenicidade intermediaria, 3 (14,8%)
estirpes de baixa patogenicidade e uma (4,7%) estirpe ndo patogénica. A
patogenicidade de cada isolado pode ser observada na Figura 1. 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 intermediaria patogenicidade. Nenhuma das
VAGs foi estatisticamente significante para diferenciar amostras de alta
patogenicidade e patogenicidade intermediaria de baixa patogenicidade ou ausente

no teste Fisher.
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5. 6 Eletroforese em campo pulsatil (PFGE)

O dendrograma originado apds andlise revelou 2 grandes clusters e 3
subdivisbes destes clusters (Figura 1). A maioria das amostras apresentou mais de
80,0% de similaridade entre si, porém, os 21 isolados potencialmente APEC geraram
18 pulsotipos diferentes, sendo que destes somente trés foram compartilhados: 1 e
2,10e 11,13 e 15.

5.7 Multilocus sequence typing (MLST)

Foram identificadas 16 Sequence types (ST): ST 624, ST 58, ST 141, ST
1406, ST 46, ST 88, ST 6496, ST 155, ST 1727, ST 93, ST 3851, ST 3580, ST 117,

ST 83, ST 641 e uma ST nova, correspondente ao isolado 21.

6. DISCUSSAO

Os mecanismos de viruléncia de E. coli patogénicas para aves (APEC) ainda
nao sao completamente compreendidos e sabe-se que as cepas de APEC possuem
diferentes perfis de viruléncia, relacionados com a espécie animal e a regido na qual
sao obtidos os isolados (Delicato et al, 2003; Rodriguez-Siek et al, 2005; Johnson et
al, 2006a; Jin et al., 2008). Varios estudos tentaram definir o patétipo APEC e os
autores demonstraram que ha genes que ocorrem com mais frequéncia, sendo
alguns mais significativamente associados a cepas altamente patogénicas (Ewers et
al, 2004; Johnson et al, 2006a; Johnson et al, 2006b; Johnson et al, 2008). Desta
forma, no presente estudo, procurou-se caracterizar geneticamente cepas de E. coli

isoladas de galinha de angola, considerando que nao existem estudos
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epidemioldgicos sobre zoonoses bacterianas, especificamente a E. coli, envolvendo
estas aves.

A Fimbria tipo 1 (F1) € um dos mais importantes fatores de viruléncia de
APEC, sendo composta de subunidades proteicas, dentre as quais a menor é
codificada pelo gene fimH, altamente conservado nestas cepas (Dho-Moulin e
Fairbrother, 1999; Vandemaele et al, 2003). Neste estudo, fimH esteve presente em
todos os isolados, o que revela o grande potencial virulento destas amostras visto
que a adesdo da bactéria ao epitélio do trato respiratorio das aves € o0 primeiro
passo para o estabelecimento da infec¢cdo (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999).

Outro gene relacionado a adesdo é o tsh, encontrado em 74,0% dos
isolados. Este gene codifica uma proteina com atividade hemaglutinante, sensivel a
temperatura e sua incidéncia € muito maior em isolados patogénicos do que nos nao
patogénicos (DhoMoulin et al.,1997; Ewers et al.,, 2004). JanRen et al (2001),
investigando isolados de aves com colibacilose, se depararam com uma quantidade
significativa de cepas abrigando uma combinacdo deste gene com outros trés
envolvidos em sistemas para aquisicdo de ferro (iucD, fyuA e irp2), fato que,
segundo eles, tornam estas cepas particularmente patogénicas. Em nossos
achados, iucD apresentou-se em 80,9% e ambos 0s genes fyuA e irp2 em 42,8%
das amostras potencialmente APEC. Outros genes relacionados a aquisicao de ferro
foram o iutA (85,7%), iroN (95,2%) e sitA (100%), também mais relacionados a
amostras altamente patogénicas (Schouler et al., 2012; Borges et al., 2017).

A sobrevivéncia do micro-organismo no soro do hospedeiro (resisténcia
sérica) tem um papel muito importante na viruléncia de cepas APEC e o gene iss,
detectado em 95,2% dos isolados, € o principal envolvido nesta caracteristica
(Johnson et al, 2008). Este gene é o mais distribuido entre isolados patogénicos de
E.coli de diferentes sorotipos e varias espécies de hospedeiros, sendo um bom
indicador de que um isolado possa a vir causar doenca (Pfaff-McDonough et al,
2000; Delicato et al., 2003; Rodriguez-Siek et al, 2005). Outro gene relacionado a
resisténcia seérica é o traT que, de acordo com Rodriguez-Siek et al. (2005), esta
associado ao gene cvaC, relacionado a producdo de colicinas. Neste estudo traT

esteve presente em todos os isolados e cvaC em 90,4% destas amostras.
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Além destes, outros VAGs importantes para o estabelecimento de infec¢des
por APEC sao os genes ompT e hlyF, ambos presentes em 100% dos isolados. O
gene ompT codifica a protease OmpT que contribui para a invasdo de células
endoteliais pelo micro-organismo e esta relacionada a meningites neonatais em
humanos (Huang et al., 2001; Hejair et al., 2017). Apesar de ainda ndo ser muito
compreendido o papel deste gene na patogenicidade de APEC, Hejair et al. (2017)
elucidaram a sua importancia demonstrando que estirpes mutantes que nao
produziam esta protease tiveram sua patogenicidade alterada. Em relagdo ao hlyF,
sua acdo na patogenia de APEC ainda é pouco conhecida, embora sabe-se que ele
codifica uma hemolisina putativa para APEC, que é conhecidamente um importante
fator de viruléncia (Johnson et al., 2008).

Cepas APEC tendem a ser menos toxigénicas em relacdo as que causam
enfermidades em mamiferos (Barnes et al, 2008). Neste trabalho, os genes
responsaveis pela producdo da toxina termoestavel EAST1 (astA) e da proteina
vacuolizante Vat (vat) apareceram em apenas 9,5% e 14,3% das amostras,
respectivamente. Apesar da baixa frequéncia, a presenca destes genes é
preocupante visto o envolvimento de citotoxinas no aumento da viruléncia dos
isolados (Blanco et al, 1997).

Varios Vags aqui detectadas também foram identificados nos trabalhos de
Borges et al (2017), que pesquisaram APEC em pombos, e Maluta et al (2014) que
identificaram estes genes em E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC) em
humanos. Estes achados evidenciam que aves selvagens e domésticas podem
constituir fontes de disseminacdo de E. coli patogénica para humanos,
demonstrando seu carater zoono6tico (Huja et al, 2015).

Os resultados do teste de patogenicidade demonstraram que a maioria dos
isolados é de alta patogenicidade. As estirpes de patogenicidade baixa e
intermediaria somaram apenas 29,6% das amostras e somente um isolado se
caracterizou como nado patogénico. O numero significativo de isolados de alta
patogenicidade em aves aparentemente saudaveis pode ser explicado pelo fato dos
VAGs ndo estarem sendo expressos pois, segundo Won et al (2009), a
patogenicidade de APEC é baseada ndo somente na sua presenca mas também na

expressao destes VAGs, bem como estar relacionado com o estado do sistema
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imune dos hospedeiros pois infecgbes por APEC s&o multifatoriais podendo variar
conforme interagdes micro-organismo/hospedeiro e se desenvolver secundariamente
devido a outros fatores como condicdes ambientais e de manejo inadequadas e
infeccbes por outros agentes que possam afetar o sistema imunolégico do
hospedeiro e/ou lesionar o epitélio respiratorio que € sua a porta de entrada (Won et
al, 2009; Ferreira e Knobl, 2000). Vale ressaltar também que existe troca de material
genético entre as bactérias, tornando possivel a transferéncia horizontal de genes de
micro-organismos patogénicos para os nao patogénicos, podendo até mesmo levar
ao surgimento de novas estirpes virulentas da microbiota normal, inclusive humana
(Fricke et al., 2009).

Um grande namero de estirpes de E. coli que estdo causando infec¢cdes em
humanos, incluindo as resistentes a antimicrobianos, sdo de origem animal (Vieira et
al., 2011; Johnson et al., 2017). Segundo Mellata et al. (2013), amostras de E. coli
isoladas de aves sdo comumente resistentes para mais de um antimicrobiano. Aqui,
um total de 95,2% dos isolados exibiu resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos,
resultado similar a Barros et al (2013). Os maiores porcentuais de resisténcia
verificados foram em relacéo a cefalotina (100%), estreptomicina (90,5%), ampicilina
(71,4%) e tetraciclina (61,9%), antibidticos comumente utilizados para tratamento de
infecgbes humanas e de outros animais. Além disso, o fato de alguns isolados serem
portadores de genes ESBL é preocupante visto o potencial de transmissdo de
isolados ESBL entre humanos e outras espécies (Bonnedahl et al., 2009; Ewers et
al., 2010; Schmiedel et al., 2014; Falgenhauer et al., 2019).

Em relacdo a tipagem filogenética, a maioria dos isolados pertence ao grupo
B1l e os grupos B2 e F foram associados a um maior nimero de VAGs. Trabalhos
envolvendo o método atualizado por Clermont et al. (2013) ainda s&o escassos.
Logue et al (2017) classificaram novamente isolados APEC de acordo com a nova
tipagem filogenética e concluiram que as estirpes classificadas em A e Bl estédo
relacionadas a um menor potencial patogénico. Neste estudo, trés amostras do
grupo A foram classificadas como alta patogenicidade e uma como intermediaria. A
Unica amostra ndo patogénica foi classificada como B1, assim como uma amostra de
baixa patogenicidade, porém duas amostras de patogenicidade intermediaria e trés

de alta patogenicidade também foram incluidas neste grupo. Assim, podemos inferir
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gue amostras de baixo e alto potencial patogénico podem compartilhar um mesmo
grupo filogenético e que mais estudos acerca deste tema precisam ser realizados a
fim de esclarecer de forma mais efetiva a filogenia de isolados APEC.

Cepas envolvidas no aparecimento de colibacilose sdo frequentemente
associadas a trés principais sorogrupos: O1, O2 e 078, mas podem ocorrer também
08, 015, 018, 035, 088, 0109 e 0115 (Gyles e Fairbrother, 2004; Huja et al.,
2015). Destes, 02 agrupou 14,3% dos nossos isolados. Schouler et al (2012)
encontraram este sorogrupo como um dos mais prevalentes em seus estudos,
abrigando principalmente amostras patogénicas. Em nossos achados, todas as
amostras de O2 foram classificadas como patogénicas. Em relacdo ao antigeno H, o
sorogrupo H4 foi o mais encontrado e o sorotipo de maior prevaléncia foi O51: H14.

Os resultados da analise da diversidade genética pela técnica de PFGE
revelaram a grande variabilidade intra-especifica do conjunto de micro-organismos
em questdo. Dentre os isolados que partilharam o mesmo pulsotipo, as amostras 1 e
2, provenientes do mesmo animal, ndo se apresentaram similares geneticamente,
porém compartilharam o mesmo fendtipo em relacdo a resisténcia antimicrobiana, o
mesmo grau de patogenicidade, filogenia, sorotipos, Tipos de Sequencia (ST) e
complexo ST. Os isolados 13 e 15, também provenientes do mesmo animal, foram
similares em relacdo ao perfil genotipico estudado, patogenicidade e filogenia,
porém se diferenciaram em relacdo ao Tipo de Sequencia (ST) e complexo ST e a
resisténcia antimicrobiana.

Ndo h& como afirmar se todos o0s genes relacionados a resisténcia
antimicrobiana estdo sendo expressos, 0 que pode explicar a variabilidade nos
resultados. J& as amostras 10 e 11, isoladas de aves diferentes, foram similares em
todas as caracteristicas, se constituindo como possiveis clones bacterianos. Estes
resultados podem ser explicados pelo fato destas aves compartilharem o mesmo
ambiente sendo muito proximas, facilitando a troca de material genético (Fricke et
al., 2009), o que sugere a possibilidade de galinhas de angola de vida livre
transmitirem cepas potencialmente APEC/EXPEC para outros animais incluindo
seres humanos.

Dos 21 isolados, foram identificadas 16 Tipos de Sequencia (ST), sendo

detectada uma nova, correspondente ao isolado 21, a qual diferiu em apenas um
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I6cus (gene gyrB) da ST 155. Maluta et al (2014) verificaram que as ST 155, ST 88
e ST 117, encontradas em nosso trabalho, foram compartilhadas entre APEC e
EXPEC em humanos no Brasil. As ST 46 e ST 83, associados a humanos e outros
animais como cées (Wagner et al, 2014) e gatos (Liu et al, 2015) também foram
encontrados neste estudo. também Os isolados 8, 9 e 10 provenientes de diferentes
aves, porém habitantes da mesma localidade, compartilharam a mesma ST (1406),
sorotipo (0O51:H14), grupo filogenético (D), aléem do mesmo perfil genético e alta
patogenicidade. Resultado similar em relacdo aos isolados 1 e 2, que
compartilharam a mesma ST (141), sorotipo (O2:HNM), grupo filogenético (B2), alta
patogenicidade e variaram apenas em um gene no perfil genético estudado. J& os
isolados 7, 9 e 18 originados de aves diferentes sendo 7 e 9 da mesma localidade,
compartilharam da mesma ST 58, porém variaram em todos 0S outros aspectos
analisados. No geral, a analise filogenética por MLST demonstrou que, de fato,
APEC se constitui como um grupo heterogéneo, resultado corroborado pelas outras

analises realizadas neste estudo.

7. CONCLUSOES

o A diversidade de combinacdes de fatores que podem levar uma cepa
de E. coli a ser virulenta e resistente a antimicrobianos revela a grande importancia
de estudos sobre o potencial zoonotico de APEC,;

. Os resultados deste trabalho demonstraram que este subpatétipo se
constitui como um grupo heterogéneo de micro-organismos e que as galinhas de
angola sao reservatorios naturais de APEC com elevado potencial patogénico e
multirresistentes a antimicrobianos;

o Visto que a bactéria pode ser eliminada pela via respiratoria e
principalmente pelas fezes de galinhas de angola, estas aves podem se constituir
como fontes de infeccdo de EXPEC para outros animais que tém contato proximo

com essas aves, incluindo os seres humanos.
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