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RESUMO

Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) é a causa de doencgas extra-intestinais
em aves, que se manifestam na forma de doencas localizadas ou infecgdes sistémicas, ge-
rando grandes perdas econdmicas para a industria aviaria. O objetivo desse trabalho foi es-
tudar isolados de APEC do sul do Brasil em relagédo a resisténcia a agentes antimicrobia-
nos; a prevaléncia de fatores associados a viruléncia; a tipagem filogenética e o perfil filo-
genético.

Na avicultura, os agentes antimicrobianos sdo muito utilizados na prevengao de in-
feccbes e na forma de promotores de crescimento. Foram utilizadas 41 isolados de E. coli
obtidos de infecgdes sistémicas e 144 isolados de celulite, utilizando o método de difuséo
com discos. Isolados APEC apresentaram baixos niveis de resisténcia, com excessao da
tetraciclina e das sulfonamidas; e para isolados de colissepticemia, também foi observado
uma resisténcia aos antimicrobianos que atuam na parede celular (ampicilina, cefalotina,
bacitracina e ceftiofur).

Varios fatores de viruléncia tém sido investigados em cepas APEC, os que tém sido
mais frequentemente associados com a patogenicidade sé&o as fimbrias de aderéncia F1 e
Tsh (hemaglutinina sensivel a temperatura); o sistema sideréforo aerobactina, a proteina iss
(increased serum survival), a capsula K e a produgéo de colicina V. Foram realizadas rea-
cbes da polimerase em cadeia multiplex (PCR), testando um total de 33 fatores nos isolados
APEC. Os fatores relacionados a adesao, sideroforos e resisténcia ao soro foram presentes
em todas as amostras. Os fatores que apresentaram maior prevaléncia nas amostras foram,
fimC, ompA, crlA e traT.

A tipagem filogenética foi realizada através do método descrito por Clermont et al.,
(2000), que permite separar os isolados em 4 grupos filogenéticos principais (A, B1, B2 e
D). Observamos a maior presencga de isolados APEC pertencentes ao grupo D, tanto para
celulite quanto para colissepticemia.

A analise do perfil filogenético foi realizada pelo método ARDRA, que é baseado na
variacdo da regidao do espagamento intergénico (ISR) na regido 16S-23S do DNA ribossé-
mico. Os resultados foram analisados formando um dendrograma que mostra a proximidade
filogenética dos isolados, indicando que nao foi possivel separar os clones de celulite dos
de colissepticemia e ndo existem clones endémicos nas regides analisadas.

Os resultados obtidos no presente estudo, fornecem um panorama geral da resistén-
cia aos agentes antimicrobianos, prevaléncia dos fatores de viruléncia, tipagem filogenética
e perfil filogenético encontrados nos isolados de E. coli aviaria do sul do Brasil de infecgbes
de colissepticemia e celulite.

Uni-termos: Escherichia coli; APEC; colibacilose; celulite; colissepticemia; suscetibi-

lidade a antimicrobianos; fatores de viruléncia; ARDRA; analise filogenética.



ABSTRACT

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) is the etiological agent of localized or sys-
temic extra-intestinal infections in poultry, called colibacilose, and cause great economic
losses to the poultry industry. The aim of this work was to examine APEC strains, isolated
from avian cellulitis and colisepticemic chickens from South Brazil, for antibiotic resistance,
presence of virulence-associated genes (VAGs), phylogenetic typing and phylogenetic ana-
lyses.

In poultry, antibiotics are routinely used to prevent infection and promote growth. We
analyzed the susceptibility to 15 antibiotics in 144 E. coli isolates collected from cellulitis le-
sions and in 41 isolates from septicemic chickens. APEC isolates have shown low levels of
resistance excepting tetracycline and sulphonamides, and colisepticemic isolates were resis-
tant to antibiotics that act in the cell wall, such as ampicilin, cephalotin, ceftiofur and bacitra-
cin.

The virulence factors most frequently associated with APEC pathogenicity are the
adhesins F1 and Tsh (Temperature sensitive hemagglutinin), the iron acquisition system
aerobactin, the protein Iss (increased serum survival), K1 capsule and production of colicin
V. To investigate the presence of VAGs in the isolates, we performed multiplex polymerase
chain reactions to test 33 virulence factors. Virulence factors related to adhesion, iron acqui-
sition and serum resistance were present in almost all strains. The factors fimC, ompA, crlA
and traT were the most frequent in APEC isolates.

The phylogenetic typing were done using the Clermont et al. (2000) method, which
classifies E. coli strains into four main phylogenetic groups (A, B1, B2, and D). Our phyloge-
netic typing has shown that cellulitis and colisseptisemic isolates were more related to group
D.

Amplified ribossomal restriction analysis (ARDRA) was performed in colissepticemic
and celullitis isolates from broiler chickens from Southern Brasil. The similarity among iso-
lates were observed with a dendrogram based on the band pattern. Our results have shown
that clones of celullitis and colissepticemic isolates could not be distinguished and there is
no endemic clones in regions observed analised.

The results of the present work give us a panorama of the susceptibility to antibiotics,
virulence factors, phylogenetic typing and phylogenetic analyses currently found in APEC
isolates from severe lesions of cellulites and colibacillosis in south Brazil. Besides that, these
analyses could be helpful for monitoring and preventing outbreakes of colibacilosis. Control-
ing the first stages of the disease and detecting more prevalent clones in this region may
reduce the incidence of the disease.

Key-words: avian pathogenic Escherichia coli; APEC; colibacillosis; antibiotic sus-

ceptibility; virulence factors; phylogenetic grouping; ARDRA
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1. INTRODUCAO

Ha poucos microrganismos tao versateis quanto a bactéria Gram-negativa Escheri-
chia coli, descrita pela primeira vez em 1885 por Theodor von Escherich. Pertencente a fa-
milia Enterobacteriaceae, E. coli € um anaerobico facultativo, em forma de bastonete curto e
de distribuicdo cosmopolita. E um importante membro da flora intestinal normal da maioria
dos animais, sendo que a colonizag&o bacteriana do intestino ocorre logo apds o nascimen-
to (Barnes & Gross, 1997; Ferreira & Knobl, 2000; Kaper et al., 2004).

E. coli foi considerada por muito tempo uma bactéria ndo-patogénica, pois faz parte
da microbiota entérica e auxilia na prevengao da colonizagdo do epitélio por microrganismos
patogénicos. Contudo, varios clones de E. coli tém adquirido fatores de viruléncia especifi-
cos que conferem habilidades para a adaptacdo em novos nichos, permitindo-lhes causar
varios tipos de infecgdes e um amplo espectro de doengas, tanto em humanos quanto em
outros animais (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Ferreira & Knabl,
2000; Kaper et al., 2004). E. coli é a bactéria mais bem conhecida e uma das mais isoladas
em laboratdrios clinicos de microbiologia, devido a sua grande importancia biolégica (Russo
& Johnson, 2000).

Os fatores de viruléncia que conferem a bactéria habilidade de causar doencas sao
encontrados em elementos genéticos que podem estar presentes em diferentes combina-
cdes. Somente cepas com persistentes e importantes combinagdes de tais fatores de viru-
Iéncia causam doenga em individuos saudaveis (Kaperet al., 2004). De uma maneira geral,
esses fatores de viruléncia devem prioritariamente permitir que (1) a bactéria se adapte e
colonize eficientemente novos nichos no hospedeiro, (2) sobreviva e se multiplique no hos-
pedeiro, (3) escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro, e, finalmente, (4) saia do
hospedeiro para a transmissao para um novo hospedeiro suscetivel, 0 que, em alguns ca-
so0s, significa possuir aparatos para sobreviver em um ambiente externo antes de encontrar
o novo hospedeiro (Falkow, 1991).

As E. coli podem ser agrupadas filogeneticamente de acordo com a sua proximidade
genética. Através de mutagdes que ocorreram ao longo da evolugéo e que se mantiveram
nas populagdes bacterianas, foi possivel agrupar as cepas de E. coli em 4 grupos: A, B1, B2
e D (Clermont et al., 2000).

Além da classificagao filogenética, E. coli podem ser divididas em trés grandes gru-

pos, de acordo com: a presenca de genes de viruléncia, a sintomatologia clinica ou com o
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local onde foi isolada. O primeiro grupo é constituido das cepas de E. coli comensais, que
estdo presentes na microbiota normal de humanos, mamiferos e aves saudaveis, e que co-
existem pacificamente com o seu hospedeiro. A maioria das cepas desse grupo pertencem
ao grupo filogenético A. O segundo grupo é constituido pelas cepas de E. coli enteropato-
génicas, raramente encontradas na microbiota normal de animais saudaveis, que causam
gastroenterites e colites quando ingeridas em quantidades suficientes. A maioria das cepas
desse grupo pertencem aos grupos filogenéticos A, B1 e D. O terceiro e ultimo grupo &
constituido pelas cepas de E. coli que causam infec¢des extra-intestinais (Ex-PEC, E. coli
patogénica extra-intestinal), sdo comuns a todas faixas etarias, érgéaos ou sitios anatomicos,
e normalmente pertencentes aos grupos filogenéticos B2 e D (Russo & Johnson, 2000).

E. coli extra-intestinais podem colonizar o trato intestinal, estando presentes em a-
proximadamente 20 % dos seus hospedeiros humanos. No entanto, para causarem a doen-
ca, ndo basta somente a aquisicdo da cepa pelo hospedeiro, esta precisa ser capaz de in-
fectar um sitio extra-intestinal (Russo & Johnson, 2000). Dessa forma, Ex-PEC podem ser a
causa da maior parte das infecgdes no trato urinario (UPEC, “uropathogenic E. coli”), me-
ningite do recém-nascido (NMEC, “new born meningitis-causing”) e doengas aviarias (A-
PEC, “avian pathogenic E. coli”).

O perfil de viruléncia de E. coli extra-intestinais € muito diverso, sugerindo que exis-
tam multiplas solugbes para o desafio de ser um patdégeno bem sucedido. Apesar disso, ce-
pas que causam infeccdes em diferentes sitios extra-intestinais em diferentes hospedeiros
tendem a possuir fatores de viruléncia similares. Isso ndo é tao surpreendente, visto que,
isolados Ex-PEC precisam resistir a mecanismos de defesa dos hospedeiros que sao co-
muns a varios sitios extra-intestinais (Russo & Johnson, 2000).

Para ser um patégeno eficiente, E. coli possui fatores de viruléncia relacionados as
varias etapas da infeccdo, como adesinas, invasinas, toxinas, sistemas de aquisicdo de fer-

ro e resisténcia ao soro (Kaperet al., 2004).

1.1 Escherichia coli Patogénica Aviaria (APEC)

E. coli patogénicas aviarias sdo a causa de doengas extra-intestinais em aves, que

se manifestam na forma de doencas localizadas ou infecgdes sistémicas, denominadas co-
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libacilose. A colibacilose € uma doenga que esta disseminada pelo mundo inteiro (Ferreira &
Kndbl, 2000).

APEC podem estar na microbiota intestinal de aves sadias, podendo assim, perma-
necer nas criagdes por um longo periodo, contaminando os alimentos e a agua, que servi-
rao como via de disseminacado da bactéria para as aves. Acredita-se que a contaminagao
fecal da casca do ovo é uma das vias de transmissdo da doenga para os pintos (Ewerset
al., 2009).

O diagndstico da doenga se da a partir do isolamento de E. coli provenientes de le-
sdes presumivelmente de colibacilose (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). O isolamento de E.
coli deve ser realizado em meio apropriado, como o agar MacConkey, seletivo para Gram-
negativas, e confirmado com os testes de identificagdo bioquimicos (Barnes & Gross,1997;
Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Ferreira & Knobl, 2000). As coldnias de E. coli isoladas das
aves possuem caracteristicas morfolégicas similares as das isoladas de outras fontes, como
humanos (Barnes & Gross, 1997). As col6nias formadas em meios de cultivo sélido sao li-
sas, convexas, brilhantes e com bordas regulares (Ferreira & Knobl, 2000).

A estrutura antigénica que contribui para a determinagédo dos sorogrupos de E. coli &
baseada na identificagdo dos antigenos somaticos (O, Ohne), capsulares (K, Kapsel), flage-
lares (H, Hauch) e fimbriais (F, Fimbriae). Atualmente, sdo descritos para bactérias gram-
negativas mais de 180 antigenos somaticos, 100 antigenos capsulares e 50 antigenos fla-
gelares. Existem amostras auto-aglutinantes, que ndo podem ser sorotipadas devido a per-
da parcial ou total da cadeia do polissacarideo (Ferreira & Kndbl, 2000). Os sorogrupos de
APEC mais comumente encontrados mundialmente sao dos tipos O1, 02, 08, O35 e O78
(La Ragione & Woodward, 2002), enquanto que no Brasil os sorogrupos de APEC mais fre-
quentes sdo 02, 021, 036, 050, O78, 088, 0119 e 0152 (Ferreira & Kndbl, 2000;).

A disponibilidade do primeiro genoma de APEC (APEC O1:K1:H7) (Johnson et al.,
2007) e de 3 plasmideos sequenciados (Johnson et al., 2005; Johnson et al., 2006; Mellata
et al., 2009) auxiliam no estudo da APEC. A partir desses dados, pode-se obter melhor co-
nhecimento da doenga através da aplicagdo de genética molecular, visando definir o patoti-
po e o grau de viruléncia dos isolados. Além disso, novas ferramentas de sequenciamento,
expressao e identificagdo de fatores de viruléncia de APEC em modelos de infecgao sao
uma oportunidade de melhorar o conhecimento sobre os mecanismos de viruléncia (Dziva &
Stevens, 2008).
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1.2 Producéo Avicola no Brasil

O agronegdcio € uma das principais fontes econdmicas do Brasil, sendo responsavel
por 33 % do Produto Interno Bruto (PIB), 42 % das exportagdes totais e 37 % dos empregos
brasileiros (Brasil, 2010).

A produgao brasileira de carne de frango em 2008 foi de 5,17 bilhdes de cabegas
(Fig. 1), correspondendo a 10,94 milhdes de toneladas, resultado que manteve o pais no
terceiro lugar entre os maiores produtores mundiais, atras somente dos Estados Unidos e
da China. O Brasil teve participagdo de 42 % nas vendas no mercado internacional, man-
tendo sua posicdo de maior exportador mundial de carne de frango, sendo lider absoluto
desde 2004, tendo como maiores mercados o Oriente Médio e a Asia. Os estados da regido
Sul respondem por mais da metade (55%) da produg¢ao nacional de frangos de corte e tam-
bém sédo os que mais exportam carne de frango (74,9% do total exportado). A receita cam-
bial anual gerada pela exportagao de carne de frango (3,64 milhdes de toneladas, em 2008)
é de aproximadamente sete bilhdes de ddlares (UBA, 2008/2009).

De acordo com a normativa n° 210 de 10 de novembro de 1998 do Ministério da A-
gricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 1998), qualquer 6rgao ou partes da carcaca
que estiverem afetados por um processo inflamatério, como € o caso da celulite, devera ser
retirado e, caso exista evidéncia de carater sistémico da patologia, como na colissepticemia,
a carcaga e as visceras deverao ser condenadas. A partir disso, no Rio Grande do Sul, os
relatos de condenacgdes por colibacilose em agroindustrias foram de 0,041 % em 2004 (U-
BA, 2004/2005), o que corresponde a uma perda anual de 2,9 milhdes de dolares.

A prevaléncia da colibacilose, nas suas varias formas, e o0 prejuizo que causa a avi-
cultura brasileira justificam o investimento na pesquisa cientifica que investiga o agente etio-
l6gico da colibacilose (APEC) e como a infeccado se estabelece na ave. Esse conhecimento
€ fundamental na orientagdo de novas estratégias de controle das infecgdes por APEC nos
aviarios (Britoet al., 2002; Fallavena et al, 2000).
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Figura 1.Producéo brasileira de aves de corte em 2008. Os numeros em circulos in-
dicam a variagéo percentual sobre o ano anterior. O per capta foi estimado considerando a
populagao brasileira de 187 milhdes de habitantes.

Fonte UBA, 2008/2009
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1.3 Patogenia e sintomas da colibacilose

Colibacilose aviaria se refere a qualquer infecg¢ao, localizada ou sistémica, causada
total ou parcialmente por E. coli em diferentes espécies de aves. E observada principalmen-
te em galinhas, perus e patos, e menos frequentemente em outras espécies de aves, como
gansos, passaros domésticos e aves silvestres (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fair-
brother, 1999).

A colibacilose afeta todas as etapas da produgao de aves comerciais, contribuindo
para a diminuicdo da qualidade da produgao. Aves acometidas desenvolvem lesdes em di-
ferentes 6rgéos, como figado, coragao, sacos aéreos, pulmdes, articulagdes e tecidos sub-
cutaneos, o que pode causar a condenacao da carcaga ou a disseminacao da doencga por
toda criagao (Ferreira & Knobl, 2000).

As perdas econémicas ocorrem devido a morbidade (com perda de peso, redugao do
crescimento e da produgédo de ovos), ao aumento da condenacgdo das carcagas durante o
processamento e ao aumento da mortalidade (Barnes & Gross, 1997; Dho-Moulin & Fairbro-
ther, 1999).

A colibacilose afeta aves jovens, de 4 a 9 semanas, pois nessa idade as aves sao
mais suscetiveis a problemas respiratorios; ja em aves adultas, a enfermidade esta mais
relacionada a quadros de salpingites (infecgdo no oviduto) e infecgdes sistémicas (Ferreira
& Kndbl, 2000; Cardoso et al., 2002). Os sintomas mais evidentes nas aves doentes sao

depressao e febre, que podem ser seguidos de morte (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

1.3.1 Colissepticemia

A infeccao sistémica, causada por E. coli € denominada colissepticemia (Barnes &
Gross, 1997). A doencga pode instalar-se em diferentes sitios anatdmicos da ave e apresen-
tar sintomatologia variada (Ngeleka et al, 1996; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

A colibacilose, quando iniciada no trato respiratério superior, ocorre provavelmente
devido a inalagcado de poeira contaminada. Fatores externos ao animal, considerados ambi-

entais, como altas concentragdes de amdnia no ambiente, predispde a doencga pelo fato de
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causar danos no epitélio ciliar do trato respiratério, facilitando a entrada da bactéria. A defi-
ciéncia no sistema de ventilagdo, a exposicdo a temperaturas superiores a 25° C, a limita-
cao do espaco para a criacao e a deficiéncia no processo de desinfecgcdo também contribu-
em para a infecgao das aves por APEC e para o estabelecimento da doencga, pois oferecem
a bactéria um ambiente mais propicio ao seu desenvolvimento (Dho-Moulin & Fairbrother,
1999; Ferreira & Knobl, 2000).

Além disso, a existéncia de infecgdes por outros agentes, como Mycoplasma galli-
septicum, Mycoplasma synoviae, Pasteurella multocida, Haemophilus paragallinarum,
Pneumovirus, virus da Bronquite Infecciosa, doenca de Marek e de New Castle, bem como
a presenca de micotoxinas na ragdo podem deixar a ave pré-disposta a infecgao por APEC.
De modo geral, qualquer fator que possa lesionar o epitélio respiratério, inclusive vacinas
com virus atenuado, pode tornar a ave mais suscetivel a doenca (Dho-Moulin & Fairbrother,
1999; Ferreira & Knobl, 2000; Dwars et al., 2009).

Dependendo dos fatores de viruléncia dos isolados e da suscetibilidade da ave, a in-
fecgdo pode se manifestar primeiramente como uma septicemia que posteriormente pode
causar morte ou inflamacéo disseminada em multiplos érgéos. As lesdes mais comuns sao
peri-hepatite, aerosaculite, pericardite, embora outras sindromes como peritonites, salpingi-
tes, onfalite e osteomielite possam ser observadas (Dziva & Stevens, 2008).

Apos a colonizagao dos pulmdes e sacos aéreos da ave pela bactéria, observa-se o
espessamento do epitélio e a presencga frequente de um exudato caseoso na superficie do
trato respiratério. Microscopicamente, as primeiras mudancgas sdo edemas e infiltrado de
heterdfilos. Fagocitos mononucleares sdo frequentemente encontrados 12 h apés a infec-
cao. Apos, as células fagocitarias se tornam células gigantes, comumente encontradas pe-
las margens das areas necroticas e ocorre a proliferagdo de fibroblastos e acumulagéao de
heterdfilos necroticos no exudato caseoso. As lesdes de doencas respiratérias sao identifi-
cadas por aumento dos foliculos linféides, hiperplasia epitelial e presenga de heterdfilos nos
epitélios aéreos (Barnes & Gross, 1997; Ferreira & Kndbl, 2000).

A infeccao sistémica pode ser reproduzida através da inoculacido da bactéria nos sa-
cos aéreos ou intra-traquéia. Aerossaculites ocorrem em 1 h 30 min apds a infeccao; bacte-
remia e pericardite se desenvolvem em 6 h. Em aves que sobrevivem, lesbes bem desen-
volvidas podem ser observadas em 48 h apds a inoculacdo. A maior parte da mortalidade
ocorre dentro de cinco dias. As aves que sobrevivem a infeccdo apresentam recuperacao
rapida (Barnes & Gross, 1997).
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1.3.2 Celulite aviaria

A celulite aviaria, também conhecida como dermatite necrética, foi primeiramente
descrita por Randall et al., em 1984, na Inglaterra. E uma causa importante de perdas eco-
némicas. Mesmo que ndo ocorram sinais clinicos evidentes ou mortalidade (Norton, 1997),
o0 impacto econémico da celulite esta, sobretudo, na condenacao parcial ou completa das
carcacas e na redugao da velocidade do processamento nos abatedouros para se remover
as carcagas afetadas (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Singer et al., 1999; Ferreira & Knobl,
2000). A celulite € uma das principais causas de condenagao das carcagas na avicultura
(Peighambari et al., 1995; Gomis et al., 1997a).

A doenca é caracterizada por uma reacéao inflamatdria difusa no tecido subcutaneo
que pode se estender ao tecido muscular, frequentemente associada a formacédo de abs-
cessos nas aves. A regidao mais afetada, respondendo por 92 % das lesdes observadas, é a
abdominal, geralmente entre a coxa e linha mediana do corpo (Gomiset al., 1997b; Norton,
1997).

Devido a dificuldade de se perceber as lesbes nas aves em bandos, por afetarem a
pele que esta coberta pelas penas, e a auséncia de sinais clinicos, as lesdes s sao obser-
vadas no processamento (Gomiset al., 1997b; Norton, 1997; Singeret al., 2001).

E. coli é a bactéria mais encontrada nas lesdes de celulite, estando presente em a-
proximadamente 90 % das amostras e sendo a unica bactéria presente em 60 % dos casos.
Também sao encontradas nas lesdes, porém em menores porcentagens, Streptococcus
dysgalactiae, Proteus spp., Aeromonas spp. e Citrobacter freundii (Gomiset al., 1997a; Nor-
ton, 1997).

As lesbes provocadas por E. coli podem variar bastante na sua aparéncia morfoldgi-
ca, desde um moderado exudato heterolitico fibroso bem definido até placas fribrinocaseo-
sas que podem também apresentar granulomas. Nas analises histopatologicas, podem ser
encontradas debris de células que sofreram necrose e células inflamatérias, como células
gigantes polinucleadas, heterdfilos, linfécitos e macréfagos. O tamanho da leséo € variavel,
podendo possuir de 1 a 10 centimetros de didametro, e a sua coloragao pode ser desde um
amarelo claro até um amarelo-ouro ou amarelo-amarronzado acompanhado de hemorragia
(Peighambairi et al., 1995; Fallavena et al., 2000; Singer et al.2001).

A baixa qualidade do criadouro e a qualidade da linhagem das aves sao fatores que

possivelmente contribuam para a celulite aviaria (Barnes & Gross, 1997), assim como a
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densidade dos criadouros cujo aumento propicia que as aves lesionem umas as outras, que
sdo a porta de entrada da bactéria, ja que a infeccdo ndo se estabelece na pele intacta
(Nortonet al., 1997;1999; Fallavena et al., 2000). Ademais, as chances de tais lesdes ocor-
rerem € aumentada pela selegao de aves de alta conversao alimentar e do uso de promoto-
res de crescimento, que nao apresentam a proporcional cobertura de penas (Peighambari et
al., 1995 e Nortonet al., 1999). Na década de 30, o frango demorava 15 semanas para ser
abatido, com um peso médio de 1,5 kg, ao passo que hoje os frangos sédo abatidos em mé-
dia com 6 semanas (43 dias), tendo um peso de 2,34 kg (Norton, 1997; UBA, 2006/2007).

As cepas APEC originarias de lesdes de celulite sdo extremamente diversas em re-
lagdo aos sorogrupos, a suscetibilidade aos antimicrobianos e ao perfil dos fatores de viru-
léncia (Singeret al., 1999). Os sorogrupos mais encontrados em lesdes de celulite s&o os
mesmos encontrados em colissepticemia, como o O1, O2 e O78, embora 33 % das amos-
tras ndo sejam sorotipaveis (Norton, 1997 e Nortonet al., 1999).

As lesdes de celulite podem ser reproduzidas experimentalmente através de arra-
nhdes na pele e subsequente inoculagdo da bactéria (com swab) ou através de inoculagdes
subcutaneas, que desenvolvem lesdes de celulite em 86 % ou 100 % das aves inoculadas,
respectivamente. Apos 18 h da inoculagéo, as primeiras evidéncias das lesdes ja podem ser
observadas (Nortonet al., 1997;1999). Também sao observadas pericardites, aerosaculites,
perihepatites e osteomielites entre 1 e 6 dias apds a inoculacéo, sendo que 30 % das aves
desenvolvem septicemia e morrem. As aves em que sao detectadas lesdes de celulite, 14
dias apds a inoculagédo apresentam uma reducéo significativa no ganho de peso se compa-
rado com o grupo controle (Gomis et al., 1997b). A mortalidade cresce a medida que cresce
a dose bacteriana inoculada na les&o (Norton et al., 1997).

E. coli se mantém nas criagdes apds sucessivos lotes, por um longo periodo, mesmo
com a troca total ou parcial da cama, possivelmente devido a sua permanéncia na poeira e
em equipamentos presentes nas criagdes. Por isso, diferentes criadouros de uma mesma
fazenda podem apresentar populagdes similares de E. coli associadas a celulite (Singeret
al., 2000).
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1.4 Tratamento da Colibacilose

O tratamento da colibacilose é realizado com agentes antimicrobianos, e o sucesso
do tratamento é maior quando a administracdo do medicamento é feita na fase inicial da
doenca. Os antibidticos usados mais frequentemente sdo quinolonas, macrolideos, amino-
glicosideos, betalactamicos, tetraciclinas e sulfonamidas (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

Uma das principais limitagdes do tratamento € a crescente resisténcia aos antimicro-
bianos desenvolvidas por cepas de E. coli (Johnson et al., 2005b) devido ao uso indiscrimi-
nado, prolongado, em concentragdes sub-terapéuticas e com indicagdes terapéuticas ina-
dequadas dos agentes antimicrobianos. Por causa disso, testes de suscetibilidade aos a-
gentes antimicrobianos deveriam ser realizados periodicamente em E. coli isoladas de le-
sdes de colibacilose nos criadouros, a fim de se escolherem os melhores e mais eficientes
agentes antimicrobianos para o tratamento do lote (Barnes & Gross, 1997; Ferreira & Knobl,
2000).

Outra limitacdo é o fato de existirem poucas maneiras de tratar APEC além do em-
prego de antimicrobianos, mesmo que estes apresentem custo elevado e sejam administra-
dos a todas as aves do bando, inclusive as aparentemente saudaveis. A administragao de
antimicrobianos a todo o lote ocorre pela dificuldade de analisar a doenga nos seus primei-
ros estagios nas aves em grandes grupos (Ferreira & Kndbl, 2000).

Essas limitacdes justificam o desenvolvimento de esquemas de prevengao e estra-
tégias sem o uso de antimicrobianos. Além do mais, as exportagcdes de carne de frangos do
Brasil vém sofrendo com barreiras sanitarias que proibem do uso de agentes antimicrobia-
nos na criagao de frangos de corte (Barnes & Gross, 1997; Ferreira & Kndbl, 2000).

Devido ao impacto clinico e econémico das infeccdes por E. coli, existem muitas ra-
zbes para ocorrerem novas pesquisas de epidemiologia molecular. O conhecimento de mais
caracteristicas de fatores de viruléncia das Ex-PEC, envolvidas em bacteremia, pode ser
usado para o desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas, como vacinas inativa-
das contra E. coli. As vacinas atualmente existentes no mercado sdo baseadas no sorotipo,
e por isso sao pouco usadas por serem ineficientes, ja que ha uma grande variedade de
sorogrupos entre as APEC (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

A prevencgao contra a colibacilose baseia-se principalmente em medidas inespecifi-
cas de manejo, pois a ocorréncia da doenga apresenta aspectos multifatoriais relacionados

a higiene geral de criagdo, manejo, clima e nutricdo das aves. Por isso, a ocorréncia da co-
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libacilose pode ser diminuida com o controle da contaminagédo do meio ambiente, monito-
rando parametros como umidade da cama, ventilagdo, poeira, concentracdo de aménia no
ar, temperatura, densidade de aves e eficiéncia no processo de desinfec¢cdo (Dho-Moulin &
Fairbrother, 1999; Ferreira & Knobl, 2000).

O uso de bebedouros do tipo bico (Niple) e o aumento dos intervalos de tempo entre
os lotes tém se mostrado eficientes na reducdo de doencgas respiratérias. A utilizacdo de
probidticos e produtos de exclusdo competitiva podem auxiliar na eliminagdo de amostras
de E. coli patogénica do sistema digestivo das aves. Melhorias no estado imunoldgico corre-
lacionadas aos niveis das vitaminas A, C, D e E e também a adicdo de outras substancias
imunorreguladoras na ragdo e na agua de beber também podem contribuir na prevengao
das doengas (Barnes & Gross, 1997; Ferreira & Knobl, 2000).

1.4.1 Antimicrobianos mais usados no tratamento

O uso de antimicrobianos na produgéo animal pode afetar a saude humana pela pre-
senca de residuos de medicamentos e de bactérias resisténtes nos alimentos derivados
desses animais. Como consequencia, ha risco de transferéncia de patégenos resisténtes de
animais para humanos e posterior transferéncia horizontal dos genes de resisténcia a mi-
crobiota humana (Van den Bogaard et al., 1996; 2000).

O uso de agentes antimicrobianos € a principal forma de controlar a morbidade e
mortalidade causadas por APEC associadas a colibacilose aviaria. Nao ha ainda um con-
senso de quando ou como a administracdo de antibidticos em animais afeta o desenvolvi-
mento e disseminacado da resisténcia a agentes antimicrobianos para patdogenos bacteria-
nos humanos (Lee & Maurer, 2000). No entanto, o uso prudente dos agentes antimicrobia-
nos se faz necessario para preservar os farmacos administrados tanto em animais quanto
em humanos (Gyles, 2008).

Os agentes antimicrobianos também podem ser utilizados para a promog¢ao do cres-
cimento e prevencéo de doengas. Nessas situagdes, sdo administradas doses inferiores as
recomendadas para o tratamento da doenca, o que aumenta as chances de transferéncia

de resisténcia e de mutagdes que podem gerar isolados resistentes (Singer & Hofacre,
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2006). Sao exemplos de promotores de crescimento a bacitracina e a tetaciclina, ambos
testados neste trabalho.

Os agentes antimicrobianos disponiveis para tratar infec¢des do trato respiratorio
causadas por APEC séo limitados. O valor comercial de cada ave é muito baixo, tornando
inviavel a utilizagao de doses individuais de antimicrobianos, como aminoglicosideos e cefa-
losporinas (Singer & Hofacre, 2006).

Devido ao fato de que animais doentes, apesar de ndo se alimentarem, continuam
bebendo agua, os agentes antimicrobianos que podem ser dissolvidos na agua sdo os mais
utilizados. Ja que a bacitracina e a neomicina nao sao bem absorvidas no trato gastrintesti-
nal, os farmacos disponiveis para o tratamento da colibacilose sédo as fluorquinolonas, as
tetraciclinas e as sulfonamidas. Tal limitagdo na disponibilidade de agentes antimicrobianos
para o tratamento de infecgdes por E. coli pode ter resultado em uma forte pressao seletiva
na industria aviaria, e, consequentemente, em altos niveis de resisténcia a sulfonamidas e
tetraciclina em isolados clinicos de APEC (Singer & Hofacre, 2006).

Os antibioticos testados neste trabalho foram selecionados com base na maior utili-
zacao, na industria aviaria brasileira, para promog¢ao do crescimento, tratamento e profilaxia
da colibacilose. Foi selecionado pelo menos um membro de cada uma das classes de anti-

microbianos mais usados.

1.5 Fatores associados a viruléncia

Varios fatores de viruléncia tém sido investigados em cepas APEC isoladas de aves
com colissepticemia. Os fatores mais frequentemente associados a patogenicidade incluem
as fimbrias de aderéncia F1 e Tsh (hemaglutinina sensivel a temperatura); o sistema sidero-
foro aerobactina, que habilita a captura de Fe®* pela bactéria em tecidos pobres neste ion; a
proteina Iss (increased serum survival), supostamente envolvida na resisténcia ao efeito
bactericida do soro; a capsula K e a producéao de colicina V (Dozois et al., 2000; Delicato et
al., 2003; Ewerset al., 2004; Moulin-Schouleur et al., 2006).

No entanto, cepas APEC podem carecer de um ou mais dos fatores de viruléncia e
ainda assim serem patogénicas. Excetuando a fimbria F1, encontrada na grande maioria

das cepas de E. coli, os genes que codificam fatores associados a viruléncia em geral estao
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ausentes nos genomas de cepas nao-virulentas de E. coli (Dozois et al., 2003), sendo fre-
quentemente encontrados em plasmideos (sobretudo plasmideos ColV) ou bacteriéfagos
(Ginnset al., 2000; Johnson et al., 2002; Tivendale et al., 2004; Skyberg et al., 2006). Cepas
APEC distintas geneticamente podem produzir a mesma infec¢do, pois podem apresentar
fatores de viruléncia que, apesar de diferentes, possuem a mesma fungcdo e atuam no
mesmo sitio do hospedeiro (Finlay e Falkow, 1997). Dessa forma, parecem existir estraté-
gias comuns que tornam a bactéria um patogeno eficiente.

Os fatores de viruléncia ja descritos para APEC serdo comentados a seguir.

1.5.1 Adesinas

A aderéncia ao hospedeiro € um passo importante para a colonizagao e ocorre nos
primeiros momentos da interacdo da bactéria com o hospedeiro. E. coli possuem fatores de
adesao especificos, o que lhes permitem colonizar sitios em seu hospedeiro que normal-
mente nao habitariam (Kaperet al., 2004). Na infeccao por E. coli, a colonizacdo de multi-
plos 6rgados ocorre em aves que sobrevivem a septicemia inicial. Em fung¢do disso, a ex-
pressdo de adesinas pode regular a preferéncia por colonizar diferentes 6rgaos durante a
infeccao (Stordeur et al. 2002), tendo sido demonstrado que isolados de celulite aviaria ade-
rem fracamente na superficie da pele, mas fortemente as camadas mais profundas da der-
me do seu hospedeiro (Leclerc et al., 2003).

As estruturas que permitem a adesao da bactéria ao hospedeiro, podem ser fimbria-
das ou afimbriada. Na maioria das vezes, as adesinas formam estruturas morfologicamente
distintas, chamadas fimbrias ou pili. A adesao ao hospedeiro, também pode ser realizada
por proteinas da membrana externa da bactéria. Nem todas as adesinas séo fatores de viru-
|éncia, pois bactérias ndo-patogénicas também podem possuir adesinas para se fixar nas
mucosas do trato-grastrointestinal e nem por isso causam danos ao hospedeiro (Vidotto et
al., 1997; La Ragione & Woodward, 2002).

As adesinas fimbriadas sao filamentos proteinaceos expressos na superficie bacteri-
ana que medeiam a adesao as células do hospedeiro. Uma bactéria pode apresentar mais

de 400 estruturas fimbriadas na sua superficie (Dziva & Stevens, 2008; Antao et al., 2009).
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A fimbria do tipo 1 (F1), primeira estrutura fimbrial identificada, € a adesina mais co-
mum em bactérias gram-negativas, sendo encontrada entre 70 a 100 % dos isolados APEC
(Dho-Moulin & Fairbrother, 1999; Antéo et al., 2009). A fimbria F1 é codificada pelo operon
fim (Type 1 fimbriae D-mannose specific adhesin), que codifica um filamento de 1 a 2 ym
de comprimento presente na superficie bacteriana, composto por varias subunidades. Na
extremidade mais externa da fimbria € encontrada uma lectina (FimH) que reconhece a ma-
nose e promove a aderéncia e colonizagao bacteriana as superficies da mucosa. A fungao
da fimbria F1 na colonizagdo ja foi parcialmente elucidada, tendo sido demonstrado que,
com a delecao do gene fimH, in vitro, a viruléncia da cepa foi atenuada, reduzindo o poder
de adesao e colonizagao da bactéria (Arnéet al., 2000). Em aves, foi observado que a fim-
bria F1 permite a adesao da bactéria aos pulmdes, intestinos, bago e figado (Pourbakhsh, et
al., 1997b; Dozoiset al., 2000).

Outra fimbria importante para APEC ¢é a fimbria P ou F11 (Pyelonephritis-associated
pilus ou P blood antigen), codificada pelo gene cromossdmico pap e descrita pela primeira
vez em UPEC como um pilus associado a pielonefrite (Saueret al., 2000). Na colibacilose
aviaria, sugere-se que a fimbria P esteja relacionada a colonizagdo dos 6rgéos internos, a
fim de causar infecgdes sistémicas, nao sendo expressa nos momentos iniciais da infeccao
(Pourbakhsh et al., 1997a; La Ragione & Woodward, 2002). No entanto, foi demonstrado
que mutantes para pap causaram morte em pintos de 1 dia, indicando que a fimbria P ndo é
essencial para a patogenia e/ou que sua fungédo pode ser compensada por outras adesinas
(Stordeur et al., 2004).

Curli, uma adesina formada por uma estrutura enrolada encontrada na superficie ex-
terna da maioria das cepas de E. coli, é codificada pelo gene crl (Curli fiber gene). Curli esta
relacionado a colonizagao pela bactéria através da sua habilidade de se ligar a fibronectina
que confere a bactéria a capacidade de aderir aos tecidos de aves e contribuir na coloniza-
cao de pintos de 1 dia (La Ragione et al., 2000). Além disso, foi demonstrado por Gopha et
al. (2001) que o curli é essencial para mediar a internalizagcédo de APEC em células eucario-
ticas, tornando-se um fator de viruléncia muito importante que contribui para o inicio da co-
lonizagao.

A fimbria S, outra adesina encontrada em APEC, codificada pelo gene cromossdmico
sfa/focCD (S fimbriae sialic acid-specific and F1C fimbriae), € chamada dessa forma devido
a sua especificidade em se ligar a residuos de acido sidlico. A fimbria S é similar morfologi-
camente as fimbrias P e F1 e faz parte de uma familia de adesinas fimbriadas produzidas

por E. coli extra-intestinais (Hacker et al., 1993). Esta fortemente associada a meningite do
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recém-nascido (NMEC) e a isolados de E. coli associado a sepse (Antao, et al., 2009). A
expressao de sfa esta relacionada as condi¢gdes do ambiente, como temperatura, osmolari-
dade, e presencga de glicose no meio.

O gene iha (Iron-regulated-gene-homologue adhesion), encontrado frequentemente
em cepas de E. coli uropatogénicas humanas, codifica uma adesina, inicialmente caracteri-
zada em E. coli O157:H7, que confere a bactéria a habilidade de aderir ao uroepitélio
(Johnson et al., 2005a).

A fimbria mat, descrita pela primeira vez por Pouttu et al. (2001), é codificada pelo
gene mat (meningitis associated and temperature regulated fimbriae), e sua expressao esta
associada com isolados que causam meningite do recém nascido. Possui uma massa mo-
lecular de 18 kDa e tem a expressao controlada pela temperatura, sendo detectada pouca
fimbria em cultivos bacterianos a 37 oC (Pouttuet al., 2001).

Outra familia de adesinas fimbriadas é a das fimbrias Dr, também denominadas
075X, que sao codificadas pelos genes do operon dra (Dr antigen-specific adhesin) e foram
descritas originalmente como resistentes a manose e independente de hemaglutinagdo. As
fimbrias Dr sdo expressas principalmente em isolados de UPEC pertencentes ao sorogrupo
075, e principalmente no figado e na bexiga de humanos infectados. Em APEC, apresenta
baixa prevaléncia, sendo encontrada em menos de 2 % dos isolados (Antaoet al., 2009).

Entre as adesinas afimbriadas, encontramos a familia afa, codificada pelo gene a-
fa(Afimbrial), que produz uma adesina de estrutura fina e de dificil visualizagdo. A purifica-
cao e caracterizacdo da proteina mostrou que AFA-I é encontrada tanto na superficie da
bactéria quanto livre no meio de cultivo, apresentando-se como um agregado macromolecu-
lar formado por um polipeptideo de 16 kDa de uma unica subunidade repetida. Embora es-
se gene esteja comumente associado a isolados de E. coli patogénica de mamiferos, ele foi
detectado entre isolados de APEC que ndo possuem o gene pap (Stourder et al., 2002).
Também foi demonstrado que AfaD promove a invasao de células epiteliais, € o gene afa
esta associado as E. coli enteropatogénicas e uropatogénicas humanas (Kelleret al., 2002;
Kaperet al., 2004; Antéoet al., 2009).

A Tsh (Temperature sensitive hemagglutinin) adesina responsavel pela aglutinagéao
de eritrocitos em temperaturas inferiores a 26°C, foi descrita pela primeira vez por Provence
& Curtis (1994). Sua sequencia apresenta homologia com proteinas da familia de auto-
transportadores secretadas por bactérias gram-negativas (Stathopoulos et al., 1999). Tsh é
produzido como uma proteina de 140 kDa processada em uma aglutinina de 33 kDa e um

fragmento de 106 kDa com atividade de mucinase (Kobayashi et al., 2007). A Tsh contribui
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para os estagios iniciais da infecg¢ao, incluindo a colonizagdo dos sacos aéreos e pulmoes,
porém nao contribui para a colonizagdo generalizada (Dozoiset al., 2000).

A Hra é uma proteina da membrana externa bacteriana, amplamente distribuido em
cepas UPEC (Srinivasan et al., 2003), que age como uma adesina nao fimbriada e promove
a aglutinacdo de eritrécitos humanos e animais e de células colénicas humanas. E codifica-

da pelo gene hrlA (heat resistance agglutinin) e sua aglutinagao é resistente ao calor.

1.5.2 Invasinas

Uma forma pela qual as bactérias sobrevivem no interior dos seus hospedeiros € pe-
lo processo de invasdo, que proporciona aos microrganismos uma forma de permanecer no
hospedeiro sem estar em contato com os efeitos do soro. Com a invasao, a bactéria pode
se manter no nicho celular a fim de se replicar ou apenas permanecer no interior do hospe-
deiro de forma quiescente.

A forma pela qual APEC atinge a circulagao sistémica, bem como, quando isso ocor-
re, ainda ndo é conhecida. Consequentemente, ndo se sabe se a entrada na circulagao
sanguinea ocorre pela invasédo do epitélio ou pela fagocitose dos macréfagos (Dziva & Ste-
vens, 2008). Experimentos in vitro mostraram que APEC é capaz de se manter de maneira
viavel dentro de macréfagos primarios por até 24 horas (Mellata et al., 2003).

Os mediadores bacterianos responsaveis pelo translado de Ex-PEC através das su-
perficies das mucosas nado estdo bem definidos. Para NMEC, foi demostrado que a passa-
gem da barreira hemato-encefélica € mediada por uma invasina codificada pelo gene ibeA
(Invasion of brain endothelium). No entanto, esse mecanismo de invasao ainda nao esta
totalmente elucidado. Em aves, foi sugerido que ibeA esteja relacionada com a invasdo do
epitélio dos pulmdes e, consequentemente, com passagem de bactéria para a circulagao
sanguinea (Germon et al., 2005; Moulin-Schouleur et al., 2006).

Uma invasina em potencial identificada em APEC é o homologo de proteina Tia (to-
xigenic invasion locus in ETEC strains), que foi descrita primeiramente para E. coli enteroto-
xigénica. Essa proteina influencia na adeséo e na invasdo de células de cultura ileocecais

humanas e epitélio colénico (Fleckenstein et al., 1996).
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Outro fator relacionado a invaséo € a ilha de patogenicidade gimB (Genetic island
associated with newborn meningitis), uma regido no DNA associado a isolados de NMEC,
envolvida na manutencdo dos altos niveis de bacteremia caracteristicos da doenga (Bona-
corsi et al., 2002).

1.5.3 Resisténcia ao soro

As bactérias E. coli patogénicas aviarias s&o, na maioria das vezes, resistentes a a-
¢ao do soro (Ngeleka et al., 1996). A resisténcia é conferida por uma conjuncéo de fatores,
combinando os efeitos do LPS (lipopolissacarideo), produ¢cao de aerobactina, capsula K,
antigeno O e proteinas de membrana (Wooley et al., 1992; La Ragione & Woodward, 2002).

Muitas E. coli possuem plasmideos que contém o gene da colicina V (gene cvil/cva,
Structural genes of colicin V operon). As colicinas sdo bacteriocinas letais ou que reduzem o
crescimento de outras bactérias que nao as produzem. A colicina V foi correlacionada a co-
lissepticemia aviaria pela primeira vez por Vidoto et al. (1990). O plasmideo ColV pode pos-
suir outros fatores de viruléncia, como genes para motilidade, resisténcia ao soro, sistemas
sideréforos e adesinas (La Ragione & Woodward, 2002). A expressao da colicina V por si s
nao estava associada como um fator de viruléncia, mas sua presenca serve como marcador
para outros fatores presentes no plasmideo. Entretanto, no trabalho de Zhaoet al. (2009) foi
observada a expressao da colicina V em pintos de um dia infectados por uma cepa APEC,
indicando que a colicina, por si s6, seria um fator associado a viruléncia importante para a
infecgao.

O gene que codifica a proteina Iss (increased serum survival), uma lipoproteina da
membrana externa que apresenta propriedades contra o efeito do soro, foi descrito pela
primeira vez por Binnset al. (1979) e é encontrado em plasmideos ColV. Acredita-se que Iss
previna a deposi¢cdo do complexo de ataque de membrana do complemento por um meca-
nismo ainda desconhecido. Ha trabalhos que sugerem que o iss € mais importante na pato-
genicidade de E. coli aviarias do que na de E. coli humanas (Nolanet al., 2003; Dziva & Ste-
vens, 2008).

Outro fator importante na resisténcia ao soro é a proteina codificada pelo gene traT

(Transfer Protein), que pode estar presente no plasmideo de ColV ou em outros grandes
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plasmideos. Assim como a Iss, traT € uma lipoproteina de membrana presente na superficie
externa da bactéria. Foi demostrado que a proteina TraT aumenta a sobrevivéncia das célu-
las na presencga do soro por antagonizar a deposi¢céo de C3 e inibir a formagao do complexo
C5b6 (Sukupolvi et al., 1990; Wooley et al., 1992).

A capsula do tipo K1, codificada pelo gene neuC (K1 capsular polysaccharide), foi i-
dentificada por Brée et al. (1989) em isolados de APEC. A capsula, composta por um polis-
sacarideo de acido polisialico, possui propriedades anti-fagociticas e esta associada as in-
feccdes extra-intestinais, tanto na septicemia quanto na celulite (Ngeleka et al.,1996). A
capsula K1 é um fator associado a viruléncia essencial para NMEC causar a mengite do
recém-nascido (La Ragione & Woodward, 2002; Kim, 2003).

Os genes kpsMT Il (Group Il capsule antigens) codificam as proteinas KpsM, uma
proteina de membrana, e KpsT, uma ATPase que constituem o transportador ABC2 (casse-
te tipo 2 de ligagao a ATP), envolvido na exportagédo de polissacarideos da membrana celu-
lar (Arecubieta et al., 2000).

O gene cromossémico ompA (Outer membrane protein) codifica uma proteina da
membrana externa produzida por E. coli e outras enterobactérias. OmpA, presente na maio-
ria dos isolados de APEC, possui as fungdes de adesina e invasina, participa da formagao
de biofilmes, age como uma marcadora imunolégica e serve de receptor para varios bacte-
riofagos (Nolanet al., 2003; Smithet al., 2007).

1.5.4 Sistemas de aquisicao de ferro

A baixa concentragao de ferro livre nos meios fisioldgicos dos animais nao € suficien-
te para permitir o crescimento bacteriano, que requer uma concentragéo de 10° mol.L-1 de
ferro. Grande parte das bactérias patogénicas extra-intestinais desenvolveu sistemas de
alta afinidade para aquisicdo de ferro, que competem com os sideréforos dos hospedeiros,
como as trasferrinas, e que permitem o crescimento bacteriano em locais de baixas concen-
tracdes de ferro (Norton, 1997; Dho-Moulin & Fairbrother, 1999).

O sistema da aerobactina € o siderdforo melhor caracterizado descrito como parte de
uma ilha de patogenicidade de Shigella por Vokes et al. (1999). A aerobactina é codificada

pelo operon composto pelos genes iucABC e iut, que podem estar em plasmideos ou no
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cromossomo, sendo que luc codifica o sideroforo hidroxamato que capta o ferro, e lut codifi-
ca o receptor da aerobactina. A aerobactina esta correlacionada a causa de colissepticemia
em frangos (Vidotto et al., 1990; JANBEN et al., 2001; La Ragione & Woodward, 2002), visto
que a insercao do conjunto desses genes em uma bactéria comensal aumenta a letalidade
em embrides de pinto e a habilidade de colonizar figado de camundongo (Skyberg et al.,
2006).

A salmoquelina, fator que aumenta a viruléncia bacteriana, € outro sideréforo locali-
zado em uma ilha de patogenicidade encontrada no plasmideo ColV, codificada pelos ge-
nes iroBCDEN (catecholate siderophore salmochelin receptor). Foi demonstrado que a ex-
pressao da proteina IroN é regulada de acordo com a concentragcao de ferro presente no
meio e aumentada na presenga de urina humana, fluido ascitico ou sangue, de acordo com
a origem das respectivas cepas de E. coli utilizadas (Sorsa et al., 2003).

O sistema transportador de ferro é codificado pelo gene sitABCD(Salmonella iron
transport system gene), que pode ser encontrado tanto no cromossomo quanto no episso-
mo. O sitABCD codifica permeases (proteinas integrais de membrana) que conferem a cepa
APEC um aumento na multiplicagao celular devido ao aumento na captura de ferro e man-
ganés. Também atuam contra o estresse oxidativo, sendo possivelmente requeridos duran-
te a interacao com fagadcitos (Sabriet al., 2006; 2008).

Outros genes relacionados a aquisigao de ferro pela bactéria sao fyuA (Ferric yersi-
nia uptake - yersiniabactin receptor) e irp2 (Iron repressible protein yersiniabactin synthesis),
descritos pela primeira vez em Yersinia enterocolitica e ja encontrados em E. coli enterocoli-
tica patogénica para humanos e em cepas APEC. O gene fyuA codifica uma proteina que
atua na captacgéo de ferro, e irp2 codifica uma proteina repressivel ao ferro (Gophnaet al.,
2001; La Ragione & Woodward, 2002; Schubert et al., 2002).

O siderdéforo codificado pelo gene chuA (Heme receptor gene - E. coli haem utilizati-
on) foi detectado em um levantamento por STM (signature-tagged mutagenesis) de APEC
02 (IMT5155) em frangos, sugerindo seu envolvimento nos mecanismos de viruléncia (Li, et
al., 2005).

Sugere-se que o gene ireA (Iron-responsive element), identificado por Russoet al.
(2001) em um isolado de UPEC, esteja relacionado a captacao de ferro. Sabe-se que ireA
possui sua expressdo aumentada na urina de humanos e contribui significativamente para a

colonizagéo da bexiga de camundongos (Russoet al., 2001).
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1.5.5 Toxinas

As bactérias patogénicas podem produzir substancias que sao toéxicas direta ou indi-
retamente para as células do seu hospedeiro (Finlay & Falkow, 1997).

A toxina autotransportadora vacuolizante, produto do gene vat (vacuolating auto-
transporter toxin), induz a formagéo de vacuolos intracelulares, resultando em um efeito ci-
totoxico similar aos efeitos causados pela toxina VacA de Helicobacter pylori (Parreiraet al.,
2003).

EAST1 (heat stable cytotoxin associated with enteroaggregative E. coli), a proteina
codificada pelo gene astA, que esta localizado em um transposon, apresenta alta similari-
dade com a toxina estavel ao calor de ETEC. Ainda nao foi determinado onde essa toxina &
secretada. No entanto, sabe-se que astA € amplamente distribuida entre diferentes catego-
rias de E. coli patogénicas intestinais tanto em humanos quanto em animais (JanBenet al.,
2001).

A hemolisina A ou a-hemolisina, descrita pela primeira vez em APEC por Nagaiet al.
(1998), é codificada pelo gene hlyA (Hemolysin A), sendo produzida por algumas bactérias
gram-negativas. A hemolisina é secretada por um sistema de secrecao tipo | (Finlay
&Falkow, 1997; La Ragione & Woodward, 2002).

A toxina codificada pelo gene cnf 1/2 (Cytotoxic necrotizing factor) esta relacionada a
producao de a-hemolisina. Foi observado que, em células VERO, cnfl/2 leva a formacao de
células gigantes, multinucleadas e causa morte celular (De Rycke et al., 1999).

O gene sat (secreted autotransporter toxin) codifica uma proteina de 107 kDa, descri-
ta pela primeira vez por Guyeret al. (2000). Sat possui atividade de serino-protease, e é cito-
toxica para células VERO de figado, HK-2 de bexiga e HEp-2, sendo mais comumente ex-

pressa em isolados UPEC de pacientes com pielonefrite (Guyeret al., 2000).

1.5.6 Outros fatores de viruléncia

Existem outros fatores de viruléncia, que ndao se enquadram nas descricdes anterio-

res por apresentarem diferentes atividades.
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A proteina codificada pelo gene pic (Serine protease autotransporter) foi originalmen-
te identificada em cultura de E. coli enteroagregativa e possui atividade serino-protease
(Heimeret al., 2004).

Ja as ilhas de patogenicidade malX (Pathogenicity-associated island marker), anteri-
ormente consideradas apenas marcadores de patogenicidade, sdo atualmente considera-

das como contribuintes para a patogenicidade da septicemia aviaria (Johnson et al., 2005).
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2. OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem por objetivos:
1. Avaliar a suscetibilidade de isolados de E. coli recuperados de lesdes de celulite e
isolados de infecgdes sistémicas de frangos de corte em relagdo aos principais agentes an-

timicrobianos empregados na avicultura;

2. Detectar a presenca dos principais fatores associados a viruléncia por Reagao de

Polimerase em Cadeia (PCR) Multiplex;

3. Realizar a tipagem filogenética através do método ECOR,;

4. Analisar o perfil filogenético dos isolados de celulite e colissepticemia pelo método

de variagao do espagamento intergénico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas bacterianas utilizadas

Foi utilizado nesse trabalho um total de 185 isolados de E. coli patogénica aviaria, di-
vididos em dois grupos, sendo 144 isolados, obtidos a partir de graves lesdes de celulites
em frangos de corte, provenientes de abatedouros da regidao norte do estado do Paran3; e
41 isolados de infecgao sistémica (colissepticemia) em frangos de corte, provenientes de
abatedouros da regido metropolitana de Porto Alegre, no estado do Rio Grande do Sul. As
amostras de celulite foram isoladas no periodo de outubro de 2006 a maio de 2007; e as
amostras de colissepticemia foram isoladas no periodo de setembro a novembro de 2007.
Os isolados de colissepticemia foram obtidos da carcaca e de diferentes 6rgaos da ave, in-
cluindo coragéo, sacos aéreos, figado e intestino.

Todos os isolados foram obtidos no abatedouro, de frangos com idade média de 49
dias (7 semanas) recém-sacrificados, fornecidos pelo Dr. Benito de Guimaraes Brito do Ins-
tituto de Pesquisa Veterinaria Desidério Finamor.

As amostras foram recebidas em LB-agar (Luria Bertani agar) inclinado, a partir dos
quais foram feitos estoques em caldo LB com 20% de glicerol e foram armazenados a -80°
C.

Como controles positivos para a analise dos fatores de viruléncia foram utilizados as
cepas IMT2470, IMT5155, IMT7920, IMT9267 e TK3 (Ewerset al., 2007) fornecidas pela
Dra. Crista Ewers do Institut fur Mikrobiologie und Tierseuchen, da Freie Universiat Berlin,

em Berlim, Alemanha (Tabela 1).
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Tabela 1. Cepas padrao para a Reagao Multiplex

Gene(s) ou Descricso IMT  IMT TK3 IMT  IMT
operon & 9096 2470 5155 9270 7240
Adesinas
afa/draB Afimbrial/ Dr antigen-specific adhesin - - - -
crl Curli fiber gene + + + -
fimC Type 1 fimbriae (D-mannose specific adhesin) + + + +
hra Heat-resistant agglutinin + - - +
iha Iron-regulated-gene-homologue adhesin - - - -
papC Pilus associated with pyelonephritis + - + +
sfa/ffocCD S fimbriae (sialic acid-specific) and F1C fimbriae - - - -
tshl Temperature sensitive hemagglutinin + + - -
mat Meningitis assouateq anq temperature regulated + + + +
fimbriae
Sideréforos
chuA Heme receptor gene (E. coli haem utilization) + + + +
fyuA Ferric yersinia uptake (yersiniabactin receptor) + + + +
ireA Iron-responsive element + + + +
iroN 1 Catecholate siderophore (salmochelin) receptor + + + +
irp2 Iron repressible protein (yersiniabactin synthesis) + + + +
iucD1 Aerobactin synthesis + + -
sitD chr. Salmonella iron transport system gene +
sitD ep.1 Salmonella iron transport system gene + + -
Resisténcia ao Soro
cvileval Structural genes of colicin V operon (Microcin + + + )
ColV)
issl Increased serum survival + + + +
neuC K1 capsular polysaccharide + + + +
KpsMT I Group Il capsule antigens + + + +
ompA Outer membrane protein + + + +
traT Transfer Protein + + + -
Toxinas
EASTL1 (heat stable cytotoxin associated with en-
astA . - + - - -
teroaggregative E. coli)
cnfl/2 Cytotoxic necrotizing factor - - - +
sat Secreted autotransporter toxin - - - +
vat Vacuolating autotransporter toxin + + + +
hlyA Hemolysin A - - - +
Invasinas
gimB Genetic island associated with newborn meningitis + + + +
ibeA Invasion of brain endothelium + + - +
tia Toxigenic invasion locus in ETEC strains + - + +
Diversos
pic Serin protease autotransporter - - -
malX Pathogenicity-associated island marker + + +
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3.2 Métodos de identificacdo

A confirmacgao que as amostras recebidas eram de E. coli foi realizada por meio de
testes bioquimicos, para avaliar a fermentagcdo da lactose, glicose, sacarose, formagao de
gas COg, hidrdlise da uréia e produgao de HS.

Primeiramente os isolados foram inoculados em agar MacConkey (Acumedia) a fim
de verificar se os mesmos eram Gram-negativos e positivos para a fermentagéo da lactose,
0 que se verifica pela coloragao résea da colbnia.

Para realizar o ensaio TSI (trés acgucares e ferro), que determina a capacidade da
bactéria de utilizar os carboidratos incorporados no meio (glicose, lactose, sacarose), com
ou sem producdo de gas e H,S, a amostra foi inoculada através de uma picada com a agu-
Ilha de platina até o fundo do agar TSI (Vetec) inclinado, seguido de estriamento na superfi-
cie do meio. Apds incubagao a 37 °C durante a noite, foi realizada a leitura do resultado. A
coloragdo amarela no apice do tubo indica que a bactéria fermenta lactose; a manutengcao
da cor original do meio, indica que ndo ha fermentacéo. A coloragdo amarela no fundo do
tubo indica que a bactéria fermenta glicose; enquanto que a manutengado da cor do meio
indica que nao ha fermentacdo. A producédo de gas é detectada pelo aparecimento de bo-
Ihas de ar ou rachaduras no meio; em caso de auséncia destas, a bactéria € considerada
nao produtora de gas. Ademais, a identificagdo da produgéo de H,S é observada através de
precipitado preto no fundo do tubo.

Todos os isolados testados apresentaram fermentacédo de lactose e glicose, produ-
céo de gas e auséncia da produgao de H,S, indicando para E. coli.

Para testar a capacidade da bactéria de produzir urease, foi realizado o teste com
uréia base (Vetec). Para isso foi feita uma estria na superficie desse meio com indculo a-
bundante e este foi incubado a 37 °C durante a noite. A interpretagao do resultado do teste
foi realizada, utilizando como controle positivo uma cepa de Klebsiella sp.. O teste € consi-
derado positivo quando o meio se torna rosa devido a alcalinizagao resultante da agcao da
urease. Quando a coloragado do meio € mantida, a amostra é considerada urease-negativa.

Todos os isolados testados foram negativos para a produgédo de urease, indicando

para E. coli.
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3.3 Método de difusdo com discos Kirby e Bauer

A fim de avaliar a suscetibilidade das amostras a diferentes agentes antimicrobianos,
foi empregado o método de difusdo com discos, descrito por Kirby e Bauer (1966). Para a
realizacéo do teste de difusdo com discos, os isolados foram retirados do estoque e cresci-
dos em meio BHI (brain heart broth) (Merck) durante a noite, a 37 °C, sob agitacédo orbital
(80 ver/min). Duzentos microlitros da suspenséao resultante foram diluidos a 5 mL de meio
BHI e as amostras foram crescidas até o inicio da fase exponencial (com absorbancia de
0,3 a 0,4 no comprimento de onda 600 nm, o que corresponde a aproximadamente 10°
UFC/ mL). Em seguida, as bactérias foram semeadas sobre a superficie de agar Mueller-
Hinton (Difco), contido em placas de Petri de 14 cm de didmetro, com o auxilio de swab.
Apods foram depositados sobre a superficie do agar (com pinga estéril) os discos com os
antibioticos a serem testados. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e a leitura dos
diametros dos halos de inibicido foi realizada com o auxilio de um paquimetro. Os didmetros
foram comparados com uma tabela padrao do CLSI, que classifica as bactérias como sen-
siveis, intermediarias ou resistentes de acordo com o didmetro da zona de inibicdo em mili-
metros (mm).

Foram testadas 15 agentes antimicrobianas (Cefar): ampicilina 10 Ul bacitracina 10
Ul; cefalotina 30 ug; ceftiofur 30 ug; ciprofloxacino 5 ug; cloranfenicol 30 pg; enrofloxacino 5
Mg; gentamicina 10 ug; neomicina 30 ug; nitrofurantoina 300 ug; norfloxacino 10 pg; sulfo-
namidas 23,75 ug, + trimetoprima 1,25 ug; sulfonamidas 300 ug; tetraciclina 30 pg; trimeto-
prima 5 ug.

3.4 Extracao de DNA

A extracdo do DNA foi realizada através do método de fervura: 3 a 4 colénias bacte-
rianas foram ressuspendidas em 200 uL de agua milli-Q, a suspensao foi resfriada a -20 °C
por 10 minutos e em seguida incubada em banho a 100 °C por 10 minutos. Apds, as amos-
tras foram centrifugadas a 14000 g por 10 minutos e mantidas a 4 °C para serem usadas
posteriormente na reagdo da polimerase em cadeia (PCR), tipagem filogenética analise e
filogenética.
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3.5 Reacgéo da polimerase em cadeia multiplex

A deteccao de fatores associados a viruléncia foi realizada através de 5 Reacgdes de
Polimerase em Cadeia Multiplex, para amplificar um total de 33 genes, conforme descrito
por Ewers et al., 2007. A detecgdo dos genes foi separada em 5 grupos (multiplex) confor-
me descrito na Tabela 1 e 2.

Todas as reagdes foram preparadas utilizando uma mistura de 25 pL (em agua Milli-
Q), contendo 2,5 pL de tampéo de PCR 10 X, 2,0 uyL de 50 mM MgCl,, 2 U Taqg DNA-
polimerase (CENBIOT), 0,5 yL de cada dNTP 10 mM, 0,1 uL (10 pmol) do par de oligonu-
cleotideos iniciadores e 4 uL da amostra de DNA.

As reagbes foram feitas em termociclador (PCR Sprint, Thermo) nas seguintes con-
digdes: 3 minutos a 94 °C, 25 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 58 °C e 3 mi-
nutos a 68 °C, com um ciclo final de 10 minutos a 72 °C e apds as reacgdes foram mantidas
a4 °C.

A eletroforese em gel 1,5 % agarose com tampé&o Tris-borato-EDTA (TBE) 1 X dos
amplicons foi realizada e comparada com o marcador tamanho molecular de 100 pb (Invi-

trogen).
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Tabela 2. Oligonucleotideos usados para a deteccéo de genes associados a virulén-

cia em cepas APEC.

Gene(s) Descrigéo Sequencia do oligonucleotideo iniciador Tamanho doReferéncia
ou ope (5°-3"; senso/antisenso) amplicon
ron
Mulltiplex |
sfa/focCDS fimbriae (sialic acid-GTCCTGACTCATCTGAAACTGCA 1222 Ewerset
specific) and F1C fimbriae CGGAGAACTGGGTGCATCTTA pb al.,2007
malX Pathogenicity-associated @~ GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 921 Johnson e
island marker TCGCCACCAATCACAGCCGAAC pb Stell, 2000
neuC K1 capsular polysaccharide GGTGGTACATTCCGGGATGTC 675 Watt el al,
AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG pb 2003
iha Iron-regulated-gene- TAGTGCGTTGGGTTATCGCTC 608 Ewerset
homologue adhesin AAGCCAGAGTGGTTATTCGC pb al.,2007
hrlA Heat-resistant agglutinin TCACTTGCAGACCAGCGTTTC 540 Ewerset
GTAACTCACACTGCTGTCACCT pb al.,2007
fimC Type 1 fimbriae (D-GGGTAGAAAATGCCGATGGTG 496 Janssenet al.,
mannose specific adhesin) CGTCATTTTGGGGGTAAGTGC pb 2001
pic Serin protease autotrans-ACTGGATCTTAAGGCTCAGG 410 Ewerset
porter TGGAATATCAGGGTGCCACT pb al.,2007
kpsMT Il Group Il capsule antigens  gcgcatttgctgatactgttg 269 Johnson e
CATCCAGACGATAAGCATGAGCA pb Stell, 2000
Mulltiplex Il
sitD ep. Salmonella iron transportCTATCGAGCAGGTGAGGA 1032 Ewerset
system gene TTGAGAACGACAGCGACTTC pb al.,2007
ompA  Outer membrane protein  AGCTATCGCGATTGCAGTG 918 Ewerset
GGTGTTGCCAGTAACCGG pb al.,2007
iroN1  Catecholate siderophoreATCCTCTGGTCGCTAACTG 846 Ewerset
(salmochelin) receptor CTGCACTGGAAGAACTGTTCT pb al.,2007
gimB Genetic island associatedTCCAGATTGAGCATATCCC 736 Ewerset
with newborn meningitis CCTGTAACATGTTGGCTTCA pb al.,2007
sitD chr. Salmonella iron transportACTCCCATACACAGGATCTG 553 Ewerset
system gene CTGTCTGTGTCCGGAATGA pb al.,2007
traT Transfer Protein GTGGTGCGATGAGCACAG 429 Ewerset
TAGTTCACATCTTCCACCATCG pb al.,2007
ibeA Invasion of brain endotheli-TGGAACCCGCTCGTAATATAC 341 Ewerset
um CTGCCTGTTCAAGCATTGCA pb al.,2007
chuA Heme receptor gene (E. coliGACGAACCAACGGTCAGGAT 278 Clermont et al.,
haem utilization) TGCCGCCAGTACCAAAGACA pb 2000
Mulltiplex 1l
vat Vacuolating autotransporterTCCTGGGACATAATGGTCAG 980 Ewerset
toxin GTGTCAGAACGGAATTGTC pb al.,2004
tsh Temperature sensitive he-ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 823 Ewerset
magglutinin CTTCCGATGTTCTGAACGT pb al.,2004
iucD Aerobactin synthesis ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC 710 Janssenet al.,
CCTGATCCAGATGATGCTC pb 2001
cvilcva  Structural genes of colicin VTCCAAGCGGACCCCTTATAG 597 Ewerset
operon CGCAGCATAGTTCCATGCT pb al.,2007
papC Pilus associated with pyelo-TGATATCACGCAGTCAGTAGC 500 JAanssenet al.,
nephritis CCGGCCATATTCACATAAC pb 2001
irp2 Iron repressible protein AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 286 Schubertet al.,
(yersiniabactin synthesis) TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT pb 1998
iss Increased serum survival ATCACATAGGATTCTGCCG 309 Ewerset
CAGCGGAGTATAGATGCCA pb al.,2005
astA heat stable cytotoxin asso-TGCCATCAACACAGTATATCC 110 Yamamotoe e
ciated with enteroaggrega-TCAGGTCGCGAGTGACGGC pb Cherria 1996

tive E. coli
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Gene(s) Descricdo

Sequencia do oligonucleotideo iniciador

Tamanho doReferéncia

ou ope (5"-3"; senso/antisenso) amplicon
ron
Mulltiplex IV
mat Meningitis associated andTATACGCTGGACTGAGTCGTG 900 Ewerset
temperature regulated fim-CAGGTAGCGTCGAACTGTA pb al.,2007
briae
fyuA Ferric yersinia uptake GCGACGGGAAGCGATGACTTA 774  Schubertet al.,
(yersiniabactin receptor) CGCAGTAGGCACGATGTTGTA pb 1998
tia Toxigenic invasion locus iNnAGCGCTTCCGTCAGGACTT 512 Ewerset
ETEC strains ACCAGCATCCAGATAGCGAT pb al.,2007
ireA Iron-responsive elementATTGCCGTGATGTGTTCTGC 384 Ewerset
(putative catecholate side-CACGGATCACTTCAATGCGT pb al.,2007
rophore receptor)
crlA Curli fiber gene TTTCGATTGTCTGGCTGTATG 270 Maureret al.,
CTTCAGATTCAGCGTCGTC pb 1998
Mulltiplex V
afa/drab Afimbrial/ Dr antigen-TAAGGAAGTGAAGGAGCGTG 809 Ewerset
specific adhesin CCAGTAACTGTCCGTGACA pb al.,2007
sat Secreted autotransporterTGCTGGCTCTGGAGGAAC 667 Ewerset
toxin TTGAACATTCAGAGTACCGGG pb al.,2007
cnf1/2  Cytotoxic necrotizing factor TCGTTATAAAATCAAACAGTG 446 Ewerset
CTTTACAATATTGACATGCTG pb al.,2004
hlyA Hemolysin A GTCCATTGCCGATAAGTTTLAAGTAATTTTTGCCGTGTTTT350 Ewerset
pb al.,2004

42



3.6 Tipagem Filogenética

A tipagem filogenética foi realizada através do método descrito por Clermont, et al.,
2000.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em 20 uL contendo 2 pL 10x tampéo
PCR, 1,2 yL 50 mM MgCl,, 2,5 U Taq DNA polimerase (CENBIOT), 0,5 yL 10 mM de cada
dNTP, 0,1 uL (100 pmol) de cada par de oligonucleotideos iniciadores (chuA for 5° GACGA-
ACCAACGGTCAGGAT 3’ e chuA rev 5 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 3’; yjaA for &
TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 3’ yjaA rev 5 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 3’; TspE4 for
5 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 3’ e TspE4C2 rev 5 CGCGCCAACAAAGTATTACG 3’) e
3 yL (40 ng) DNA da amostra. As reagdes foram submetidas as seguintes condi¢gdes em um
termociclador (PCR Sprint, Thermo): 4 min a 94 °C, 30 ciclosde 5sa 94 °Ce 10sa 59 °C
com um ciclo final de 5 min a 72 °C, e posteriormente mantidos a 4 °C

A eletroforese em gel 1,5 % agarose com tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 1 X dos
amplicons foi realizada e comparada com o marcador de tamanho molecular de 100 pb (In-

vitrogen).

3.7 Andlise Filogenética

A analise do perfil filogenético foi realizada pelo método ARDRA (Analise de Restri-
¢ao de DNA Ribossémico Amplificado) conforme descrito por Garcia-Martinez, et al., 1996a.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em 50 uL contendo 5 pyL 10x tampao
PCR, 1,5 yL 50 mM MgCl, , 2 U Tag DNA polimerase (CENBIOT), 1 yL 10 mM de cada
dNTP, 0,6 yL (600 pmol) do par de oligonucleotideos iniciadores (16S14F for 5 CTT GTA
CAC ACC GCC CGT C 3 e 23S1Rrev5 GGG TTT CCC CAT TCG GAAATC 3’)e 4 L
(40 ng) de DNA da amostra. As reagdes foram submetidas as seguintes condicdées em um
termociclador (PCR Sprint, Thermo): 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 55 °C, e 2 min a 72
°C, com um ciclo final de 5 min a 72 °C, e posteriormente mantidos a 4 °C.

Oito pL do produto da PCR foram digeridos com 5 U das enzimas de restricao Rsal,

Hinfl ou Tagl e 5 yL do tampao correspondente. A reacao foi incubada na temperatura de
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37 °C (Rsal ou Hinfl ) (Promega) ou 65 °C (Taql) (Ludwig Biotec) por 6 h e entdo mantidas
a4 °C.

A eletroforese em gel 1,5 % agarose com tampé&o Tris-borato-EDTA (TBE) 1 X dos
amplicons foi realizada e comparada com o marcador de tamanho molecular de 100 pb (In-
vitrogen).

O dendograma foi gerado pelo programa NTSYSpc verséo 2.0, através da utilizagéo
do método estatistico UPGMA.

3.8 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa SPSS (Statistical Package
for the Social Science) versdo 16.0. A comparagao das proporgdes para uma caracteristica
particular nas diferentes populacdes foi testada usando a comparacao de Pearson, com p <

0.01 indicando significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 Suscetibilidade aos agentes antimicrobianos

O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de
cepas de E. coli isoladas de lesdes localizadas (celulite) e de infecgdes sistémicas (colis-
septicemia) em frangos de corte. O perfil desses isolados foi comparado ao perfil de susce-
tibilidade a antimicrobianos de cepas APEC de diferentes paises. Foram utilizadas 144 iso-
lados de E. coli obtidos de lesbes severas de celulite e 41 isolados obtidos de colisseptice-
mia, de frangos de corte do Parana e do Rio Grande do Sul, respectivamente. E importante
ressaltar que os isolados foram provenientes de granjas que nao utilizam agentes antimi-
crobianos na promogao do crescimento desde o inicio dos anos 2000.

De maneira geral os isolados de APEC foram sensiveis a maioria dos agentes anti-
microbianos testados (Tabela 3), com exce¢ao da tetraciclina (70% de resisténcia) e das
sulfonamidas, (60 % de resisténcia) (Fig. 2). Nos isolados de colissepticemia, além da resis-
téncia a tetraciclina e sulfonamidas, foi observada resisténcia aos agentes antimicrobianos
que atuam na parece celular, como ampicilina (85 %), bacitracina (73 %), cefalotina (73 %)
e ceftiofur (63 %) (Fig. 2 B) Enquanto nos isolados de colissepticemia, foi observada uma
resisténcia de 92,7 % a pelo menos um desses agentes, nos isolados de celulite essa resis-
téncia foi de 29,2 % (Tabela 3).

A excessdo dos antimicrobianos que atuam na parede celular, os isolados de celulite
apresentaram padrao de resisténcia muito semelhante ao dos isolados de colissepticemia.
para os agentes antimicrobianos que possuem outros sitios de agédo. Foi observado que,
com excessao das sulfonamidas, 23,7 % dos isolados de APEC (celulite e colissepticemia)
foram resistentes a um dos agentes antimicrobianos que atuam antagonizando a atividade
do metabolismo (trimetoprim, sulfonamidas + trimetoprim); com excessédo da tetraciclina,
17,8 % dos isolados apresentaram resisténcia a 1 dos agentes antimicrobianos que atuam
na inibicdo da sintese proteica (cloranfenicol, gentamicina, neomicina); e apenas 9,5 % dos
isolados foram resistentes a um dos agentes antimicrobianos que atuam inibindo a sintese

de acidos nucléicos (ciprofloxacino, norfloxacino, enrofloxacino) (Fig. 2).
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Em quase todos os isolados de APEC foi observada resisténcia a pelo menos um
dos agentes antimicrobianos testados (Fig. 3), e nenhum farmaco apresentou eficiéncia co-
mo antimicrobiano para todas as cepas testadas.

Cinquenta e um por cento dos isolados de colissepticemia e 16 % dos isolados de
celulite apresentaram resisténcia a mais de 5 agentes antimicrobianos. Os isolados de celu-

lite foram mais sensiveis aos agentes antimicrobianos do que os isolados de colissepticemia
(Fig. 3).
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Figura. 2. Suscetibilidade a 15 agentes antimicrobianos. Resultados do teste de di-
fusdo em discos para (A) 144 isolados de APEC de lesdes de celulite e (B) 41 isolados de

colissepticemia.
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Figura. 3. Padrao de Multi-resiténcia dos Isolados de APEC. Resultados da resistén-

cia a agentes antimicrobianos para (A) isolados de celulite e (B) isolados de colisepticemia.
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Tabela 3. Resisténcia aos Agentes Antimicrobianos em Isolados de Celulite e de Co-

lissepticemia.
Resisténcia Celulite Colissepticemia Total
antimicrobianos n=144 (%) n=41 (%) n=185 (%)
ampicilina 10 un 40 (27.7) 35 (85.4) 75 (40.5)
bacitracina 10 un 13 (9.0) 30 (73.2) 43 (23.2)
cefalotina 30 ug 11 (7.6) 30 (73.2) 41 (22.2)
ceftiofur 30 ug 4 (2.8) 26 (63.4) 30 (16.2)
ciprofloxacino 5 ug 10 (6.9) 1(2.5) 11 (5.9)
cloranfenicol 30 ug 9 (6.3) 3(7.3) 12 (6.5)
enrofloxacino 5 ug 17 (11.8) 5(12.2) 22 (11.9)
gentamicina 10 ug 12 (8.3) 5(12.2) 17 (9.2)
neomicina 30 ug 2(1.4) 11 (26.9) 13 (7.0)
nitrofurantoina 300 ug 1(0.7) 5(12.2) 6 (3.2)
norfloxacino 10 ug 2(1.4) 3(7.3) 5(2.7)
tetraciclina 30 ug 103 (71.5) 24 (58.5) 127 (68.6)
sulfonamidas 300 ug 87 (60.4) 22 (53.6) 109 (58.9)
trimetoprim 5 ug 8 (5.6) 2(4.9) 10 (5.4)
sulfattrimetoprim  23.7+ 1.3 uyg 41 (28.5) 2(4.9) 43 (23.2)
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4.2 Prevaléncia dos fatores associados a viruléncia

Neste item, sera apresentada a analise da presenca de fatores mais comumente as-
sociados a patogenicidade de APEC, e, também, a investigacao da possivel existéncia de
diferencas genéticas entre isolados de infec¢des localizadas (celulite) e de infecgdes sisté-
micas (colissepticemia), através da técnica da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR),
empregando multiplos pares de oligonucleotideos iniciadores. Foram investigados 33 genes
codificadores de fatores de viruléncia em 144 isolados de celulite e 41 isolados de colissep-
ticemia. A reagdo em cadeia multiplex tem a vantagem de permitir a analise da presenca de
varios genes em uma unica PCR.

A prevaléncia dos fatores associados a viruléncia obtida neste estudo, para os isola-
dos de celulite e colissepticemia, € apresentada na Tabela 4.

Os isolados de APEC, de modo geral, apresentaram de 6 a 23 dos 33 fatores de viru-
|éncia investigados. Para as amostras de celulite foram detectadas, em média, 14.6 fatores
associados a viruléncia por isolado, enquanto que para as amostras de colissepticemia fo-
ram detectados, em média, 12.3 fatores (Fig. 5). Dentre os isolados, 36 % dos de celulite e
15 % dos de colissepticemia apresentaram entre 16 e 20 VAGs.

Para todos os isolados foi detectado pelo menos um fator relacionado a adeséao (a-
fa/dra, crlA, fimC, hra, iha, papC, mat, sfa/foc e tsh); os isolados de colissepticemia apresen-
taram em média 3,9 desses fatores, e os de celulite, 4.3. Todas as cepas apresentaram pe-
lo menos um fator de viruléncia relacionado a aquisigdao de ferro (chuA, fyuA, ireA, iroN,
irp2, iucD, sitB epissdmico e sitB cromossémico); em média 3.6 desses fatores foram detec-
tados em isolados de colissepticemia, e 4.8 em isolados de celulite. Todas as cepas tam-
bém apresentaram pelo menos um fator relacionado a resisténcia ao soro (cvi/cva, iss,
neuC, ompA e traT, kpsMT Il); em média 3.5 desses fatores foram detectados em isolados
de colissepticemia e 4.0 em isolados de celulite. Em 50 % das amostras foi encontrado pelo
menos um dos fatores de viruléncia relacionados a producgéo de toxinas (vat , astA, hlyA, cnf
1/2, sat), e em 35 % das amostras foi encontrado pelo menos um dos fatores de viruléncia
relacionados a invasao (gimB, tia e ibeA). Além disso, todas as amostras analisadas apre-
sentaram pelo menos um dos fatores de viruléncia comumente localizados em grandes
plasmideos (cvi/cva, sit epissdmico, iucD, iss, traT, iroN e tsh). Em média, 4.0 desses fato-

res foram encontrados em isolados de colisepticemia, e 4.5 em isolados de celulite.
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Figura. 4.Produtos de amplificacdo do PCR multiplex PCR (M): Todos os genes fo-
ram amplificados usando conjuntos de oligonucleotideos iniciadores |-V . m: marcador de
peso molecular 100- bp. MI: conjunto DNA da cepas IMT9267 e IMT7920 (amplicons:
kpsMTII [280 bp], pic [409 bp], fimC [477 bp], hra [537 bp], iha [609 bp], neuC [676 bp], malX
[922 bp], e sfa/foc [1242 bp]). MIl: cepa IMT5155 (amplicons: chuA [278 bp], ibeA [342 bp],
traT [430 bp], sit chr. [554 bp], gimB [736 bp], iroN [847 bp], ompA [919 bp], e sit ep. [1052
bp]. Mlll: cepa IMT2470 (amplicons: EAST-1 [116 bp], iss [309 bp], irp2 [413 bp], papC [501
bp], cvi/cva [598 bp], iucD [714 bp], tsh [824 bp], e vat [981 bp]). MIV: cepa TK3 (amplicons:
crlA [270 bp], ireA [384 bp], tia [512 bp], fyuA [774 bp] e mat [900 bp]). MV: cepa IMT9267 e
IMT 7920 (amplicons: hlyA [350 bp], cnfl/2 [446 bp], sat [667 bp] e afa [810 bp]).
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Tabela 4. Prevaléncia dos Fatores Associados a Viruléncia em isolados APEC de

Celulite e Colissepticemia.

Gene(s) ou Isolados de  Isolados de Colissep- Isolados APEC
operon Descrigéo Celulite ticemia total
P n= 144 (%) n= 41 (%) n=185 (%)
Adesinas
afa/draB Afimbrial/ Dr antigen-specific adhesin 0(0) 0(0) 0(0)
crl Curli fiber gene 127 (88.2) 39 (95.2) 166(89,7)
fimC Type 1 fimbriae (D-mannose specific adhesin) 138 (95.8) 41 (100) 179 (96,7)
hra Heat-resistant agglutinin 66 (45.8) 8 (19.5) 74 (40)
iha Iron-regulated-gene-homologue adhesin 43 (29.9) 4(9.7) 47(25,4)
papC Pilus associated with pyelonephritis 44 (30.5) 11 (26.8) 55 (29,7)
sfa/focCD S fimbriae (sialic acid-specific) and F1C fimbriae 6 (4.2) 1(2.4) 7(3,8)
tsh' Temperature sensitive hemagglutinin 95 (65.9) 19 (46.3) 114(61,2)
mat Meningitis associated and temperature regulated fimbriae 101 (70.2) 39 (95.2) 140(75,7)
Sidero6foros
chuA Heme receptor gene (E. coli haem utilization) 84 (58.3) 25 (60.9) 109(58,9)
fyuA Ferric yersinia uptake (yersiniabactin receptor) 67 (46.5) 5(12.2) 72 (38,9)
ireA Iron-responsive element 99 (68.8) 28 (68.3) 127(68,6)
iroN * Catecholate siderophore (salmochelin) receptor 109 (75.7) 14 (34.1) 123(66,5)
irp2 Iron repressible protein (yersiniabactin synthesis) 97 (67.4) 21 (51.2) 118 (63,8)
iucD* Aerobactin synthesis 116 (80.5) 35 (85.4) 151(81,6)
sitD chr. Salmonella iron transport system gene 20 (13.9) 6 (14.6) 26 (14,0)
sitD ep.! Salmonella iron transport system gene 99 (68.8) 16 (39.0) 115 (62,2)
Resisténcia ao Soro
cvilcva® Structural genes of colicin V operon (Microcin ColV) 82(56.9) 22 (53.6) 104 (56,2)
iss" Increased serum survival 113 (78.5) 36 (87.8) 149 (80,5)
neuC K1 capsular polysaccharide 30 (20.8) 3(7.3) 33(17,9)
kpsMT Il Group Il capsule antigens 78 (54.2) 13 (31,7) 91 (49,2)
ompA Outer membrane protein 137 (95.1) 37 (90.2) 174(94,0)
traT Transfer Protein 129 (89.6) 33(80,5) 162 (87,5)
Toxinas
astA heat stable cytotoxin associated with enteroaggregative E. coli 46 (31.9) 16 (39.0) 62(33,5)
cnfl/2 Cytotoxic necrotizing factor 0(0) 1(2.4) 1(0,5)
sat Secreted autotransporter toxin 2(1.4) 2(4,9) 4(2,2)
vat Vacuolating autotransporter toxin 51 (35.4) 8 (19.5) 59 (31,9)
hlyA Hemolysin A 1(0.7) 0 (0) 1(0,5)
Invasinas
gimB Genetic island associated with newborn meningitis 14 (9.7) 3(7.3) 17(9,2)
ibeA Invasion of brain endothelium 29 (20.1) 7(17.1) 36(19,5)
tia Toxigenic invasion locus in ETEC strains 26 (18.0) 5(12.2) 31(16,7)
Diversos
pic Serin protease autotransporter 47 (32.6) 4(9.7) 51(27,6)
malX Pathogenicity-associated island marker 11 (7.6) 3(7.3) 14(7,6)

'Genes associados a grandes plasmideos de APEC (pAPEC-O1-ColBM; pAPEC-02-

ColV; pTJ100)
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Os genes comumente presentes em plasmideos de Colicina V (ColV) (iroN, iss, iucD,
sitD, traT, tsh) ocorreram na maioria dos isolados, tendo sua prevaléncia variado entre 87.5
e 61.2 %. O gene da colicina (cvi/cva) estava presente em 56.6 % dos 185 isolados. Os fa-
tores relacionados aos plasmideos estdo presentes mais frequentemente em isolados de
celulite do que em isolados de colissepticemia (Tabela 4).

Os fatores associados a viruléncia fimC, ompA, crlA e traT (96.7 %, 94.0 %, 89.7 % e
87.5 %, respectivamente) foram os mais prevalentes nos isolados de APEC, tanto para ce-
lulite quanto para colissepticemia.

Os fatores relacionados a capsula polisacaridea apresentaram a maior divergéncia
entre os grupos: neuC esteve presente em 20.8 % dos isolados de celulite e em 7.3 % dos
isolados de colissepticemia, enquanto a kps MTII esteve presente em 54.2 % e 31.7 % dos
isolados, respectivamente (Tabela 4).

Os isolados de E. coli ndo podem ser discriminados entre celulite e colissepticemia
através da analise somente da presenga ou auséncia dos 33 fatores associados a virulén-
cia. Esse resultado da suporte a ideia de que isolados que causam lesdes localizadas (celu-
lite) ou infecgdes sistémicas (colissepticemia) ndo apresentam um patotipo especifico para
determinada doencga. Assim, o importante para definir a natureza da donga € o sitio de en-
trada da bactéria.

A fiim de analisar a associagédo entre os genes, foi realizado o teste estatistico de
comparagao de proporcdes para uma caracteristica particular em diferentes populagdes. Foi
observada associagao entre celulite e colissepticemia em relagdo a malX e sfa/foc; gimB e

sfa/foc; iha e neuC; e tia e papC (Fig. 6).
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Figura. 5. Padrdo de Fatores Associados a Viruléncia. Resultados dos fatores asso-

ciados a viruléncia para (A) isolados de celulite e (B) isolados de colissepticemia.
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Figura. 6. Associacao entre 33 fatores associados a viruléncia em isolados de Celulite e Colisepticemia.p < 0.01 para Celullite
(+); Colissepticemia (#); Celulite e Colissepticemia (&) e p= 0.01 para ambos (-)
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4.3 Tipagem Filogenética

De acordo com analises filogenéticas, isolados de E. coli podem ser separados em 4
grupos filogenéticos principais (A, B1, B2 e D). Os isolados causadores de infeccbes extra-
intestinais estdo associados principalmente ao grupo B2 e em menor quantidade ao grupo
D. Os isolados patogénicos provenientes de animais estdo mais associados ao grupo B1,
enquanto os isolados comensais estariam mais associados ao grupo A, composto tanto de
isolados da microbiota de humanos, quanto da microbiota de animais (Herzer et al., 1990;
Clermont et al., 2000).

Anteriormente, analises filogenéticas eram realizadas através de eletroforese de en-
zimas multilocus (MLEE), uma técnica complexa, laboriosa e que requer uma colegédo de
isolados ja tipados (Herzer et al., 1990).

Através da criagdo de uma biblioteca subtrativa de 2 isolados de E. coli de grupos fi-
logenéticos diferentes e da caracterizagdo de um fragmento de DNA que esta fortemente
associado a meningite do recém nascido, Clermont et al. (2000) sugeriram que genes ou
fragmentos de DNA poderiam ser marcadores especificos dos grupos filogenéticos. Os
marcadores utilizados foram os genes chuA (requerido para o transporte do grupo heme em
E. coli enterohemorragica O157:H7) e yjaA (identificado no genoma de E. coli K-12) e o
fragmento de DNA TSPE4.C2, proveniente da biblioteca subtrativa (Clermont et al., 2000).
Através da unido desses genes outros autores desenvolveram o método ECOR, hoje am-
plamente empregado na tipagem filogenética, por ser uma técnica facil, rapida e que nao
requer uma colecgao de isolados previamente testados.

Os isolados sao classificados de acordo com o padrdo de bandas apresentado. Per-
tencem ao grupo A os isolados chuA(-), yjaA (+/-) e TSPE4.C2 (-); pertencem ao grupo B1
os isolados chuA(-), yjaA (+/-) e TSPE4.C2 (+); pertencem ao grupo B2 os isolados chuA(+),
yjaA (+) e TSPE4.C2 (+/-) e pertencenm ao grupo D os isolados chuA(+), yjaA (-) e TS-
PE4.C2 (+/-).

No presente trabalho, realizamos a tipagem filogenética pelo método descrito por
Clermont et al., (2000), de 58 isolados de E. coli obtidos de lesbes severas de celulite de
frangos de corte do Parana e de 41 isolados obtidos de infec¢des sistémicas de frangos de
corte do Rio Grande do Sul.

De acordo com os resultados da tipagem filogenética, apresentados na Tabela 5,

mais de 50 % dos isolados de APEC avaliados pertencem ao grupo D.
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Os isolados de colissepticemia pertencem, em sua maioria, ao grupo D, € em menor
quantidade aos grupos A e B2. A maioria dos isolados de celulite (62,1 %) pertencem ao
grupo D.

O grupo B1 compreendeu a menor proporgao (8,1 %) dos isolados testados.
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Tabela 5. Analise do Grupamento Filogenético ECOR em isolados de Celulite e Co-
lissepticemia.

Grupo EcoR Isolados de Celulite Isolados de Colissepticemia Isolados de APEC

n=58 (%) n= 41 (%) n=99 (%)
A 10 17.2 11 26.8 21 21.2
Bl 3 5.2 5 12.2 8 8.1
B2 9 15.5 10 24.4 19 19.2
D 36 62.1 15 36.6 51 51.5

58



4.4 Analise Filogenética

A analise filogenética € utilizada para mensurar através de marcadores moleculares,
a diversidade genética, entre diferentes isolados. E uma ferramenta importante para identifi-
car as diferengas entre os isolados de acordo com a regido geografica, com a presencga de
fatores associados a viruléncia e com diferentes formas da doenca (Garcia-Martinez et al.,
1996a; Maurer et al., 1998).

O conceito de relégio evolucionario esta relacionado com a taxa de mudangas geno-
tipicas. Os primeiros a tratarem cientificamente de cronédmetros moleculares foram Zucker-
kandl & Pauling (1965), o que forneceu subsidios aos microbiologistas, que precisavam re-
solver os problemas das relagdes naturais entre bactérias. Em principio, qualquer molécula
que sofre mutacdes aleatoriamente em determinado tempo pode ser considerada um cro-
ndmetro. A quantidade de mudangas que uma sequencia acumula (formalmente chamada
de distancia) € o produto de uma taxa (na qual as mutagdes tornam-se fixas) versus um
tempo (durante o qual as mudangas ocorreram). Um bom marcador molecular deve repre-
sentar a taxa geral da mudanga evolucionaria de uma linha de descendentes (Woese,
1987).

As moléculas mais uteis para o estabelecimento da relagéo filogenética sdo as que
representam funcdes altamente conservadas. As mudangas nas sequencias de tais molécu-
las sdo lentas o suficiénte para cobrir todo o espectro evolucionario. Os acidos ribonucléicos
ribossémico (rRNA) sao considerados os marcadores moleculares mais adequados para
estudos de diversidade. Os genes da regido do espagamento intergénico na regido 16S-23S
do DNA ribossdmico (ISR) estdo universalmente distribuidos, apresentando o maior grau de
conservagao existente e estando presentes com multiplas copias no genoma de E. coli (An-
ton et al., 1998). No genoma de APEC O1, observamos a presenca de 4 cépias do ISR com
tamanho entre 480 e 540 pb. Os polimorfismos presentes nas sequencias de ISR podem
apresentar-se em maior ou menor extensdo nos diferentes isolados (Woese, 1987; Garcia-
Martinez et al., 1996b; Bouchert et al., 2008).

Existem diferentes técnicas que permitem realizar a analise filogenética de isolados
de uma mesma espécie (intra-espécie). Essas técnicas sao universalmente aplicaveis, al-
tamente reprodutiveis e relativamente faceis de realizar. A técnica conhecida como ARDRA
(Analise de Restricao de DNA Ribossémico Amplificado) utiliza-se das caracteristicas do

RNA ribossémico, € baseada em padrdes de restricdo enzimatica usando enzimas selecio-
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nadas com base na sua habilidade de revelar polimorfismos nos fragmentos de DNA anali-
sados, e no grau de conservagao dos sitios de restricdo do ISR, que reflete padrdes filoge-
néticos (Garcia-Martinez et al., 1996b; Bouchert et al., 2008).

No presente estudo, foi realizada a analise filogenética de 90 isolados de E. coli obti-
dos de lesbes severas de celulite e 41 isolados obtidos de colissepticemia, de frangos de
corte do Parana e Rio Grande do Sul, respectivamente. Para isso, foi utilizado o método
ARDRA, em que a regido ISR foi amplificada com o uso de oligonucleotideos iniciadores
universais e seus produtos foram digeridos por enzimas de restricdo (Rsal, Hinfl ou Taql).
Apods a digestao pelas enzimas de restricdo, uma matriz binaria dos dados originais foi
construida, compreendendo o universo total das bandas de todos os perfis gerados pelas 3
enzimas. Para cada posigdo de migracédo foram atribuidos os valores 1 ou 0, indicando a
presencga ou a auséncia de uma banda, respectivamente. Os isolados foram agrupados pelo
método de analise de grupos nao pareados (UPGMA) e representados graficamente através
de um dendrograma, que mostra as relagdes filogenética dos isolados.

Os resultados obtidos a partir do método ARDRA mostraram que existem diferencas
entre os isolados de celulite e colissepticemia (Fig. 9) e entre os isolados de cada grupo
(Fig. 8 € 9).

Analisando o dendograma gerado apenas com os isolados de colissepticemia (Fig.8)
pudemos observar que, com 80 % de similaridade, foi possivel dividir os isolados em 7 gru-
pos. Entre esses o grupo B possuiu os isolados mais virulentos e dos grupos ECOR B2 e D,
que estdo associados a isolados patogénicos. Com base em nossos resultados, ndo pode-
mos afirmar que existam clones localizados em uma mesma regiao geografica, visto que os
isolados apresentaram padrdes diferentes, mesmo isolados da mesma localidade.

De acordo com o dendograma gerado apenas com os isolados de celulite (Fig. 9)
pudemos observar que, com 80 % de similaridade, foi possivel dividir os isolados em 10
grupos. Entre esses o grupo B possuiu os isolados mais virulentos e dos grupos ECOR B2 e
D. Foi observado, em relagdo aos isolados de colissepticemia, uma populagdo mais diver-
gente com até 55 % de similaridade.

J4, analisando o dendograma gerado com todos os isolados (Fig. 10) pudemos ob-
servar que, com 80 % de similaridade, foi possivel dividir os isolados em 9 grupos. Entre o
grupo A possuiu os isolados de colissepticemia, na sua maioria, com excessédo de apenas
um isolado de celulite. Os isolados de celulite apresentaram o padrao mais diferente, sendo

que um deles (PR20) apresentou apenas 55 % de similaridade. Além disso, pudemos ob-
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servar que os isolados de colissepticemia e celulite, que foram coletados em diferentes re-

gides geograficas, demonstraram préximidade filogenetica.
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Figura 7. Padrao de digestdo com as enzimas de restricdo. Padrdo de digestdo com
as enzimas Rsal (A), Hinfl (B) e Tagl (C).
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Figura. 8. Dendograma mostrando a relagéo Filogenética entre os 41 Isolados de

Colissepticemia.

# Orgéo: Indica o local de isolamento da cepa APEC da ave acometida por colissep-
ticemia. Cores iguais indicam que as cepas foram isoladas da mesma ave, com excessao
das brancas que sao cepas diferentes.

* Indica os grupamentos com 80 % de similaridade

63




=
5
B

Cepa
ATCC
PR
PRAT
PRIt
— e

PRIE
"RIG
PR1IG
PR133
PRAS
"R2T
PRAD
SRE2
PROT
PREE
PRED
SRoE
PRIDS
ARHT
"Rid4

—_—
—_—
—

= T

PR3
PRIG
PRaz
PRIE
PREE
PRIG
PR118
PRI
PR1Z1
R0
PRIZ
PRIG
PR34
PRIOT
PRACG
PREG
PR7E
PRTY
PRI
— PRIZ
PREG
PR134
PR124
PRAZS
PR129
PREE
PRE1
PRA4
PRAT
PR132
PRA3D
PR2G
PR11D
PR127
PRI
PRIZ
PRIG
PRI
PROG
PR41
PR5D
PRI
PR135
PR
PR138

ﬁ

|

——

I
PRTE
PR1Z3

r

—

|

»

[ i - S T = e e e e e e T - R E R R R L R R R e

PRAG
PR74
PRID
PR13G
PRIZ
PRIT
PRiE
PRIE

PRIG
PR1EG
PR137
PR11E
T PRO4.
PRig
PR20

o

» maopa

o= N R R Sl T

0,57 0,68 0,74 0,84 1,00
Coeficiente

Figura. 9. Dendograma mostrando a relacdo Filogenética entre os 84 Isolados de
Celulite.
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Figura. 10. Dendograma mostrando a relagao Filogenética entre os 84 Isolados de
Celulite e 41 isolados de Colissepticemia.
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5. DISCUSSAO

5.1 Agentes Antimicrobianos

Casos de resisténcia a agentes antimicrobianos em isolados de E. coli ja foram rela-
tados em todo mundo. No entanto, existem variagdes nos perfis de resisténcia de acordo
com a regiao geografica e com diferengas entre populagbes (Baum & Marre, 2005).

O uso disseminado de agentes antimicrobianos na medicina veterinaria e o uso de
promotores de crescimento tem levado a seleg¢ao de E. coli resistentes a antibidticos na mi-
crobiota desses animais (Baum & Marre, 2005). Um dos primeiros estudos sobre a resistén-
cia de isolados aviarios de E. coli a antimicrobianos foi realizado por Sojka et al. em 1961.
Nesse estudo, foi observado o aumento na proporgao de isolados resistentes a tetraciclina
entre 1957 a 1960; enquanto que em 1957 apenas 3.7 % dos isolados eram resistentes, em
1960 a proporgao aumentou para 63.2 % (Singer & Hofacre, 2006).

No presente estudo, foi avaliado o perfil de resisténcia de 144 isolados de celulite e
41 isolados de colissepticemia de frangos de corte da regido sul do Brasil. Foram observa-
dos baixos niveis de resisténcia aos agentes antimicrobianos, inferiores a 10 % para a mai-
oria dos agentes antimicrobianos, sendo similares aos obtidos por Cormican, et al., na Irlan-
da (2001) e por Schroeder et al. nos Estados Unidos (2002). Tais niveis foram inferiores
quando comparados a outros estudos realizados no Brasil (Cardoso et al., 2002; Zanatta et
al., 2004; Artencio et al., 2007), e em outros paises, como Estados Unidos (Wooley, et al.,
1992; Peighambari, et al., 1995; Zhao et al., 2005), Canada (Allan, et al., 1993; Ngeleka et
al., 1996), Japao (Asai et al., 2005; Ozawa et al., 2008), Coreia (Kimet al., 2007), China
(Yang et al., 2004), Espanha (Blanco, et al., 1997) e Marrocos (Amara et al., 1995).

A maioria dos isolados (68 %) apresentou resisténcia a tetraciclina, estando de acor-
do com resultados obtidos por outros grupos (Wooley et al., 1992; Peighambari et al., 1995;
Blanco et al., 1997; Cormican et al., 2001; Schroder et al., 2002; Yang et al., 2004; Zhao et
al., 2005). A tetraciclina € o agente antimicrobiano mais antigo e mais largamente utilizado
(desde a década de 50), testado nesse trabalho. E também um dos agentes antimicrobianos
mais frequentemente empregados: primeiramente como aditivo na alimentagédo, para a

promogao do crescimento, e mais recentemente, como um agente para prevengao de infec-
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coes. Tais fatores provavelmente conferiram a cepas de E. coli resisténcia a esse agente
observada neste e em outros estudos.

A resisténcia dos isolados de celulite e colissepticemia a sulfonamidas também foi
frequente, assim como verificado por Cardoso et al. (2002) e Zanatta et al. (2004) no Brasil.
As sulfonamidas sao agentes antimicrobianos utilizados por muito tempo no tratamento de
infecgbes causadas por bacilos Gram-negativos tanto em humanos quanto em animais. A
alta resisténcia a esse farmaco pode ser justificada pela sua ampla utilizagdo e disponibili-
dade no mercado.

Em relacdo a combinacao de sulfa e trimetoprima, os isolados apresentaram baixos
niveis de resisténcia, inferiores aos dados obtidos por Blanco et al. (1997), Cardoso et al.
(2002) e Yang et al. (2004). Schroeder et al. (2002), que concluem que pelo fato de essa
associagao de farmacos ser amplamente empregada no tratamento de casos de E. coli uro-
patogénicas (UPEC) em humanos, casos de resisténcia a esses antimicrobianos devem ser
monitorados, a fim de se evitar que essa associagao venha a se tornar ineficiente.

Além disso, nossos resultados indicaram que a resisténcia aos farmacos que atuam
na parede celular, como ampicilina, bacitracina, cefalotina e ceftiofur, foi significativamente
mais frequente em isolados de colissepticemia (92.7 %) do que em isolados de celulite (29.2
%), sendo que esse resultado n&o foi observado por nenhum outro trabalho.

Os resultados do presente trabalho sdo importantes ndo apenas para a avicultura
como também para a medicina humana, devido aos riscos de transferéncia de bactérias dos
animais para humanos. Schroeder et al. (2002) detectaram duas amostras de E. coli isola-
das de humanos resistentes a ceftiofur, uma cefalosporina de espectro estendido de uso
exclusivo em tratamento veterinario. Esses pesquisadores, concluiram que pode ocorrer
transferéncia de bactérias resistentes entre animais e humanos. No presente trabalho, 3.5
% dos isolados de celulite e 63.4 % dos de colissepticemia apresentaram resisténcia a cef-
tiofur. Sabe-se que pode ocorrer resisténcia cruzada entre ceftiofur e ampicilina, o justifica-
ria a alta resisténcia para ceftiofur, visto que este é um farmaco novo e esta pouco tempo no
mercado (Lee & Maurer, 2000).

No presente estudo, 8.4 % das amostras de celulite e 75.6 % das amostras de coli-
bacilose analisadas foram resistentes a bacitracina. Esse farmaco nao foi testado por ne-
nhum outro trabalho disponivel na literatura sobre E. coli patogénica aviaria. A bacitracina
foi escolhida pelo fato de ser amplamente utilizada no Brasil como promotor de crescimento
e na terapia humana (uso tépico), embora nédo seja empregada no tratamento de infecgbes

de aves. Como ja foi observado por Van den Boaard et al. (2000), concluimos que o uso de
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promotores de crescimento pode selecionar isolados resistentes, ndo somente os microrga-
nismos patogénicos, mas também entre as bactérias que pertencem a microbiota normal de
animais.

Zanata et al. (2004) concluiram que o impacto do uso de farmacos na producao avi-
cola, como o enrofloxacino, e 0 aumento de cepas resistentes a quinolonas e a fluorquino-
lonas devem continuar sendo monitorados. Blanco et al. (1997) também recomendaram que
a administracado dessa classe de farmacos em aves deve ser prudente, visto que pode ocor-
rer resisténcia cruzada com enteropatégenos humanos.

Quase todos os isolados avaliados (85.9 %) apresentaram resisténcia a pelo menos
um agente antimicrobiano testados. No entanto, pouco mais da metade dos isolados de
APEC (54.6 %) apresentaram um perfil de resisténcia a mais de 3 agentes antimicrobianos.
Esses dados estdo de acordo com estudos anteriores, que sugerem que as cepas de E. coli
aviarias sao resistentes a mais de um farmaco (Allan et al., 1993; Peighambari et al., 1995;
Blanco et al., 1997; Cormican et al., 2001; Cardoso et al., 2002; Schroeder et al., 2002; Za-
natta et al., 2004; Yang et al., 2004; Zhao et al., 2005; Artencio et al., 2007; Ozawa et al.,
2008). Ademais, nenhum dos agentes antimicrobianos testados demostrou eficiéncia contra
todos os isolados de APEC avaliados.

Os maiores niveis de resisténcia foram observados para os isolados de colisseptice-
mia, sendo que 51 % deles foram resistentes a 5 ou mais agentes antimicrobianos. Nossos
resultados contrastam com o observado por Artencio et al. (2007), que também estudaram a
resisténcia de agentes antimicrobianos entre isolados de celulite e colissepticemia do Rio
Grande do Sul. Eles observaram uma semelhanca frente a todos os agentes antimicrobia-
nos em relacao a celulite e colissepticemia, com excessao somente do ciprofloxacino.

Vale ressaltar que as amostras avaliadas no presente trabalho foram isoladas de
granjas nas quais nao eram utilizados agentes antmicrobianos como promotores de cresci-
mento ha pelo menos 5 anos. Entretanto, a maioria dos estudos cujos resultados foram u-
sados como parametros (Cardoso, et al., 2002; Zanata et al., 2004; Artencio, 2007), avalia-
ram amostras isoladas de granjas que ainda empregavam agentes antimicrobioanos como
promotores de crescimento ou como agentes profilaticos.

Os isolados aqui avaliados apresentaram resisténcias menores, o que é positivo para
a melhoria da criagdo e da saude, tanto para animais quanto para humanos. Com esse re-
sultado, pode esperar-se que os indices de resisténcia diminuam ainda mais, contribuindo

para a melhoria da qualidade da avicultura. Visto que nossos resultados ja séo inferiores a
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outros trabalhos realizados no Brasil (Cardoso, et al., 2002; Zanata et al., 2004; Artencio,
2007).

5.2 Prevaléncia dos Fatores Associados a Viruléncia

Exixtem muitos fatores associados a viruléncia de E. coli patogénica aviaria descri-
tos, porém ainda nao foi possivel definir as caracteristicas do patégeno causador da coliba-
cilose aviaria. E possivel que existam muitos patotipos de E. coli causadores de infeccdes
aviarias (Rogrigues-Siek et al., 2005), ja que essas podem se apresentar como infecgbes
localizadas (por exemplo, celulite) ou sistémicas (colissepticemia) (Barnes & Gross, 1997).

Os resultados do presente estudo mostram que cepas de E. coli aviarias apresentam
pelo menos um fator de viruléncia relacionado a adesao, um relacionado ao sistema de a-
quisicao de ferro e um fator de resisténcia ao soro (Tabela 3). Esses dados estdo de acordo
com estudos anteriores, que sugerem que cepas APEC devem apresentar pelo menos um
fator de cada grupo para serem capazes de causar colibacilose (JanBemet al., 2001; Ngele-
ka et al., 2002; Brito et al., 2003; Delicato et al., 2003; Rodrigues-Siek et al., 2005; Ewers et
al., 2007).

Os fatores de viruléncia mais prevalentes foram fimC, ompA, crlA and traT, presentes
em quase todos os isolados (com prevaléncia maior do que 87,5 %) (Tabela 3), corroboran-
do resultados de estudos anteriores (Rodrigues-Siek et al., 2005; Ewers etal., 2007).

Foi detectada uma média de 14.6 fatores associados a viruléncia para os isolados de
celulite, e 12.3 para os isolados de colissepticemia, dentre os 33 VAGs testados (Ngeleka et
al., 1996; Jeffrey et al., 2002; Brito et al., 2003). A maioria dos isolados que apresentou mais
de 15 fatores associados a viruléncia (36 %) pertence ao grupo de isolados de celulite. Se a
viruléncia de APEC é reflexo do numero de VAGs, os isolados de celulite testados neste
trabalho sdo mais virulentos do que os de colissepticemia, assim como ja foi observado por
outros grupos (Jeffrey et al., 2002; Rogrigues-Siek et al., 2005). Obviamente, essa diferenca
nao € suficiente para a diferenciagao de patotipos, mesmo porque uma infeccéo localizada
pode progredir para uma infec¢ao sistémica, afetando os érgéos internos da ave (Gomis, et
al., 2001).
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Alguns trabalhos observaram que, com a delegao de alguns fatores associados a vi-
ruléncia, como ibeA (Germon et al., 2005), tsh (Dozois et al., 2000), capsula K1 e fim (Mella-
ta et al., 2003) e fimbria do tipo P (Stordeur et al., 2002) em isolados virulentos, a lesdo no
hospedeiro foi reduzida, porém n&o houve impedimento em relacdo ao estabelecimento da
doenca. Com base nesses resultados, sugerimos que a viruléncia de isolados APEC resulta
de uma soma de fatores, de forma que um isolado com maior numero de fatores associados
a viruléncia apresenta chances maiores de ser mais virulento e causar infecgées mais seve-
ras ao hospedeiro.

Os genes presentes nos plasmideos de Colicina V (ColV) (cvilcva, iroN, iss, iucD,
sitD, traT, tsh) ocorrem na maioria dos 185 isolados testados. A presenca de grandes plas-
mideos esta fortemente associada a viruléncia de isolados de colibacilose, sendo um fator
importante para o desenvolvimento da infeccdo em aves. Outros estudos ja demonstraram
que os grandes plasmideos de Colicina V sdo mais frequentes em isolados de APEC do
que em isolados de E. coli comensais (AFEC) (Rogrigues-Siek et al., 2005).

A adesdo de APEC aos epitélios é importante para a colonizacdo do hospedeiro e
um passo determinante para o inicio da infecgao. De fato, todos os isolados de APEC anali-
sados nesse estudo apresentaram fatores relacionados a adesdo, com uma média de 4 a-
desinas por isolado. A redundancia pode ser justificada pela hipétese de que cada adesina
€ importante em uma determinada etapa do processo de infecgdo. Ja foi descrito que a fim-
bria do tipo 1 seria importante nos estagios iniciais da infecgdo, enquanto que a fimbria P
seria importante na colonizagao dos 6rgaos internos (Pourbakhsh et al., 1997b).

Os genes envolvidos na captacao de ferro, amplamente distribuidos entre isolados
de celulite e colissepticemia (Rogrigues-Siek et al., 2005; Ewers et al., 2007), foram detec-
tados em todos isolados, com uma média de 4 siderdforos por isolado. Essa aparente re-
dundancia nos sistemas sideréforos ilustra a importancia da captacédo de ferro para a pato-
génese na colibacilose aviaria, visto que o desenvolvimento e a multiplicacdo bacteriana
requerem concentragdes de ferro 2 ordens de magnitude maiores do que as encontradas
nos fluidos bioldgicos.

Em todos os isolados foi encontrado pelo menos um dos fatores relacionados a resis-
téncia ao soro, de grande importancia para a manutengao da bactéria no hospedeiro. Uma
meédia de 3.7 fatores foi encontrada em cada isolado. A resisténcia ao soro pela bactéria
esta bem descrita e tem sido relacionada a patogénese; é conferida por uma conjung¢ao de
fatores, combinando efeitos do LPS (lipopolissacarideo), produ¢ao de aerobactina, capsula,

antigeno O e proteinas de membrana (Wooley et al., 1992; La Ragione & Woodward, 2002).
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Esses fatores auxiliam na permanéncia da bactéria no hospedeiro, impedindo que ela seja
destruida pelos sistemas de defesa, embora esse processo ainda nao esteja completamen-
te elucidado.

Fatores que atuam no processo de invasao celular podem ser importantes para A-
PEC. Trinta e cinco por cento dos isolados possuiram pelo menos uma das trés invasinas
testadas nesse estudo. Esse numero pode parecer inferior ao esperado, visto que em 63,4
% dos isolados de infecgdes sistémicas nao foi detectada a presencga de fatores associados
a invasdo. Porém, ndo é possivel determinar se esses isolados apresentam outras invasi-
nas que nao as testadas, ou se essas cepas APEC atravessam as barreiras do epitélio do
hospedeiro através de outro mecanismo.

Foi observada associagao significativa entre os fatores de viruléncia sfa/foc e malX;
iha e neuC; gimB e sfa/foc; tia e papC. Essas mesmas associagdes foram observadas por
Ewers et al. (2007), porém ainda ndo se sabe da importancia dessa relagées no desenvol-
vimento da doenca.

Ewers et al. (2005) propuseram que E. coli obtidas de isolados de aves doentes fos-
sem consideradas patogénicas aviarias (APEC) se apresentassem pelo menos quatro de
oito principais genes de viruléncia (papC, iucD, irp2, tsh, vat, astA, iss e cvi/cva). Em nosso
estudo, 58.5 % dos isolados de colissepticemia e 78.5 % dos isolados de celulite apresenta-
ram quatro ou mais desses fatores, sendo portanto consideradas APEC de acordo com o
proposto por Ewers et al. (2005).

As cepas de E. coli causadoras de celulite aviaria possuem fatores de viruléncia si-
milares aos encontrados nas causadoras de infecgdes generalizadas (Ngeleka et al., 1996;
Brito et al., 2003). Isso sugere que uma mesma cepa de E. coli pode ser capaz de causar
tanto infeccéo localizada quanto sistémica. Nesses casos, o que definiria o tipo de infeccao
seria a via de entrada da bactéria no hospedeiro. Pelo fato de nenhum dos fatores de viru-
Iéncia ja identificados ter sido capaz de distinguir uma cepa patogénica de uma nao patogé-
nica (Barnes & Gross, 1997), ndo é possivel definir, apenas com base no perfil de VAGs,
quais sdo os isolados mais patogénicos, a menos que sejam realizados testes de infecgéo
in vivo (com pintos de 1 dia ou em galinhas de 5 semanas).

Nossos resultados, assim como os obtidos por outros estudos, também realizados no
Brasil (Delicato et al., 2003; Brito et al., 2003), mostram um panorama da prevaléncia de
fatores de viruléncia associados a APEC, indicando que as cepas encontradas aqui ndo sao
diferentes no perfil de VAGs das cepas encontradas na Alemanha (Janfemet al., 2001; E-
wers, et al., 2007), no Canada (Ngeleka et al., 2002), na China (Zhao, et al., 2009), no Ja-
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pao (Yaguchi, et al., 2007) e nos Estados Unidos (Rodrigues-Siek et al., 2005; Johnson et
al., 2008) indicando que isolados APEC sao similares em todo mundo.

Como demonstrado por estudos anteriores, alguns isolados de APEC sdo mais pré-
ximos geneticamente de isolados de EXPEC humanas (Moulin-Schouleur et al., 2006; Mo-
kady et al., 2005, Ewers et al., 2007). Isso sugere que as aves possam ser um veiculo ou
pelo menos um reservatorio de E. coli capazes de causar infecgdes urinarias (UPEC) e me-
ningite do recém-nascido (NMEC). Por isso, APEC deve ser considerada um agente zoono-

tico em potencial.

5.3 Tipagem Filogenética

Estudos de analises filogenéticas mostraram que podemos dividir os isolados de E.
coli em em 4 grupos filogenéticos principais (A, B1, B2 e D). Nos grupo B2, predominam os
isolados que causam infecgdes extra-intestinais e menos frequentemente no grupo D. No
grupo B1 predominam os isolados patogénicos animais, ja no grupo A, predominam 0s iso-
lados comensais (Herzer et al., 1990; Clermont et al., 2000).

Ao analisar os resultados da tipagem para isolados de celulite e de colissepticemia
do presente estudo, podemos observar que a maioria dos isolados de APEC foram classifi-
cadas como pertencentes ao grupo D (Tabela 4).

Mais de 60 % dos isolados de celulite foram classificados no grupo D. Os isolados de
colissepticemia apresentaram uma classificagdo mais distribuida: 36 % classificados como
do grupos D, 26.8 % do grupo A e 24.4 % do grupo B2.

Nossos resultados diferem de estudos anteriores sobre APEC realizados nos Esta-
dos Unidos (Rodrigues-Siek et al., 2005; Johnson, et al., 2006; Johnson, et al., 2008 ), na
China (Zhao, et al., 2009) e na Alemanha (Ewers et al., 2007), segundo os quais os isolados
APEC foram mais associados ao grupo A; e na Franga (Moulin-Schouleur et al., 2006) em
que a maioria dos isolados foi classificada como pertencente ao grupo B2.

Herzer et al. (1990) propuseram que o grupo B1 seria composto por isolados patogé-
nicos provenientes de animais. No entanto, em todos os trabalhos sobre APEC (Johnson,
etal., 2004; Moulin-Schouleur et al., 2006; Ewers et al., 2007; Johnson, et al., 2008; Zhao, et
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al., 2009), assim como no presente trabalho, obseva-se que menos de 10 % dos isolados
pertencem ao grupo B1.

Com base nesses resultados, pode-se inferir que ndo existe um grupo que compre-
enda exclusivamente isolados patogénicos animais, mas que os grupos apresentam combi-
nacdes de isolados comensais e isolados patogénicos animais € humanos, justificando a

hipotese de que APEC deve ser considerada um agente zoon6tico em potencial.

5.4 Anadlise Filogenética

O estudo da diversidade intra-espécie € importante para analisar as semelhancgas en-
tre os isolados. Como nao existe um patotipo completamente definido para isolados APEC,
uma das maneiras de correlacionar isolados é através de analises filogenéticas.

Diferentes métodos ja foram utilizados para realizar a analise filogenética de isolados
APEC, como eletroforese de campo pulsado (PFGE) (Kawano et al. 2006), amplificagao a-
leatéria do DNA poliférmico (RAPD) (Singer at al., 2000) e, a analise de restricdo do DNA
ribossémico amplificado (ARDRA) (Garcia-Martinez et al., 1996b), utilizada nesse trabalho.

Entre os isolados de colissepticemia (Fig. 7), foi observada uma proximidade filoge-
nética maior do que 67 %, sendo possivel separa-los em 7 grupos. Foi identificado um gru-
po (B) no qual estdo presentes os isolados mais virulentos e pertencentes aos grupos E-
COR B2 e D, associados aos isolados patogénicos extra-intestinais.

Foi verificada a presencga de cepas diferentes isoladas de uma mesma ave, como as
encontradas nos isolados RS45, RS46 e RS47, provenientes do figado, intestino e coragao,
respectivamente. Isso significa que a infecgdo pode ser provocada por uma combinagao de
bactérias.

Foram observados, no presente estudo, perfis iguais para isolados de aves diferen-
tes. Os isolados RS04 e RS05, por exemplo, apresentaram o mesmo perfil por ARDRA, o
que indica que sdo a mesma cepa isolada de duas aves, ja que ambas amostras foram pro-
venientes da mesma granja.

Analisando o dendograma gerado com os isolados de celulite (Fig. 8), foi possivel
separa-los em 10 grupos. O grupo B compreende os isolados mais virulentos e pertencen-

tes aos grupos ECOR B2 e D. A analise do total dos isolados de APEC (Fig. 9) permitiu a
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sua separagao em 9 grupos. O grupo A foi formado, a excecao de apenas um, por isolados
de colissepticemia. Os isolados de celulite apresentaram o padrao filogenético mais distan-
te, tendo um deles (PR20) apresentado apenas 55 % de similaridade.

Alguns isolados de celulite e de colissepticemia apresentaram perfis filogenéticos i-
guais, porém fatores associados a viruléncia diferentes. Esse resultado pode ser explicado
pelo fato de existir a possibilidade de transferéncia horizontal de material genético (Philippe
et al., 2003). A analise filogenética é feita com o material presente na regido do espagamen-
to intergénico na regido 16S-23S do DNA ribossémico, uma regido bem conservada do
cromossomo bacteriano, ao passo que alguns dos fatores associados a viruléncia estuda-
dos nesse trabalho, estao presentes em elementos méveis, como plasmideos, que podem
ser transferidos sem que ocorram alteragbes no cromossomo, o que justificaria o resultado
obtido.

Com base em nossos resultados para isolados de colissepticemia e de celulite, ndo
podemos afirmar que existam clones localizados em uma mesma regiao geografica, visto
que os isolados, mesmo provenientes de uma mesma localidade, apresentaram padrdes
diferentes, ou seja esse resultado difere do que foi obtido em outros estudos (Singer at al.,
2000), em que foram encontradas populagdes semelhantes em uma mesma regiao.

Nao foi possivel separar os isolados de acordo com o érgao de que foram obtidos, o
que indica que existe uma grande variedade de patotipos e que nenhum deles é exclusivo
para infeccdo de um o6rgao especifico. Ademais, a presenca de fatores associados a viru-
|éncia e a classificagdo nos grupos ECOR, por si s6, também nao foram suficientes para
indicar a diferenga entre os grupos. De modo geral, também nao foi possivel observar dife-
renca entre os isolados de celulite e os de colissepticemia obtidos de duas regides diferen-
tes (Parana e Rio Grande do Sul). Isso indica que os isolados aqui avaliados apresentam
certa proximidade filogenética, o que evidencia a ampla distribuicdo destes nas duas regi-
oes e indica a auséncia de clones endémicos e especificos para uma regiao.

Com os resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que nao existe um pa-
drao filogenético que determine que um isolado seja de celulite ou que colissepticemia, e
que a proximidade geografica ndo foi determinante da aproximacéao filogenéticamente dos

isolados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com o presente trabalho mostraram o perfil de resisténcia aos
agentes antimicrobianos, a prevaléncia dos fatores de viruléncia e dos grupos ECOR e a
analise filogenética encontrados nos isolados de E. coli patogénica aviaria de les6es seve-
ras de celulite e de infecgdo sistémica. Esses resultados fornecem um panorama geral dos
perfis de suscetibilidade, viruléncia e filogénia encontrados na regido sul do Brasil.

O tratamento com antimicrobianos € uma das formas de diminuir o impacto da coli-
bacilose, mas a emergéncia e a disseminacgao de resisténcia antimicrobiana em amostras
de E. coli pode complicar os tratamentos das infecgdes em animais e humanos. Nosso tra-
balho fornece dados sobre a situacédo de resisténcia entre APEC. Além disso, essas anali-
ses podem servir para o monitoramento e medidas preventivas contra a disseminacido de
APEC nos estagios iniciais da doenca.

As cepas de E. coli que causam celulite aviaria apresentaram fatores de viruléncia
similares aos encontrados nas cepas E. coli que causam infecgdes generalizadas em aves.
Isso sugere que a mesma cepa de E. coli possa ser capaz de causar tanto lesdes de celulite
quanto doencas sistémicas, dependendo somente da via de entrada da bactéria no seu
hospedeiro. Como nenhum dos fatores de viruléncia identificados até o presente momento
foi capaz de distinguir uma cepa patogénica de uma cepa nao patogénica (Barnes & Gross,
1997), ndo é possivel distinguir dentre os isolados quais sdo 0s mais patogénicos, a menos
que sejam realizados testes de infecgdo in vivo (com pintos de 1 dia ou em galinhas de 5
semanas), que indicariam ent&o as cepas mais virulentas.

A analise filogenética indicou que os isolados de APEC aqui avaliados apresentam
proximidade filogenética, o que evidencia a ampla distribuicdo destes nas duas regides (Pa-
rana e Rio Grande do Sul) e indica a auséncia de clones endémicos e especificos para uma
regiao especifica. Esses resultados indicam, que sdo necessarias maiores medidas de profi-

laxia e controle da disseminagao dos agentes infectantes.
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6.1 Principais conclusdes

Com os resultados obtidos no presente trabalho, pudemos concluir que:

1. Os niveis de resisténcia aos agentes antimicrobianos foram considerados baixos,
com excessao a tetraciclina e sulfonamidas para isolados de celulite; e os agentes que atu-
am na parede celular para colissepticemia.

2. Todos os isolados de E. coli aviarias apresentam pelo menos um fator de virulén-
cia relacionado a adesao, um relacionado ao sistema de aquisi¢ao de ferro e um fator de
resisténcia ao soro.

3. Nao foi encontrada diferenga entre o perfil de fatores associados a viruléncia entre
os isolados de celulite e colissepticemia.

4. A maioria dos isolados de celulite e de colissepticemia foram classificadas como
pertencentes ao grupo filogenético D.

5. Nao existe um padrao filogenético que determine que um isolado seja de celulite
ou que colissepticemia.

6. A proximidade geografica nao foi determinante da aproximacao filogenéticamente

dos isolados.

Como o controle da colibacilose depende de varios fatores, a prevaléncia da colibaci-
lose poderia ser diminuida através de maiores cuidados no ambiente de criacdo das aves, e
de uma associagao entre manejo eficiente e desinfeccdo dos galpdes de criagcdo (Dho-
Moulin & Fairbrother, 1999; Ferreira & Knobl, 2000). Assim como foi sugerido por Ewers et
al., 2007, as cepas de APEC possuem um elevado potencial zoonético, pois podem ser iso-
ladas de carne de frangos e seus derivados, as quais se assemelham as cepas isoladas de
Ex-PEC humanas (Johnson & Russo, 2005). Por isso devemos garantir que a carne de
frango e seus derivados cheguem ao consumidor sem apresentar risco para a saude publi-
ca. Cabe as instituicdes governamentais um controle frequente desde a producgédo até o
consumidor, uma revisdao e ordenamento sobre o uso dos antimicrobianos na producgao de
frango de corte, a garantia da ndo utilizagdo de antimicrobianos utilizados em humanos na
producdo de frango e, o desenvolvimento de agdes de monitoramento de residuos e resis-

téncia a antimicrobianos correlacionados ao consumo da carne de frango e seus derivados.
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ANEXO |

Proveniéncia dos Isolados de Colissepticemia e Celulite

RS Orgéo de isolamento Origem (cidade) Ave
RS001 INTESTINO a 1
RS002 CORACAO a 2
RS003 CORACAO a 3
RS004 FIGADO b 4
RS05 FIGADO b 5
RS007 FIGADO c 6
RS008 CORAGAO c 6
RS009 FIGADO c 7
RS010 CORACAO c 7
RS011 AERO c 8
RS012 AERO c 9
RS013 FIGADO b 10
RS017 CORACAO b 11
RS018 INTESTINO b 12
RS020 CORACAO c 13
RS021 CARCACA b 14
RS022 FIGADO b 15
RS023 INTESTINO b 15
RS024 FIGADO d 16
RS025 INTESTINO d 16
RS026 FIGADO e 17
RS027 INTESTINO e 17
RS028 FIGADO f 18
RS029 INTESTINO f 18
RS030 CORAGCAO f 18
RS031 FIGADO d 19
RS032 INTESTINO d 19
RS033 CORACAO d 19
RS037 CARCACA f 20
RS038 FIGADO d 21
RS039 INTESTINO d 21
RS040 CORACAO d 21
RS042 FIGADO g 22
RS043 INTESTINO g 22
RS044 CORACAO g 22
RS045 FIGADO h 23
RS046 INTESTINO h 23
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RS Orgéo de isolamento Origem (cidade) Ave
RS047 CORACAO h 23
RS048 CORACAO i 24
RS049 CARCACA a 25
RS050 CARCACA h 26
PR Orgéo de isolamento Origem (cidade) Ave
pr001 celulite 0675-28C 1

pr002 celulite 0675-29C 2

pr003 celulite 0675-30C 3

pr004 celulite 0675-37 4

pr006 celulite 0675-50C 5

pr007 celulite 0675-51C 6

pr008 celulite 0675-52C 7

pr009 celulite 0675-55C 8

pr010 celulite 0675-57C 9

prO11 celulite 0675-67 10
pr012 celulite 0675-87C 11
pr013 celulite 0675-89C1 12
pr014 celulite 0675-89C2 12
pr015 celulite 675-92C 13
pr016 celulite 0675-95C 14
pro17 celulite 0675-99C 15
pr018 celulite 0675-1087 SAC 16
pr019 celulite 1087-5GC 17
pr020 celulite P36/5 18

pr021 celulite 33/06 BIG 19
pr022 celulite 35/06 BIG 20
pr023 celulite 36/06 BIG 21
pr024 celulite P33/2 22
pr025 celulite P33/5 23
pr026 celulite P36/3 24
pr027 celulite P35/2 25
pr028 celulite P35/3 26
pr029 celulite 45,5/5 27
pr030 celulite 63C 28
pr031 celulite 49,1/5 29
pr032 celulite 49,2/5 30
pr033 celulite 49,4/5 31
pr034 celulite 49,5/5 32
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PR Orgéo de isolamento Origem (cidade) Ave
pr035 celulite 50,1/5 33
pr036 celulite 73,1C 34
pr037 celulite 74,4C 35
pr038 celulite 77,3C 36
pr039 celulite 44C 37
pro40 celulite 77,1C 38
pro41 celulite 70C 39
pro42 celulite 71C 40
pr043 celulite 77,5C 41
pro44 celulite 93C 42
pr045 celulite 68 43
pro46 celulite 53C 44
pro47 celulite 25C 45
pro48 celulite 80C 46
pr049 celulite 2.68.2C 47
pr050 celulite 2.84.1 48
pr051 celulite 2.84.2 49
pr052 celulite 2,84,3 50
pr053 celulite 2,844 51
pr054 celulite 2,845 52
pr055 celulite 2,84,6 53
pr056 celulite 74,2-C1 54
pr057 celulite 74,2-C2 55
pr058 celulite 2,2,155,2 56
pr059 celulite 1,1,120,2 57
pro61 celulite 1,1,119,2 58
pr062 celulite 1,2,88,1 59
pr063 celulite 2,1,104,3 60
pro64 celulite 1,2,91,1 61
pr065 celulite 1,1,114,1 62
pr066 celulite 2,2,197 1 63
pr068 celulite 1,2,88,5 64
pr069 celulite 2,2,195,4 65
pr070 celulite JAIR 2 66
pr071 celulite 2,2,171,3 67
pr072 celulite 2,2,139,2 68
pr073 celulite 2,2,198,5 69
pr074 celulite 1,2,106,5 70
pr075 celulite 2,2,194,5 71
pr076 celulite 2,1,127,3 72
pr077 celulite 2,2177,2A 73
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PR Orgéo de isolamento Origem (cidade) Ave
pr078 celulite 2,2177,1B 74
pr079 celulite 2,2,179,4 75
pr080 celulite 2,1,114 1 76
pr081 celulite 2,1,1311 77
pr082 celulite 2,2177,3 78
pr083 celulite 2,2,195,3 79
pr084 celulite 2,1,143,4 80
pr085 celulite 2,1,102,2 81
pr086 celulite 2,2,195,2 82
pr087 celulite 2,1,128,1 83
pr088 celulite 1,1,93,5 84
pr089 celulite 2,2,155,3 85
pr090 celulite 2,2,188,2 86
pr091 celulite 2,2,185,2 87
pr092 celulite 2,2,161,2 88
pr093 celulite 2,1,103,2(A5) 89
pr094 celulite 2,2,156,2 90
pr095 celulite 2,2,189,2 91
pr096 celulite 2,2,199,3 92
pr097 celulite 2,1,139,1 93
pr098 celulite 2,1,143 1 94
pr099 celulite 2,2,195,5B 95
pr100 celulite 2,2,166,2 96
pr101 celulite 22177 1A 74
pr102 celulite 2,1,1151 97
pr103 celulite 2,1,128,3 98
pr104 celulite 1,1,120,1 99
pr105 celulite 2,1,128,2 100
pr106 celulite 2,1,122,2 101
pr107 celulite 2,2,176,2 102
pr108 celulite 2,2,177,2B 73
pr109 celulite 2,1,1231 103
pr110 celulite 1,2,106,3 104
pr111 celulite 2,2,188,1 105
pr112 celulite 2,2,189,3 106
pr113 celulite 2,1,103,2 107
pr114 celulite 2,2,185,1 108
pr115 celulite 2,1,131,2 109
pr116 celulite JAIR 1 110
pr117 celulite 2,1,131,3 111
pr118 celulite 2,2,185,3 112
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PR Orgéo de isolamento Origem (cidade) Ave
pr119 celulite 2,1,1354 113
pr120 celulite 1,1,97,3 114
pri121 celulite 2,1,135,3 115
pr122 celulite 2,2,161,1 116
pr123 celulite 2,2,195,5A 117
pr124 celulite 2,1,135,1 118
pr125 celulite 2,2,194 1 119
pri126 celulite 2,2,199,1B 120
pri127 celulite 22,1741 121
pr128 celulite 2,2171,1 122
pr129 celulite 2,2,191,2 123
pr130 celulite 2,2,1551 124
pr131 celulite 2,2,174,3 125
pr132 celulite 2,1,131,4 126
pr133 celulite 2,2,189,1 127
pr134 celulite JAIR 3 128
pr135 celulite 2,2,194,3 129
pr136 celulite 1,2,106,1 130
pr137 celulite 1,1,114,4 131
pr138 celulite 2,1,119,2 132
pr139 celulite 1,1,93,2 133
pr140 celulite 2,2174,4 134
pr141 celulite 2,2,197,2 135
pr142 celulite 2,2,163,3 136
pr143 celulite 2,2,174,6 137
pr144 celulite 2,2,163,2 138
pr145 celulite 2,1,103,2 139
pr146 celulite 2,1,135,2 140
pr147 celulite 2,1,122 1 141
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ANEXO Il

Suscetibilidade aos agentes antimicrobianos e Grupo ECOR nos isolados de Colissepticemia
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ANEXO Il

Suscetibilidade aos agentes antimicrobianos e grupo ECOR nos isolados de Celulite
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ANEXO IV

Prevaléncia dos fatores associados a viruléncia nos isolados de Colissepticemia
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ANEXO V

Prevaléncia dos fatores associados a viruléncia nos isolados de Celulite
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