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RESUMO

A Escherichia coli ¢ um microorganismo pertencente a flora bacteriana entérica de
animais e seres humanos, estando amplamente disseminada na natureza. A colonizagdo
intestinal ocorre logo ap6s o nascimento, sendo que 10 a 20% das E. coli podem ser
potencialmente patogénicas para as aves. Esta bactéria representa um problema
econdmico na industria avicola, pois é responsavel por causar as colibaciloses. Este
termo refere-se a qualquer tipo de infeccdo, localizada ou sistémica, causadas total ou
parcialmente por amostras patogénicas de E. coli. Como exemplos, podem-se citar os
problemas respiratorios, como aerosaculite € pneumonias, além de peritonite, onfalite,
salpingite e sinovite, entre outros. Além disso, a E. coli é o agente mais freqiientemente
isolado nos casos de celulite avidria, provocando lesdes cutaneas que levam as carcacas
a condenacao total ou parcial no momento do abate, provocando relevantes prejuizos. O
objetivo deste trabalho foi verificar o perfil bioquimico de 261 amostras de E. coli,
obtidas a partir de diferentes materiais de origem avidria, coletados no Rio Grande do
Sul. Posteriormente, estes resultados foram associados com os Indices de
Patogenicidade (IP) de cada amostra, verificando a possibilidade de relaciona-los. Além
do teste de hemolise, foram realizadas 21 provas bioquimicas, sendo dez varidveis para
E. coli. Dentre os testes varidveis, a melibiose, o sorbitol € a ramnose foram
considerados positivos para as bactérias analisadas, pois mais de 90% das amostras
fermentaram estes carboidratos. A salicina, a sacarose, a rafinose, o adonitol € o
dulcitol, bem como a arginina e a ornitina continuaram apresentando-se como testes
variaveis para E. coli. Os demais testes tiveram resultados positivos ou negativos de
acordo com o esperado para E. coli. Constatou-se que as amostras positivas para
arginina, dulcitol, rafinose e sacarose tém maiores Indices de Patogenicidade que as
negativas. Por outro lado, as amostras negativas para a salicina e para o teste de indol
também possuem IP’s mais altos que as positivas. Os resultados dos testes também
foram analisados agrupando-se as amostras de acordo com a sua origem (quadros
respiratdrios, camas de aviarios e lesdes de celulite), apontando-se diferengas nos IP ao
comparé-los entre si.



ABSTRACT

The Escherichia coli are microorganisms that belong to the enteric bacterial flora
of animals and humans, and are widespread in the nature. The intestinal colonization
occurs right after de birth, as 10 to 20% could be potentially pathogenic to birds. The E.
coli represents an economic trouble in the poultry industry, as it’s the responsible for
causing the colibacilosis. This term refers to any kind of infection, localized or
systemic, caused entirely or partly by pathogenic E. coli. As examples, it’s possible to
quote the respiratory problems, as aerosaculitis and pneumonia, yonder peritonitis,
onfalitis, salpingitis and sinovitis, among others symptoms. Besides that, E. coli is the
most frequently isolated agent in avian cellulitis cases, promoting cutaneous lesions that
brings the carcasses to total or partial condemnation in the abattoir, resulting in relevant
prejudices. The objective of the present work was to verify the biochemical profile of
261 E. coli samples, obtained from different avian materials, collected in Rio Grande do
Sul. Later, these results were associated to the Pathogenic Index (PI) of each sample, to
verify if it was possible to relate them. Besides the hemolysis test, 21 biochemical’s
tests were done, as ten were variable for E. coli. Among the variable tests, the
melibiose, sorbitol and rhamnose were considered positive for the analyzed samples, as
more than 90% fermented these carbohydrates. The salicin, sucrose, raffinose, adonitol
and dulcitol, as arginine and ornithine still variable to E. coli. The results of the rest of
the tests (positives and negatives) agree with what were expected for E. coli. It was
noticed that the samples that were positive for arginine, dulcitol, raffinose and sucrose
have higher Pathogenic Indexes than the others. On the other hand, the samples that
were negative for salicin and indole test also possess high PI’s. The results of those tests
were also analyzed aggregating the samples according to their origin (respiratory
symptoms, avian litter and celullitis lesions), pointing to differences in the PI when
comparing to each other.
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1 INTRODUCAO

A industria avicola brasileira ¢ destaque no mercado mundial, mantendo, desde
2004, a condi¢do de maior exportadora de carne de frango do mundo. Além disso, o
Brasil produziu, em 2006, 9,3 milhdes de toneladas de carne de frango, atingindo a
terceira colocagdao em termos de produtividade, ficando somente atras dos Estados
Unidos e China, que produziram, respectivamente, 16,16 e 10,35 milhdes de toneladas
(ABEF, 2006). Estas posi¢des privilegiadas perante o mercado internacional de carnes
tém como base uma avicultura tecnificada, onde se verifica a unido de esfor¢os da
industria e dos pesquisadores, objetivando aprimorar o status sanitario e produtivo dos

plantéis, aumentando a competitividade de nossos produtos.

Apesar de toda a atengdo dispensada a Influenza Aviaria em 2006, tanto por
parte da midia, quanto por parte das autoridades sanitérias, verificou-se que o mercado
avicola apresentou crescimento de 1% em relacdo a 2005. Os primeiros meses de 2006
foram muito preocupantes para a avicultura mundial, pois foram constatadas quedas de
até 70% no consumo de carne de frango na Italia, e 20 a 30% em outros paises da
Europa. Este quadro se reverteu ao longo do segundo semestre do mesmo ano, trazendo
novo folego para a industria. Ainda que ndo tenha sido registrado nenhum caso de
Influenza Aviédria, o Brasil também sentiu os reflexos desta enfermidade, pois

apresentou queda nas suas exportacdes (AVEWORLD, 2007).

Em 2006, 71% da producdo brasileira de carne de frango foi destinada ao
mercado interno, € 0s 29% restantes corresponderam as exportagdes, gerando uma
receita de US$ 3,203 bilhdes, sendo os principais importadores a Asia e o Oriente
Médio. No que se refere ao mercado de exportacdes de carnes em nosso pais, o frango
ocupa a posi¢do de lideranca, participando com 52,86% do total exportado. A carne

bovina e a suina vém em seguida, com 31,12% e 10,29% do total, respectivamente.

Ao observar a magnitude da avicultura no Brasil, constata-se a relevancia do
desenvolvimento de estudos que fornecam informagdes que agreguem melhorias para a
sanidade animal, para que se oferecam produtos de qualidade, procurando manter a
competitividade brasileira dentro de um mercado tdo exigente, que atualmente utiliza

tanto as barreiras tarifarias como as barreiras sanitarias como limitagdes comerciais.
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Dentre os problemas sanitarios mais freqlientes na industria avicola, trazendo
grandes prejuizos econdmicos, estdo as colibaciloses, que, numa de suas manifestagoes,
provoca lesdes cutaneas, como a celulite, levando as carcagas ao descarte. No Brasil, de
acordo com o Servigo de Inspegdo Federal, entre 2001 e 2005 as condenagdes parciais e
totais de carcagas de frango, devido a lesdes ocasionadas pela E. coli causaram perdas
de aproximadamente US$ 58,00 milhdes na avicultura (BRASIL/MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2006). De acordo com Salle &
Silva (2000), pode-se dizer que as enfermidades que causam perdas econdmicas em
criagdes de aves domésticas sdo classificadas em cinco grupos, sendo que a Escherichia
coli se destaca no grupo das doengas bacterianas de maior impacto, juntamente com as

salmoneloses.

O objetivo deste estudo foi verificar se as 261 amostras de E. coli, isoladas de
diferentes materiais de origem avicola, coletados no Estado do Rio Grande do Sul,
apresentam diferengas ao serem submetidas a diversas provas bioquimicas. Além disso,
os Indices de Patogenicidade destas amostras foram associados aos resultados dos testes

bioquimicos, a fim de constatar a possibilidade de correlaciona-los.

Esta pesquisa visa agregar informagdes aos trabalhos que vém sendo realizados
no Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA-UFRGS), na sua
Linha de Pesquisa sobre Escherichia coli. As informagdes obtidas através do estudo do
perfil bioquimico destas amostras serdo somadas aos dados ja existentes sobre os
indices de Patogenicidade e genes associados a viruléncia das mesmas. Além disso,
outras pesquisas referentes a estes microorganismos estdo sendo desenvolvidas no
CDPA neste momento, como testes para verificar a resisténcia a antimicrobianos e
realizagao de uma técnica de PCR multiplex para a identificagdo de alguns genes de
patogenicidade deste microrganismo. Ao término destes estudos, todas estas
informagdes serdo inseridas num programa de redes neurais artificiais, em uma linha de
pesquisa sobre uso de inteligéncia artificial no gerenciamento de empresas avicolas que
esta sendo desenvolvida ha alguns anos neste laboratdrio, tendo sido pioneiro no Brasil.
A utiliza¢@o de redes neurais artificiais para a identificagdo da patogenicidade de E. coli
¢ uma ferramenta para os médicos veterinarios poderem decidir de forma adequada
quais medidas tomarem em casos de contaminagdo por esta bactéria. A avaliagdo da

patogenicidade através destas redes € mais criteriosa € objetiva, proporcionando dados
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que podem auxiliar os técnicos a prevenir ou tratar os casos de colibacilose de forma
mais precisa e rapida. Além disso, a utilizagdo de animais vivos nao ¢ necessaria, o que
vem de encontro com as tendéncias atuais sobre ética e bem-estar animal, a0 empregar-

se uma técnica que evita o sacrificio dos mesmos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Escherichia coli

A Escherichia coli foi descrita pela primeira vez em 1885 por Theodor von
Escherich, tendo sido chamada de Bacterium coli commune, sendo inicialmente
identificada como parte da microbiota intestinal dos animais, considerada apatogénica,
sendo esta caracterizagcdo modificada apds alguns sorotipos de E. coli serem associados
a doengas em animais e seres humanos (FERREIRA & KOBIL, 2000). Também
chamou-se B. coli até que seu nome atual foi definido por Castellani e Chalmers em
1919 (BARNES et al., 1997). O primeiro caso de colibacilose foi descrito em 1894,
tendo sido o agente responsavel pela mortalidade de patos, ao ser isolado do figado,
coragdo ¢ bago dos mesmos. Em 1907 houve a primeira publicagdo sobre
coliseptisemia, baseada na mortalidade de frangos, com quadro similar a cdlera avidria,
enquanto estavam sendo transportados (BARNES et al., 1997). Além da E. coli, o
género Escherichia inclui as espécies E. adecarboxylata; E. blattae; E. fergusonii; E.
hermanii ¢ E. vulneris (BETTELHEIM, 1994).

A E. coli estd amplamente disseminada na natureza, fazendo parte da flora
bacteriana entérica de animais ¢ seres humanos (MORENG & AVENS, 1990). A
colonizagdo intestinal ocorre logo apds o nascimento, e no trato digestivo de aves este
microrganismo pode ser encontrado na concentra¢io de 10° unidades formadoras de
colonia (UFC) por grama de fezes, sendo 10-20% destas amostras patogénicas para os
animais. Aves silvestres e roedores também sdo disseminadores da E. coli (FERREIRA
& KOBIL, 2000). A poeira presente nas granjas pode ser uma relevante fonte de E. coli
patogénica, podendo conter cerca de 10° E. coli/g, sendo possivel verificar uma relacio
positiva entre os sorogrupos encontrados na poeira e em animais septicémicos (GROSS,
1994). Esta bactéria pode permanecer no ambiente por longos periodos, especialmente
em locais secos. Fezes de roedores, racdo e agua contaminada podem conter coliformes
patogénicos, servindo como fontes de propagacdo do agente nas criagdes comerciais de
aves (BARNES et al., 1997). La Ragione & Woodward (2002) comentam que tanto em
aves domésticas, quanto em silvestres podem-se encontrar amostras de E. coli
patogénicas para aves presentes nas superficies mucosas e na microbiota normal do

trato intestinal. Além disso, sorotipos patogénicos podem ser isolados juntamente com



13

0s nao-patogénicos no ambiente onde as aves sdo criadas.

A E. coli pertence a4 familia Enterobacteriaceae. Apresenta-se na forma de
bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, com tamanho variando entre 1,1 a 1,5 pm
por 2-6 um. E anaerédbia facultativa, pois possui tanto metabolismo respiratorio quanto
fermentativo (FERREIRA & KOBIL, 2000). A forma e o tamanho destes
microorganismos podem variar, sendo que seu crescimento ocorre em temperaturas
entre 18° ¢ 44°C. Em agar Mac Conkey as coldnias se apresentam na cor rosa clara
circundadas por um precipitado, ¢ em agar EMB (Eosyn-Methylene-Blue), sdo verde-

escuras em tom metalico ou pretas (BARNES et al., 1997) .

As diferentes espécies de E. coli podem ser classificadas através da
sorotipificagao. Kauffmann, em 1944, foi o primeiro a classificar as amostras de E. coli
por métodos sorologicos, baseando-se na identificacao dos antigenos “O”, “K” e “H”
(LIOR, 1994). O antigeno somatico “O” ¢ uma endotoxina liberada apos a lise de
células lisas, sendo composto por polissacarideos, apresentando estabilidade quando
aquecido a 100°C. O antigeno “K” estd presente na superficie da célula, sendo
relacionado com a viruléncia. E chamado de antigeno capsular e interfere na aglutinagdo
do antigeno “O”, podendo ser removido apds aquecer a amostra bacteriana por 1 hora a
100°C (BARNES et al., 1997). O antigeno flagelar “H” ¢ relacionado a presenca da
flagelina, proteina que constitui o flagelo nos microorganismos moveis (LIOR, 1994).
Para verificar sua presenca, os isolados devem ser cultivados em condigdes que
propiciem a motilidade. Os antigenos “H” raramente sdo utilizados como classificagdo
antigénica e ndo sdo correlacionados com patogenicidade, sendo destruidos a 100°C
(BARNES et al., 1997). O antigeno fimbrial “F” esta relacionado com a capacidade de
aderéncia da bactéria a superficie celular. As fimbrias, também chamadas de pili, sdo
classificadas como manose sensiveis ou manose resistentes, ao verificar-se se a
aglutinag@o ¢ inibida ou ndo na presenga deste carboidrato (BARNES et al., 1997). A
aglutinacdo bacteriana nem sempre ¢ adequada para demonstrar a presenga dos
antigenos fimbriais, pois uma amostra pode conter inimeras fimbrias com diferentes
tipos antigénicos (LIOR, 1994). Muitos pesquisadores em todo o mundo tém procurado
determinar quais os sorogrupos de E. coli causadores de patologias em frangos. Entre os
grupos de antigenos “O” freqiientemente designados como patogénicos para as aves

estao: 1, 2, 3, 6, 8, 15, 18, 35, 71, 74, 78, 87, 88, 95, 103 ¢ 109. Os sorogrupos “O” 1, 2



14

e 78 sdo os mais comuns, mas muitas amostras patogénicas nao pertencem a nenhum
destes “O” grupos, sendo caracterizadas como nao tipificdveis sorologicamente. A
sorotipificagdo ¢ um procedimento caro e realizado somente em alguns centros
especializados, sendo desnecessdria para diagnosticos laboratoriais de rotina, mas de

grande valor para estudos epidemiologicos (GROSS, 1994).

Os problemas provocados pela E. coli tém grande importincia econdmica,
acarretando perdas na industria avicola, seja devido a mortalidade que acarreta em aves
jovens, seja pelas condenagdes de carcagas que ocorrem nos abatedouros. Em relagdo a
saude publica, as cepas que sdo patogénicas para as aves apresentam baixo risco de
contaminagdo para humanos ou outros animais, entretanto, as aves também sdo
suscetiveis a E. coli O157:H7, que ¢é causadora de quadros de enterohemorragias em

seres humanos (BARNES et al., 1997).

2.1.1 Fatores de Viruléncia

Os principais fatores de viruléncia da E. coli sdo: antigenos de superficie K, que
conferem resisténcia as bactérias perante a acdo dos neutrofilos € do soro normal;
produgdo de pili, que torna o microrganismo capaz de se fixar a varios tecidos do
hospedeiro; produ¢do de colicinas, que sdo substancias capazes de inibir o crescimento
de outras bactérias presentes no mesmo nicho onde as E. coli se encontram; sintese de
hemolisinas e sider6foros, compostos capazes de obter ferro do organismo,
possibilitando que a bactéria se multiplique nos fluidos orgéinicos; producdo de
citotoxinas, também chamadas de verotoxinas, que sdo proteinas citotoxicas produzidas

por alguns sorotipos de E. coli (ASSIS & SANTOS, 2005).

Segundo Barnes et al. (1997), um grande niimero de fatores de viruléncia tém
sido identificados em cepas patogénicas de E. coli, isoladas a partir de aves doentes,
mas, ainda assim, suas fun¢des ainda ndo estdo bem esclarecidas. A resisténcia ao soro,
que pode ser mediada pelo antigeno K, e ¢é relacionada ao gene iss (resisténcia sérica),
correlaciona-se bem com a viruléncia das amostras. As amostras virulentas também
permanecem por mais tempo ¢ em maior quantidade que as avirulentas no trato

intestinal, e isto pode estar relacionado com a producao de colicinas.
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De acordo com Gross (1994), as cepas de E. coli que causam colibacilose
pertencem a classe de E. coli patogénicas que invadem a corrente sanguinea a partir de
uma superficie epitelial, sendo similares as cepas que causam infecgdes extra-intestinais
em humanos. Assim, acredita-se que os fatores de viruléncia presentes em ambas sejam
semelhantes, incluindo a presenga de pili, resisténcia ao complemento (resisténcia ao
soro), producdo de aerobactina e presenca do antigeno K. Muitos estudos demonstram
que amostras patogénicas de E. coli possuem a capacidade de obtengdo de ferro a partir
de niveis baixos deste elemento no ambiente em que se encontra no hospedeiro. Este
evento ocorre devido a presenca da aerobactina, sendo que os genes responsaveis pela

expressao desta caracteristica estao relacionados ao plasmidio Col V.

Delicato et al. (2003) realizaram um estudo para verificar a presenca de
dezesseis genes responsaveis pela viruléncia de amostras de E. coli, através de testes de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em duzentos isolados deste microrganismo.
Ao final da pesquisa, observaram que os genes iut A (receptor para aerobactina), iSS
(resisténcia sérica), cva C (colicina V), tsh (hemaglutinina sensivel a temperatura), pap
C e pap G (responsaveis pela expressdo da fimbria P, um dos fatores de colonizagio) e
fel A (fimbria F 11) foram detectados com maior freqiiéncia nos isolados obtidos de
colibacilose do que nos isolados provenientes de amostras fecais de aves sadias,
demonstrando que genes de viruléncia com diferentes potenciais participam na
patogenia da colibacilose. Segundo Barnes et al. (1994), os fatores de viruléncia e os
genes responsaveis identificados em amostras de E. coli isoladas de aves, comumente
encontrados sdo: capacidade de adesdo pela fimbria P (pap C) e fimbria F 11 (fel A),
producdo de colicinas (cva C), presenca de aerobactina (iut A), presenca dos antigenos
capsulares K1 e K5 (kpsll), resisténcia sérica (isS) e hemaglutinina sensivel a temperatura

(tsh).

De acordo com Rocha (1999), os fatores de viruléncia detectados com maior
freqiiéncia em amostras respiratorias de E. coli, isoladas no Rio Grande do Sul, foram a
resisténcia sérica e a producao de colicinas.

2.1.2 Colibacilose

A Escherichia coli ¢ um microrganismo conhecido por causar doengas em aves,
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embora ainda ndo esteja claro se ¢ uma causadora primaria ou secundaria das
enfermidades a cla atribuidas (MONTGOMERY et al., 2005). Ferreira & Kobl (2000)
comentam que a E. coli é considerada secundaria a outros agentes, sendo a causa de
doengas extra-intestinais em aves. Muitos sintomas sdo apresentados por aves
contaminadas por esta bactéria, tais como: colisepticemia, aerossaculite, peritonite,
pleuropneumonia, pneumonia, sindrome da cabeca inchada, osteomielite, entre outros
(BARNES et al., 1997; FERREIRA & KOBIL, 2000; MONTGOMERY et al., 2005).
O termo colibacilose refere-se a qualquer tipo de infec¢do, localizada ou sistémica,
causadas total ou parcialmente por amostras patogénicas de E. coli (GROSS, 1994). A
colibacilose em mamiferos ¢ tratada como uma doenga entérica de origem primaria,
entretanto, em frangos, pode ser localizada ou sistémica, ocorrendo secundariamente
quando as defesas do hospedeiro estdo fragilizadas, ou ainda, devido a cepas
patogénicas do agente (MONTGOMERY et al., 2005). Além disso, a E. coli ¢ o
microrganismo que vém sendo isolado com maior freqiiéncia de lesdes de celulite

aviaria (PEIGHAMBARI et al., 1995; GOMIS et al., 2000; MACKLIN et al., 1999).

A infecgdo do trato respiratorio, causado pela E. coli, ¢ uma das doengas aviarias
mais comuns, usualmente ocorrendo entre 2 e 12 semanas de idade, sendo chamada
também de doenca respiratdria cronica. As aves inalam cepas patogénicas de E. coli,
derivadas das fezes, presentes na poeira do galpdo. Normalmente, as defesas do
hospedeiro conseguem combater o agente, mas se existirem fatores predisponentes,
como a presenga de outros patéogenos que afetem o trato respiratdrio, como, por
exemplo, o Mycoplasma gallisepticum, a E. coli conseguira estabelecer-se, ocasionando
problemas respiratorios. A exposi¢do a amdnia ¢ a poeira também favorecem a E. coli,

pois provocam a deciliagdo do epitélio respiratorio (GROSS, 1994).

A celulite avidria ¢ uma causa comum de descarte parcial ou total de carcagas de
frango, tendo como agente etiologico principal a E. coli, apesar de também ja terem sido
isolados outros microrganismos, como Pasteurella multocida, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter agglomerans, Proteus vulgaris e Streptococcus dysgalactiae
(GOMIS et al., 2000; MACKLIN et al., 2000; PEIGHAMBARI et al., 1995). Segundo
Macklin et al. (2000), a celulite aviaria € um problema grave na industria de frangos de
corte, causando perdas estimadas em US$ 30 a US$ 40 milhdes anualmente. As lesdes

de celulite s3o, atualmente, as maiores causas de condenag¢do de carcagas em
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abatedouros, sendo que no Canada, a rejeicdao de carcacas devido a celulite aumentou
7,5 vezes em 1992, em relagdo ao ano de 1986 (PEIGHAMBARI et al., 1995). A
celulite caracteriza-se pela presenga de uma placa fibronecrotica no tecido subcutaneo,
verificando-se a existéncia de inflamag¢do na pele que recobre o local. A lesdo de
celulite € iniciada por arranhdes na pele que proporcionam que as bactérias presentes no
ambiente acessem o tecido subcutineo (JEFFREY et al., 2004). As lesdes de celulite
sdo primariamente unilaterais e localizadas na regido abdominal, com tamanho variando
entre 1 a 10 centimetros de didmetro. A regido afetada fica inchada, sendo que a pele
que recobre o local tem sua coloragdo alterada para amarela-clara, amarelo-opaca ou
marrom-avermelhada, além de geralmente apresentar arranhdes ou feridas. Ao abrir a
pele, observa-se a presenca de vdarios graus de edema subcutidneo, hemorragias
musculares e exsudato subcutaneo, que podem estar localizados ou podem se estender
pelo peito, costas ou coxa (ELFALDIL et al., 1996a). A celulite aviaria ndo resulta em
morte nem em sinais clinicos, mas a presenga das lesdes, que geralmente sé sdo
detectadas no momento do abate, leva a perdas substanciais devido a condenagdo das

carcagas (GROSS, 1994; JOHNSON et al., 2001).

Um estudo conduzido por Elfaldil et al. (1996b) demonstrou a influéncia de
alguns fatores na ocorréncia de celulite nos lotes de frangos de corte. Dentre as
correlacdes positivas observadas pelos pesquisadores, estd a utilizacdo de palha nas
camas dos avidrios, pois, além de promover um ambiente propicio para o crescimento e
multiplica¢do da E. coli, pode causar pequenos ferimentos na pele, quando constituida
por material que contenha por¢des afiadas e pontiagudas. Estas solugdes de

continuidade podem servir de porta de entrada para a bactéria instalar-se no animal.

O tratamento para as doengas causadas por E. coli é baseado na administragao de
antimicrobianos e quimioterdpicos, preferencialmente administrados na fase inicial da
doenca. Drogas como Quinolonas de 3 * geragdo, como Enrofloxacina e Danofloxacina,
além de Sulfonamidas e Macrolideos, entre outros agentes, tém sido usados no combate
a colibacilose. O ideal ¢ que antes de iniciar a administragao de qualquer droga, sejam
realizados testes de suscetibilidade com as amostras isoladas, pois, atualmente, tém-se
constatado um elevado indice de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no

mercado, devido ao uso indiscriminado dos mesmos (FERREIRA & KOBIL, 2000).
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A prevengdo e o controle da colibacilose baseiam-se, principalmente, num
manejo adequado das aves e das instalagcdes onde estas permanecem. Boa ventilacao,
alimentagcdo de qualidade, intensificacdo no ntimero de coleta dos ovos que estdo na
cama do aviario, fornecimento de probioticos e limpeza diiria dos bebedouros e
comedouros sdo atitudes que auxiliam a diminuir a contaminacdo nos aviarios.
Controlar os fatores que desencadeiam estresse ambiental e populacional nos animais,
evitar a ocorréncia de doencas que provoquem imunodepressao e a utilizacdo de vacinas
sdo mais algumas ferramentas que podem ser empregadas no combate a E. coli
(BARNES et al., 1997; FERREIRA & KOBIL, 2000). Entretanto, Gross (1994)
comenta que as vacinas contra E. coli ndo sdo amplamente utilizadas, provavelmente
devido ao imenso niimero de sorogrupos envolvidos nos casos de campo. O custo das

vacinas também pode ser um fator que influencia sua utilizagao.

2.1.3 Propriedades Bioquimicas da E. coli

Atualmente, a E. coli é um dos microrganismos mais ricamente documentados,
sendo que os estudos sobre seu metabolismo e processos bioquimicos serviram de base
para outros microrganismos. Dentro de seu complexo metabolismo, constatou-se que,
assim como outros organismos vivos, a E. coli responde positivamente a mudangas no
meio em que se encontra através do controle das enzimas que possui. Trés tipos de
mecanismos que exercem este tipo de controle ja foram identificados: modulagao,
modificacdo covalente e inativagdo seletiva. Assim, dependendo das necessidades de
sobrevivéncia e dos nutrientes disponiveis, a bactéria ird inibir ou ativar determinadas
enzimas que venham a auxiliar a sua sobrevivéncia em determinada situacdo, seja

dentro do organismo de um hospedeiro, ou no meio ambiente (BETTELHEIM, 1994).

Segundo Ferreira & Kobil (2000), a E. coli tem como caracteristicas bioquimicas
a produgdo de acido e gas apds a fermentacdo da glicose, maltose, manose, manitol,
xilose, glicerol, ramnose, sorbitol e arabinose. A utilizagdo de adonitol, sacarose,
salicina, rafinose, ornitina, dulcitol e arginina ¢ variavel. A maioria das amostras possui
capacidade para fermentar a lactose, embora algumas realizem este processo de forma
mais lenta que outras. Motilidade, lisina e produ¢do de indol tém respostas positivas,
enquanto que os testes de oxidase, utilizagdo do citrato, hidrélise de uréia, liquefagao de

gelatina e produgdo de H,S sdo negativos. A E. coli é positiva para a reagdo de
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vermelho de metila, e negativa para Voges Proskauer. As provas bioquimicas para E.
coli sdo uteis para diferencia-la das outras espécies de Escherichia e de outras bactérias

da familia Enterobacteriaceae (BARNES et al., 1997).

De acordo com Bettelheim (1994), a habilidade de fermentar a glicose com
producéo de acido e gas é uma caracteristica basica da E. coli. A presenga da enzima 3-
galactose, cuja fungdo ¢ transformar a lactose em glicose e galactose, ¢ utilizada para a

diferenciagdo da E. coli de Salmonella sp. e Shigella sp.

Segundo Oliveira (2000), o cultivo laboratorial de E. coli possui as seguintes
caracteristicas: as colonias em agar sangue podem ou ndo apresentar hemolise,
dependendo da cepa analisada; em meio Mac Conkey, as coldnias sdo de coloragdo
rosada, devido a fermentacdo de lactose; em meio liquido (caldo simples), ocorre
turvacdo na presenca de E. coli; a incubag¢do pode ser realizada em aerobiose ou
anaerobiose facultativa, durante 24 horas a 37°C; em relacdo a motilidade, podem ser
moveis ou imoveis; o perfil bioquimico compativel com E. coli apresentara catalase
positivo; oxidase negativo; fermentacdo de agucares com producdo de gas (glicose
positivo, lactose positivo, sacarose variavel, maltose positivo, fenilalanina negativo);
hidrolise de gelatina negativo; citrato negativo; urease negativo; indol positivo;

vermelho de metila positivo; Voges-Proskaeur negativo.

Muitos autores demonstram as caracteristicas bioquimicas dos microrganismos
através de tabelas onde constam os nomes dos testes e a porcentagem de amostras que
se apresentam positivas para cada um deles. Neste caso, os testes considerados positivos
serdo aqueles com 90% ou mais de resultados positivos, os testes negativos serdo os que
tém menos de 10% de positivos e os testes varidveis sdo os que apresentam entre 10 e
89,9% de resultados positivos (BARON & FINEGOLD, 1990; BETTELHEIM, 1994).
Outros utilizam tabelas com os testes e os classificam como positivos, negativos e
variaveis (BARNES et al., 1997; SEELEY JR. et al., 1991). Ja& MacFaddin (2000),
utiliza tabelas contendo as reagdes bioquimicas para cada espécie bacteriana,
classificando-as em positivas, negativas e variaveis, sendo que as varidveis também sdo
subdivididas em varidveis com tendéncia a negativas e varidveis com tendéncia a
positivas, de acordo com o percentual de positividade apresentado. Em relagio a E. coli,

os dados apresentados na literatura somente divergem em relagdo a alguns testes
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variaveis, pois certos autores consideram determinado teste como positivo, mas outros o
descrevem como variavel. Por exemplo, Barnes et al. (1997) e Bettelheim (1994)
classificam a fermentagdo de adonitol como negativa para E. coli, enquanto Ferreira &
Kobil (2000) a consideram como variavel. Estes autores também classificam a
motilidade como positiva, enquanto Barnes et al. (1997), Seeley Jr. (1991) e Oliveira
(2000) a tratam como varidavel. A Tabela 1 demonstra algumas caracteristicas

bioquimicas da E. coli.

E importante ressaltar que, apos a realizagio de subculturas, amostras de E. coli
podem ter suas caracteristicas bioquimicas alteradas. Apesar disso, amostras estocadas a
-70°C ou a 4°C ndo demonstraram mudangas em seu perfil bioquimico (BETTELHEIM,
1994).

Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas esperadas para Escherichia coli.

Testes E. coli

Motilidade variavel
Catalase positivo
Oxidase negativo
Nitratos/nitritos positivo
Gelatina negativo
Producdo de Gés Sulfidrico (H,S) negativo
Indol positivo
Vermelho de Metila positivo
Voges-Proskauer negativo
Citrato de Simmon's negativo
Urease negativo
Lisina positivo
Ornitina variavel
Fenilalanina negativo
Glicose positivo
Lactose positivo
Manitol positivo
Dulcitol variavel
Sacarose variavel
Salicina variavel
Adonitol negativo
Inositol negativo

Adaptada de Barnes et al., 1997.
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2.1.4 Bioquimismo e sua relacdo com a patogenicidade de amostras de E. coli

Ao estudar a patogenicidade in vitro ¢ in vivo de amostras de E. coli, Raji et al.
(2003) observaram a correlagdo entre a fermentagao de agucares, hidrolise de esculina,
teste de vermelho Congo, hemdlise, motilidade, sorotipo e patogenicidade em pintos de
um dia. Foram utilizadas 24 amostras diferentes de E. coli, e ao analisar os resultados,
os autores observaram que houve diferengas no perfil bioquimico das amostras testadas,
bem como no teste de patogenicidade in vivo em pintos de um dia. As amostras foram
submetidas aos seguintes testes bioquimicos: xilose, manitol, rafinose, sorbitol,
adonitol, ramnose, lactose, sacarose, maltose, dextrose, dulcitol, hidrolise de esculina e
salicina. Outro ponto relevante neste estudo ¢ que tanto as amostras patogénicas quanto
as nao-patogénicas fermentaram dulcitol, resultado que discordou de outros obtidos em
experimentos anteriores, em que uma porcentagem maior de amostras patogénicas

fermentou dulcitol, ao serem comparadas com outras menos patogénicas.

Montgomery et al. (2005) analisaram 103 amostras de E. coli, lactose positivas,
provenientes de diferentes fontes de frangos de corte, em relagdo ao seu perfil
bioquimico, entre outros fatores in vitro. As amostras apresentaram variagdes nos
resultados dos testes bioquimicos, demonstrando ndo haver um padrdo ao serem
submetidas ao bioquimismo. A analise foi baseada nos seguintes testes: ortonitrofenil-
beta-D-galactosidio (ONPG), arginina dihidrolase, lisina descarboxilase, ornitina
descarboxilase, citrato, producdo de gas sulfidrico (H,S), urease, triptofano deaminase,
producdo de indol, Voges-Proskauer, hidrolise de gelatina e reagdes de fermentacdo de
glicose, manitol, inositol, sorbitol, ramnose, sacarose, melibiose, amigdalina e

arabinose.

Rosenberger et al. (1985), apds estudarem a patogenicidade de 197 amostras de
E. coli em relagdo a varios fatores, dentre eles, a atividade metabolica, constataram que
esta foi similar entre as amostras analisadas, ndo podendo ser associada com a sua
patogenicidade. A exce¢do foi a fermentacdo de adonitol, ja que 23% das E. coli
altamente patogénicas foram positivas, enquanto somente 8% das intermediarias e 4%

das cepas pouco patogénicas fermentaram este carboidrato.

Barnes et al. (1997) citam a fermentagdo do adonitol como um fator que pode
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ser correlacionado com a viruléncia de E. coli para aves.

2.2 Provas bioquimicas

Os microrganismos, como todos os seres vivos, podem, até certo ponto,
modificar 0 meio em que se encontram ¢ utilizar as solugdes quimicas como fontes de
energia, produzindo um ambiente propicio para seu crescimento e reproducao. Todas as
atividades celulares sdo mediadas por enzimas, € os microrganismos produzem diversos
tipos delas, que atuam de forma interligada. Ao testar os produtos finais de reagdes
enzimaticas e notar o desaparecimento de algumas substancias de um meio de cultura,
os microbiologistas podem estabelecer as caracteristicas enzimaticas de um
microorganismo e identifica-lo, podendo entdo diferencid-lo de espécies similares

(SEELEY JR. et al., 1991).

A mais de um século, os testes convencionais ou classicos para a identificacao
de microrganismos vém sendo utilizados, baseados na habilidade que o organismo em
estudo possui para utilizar diferentes fontes de carbono ou observando os produtos

finais de seu metabolismo (BETTELHEIM, 1994).

2.2.1 Fermentacéao de carboidratos

Assim como os humanos, a maioria dos microrganismos utiliza inumeros
carboidratos como sua fonte principal de energia. Estes incluem os polissacarideos
(salicina, dextrina), os dissacarideos (lactose, melibiose, sacarose), os trissacarideos
(rafinose) e os monossacarideos (glicose, ramnose, adonitol, dulcitol, manitol, sorbitol)
(SEELEY JR. et al., 1991). Os carboidratos sdo chamados de agucares, entretanto,
alguns deles sdo na verdade alcoois. Normalmente, um acucar “verdadeiro” tem seu
nome terminado com “ose”, enquanto os alcoois terminam com “ol”. Poucas excegdes
existem em relacdo a estas nomenclaturas, sendo uma delas o aglcar salicina

(MacFADDIN, 2000).

Os testes de fermentagdo de carboidratos sdo realizados para determinar a
habilidade de um organismo fermentar, ou seja, degradar, determinado carboidrato,

incorporado a um meio basal, tendo como resultado a produgao de acido ou acido e gas.
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Os padrdes de fermentagdo sdo caracteristicos de grupos de bactérias ou espécies, como
por exemplo, todas as Enterobacteriaceae sido fermentadoras de glicose. Os testes de
fermentagdo de carboidratos podem ser tUteis na diferenciagdo entre géneros e podem
auxiliar na identificacdo de espécies bacterianas (MacFADDIN, 2000). Os produtos
resultantes da quebra dos carboidratos sdo acidos organicos (p. exemplo, acido latico e
acético) e gases, como hidrogénio e dioxido de carbono, sendo que o tipo € a propor¢ao
dos produtos formados dependerd da espécie do microorganismo e do carboidrato que
estd sendo disponibilizado para utilizacdo. A habilidade, ou a sua auséncia, que um
organismo possui para utilizar um aglicar simples, uma combinacdo de aglicares ou
varios tipos de agucares proporciona informagdes para a classificacdo das espécies
bacterianas, pois a facil observacdo da producdo de 4cido e gis por certos
microorganismos ¢ de grande valor pratico para a identificacdo dos mesmos (SEELEY
JR. etal., 1991). Para verificar a formacao de gas, coloca-se um pequeno tubo de vidro,
chamado de tubo de Durham, dentro de um tubo de ensaio contendo um meio basal e
um carboidrato. O tubo de Durham deve ser colocado invertido, e, se houver formagao
de gas, sera coletado pelo tubo e podera ser visto na forma de bolhas. Apesar da maioria
das Enterobacteriaceae produzirem gas ao fermentarem glicose, Salmonella Typhi,
Providencia stuartii, a maioria das espécies de Yersinia e algumas cepas de E. coli ndo
produzem gas, sendo chamadas de anaerogénicas (BARON & FINEGOLD, 1990).

Os testes de fermentacdo de carboidratos sdo preparados utilizando-se um meio
de cultura base, acrescido de um indicador de pH, sendo o vermelho de fenol o mais
amplamente utilizado. Sua coloragao original ¢ laranja — avermelhada, quando apresenta
pH 7,4, mudando para vermelha ou rosa quando o pH ¢ 8,5, indicando alcalinidade, ou
ficando amarela quando o pH ¢ 6,9, indicando acidez (MacFADDIN, 2000; SEELEY
JR. et al., 1991). Para a realizacdo destes testes ¢ necessario, primeiramente, preparar o
caldo base, de acordo com as indicacdes do fabricante, para posteriormente adicionar o
carboidrato que sera testado. Os carboidratos sdo acrescentados ao caldo na
concentragdo de 1%, sendo a Unica exce¢do a salicina, que ¢ utilizada a 0,5%. Apos
24h-48h de incubacdao a 37°C, a interpretacao dos resultados devera ser: positivo,
quando a cor do meio mudar para amarelo, negativo, quando o meio apresentar
coloragdo vermelho-rosada, e “atrasada”, quando o meio ficar laranja. Em relacdo a
presenga de gas, o resultado pode ser positivo, se houver bolhas dentro do tubo de

Durham, ou negativo, quando nao houver bolhas (MacFADDIN, 2000).
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2.2.2 Descarboxilagdo de aminoacidos

Os aminoécidos, além de servirem como constituintes primarios de varias
proteinas que compdem o0s organismos vivos, também sao utilizados pelas células com
outros objetivos, pois podem ser degradados gerando energia e outros produtos finais,
como amoénia (NHj3), indol e H,0. Além disso, os aminoacidos podem ser quimicamente
modificados em componentes celulares essenciais, incluindo outros aminodcidos. Os
membros da familia Enterobacteriaceae sao similares, dificultando a diferenciagdo das
espécies pelos microbiologistas. Assim, os testes de descarboxilagdo de aminoacidos
sdo 1importantes ferramentas para uma identificacdo rapida dos diferentes
microrganismos desta familia (SEELEY JR. et al., 1991). Segundo MacFaddin (2000),
os testes de descarboxilase, que utilizam os aminoacidos lisina, arginina e ornitina, sdo
utilizados para verificar a habilidade enzimatica de um organismo em descarboxilar um
aminoacido ¢ formar uma amina, resultando em alcalinidade. A descarboxilacdo ¢ um
processo em que a bactéria que possui uma enzima especifica para descarboxilacdo
ataca o grupo carboxil presente no aminoacido, produzindo uma amina ou uma diamina
e dioxido de carbono. Existem intimeras enzimas de descarboxilagdo, cada uma
especifica para um tipo de substrato. Em um laboratério de bacteriologia clinica, as
descarboxilases mais importantes para a identificagdo bacteriana sdo a lisina, a ornitina

e a arginina.

Para a realizacdo dos testes de descarboxilagao, deve-se adicionar cada
aminoacido em tubos contendo caldo base para a descarboxilacdo de aminoécidos,
como, por exemplo, o caldo base para descarboxilagdo de Moeller. Os aminoacidos
serdo adicionados ao caldo na concentragdo de 1%. O caldo, juntamente com os
aminoacidos, deve ser preparado de acordo com as indicagdes do fabricante. Apds a
inoculacdo das amostras, os tubos devem ser incubados por 24h até quatro dias, sendo
examinados diariamente. A interpretacdo dos resultados deve ser da seguinte forma (ao
utilizar como indicador de pH o bromocresol roxo): positivo, se 0 meio estiver roxo ou
roxo-amarelado, com pH em torno de 6,8, ou negativo, se 0 meio estiver amarelo claro,
e o pH for 5,2 (MacFADDIN, 2000). De acordo com Secley Jr. et al. (1990), a
descarboxilagdo pode ser verificada pelo aumento do pH, j& que esta reagdo resulta em

um acimulo de amina, que ¢ basica.
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2.2.3 Citrato de Simmon’s

O teste de utilizagdo de citrato consiste em determinar se um organismo ¢ capaz
de utilizd-lo como unica fonte de carbono para seu metabolismo e crescimento,
resultando em alcalinidade do meio. E utilizado primariamente na identificagdo de
géneros da familia Enterobacteriaceae, mas também serve para a identificagdo entre
espécies bacterianas. O citrato de Simmon’s ¢ um dos meios de cultura que sdo
utilizados para a realizacdo deste teste. Apresenta coloragdo verde quando ndo-
inoculado, e, ao inocular um microrganismo positivo, este mudara a cor do meio para
azul. Caso seja negativo, o meio permanecera verde. E interessante colocar o citrato de
Simmon’s como primeiro teste em uma bateria, pois qualquer resquicio de nutriente

proveniente de outro teste pode provocar um falso-positivo (MacFADDIN, 2000).

2.2.4 Motilidade, producdo de indol e de géas sulfidrico

Segundo Seeley Jr. et al. (1990), os testes de motilidade, producdo de indol e de
gas sulfidrico (H,S) podem ser realizados no meio de cultura denominado agar SIM
(Sulfide-Indole-Motility). A produgao de H,S ¢ visualizada através de uma reacao onde
o local de inoculacdo ficard preto. No caso de uma bactéria movel, a coloragdao
enegrecida podera se espalhar por todo o meio. Para que ocorra esta reagao, ¢ necessario

que o meio de cultura possua na sua constitui¢do sais de metais como ferro e bismuto.

Algumas bactérias tém a habilidade de degradar o aminoécido triptofano em
indol. Além do indol, outros produtos podem ser gerados através desta degradacdo,
como acido piravico, amdnia e energia, que podem ser posteriormente metabolizados
pelo microorganismo. A producdao de indol ¢ detectada através da utilizacdo de um
reagente, que, a0 combinar-se com este elemento, gera uma reacdo quimica que resulta
em mudanca de cor. Um dos reagentes que pode ser utilizado neste teste € o reativo de
Kovac’s, que deve ser acrescentado ao meio onde o microrganismo foi inoculado (por
exemplo, agar SIM). Apos o periodo de incubagdo, o reativo de Kovac’s ¢ administrado,
gerando uma coloracdo rosa, classificando como positiva a reagdo, ou seja, houve
producdo de indol. No caso da reacdo ser negativa, a coloragdo permanecerd amarela,
sendo esta a cor original do reagente. Pode-se verificar uma colora¢do laranja ao

colocar-se o reagente, classificando o teste como varidvel, pois esta cor indicaria a
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presenca de um composto que poderia ser um precursor do indol (MacFADDIN, 2000).

Para verificar se uma bactéria ¢ movel ou imdvel, pode-se utilizar meios semi-
solidos, como o SIM. Assim como os demais testes, esta ¢ uma forma de diferenciar
géneros e espécies de microrganismos. A amostra bacteriana ¢ inoculada com o uso de
uma agulha bacteriologica, bem ao centro do meio de cultura, até¢ a metade do contetudo
do tubo. Apds a incubagdo, se a amostra for movel, haverd uma migracdo do organismo
além da zona de inoculagdo, se difundindo pelo meio, causando turbidez. Caso a
amostra seja negativa, havera crescimento somente ao longo da linha de inoculagdo

(MacFADDIN, 2000).

2.2.5 Deaminacao da fenilalanina

O teste da deaminac¢dao da fenilalanina consiste em colocar a amostra a ser
testada em um meio de cultura que contenha, entre outros compostos, o aminoacido
fenilalanina. Este meio geralmente ¢ um agar e deve ser preparado com um longo bisel,
pois ¢é neste que a amostra serd inoculada. Apos a incubagao a 37°C por 24h, se ocorrer
a deaminacao da fenilalanina, sera possivel detectar seu produto, o acido fenilpiravico,
através da formacdo de um complexo de cor verde ao administrar uma solucdo de
cloreto férrico sobre o local onde a amostra foi inoculada (BARON & FINEGOLD,
1990). A transformagdo da fenilalanina em 4acido fenilpirivico ¢ uma atividade

enzimatica caracteristica do Género Proteus (OLIVEIRA, 2000).

2.2.6 Urease

A presenca da enzima urease também ¢ uma forma de diferenciagdo entre os
microrganismos. Primariamente, este teste era utilizado somente para diferenciar o
género Proteus de outras bactérias Gram-negativas. Atualmente, este teste ¢ utilizado
para diferenciar algumas espécies bacterianas e auxiliar na identificacdo de outras. O
teste consiste em verificar se um microorganismo produz a enzima urease, cuja funcao ¢
degradar a uréia, transformando-a em duas moléculas de amonia, provocando a
alcalinizacdao do meio. Para a realizagcdo deste teste utiliza-se o caldo uréia, que deve ser
preparado de acordo com as orientagdes do fabricante. Apos a incubagdo a 37°C por

24h, se o meio estiver rosa, o resultado ¢ positivo. Caso o meio permaneca laranja, o
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resultado ¢ negativo (MacFADDIN, 2000; SEELEY JR. et al., 1991).

2.2.7 Hemolise

A maioria dos microrganismos recebidos em um laboratorio de microbiologia ¢
semeada em agar sangue, pois este meio de cultura ¢ propicio para o crescimento de
amostras fastidiosas, além de ser o meio de eleicdo dos microbiologistas para iniciar a
identificagdo bacteriana a partir da morfologia colonial apresentada. Nos Estados
Unidos, utiliza-se o sangue de ovelha para preparar este meio, sendo que na Europa ¢
utilizado o sangue de cavalo. E também no 4gar sangue que pode-se verificar se uma
bactéria ¢ hemolitica ou ndo, pois algumas produzem enzimas extra-celulares que lisam
as células vermelhas, produzindo uma hemolise total, chamada de B-hemolise, ou hé a
producdo de zonas com coloracdo esverdeada ao redor das coldnias, caracterizando a
hemolise parcial, ou o-hemolise. Ainda pode-se constatar que uma bactéria nao
provocou nenhum tipo de hemolise, sendo entdo considerada ndo hemolitica, podendo
ser classificada como y-hemolise (BARON & FINEGOLD, 1990; SEELEY JR. et al.,
1991). Para verificar adequadamente se houve ou ndo a producdo de hemolise em uma
placa de agar sangue, deve-se observa-la com uma luz incidindo por trds da placa

(BARON & FINEGOLD, 1990).

Além dos testes convencionais para identificagdo de microorganismos,
atualmente existem inumeros testes comerciais, que possuem, dentro de seu sistema,
varias provas bioquimicas. Nos testes mais modernos, existem perfis bioquimicos
armazenados em programas de computador, que comparam o resultado da analise de
uma amostra com os perfis de microorganismos ja conhecidos, e identificam a amostra
com o maior indice de seguranca possivel. Caso necessario, o computador indica a
realizagdo de mais testes para confirmar a identidade do isolado. O sistema API (API,
Bio-M¢érieux AS, Lyon, France) ¢ um dos exemplos deste tipo de teste, e, apesar de ter
sido um dos pioneiros, continua sendo usado com sucesso em todo o mundo

(BETTELHEIM, 1994).



28

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras bacterianas

As 261 amostras de Escherichia coli analisadas no presente estudo sdo
provenientes de quadros respiratorios, lesdes de celulite e camas aviarias (Figura 1),
sendo que deste total, quatro amostras estdo sem as informagdes sobre sua origem. As
amostras respiratorias (51) foram isoladas no ano de 1995 pela equipe do CDPA -
Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria, situado em Porto Alegre, RS, e
conservadas em frascos contendo uma solugao de BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol
a 50%, numa propor¢ao de 1:4. As 139 amostras de lesdes de celulite foram obtidas no
momento do abate das aves, tendo sido coletados porg¢des de pele e de tecido
subcutaneo dos animais que apresentavam alteragcdes compativeis com esta patologia.
As amostras de cama (67) sdo oriundas dos galpdes onde estas aves estavam sendo
criadas. Este material foi coletado em 60 propriedades pertencentes a trés integracdes

avicolas, localizadas no Rio Grande do Sul, em 2002.

A parte experimental desta pesquisa foi realizada integralmente nas instalagdes

do CDPA-UFRGS, situadas em Porto Alegre.

Origem das amostras de E. coli

2% 20%

26%

@ Respiratéria
| celulite
Ocama

0O sem origem

52%

Figura 1 - Origem das amostras de E. coli.
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3.2 Testes bioquimicos

A escolha dos testes realizados neste experimento, com o objetivo de
caracterizar bioquimicamente as amostras de E. coli, foi feita através de uma revisao
bibliografica, levando-se em considera¢do os testes citados com maior freqiiéncia na

literatura especializada.

A Tabela 2 demonstra o comportamento esperado da E. coli para os testes

realizados neste estudo.

Tabela 2 - Perfil bioquimico esperado para as amostras de E. coli em relagdo aos testes
realizados neste experimento.

Testes E. coli
Hemolise Variavel
Citrato de Simmon's Negativo
Fenilalanina Deaminase Negativo
Producao de Indol Positivo
Produgao de Gas Sulfidrico (H,S) Negativo
Motilidade Variavel
Adonitol Variavel
Arginina Variavel
Lisina Positivo
Ornitina Variavel
D-manose Positivo
Dulcitol Variavel
Glicose Positivo
Lactose Positivo
Manitol Positivo
Melibiose Variavel
Rafinose Variavel
Ramnose Variavel
Sacarose Variavel
Salicina Variavel
Sorbitol Variavel
Urease Negativo

Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram preparados conforme as
orientagdes dos fabricantes ¢ o armazenamento dos mesmos, bem como a leitura e
interpretacao dos resultados, foram realizados de acordo com a metodologia descrita por
MacFaddin (2000), e encontram-se detalhados no APENDICE A. As amostras que nio
apresentaram resultados de acordo com o esperado para o padrao de E. coli (positivo ou

negativo) foram analisadas novamente.
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O teste de hemolise foi realizado em placas de Petry contendo agar sangue,
preparado com 5 a 8% de sangue de ovelha desfibrinado. As placas, apds serem
semeadas, eram incubadas a 37°C por 24h, e, apds este periodo, observadas para a

verificagcdo da presenca ou ndo de zonas de hemolise junto &s coldnias.

3.3 Inéculo

Foram retirados 20 microlitros (uL) de cada amostra de E. coli que estava
estocada em BHI e glicerol e colocados em tubos de ensaio contendo 3 mL de BHI, os
quais permaneceram por 24h a 37°C. Apods este periodo, cada cultura bacteriana foi
semeada em EMB, pois este ¢ um meio de cultura seletivo e diferencial para E. coli,
pois suas colonias adquirem uma coloragdo verde-metalica ou preta neste meio (Figuras
2 ¢ 3), sendo facilmente diferenciadas de outras bactérias gram-negativas, ¢ em BHA
(Brain Heart Agar), meio de cultura ndo-seletivo, e colocadas na estufa a 37°C por mais

24h, conforme a Figura 4.

Figuras 2 ¢ 3 - Colonias de E. coli em EMB.
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Figura 4 - Colonias de E. coli em BHA.

Os inoculos foram preparados a partir das coldnias bacterianas isoladas no BHA.
Estas foram colocadas em tubos contendo solucgao salina estéril a 0,85%, a fim de que a
carga bacteriana neles contida atingisse um grau de turbidez semelhante a 0,5 na escala
de MacFarland. Apods o preparo desta solucdo, realizou-se a inoculagdo de 50 pL de
cada amostra nos testes bioquimicos liquidos. Para verificar a presenga hemolise, as
amostras foram estriadas em agar sangue, e para os testes de citrato de Simmon’s,
deaminacdo da fenilalanina e pesquisa para motilidade, produ¢do de H,S e Indol,
utilizou-se uma agulha bacteriologica para sua inoculagdo. A seguir, as placas e os tubos
eram colocados em estufas a 37°C, por 24 a 48 horas, sendo que os testes de
descarboxilagdo de aminodcidos permaneciam por até 96 horas na estufa, sendo
observados diariamente. Estes procedimentos foram realizados para todas as 261
amostras de E. coli analisadas neste experimento. Apds o término desta etapa, os
resultados das provas bioquimicas, positivas ou negativas, foram relacionados com os

Indices de Patogenicidade das amostras, obtidos por Souza (2006).

3.4 Controles

Para cada teste bioquimico realizado, foi utilizado um controle negativo e um
controle positivo, para a certificagdo de que estavam sendo preparados de forma
adequada. Além dos controles, a cada série de amostras testadas, uma bateria de testes
sem inoculo foi incubada concomitantemente, visando verificar se os meios de cultura

apresentavam-se sem alteragdes ou contaminagdes.
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As bactérias que foram selecionadas para constituirem os controles dos testes

estavam armazenadas na bacterioteca do CDPA, tendo sido identificadas na Fundacao

Oswaldo Cruz, situada no Rio de Janeiro (FIOCRUZ), exceto a Klebsiella pneumoniae,

que foi cedida pelo Professor Dr. Marcos Gomes, do Setor de Microbiologia da

Faculdade de Veterinaria da UFRGS (Tabela 3).

Tabela 3 - Bactérias utilizadas como controles dos testes bioquimicos.

Testes Controles positivos Controles negativos
Staphylococcus aureus
Hemolise ATCC 6538 Salmonella sp

Citrato de Simmon's
Fenilalanina Deaminase
Producao de Indol

Produgdo de Gas Sulfidrico (H,S)

Motilidade
Arginina
Lisina
Ornitina
Adonitol
D-manose
Dulcitol
Glicose
Lactose
Manitol
Melibiose
Rafinose
Ramnose
Sacarose
Salicina
Sorbitol
Urease

Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis

E. coli ATCC 25922
P. mirabilis

P. mirabilis
Salmonella sp.

E. coli ATCC 25922
M. morganii

K. pneumoniae

E. coli ATCC 25922
Salmonella sp.

E. coli ATCC 25922
E. coli ATCC 25922
E. coli ATCC 25922
K. pneumoniae

K. pneumoniae
Kluyvera sp.

K. pneumoniae
Kluyvera sp.

K. pneumoniae
Proteus mirabilis

E. coli ATCC 25922
E. coli ATCC 25922
K. pneumoniae

E. coli ATCC 25922
K. pneumoniae
Morganella morganii
P. mirabilis

K. pneumoniae

M. morganii

P. mirabilis

M. morganii

M. morganii

P. mirabilis

M. morganii

M. morganii

P. mirabilis
Salmonella sp

M. morganii

M. morganii

E. coli ATCC 25922

Estas bactérias eram retiradas dos estoques em dagar nutriente ¢ semeadas

semanalmente em 4agar Mac Conkey. Apds a incubagdo a 37°C por 24h, eram

preparadas e inoculadas de forma similar as amostras a serem testadas, para servirem

como controles dos testes bioquimicos.
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3.5 Calculo dos Indices de Patogenicidade das amostras

Os Indices de Patogenicidade que foram utilizados neste trabalho, com o
objetivo de verificar se havia relagdo entre os resultados dos testes bioquimicos e a
patogenicidade das amostras, foi obtido por Souza, em 2006. Este realizou um teste de
patogenicidade em pintos de um dia, inoculando as amostras de E. coli (10 pintos para
cada amostra), via subcutdnea, na regido abdominal posterior. Os animais foram
observados por até¢ 7 dias apos a inoculagdo, sendo que os que vinham a o6bito eram
necropsiados e observados quanto a presenga de aerossaculite, pericardite, perihepatite,
peritonite e celulite. Caso o animal nao viesse a Obito até o sétimo dia, era sacrificado e
também se averiguava a presenca das lesdes citadas anteriormente. Além destes
critérios, o tempo de morte e uma constante denominada “Fator de Bonificacdo de
Sobrevivéncia” também foram utilizados para compor a férmula matematica para o
calculo do Indice de Patogenicidade individual das amostras, sendo possivel, entdo, ndo
s classifica-las como patogénicas ou apatogénicas, mas sim mensurar a intensidade da
patogenicidade, pois este método foi capaz de classificar o IP das amostras numa escala

de 1al0.
3.6 Analise estatistica
Para a realizagdo das analises estatisticas dos resultados dos testes

bioquimicos, sua relagao com as diferentes origens e com os Indices de Patogenicidade,

utilizou-se o programa computacional JMP 6.0, SAS Institute, Inc. USA (2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi tragar o perfil bioquimico de 261 amostras de E.
coli provenientes de lesdes de celulite, quadros respiratorios e camas de aviarios. Além
disso, procurou-se verificar a possibilidade de relacionar estes resultados com o Indice
de Patogenicidade das amostras. Os resultados obtidos sobre perfil bioquimico das

amostras de E. coli estdo na Tabela 4.

Tabela 4 - Perfil bioquimico das 261 amostras de E. coli provenientes de diferentes
materiais de origem avicola.

Testes Resultados

Positivos Negativos
Hemolise 18,01% 81,99%
Citrato de Simmon's 0% 100%
Fenilalanina 0% 100%
Produgao de Indol 91,57% 8,43%
Producdo de Gas Sulfidrico (H,S) 0,38% 99,62%
Motilidade 47,51% 52,49%
Arginina 26,44% 73,56%
Lisina 98,85% 1,15%
Ornitina 77,01% 22,99%
Adonitol 22,61% 77,39%
D-manose 100% 0%
Dulcitol 77,39% 22,61%
Glicose 100% 0%
Lactose 100% 0%
Manitol 100% 0%
Melibiose 100% 0%
Rafinose 83,91% 16,09%
Ramnose 97,32% 2,68%
Sacarose 72,03% 27,97%
Salicina 48.66% 51,34%
Sorbitol 99,23% 0,77%
Urease 0% 100%

As amostras de E. coli comportaram-se conforme o esperado para o padrio da
espécie nos testes de citrato de Simmon’s, fenilalanina e urease, onde 100% das
amostras foram negativas. Em relagdo a producao de gas sulfidrico, 99,62% (n=260) das
amostras foram negativas, ¢ 0,38% (n=1) apresentaram a produgdo deste gés. Os
resultados obtidos nos testes de D-manose, lactose, glicose e manitol também
corresponderam ao padrao da E. coli, pois 100% (n=261) das amostras foram positivas.

Em relacdo a producao de indol, 91,57% (n=239) das amostras foram positivas, e 8,43%
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(n=22) foram negativas. Para o teste de descarboxilagdo da lisina, 98,85% (n=258) das
amostras foram positivas, enquanto 1,15% (n=3) foram negativas. Estes resultados estdo
de acordo com Bettelheim (1994), Baron & Finegold (1990) e Barnes et al. (1997). No
entanto, em relacdo ao teste de descarboxilagdo da lisina, Seeley Jr. et al. (1991) o
considera como variavel, assim como Montgomery et al. (2005) e Rosenberger et al.
(1985), enquanto os demais autores consultados o t€ém como positivo para E. coli, assim
como foi constatado nas amostras testadas neste experimento. Os testes com percentual
de positivos abaixo de 10% foram considerados negativos, e 0s positivos apresentaram
percentual de positividade a partir de 90%. Os testes enquadrados como variaveis
obtiveram entre 10% e 89,9% de positividade (BARON & FINEGOLD, 1990;
BETTELHEIM, 1994).

Dentre os testes considerados como variaveis para a Escherichia coli, a
Melibiose, o Sorbitol e a Ramnose apresentaram, respectivamente, 100%, 99,23%
(n=259) e 97,32% (n=254) de positividade, ndo apresentando a variabilidade esperada.
Raji et al. (2003) também encontraram alta freqiiéncia (100%) das amostras de E. coli,
com diferentes graus de patogenicidade, positivas para ramnose em seu estudo.
Bettelheim (1994) e Baron & Finegold (1990), em contrapartida, enquadram a
fermentagdo de melibiose e ramnose como variaveis para E. coli, enquanto consideram
o sorbitol como um teste positivo para esta bactéria. Seeley Jr. et al. (1991) comentam
que o sorbitol e a ramnose sdo variaveis para E. coli. Ao analisar 103 amostras de E.
coli em relagdo a varias caracteristicas in vitro, dentre clas, seu comportamento
bioquimico, Montgomery et al. (2005) encontraram resultados variaveis para
fermenta¢do de sorbitol, melibiose e ramnose. Os demais testes de fermentagdo de

carboidratos comportaram-se como variaveis, e serdo comentados posteriormente.

Em relacdo a hemodlise, 18,01% (n=47) foram positivas, enquanto 81,99%
(n=214) foram negativas. Montgomery et al. (2005) também verificaram a produgado de
hemolise como variavel para as 103 amostras de E. coli que analisaram. Brito (2002), ao
estudar amostras de E. coli, constatou que nenhuma foi capaz de provocar hemolise em
agar sangue. Raji et al. (2003) verificaram que 10% das amostras originarias de casos
clinicos de colibacilose eram hemoliticas, e as amostras isoladas de casos de morte

embriondria apresentaram 2,22% de positividade para o teste de hemolise.
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A motilidade das amostras foi varidvel, sendo 47,51% (n=124) positivas e
52,49% (n=137) negativas, sendo estes resultados similares aos encontrados por
Montgomery et al. (2005) e Rosenberger et al. (1985), sendo que este ultimo ainda
ressalta que ndo foi possivel relacionar a motilidade com o grau de patogenicidade.
Barnes et al. (1997), Seeley Jr. et al. (1991) e Oliveira (2000) classificam o teste de
motilidade como variavel para E. coli, enquanto Bettelheim (1994), Baron & Finegold
(1990) e Mactaddin (2000) o consideram como positivo. Brito (2002) encontrou 88% de
motilidade ao avaliar 52 amostras de E. coli, e Raji et al. (2003) ao analisarem 93

amostras de E. coli, observaram que 92 foram moveis e 1 foi imovel.

Nos testes de descarboxilacdo de aminodacidos, 26,44% (n=69) das amostras
foram positivas para a arginina, enquanto 73,56% (n=192) foram negativas. Em relagao
a ornitina, 77, 01% (n=201) foram positivas, e 22, 99% (n=60) foram negativas. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura consultada (Macfaddin (2000); Seeley Jr. et
al. (1991); Bettelheim (1994); Baron & Finegold (1990), bem como sdo similares aos
encontrados por Montgomery et al. (2005). Rosenberger et al. (1985) ndo incluiram a
arginina em seus testes, mas em relagdo a ornitina, seus resultados foram semelhantes
aos aqui encontrados. Barnes et al. (1997) também descrevem a ornitina como variavel
para E. coli, e igualmente ndo incluiram a arginina na sua lista de caracteristicas

diagnosticas para este microrganismo.

Nas provas de fermentacdo de carboidratos, constatou-se que dos oito testes
realizados, cinco se caracterizaram como variaveis: adonitol, com 22,61% (n=59) das
amostras positivas e 77,39% (n=202) negativas; dulcitol, sendo 77,39% (n=202)
positivas, ¢ 22,61% (n=59) negativas; rafinose, com 83,91% (n=219) de amostras
positivas, e 16,09% (n=42) de amostras negativas; sacarose, onde 72,03% (n=188)
apresentaram-se positivas, e 27,97% (n=73) foram negativas, e, finalmente, a salicina,
com 48,66% (n=127) das amostras positivas, e 51,34% (n=134) negativas. Estes
resultados coincidem com os encontrados por Montgomery et al. (2005), e discordam
de Rosenberger et al. (1985) em relagdo a salicina, onde estes ndao encontraram
nenhuma amostra de E. coli apta a fermenta-la. Em rela¢do ao adonitol, os resultados
obtidos estdo de acordo com Ferreira & Kobil (2000), que também o consideram
variavel para E. coli, mas estdo em desacordo com Macfaddin (2000); Seeley Jr. et al.

(1991); Bettelheim (1994); Baron & Finegold (1990), que classificam o adonitol como
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negativo para E. coli. Por outro lado, a fermentagdo variavel de salicina, dulcitol,
rafinose e sacarose estdo em concordancia com estes autores. A melibiose, o sorbitol e a
ramnose, ja tratados anteriormente, ndo se apresentaram como testes varidveis neste
experimento. A Figura 5 demonstra os resultados dos testes bioquimicos considerados

variaveis para E. coli, de acordo com a literatura, realizados neste trabalho:
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Figura 5 — Resultados obtidos neste experimento para os testes considerados varidveis
para E. coli.

Ao observar os resultados dos testes variaveis para E. coli, de acordo com as
origens das amostras, verificou-se que estes apresentam algumas diferencas entre si, e
também em relacdo aos resultados dos testes quando analisados como um todo. Por
exemplo, nas amostras de quadros respiratdrios, a presenca de hemolise e a fermentagao
de adonitol foram negativas, pois obtiveram, respectivamente, 92,16% ¢ 90,20% de
resultados negativos nestes testes. Por outro lado, a utilizagdo da rafinose por estas
amostras foi positiva, pois 92,16% delas fermentaram este carboidrato, enquanto que os
exemplares obtidos em outros materiais foram variaveis para o teste. Os demais testes
permaneceram como variaveis, mesmo sendo agrupados em relag@o a sua origem, assim
como o0s testes positivos e negativos para E. coli mantiveram-se com estas

caracteristicas, independentemente da sua proveniéncia. As Tabelas 5, 6 e 7
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demonstram estas informacgoes.

Tabela 5 — Resultados dos testes variaveis para E. coli nas amostras de camas de
aviarios.

Teste Bioquimico Amostras Negativas Amostras Positivas
Adonitol 61,19% 38,81%
Arginina 83,58% 16,42%
Dulcitol 35,82% 64,18%
Hemolise 85,07% 14,93%
Motilidade 52,24% 47,76%
Ornitina 29,85% 70,15%
Rafinose 35,82% 64,18%
Sacarose 44,78% 55,22%
Salicina 40,30% 59,70%

Tabela 6 — Resultados dos testes variaveis para E. coli nas amostras de celulite aviaria.

Teste Bioquimico Amostras Negativas Amostras Positivas
Adonitol 79,86% 20,14%
Arginina 67,63% 32,37%
Dulcitol 15,11% 84,89%
Hemolise 76,98% 23,02%
Motilidade 53.24% 46,76%
Ornitina 19,42% 80,58%
Rafinose 10,07% 89,93%
Sacarose 25,90% 74,10%
Salicina 59,71% 40,29%

Tabela 7 — Resultados dos testes varidveis para E. coli nas amostras de quadros
respiratorios.

Teste Bioquimico Amostras Negativas Amostras Positivas
Adonitol* 90,20% 9,80%

Arginina 76,47% 23,53%

Dulcitol 27.,45% 72,55%

Hemolise™ 92,16% 7,84%

Motilidade 52.94% 47,06%

Ornitina 25,49% 74,51%

Rafinose* 7,84% 92,16%

Sacarose 11,76% 88,24%

Salicina 41,18% 58,82%

* indicam os testes que tiveram resultados diferentes na andlise por origem, em relacio
aos resultados dos testes quando as amostras foram analisadas juntas.
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Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de verificar a
correlagdo entre amostras de Escherichia coli isoladas de aves e a presenga de fatores de
viruléncia, mortalidade em pintos de um dia, influéncia da origem do isolado (celulite,
problemas respiratorios, cama, fezes) na patogenicidade e suas caracteristicas
bioquimicas. Atualmente, a maioria destes estudos prioriza a relagdo entre os genes que
codificam a expressao dos fatores de viruléncia e os testes de mortalidade em pintos de
um dia, verificando a patogenicidade das amostras ao relaciona-las com a capacidade de

levar os animais a 6bito dentro de um periodo previamente estipulado.

Dentro da linha de pesquisa sobre colibacilose existente no CDPA-UFRGS,
Souza (2006) desenvolveu uma metodologia para calcular os Indices de Patogenicidade
(IP) de amostras de E. coli de origem aviaria, levando em consideragdo nao so a
capacidade dos microorganismos em causar morte em pintos de um dia, mas também o
tempo de morte e a capacidade de causar lesdes compativeis com septicemia. Estes
dados foram utilizados neste trabalho, a fim de verificar a possibilidade de relacionar o
perfil bioquimico das amostras de E. coli com seus IP’s (Tabela 8). Observou-se que as
médias dos IP’s das amostras positivas para arginina, dulcitol, rafinose e sacarose foram
significantemente (P < 0,05) maiores que a média dos IP’s das amostras negativas. Ja
com o indol e com a salicina ocorreu o oposto, pois as médias dos IP’s das amostras
negativas foram significantemente maiores do que a média dos IP’s das amostras
positivas. Resumindo, dentre os testes variaveis para E. coli realizados neste
experimento, as amostras positivas para arginina, dulcitol, rafinose e sacarose foram
mais patogénicas que as demais. Por outro lado, as amostras negativas para indol e
salicina também encontraram-se entre as mais patogénicas. Estes resultados discordam
de Raji et al. (2003), que afirmaram néo ser possivel relacionar a atividade metabdlica
de diferentes amostras de E. coli, pois todas fermentaram carboidratos de forma similar,
exceto o adonitol, onde a maioria fermentadora foi de sorotipos ndo-patogénicos.
Rosenberger et al. (1985) também constataram que a atividade metabolica foi
semelhante em diferentes isolados, ndo sendo possivel associa-la com a patogenicidade,
entretanto, verificaram que as amostras positivas para o adonitol foram, em sua maioria,
altamente patogénicas. Em contrapartida, Montgomery et al. (2005) comentam que foi
possivel correlacionar a origem das amostras de E. coli e seu perfil bioquimico com a

letalidade em ovos de galinha embrionados.
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Tabela 8 — Perfil bioquimico das amostras de E. coli e sua relagao com as médias dos

IP’s.
Teste Bioquimico Amostras Amostras M¢dia IP- Média IP-
Negativas Positivas Negativas Positivas
Adonitol 202 59 4,25 4,04
Arginina 192 69 3,92 5,00%*
Citrato 261 0 4,2 -
D-Manose 0 261 - 4.2
Dulcitol 59 202 3,21 4,50*
Fenilalanina 261 0 472 -
Glicose 0 261 - 4.2
H2S 260 1 4,22 1,44
Hemolise 214 47 4,17 4,37
Indol 22 239 6,48 4,00%*
Lactose 0 261 - 4.2
Lisina 3 258 2,56 4,22
Manitol 0 261 - 472
Melibiose 2 259 6,18 4,19
Motilidade 137 124 441 3,97
Ornitina 60 201 4,7 4,06
Rafinose 42 219 2,38 4,56%*
Ramnose 7 254 5,18 4,18
Sacarose 73 188 3,18 4,60%*
Salicina 134 127 4,77 3,60*
Sorbitol 2 259 6,75 4,19
Uréia 261 0 4,2 -

* - Diferenca significativa (P<0,05)

Posteriormente, verificaram-se as médias dos IP’s das amostras de E. coli,

agrupando-as por origem, em relacdo aos testes bioquimicos varidveis. Além destes,

também se realizaram estas andlises para o teste de indol, pois, apesar de ter sido

considerado como positivo para as amostras analisadas, foi possivel relaciona-lo com a

patogenicidade das mesmas. Assim, constatou-se que os isolados de camas de aviarios

negativos para o adonitol obtiveram maior média de IP que a média geral de IP’s das

amostras para este teste. Também se observou que as médias dos IP’s destas amostras,

quando positivas para rafinose e sacarose, foram significantemente mais altas que as

médias dos demais testes, como esta ilustrado na Tabela 9.



41

Tabela 9 — Resultados dos testes variaveis para amostras de E. coli, provenientes de
camas de aviarios, relacionando-os com as médias de seus IP’s.

Teste Bioquimico Amostras Amostras Média IP- Média IP-
negativas positivas Negativas Positivas

Adonitol 41 26 2,64* 1,50
Arginina 56 11 1,97 3,39
Dulcitol 24 43 1,93 2,35
Hemolise 57 10 2,12 2,67
Indol 2 65 431 2,14
Motilidade 35 32 1,86 2,57
Ornitina 20 47 1,93 2,32
Rafinose 24 43 1,17 2,77*
Sacarose 30 37 1,22 2,99%
Salicina 27 40 2,59 1,94

* - Diferenga significativa (P<0,05)

As amostras de E. coli obtidas em lesdes de celulite aviaria, negativas para os
testes de indol, ornitina e salicina demonstraram maior IP que as positivas para estes
testes (Tabela 10). Esta relacdo com o IP e a ornitina nao foi verificada quando todas as
amostras, independente da origem, foram analisadas, enquanto que o observado nos

outros testes citados vem de encontro com esta analise geral.

Tabela 10 — Resultados dos testes variaveis para amostras de E. coli, oriundos de lesoes
de celulite aviaria, relacionando-os com as médias de seus IP’s.

Teste Bioquimico Amostras Amostras M¢dia IP- Média IP-
negativas positivas Negativas Positivas
Adonitol 111 28 4,59 5,74
Arginina 94 45 4,6 4,28
Dulcitol 21 118 3,94 4,97
Hemolise 107 32 4,76 5,01
Indol 18 121 6,88%* 4,51
Motilidade 74 65 5,08 4,52
Ornitina 27 112 6,7* 4,36
Rafinose 14 125 3,61 4,95
Sacarose 36 103 4,56 4,91
Salicina 83 56 5,43% 3,92

* - Diferenga significativa (P<0,05)

Em relacdo as amostras isoladas de quadros respiratorios de aves, ndo houve
relacdo entre a origem e a patogenicidade das amostras, como se pode verificar na

Tabela 11, discordando do resultado da andlise geral das amostras, onde foi possivel
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associar alguns testes com os IP’s das mesmas. Convém chamar a atencao para o fato
de que, apesar de ndo ter sido possivel realizar a correlacdo estatistica entre os
resultados dos testes e a patogenicidade, as amostras positivas para o adonitol tiveram
uma média de IP alta, mesmo sendo em pequeno niimero. As amostras positivas para
este carboidrato, originarias de casos de celulite, também apresentaram IP mais alto que
as negativas. Estes dados concordam com Rosenberger et al. (1985), que verificaram
que as amostras positivas para o adonitol eram mais patogénicas que as negativas. Outra
questdo relevante na andlise destas amostras ¢ que a unica negativa para o indol

apresentou um [P muito elevado.

Tabela 11 — Resultados dos testes variaveis para amostras de E. coli, isoladas de
quadros respiratorios de aves, relacionando-os com as médias de seus IP’s.

Teste Bioquimico Amostras Amostras Média IP- Média IP-
negativas positivas Negativas Positivas
Adonitol 46 5 5,06 7,60
Arginina 39 12 52 5,67
Dulcitol 14 37 4,27 5,71
Hemolise 47 4 5,43 4,00
Indol 1 50 8,95 5,24
Motilidade 27 24 5,89 4,66
Ornitina 13 38 4,78 5,49
Rafinose 4 47 5,24 5,32
Sacarose 6 45 4,98 5,36
Salicina 21 30 5,31 5,31

Ao comparar os dados da andlise de todas as amostras juntas, em relacdo aos
testes realizados neste trabalho e sua relagdo com os IP’s, com os resultados obtidos nas
analises das amostras agrupadas por origem, constatou-se que as amostras de camas de
aviarios, negativas para o adonitol tiveram uma média de IP significantemente maior
que as positivas, fato que ndo se observou nas amostras das outras duas origens, nem na
analise geral. Também foi possivel associar a patogenicidade dos isolados de cama com
os testes de fermentagdo da rafinose e da sacarose, onde as amostras positivas obtiveram
maior média em seus IP’s que as negativas para estes testes. Na analise geral das
amostras este fendmeno também foi observado. Foi possivel relacionar as amostras de
celulite com patogenicidade para os testes de indol, salicina e ornitina, quando positivas
para os mesmos. A relacdo entre patogenicidade e positividade para a ornitina ndo

ocorreu na analise geral das amostras, ao contrario do indol e da salicina. Por outro
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lado, na analise geral, os IP’s das amostras positivas para a arginina e o dulcitol foram
maiores que os das negativas, possibilitando que estes testes pudessem ser relacionados

com patogenicidade, mas isto ndo foi observado ao avaliar as amostras por origem.
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5 CONCLUSOES

Ao término deste trabalho, verificou-se que, independentemente da origem da

amostra:

a. Todas as amostras de E. coli foram negativas para os testes de citrato de
Simmon’s, fenilalanina e urease, e positivas para D-manose, lactose e manitol, tendo

reagido conforme o esperado para esta espécie bacteriana.

b. A fermentacdo de sorbitol, melibiose e ramnose foi positiva para a maioria das

amostras analisadas, ndo apresentando a variabilidade relatada por outros autores.

c. A atividade metabolica das amostras foi varidvel para os testes de fermentagao

de adonitol, rafinose, sacarose, salicina e dulcitol.

d. Nas provas de descarboxilagdo de aminoacidos, a arginina e a ornitina

apresentaram-se como variaveis.

e. A motilidade e a producao de hemolise das amostras testadas foram variaveis.

f. Foi possivel relacionar o Indice de Patogenicidade das amostras com os
resultados de algumas provas bioquimicas, ao constatar-se que as amostras positivas
para arginina, dulcitol, rafinose e sacarose possuiram maior IP que as demais. Por outro
lado, as amostras negativas para indol e salicina testadas neste trabalho apresentaram IP

maior que as positivas para estes testes.

Posteriormente, ao ordenar as amostras por origem, constatou-se diferencas nos
resultados dos testes bioquimicos variaveis para E. coli entre as distintas origens e
também em relagdo aos resultados de todas as amostras agrupadas (analise geral). Pode-
se também verificar uma correlagdo entre os Indices de Patogenicidade, a origem das

amostras e os resultados de alguns destes testes.
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APENDICE A - Meios de cultura

1. Agar Mac Conkey (Merck®)

2. Base para agar sangue (Ox01d®)

3. Brain Heart Agar - BHA (Merck®)

4. Brain Heart Broth — Caldo cérebro coragdo (Merck®)

5. Eosyn-Methylene-Blue — EMB (Merck®)

Os meios de cultura acima relacionados encontravam-se na forma desidratada, tendo
sido preparados com agua deionizada, nas propor¢des indicadas pelos fabricantes, e

autoclavados a 121°C por 15 minutos.

Os meios de cultura descritos abaixo também se encontravam na forma desidratada,
sendo que as particularidades de cada um, bem como a forma de leitura dos seus
resultados estdo comentadas a seguir. Todos foram preparados com 4gua deionizada,
seguindo as orientacdes dos fabricantes, e autoclavados a 121°C por 15 minutos, exceto
a base para os testes de fermentacdo de carboidratos, que era autoclavada a 118°C, e a
base para os testes de descarboxilagdo de aminoacidos, que era autoclavada a 121°C por

10 minutos.

6. Citrato de Simmon’s (BD) BBL™

O teste do citrato de Simmon’s demonstra a utilizagdo do citrato como fonte de
carbono ao provocar um aumento de PH no meio de cultivo, que, no local de
inoculagdo, torna-se azul. Caso o microorganismo seja negativo para o teste, a coloragdo

do meio permanecera verde, como demonstra a Figura 6.
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Figura 6 - Teste do Citrato de Simmon’s.

7. Fenilalanina (BD) Difco™

As amostras bacterianas capazes de produzir acido fenilpiravico, ao serem
inoculadas em dagar fenilalanina, apresentaram uma coloragdo verde escura quando
acrescentada uma solugdo de cloreto férrico na sua superficie. No caso das amostras

negativas, o meio permaneceu inalterado, como demonstrado na Figura 7.

Figura 7 — Teste da fenilalanina.
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8. Caldo uréia (BD) Difco™

O caldo uréia ¢ utilizado para verificar a presenga da enzima urease, que sera
demonstrada pela mudanca na cor do meio, originalmente laranja, para rosa, no caso de

positividade. (Figura 8).

Figura § - Teste da urease.

9. Sulfide-Indole-Motility — SIM (Merck®)

O meio SIM foi utilizado para verificar se as amostras analisadas eram modveis e se
produziam gas sulfidrico e indol (Figura 9). Apods acrescentar o reativo de Kovac’s, os
tubos que apresentaram uma coloragdo amarela na sua superficie foram negativos para a
producdo de indol, e os que apresentaram coloracao rosa foram positivos. Em relagao a
produgdo de gas sulfidrico, os tubos enegrecidos demonstram a sua formagao, enquanto
os tubos em cor amarela (cor original do meio) foram negativos para sua produ¢do. Nos
tubos positivos para a producdo do gés, pode-se diferenciar se os microorganismos neles
inoculados eram modveis ou imdveis, pois, no primeiro caso, a coloragdo preta se
espalhou pelo meio de cultura. No caso das amostras imoveis, a coloragao preta ficou
limitada a zona de inoculacao. Em relagdo a motilidade, as amostras moveis cresceram
por todo o meio de cultivo, tornando-o turvo, ja as iméveis apresentaram crescimento ao

longo da zona de inoculagao.
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Figura 9 - Teste de motilidade e producdo gés sulfidrico e indol.

10. Fermentacdo de carboidratos

Utilizou-se o Caldo Base para Carboidratos Vermelho de Fenol (BD) BBL™ para
realizar os testes de fermentacdo de carboidratos. Apds seu preparo, acrescentou-se o
acucar ou alcool desejado, na concentracao de 1%, exceto a salicina, que foi preparada a
0,5%. Os testes foram considerados positivos quando o meio ficou amarelo,
demonstrando que houve a utilizagdo do carboidrato, resultando na liberagdo do acido
latico, que diminui o PH do meio de cultivo, mudando a sua cor. No caso do meio ficar
rosa, o resultado para o teste era considerado negativo, assim como quando a coloragao
permanecia vermelha, pois esta ¢ a cor original do meio de cultivo, sem inoculo (Figura
10). A leitura destes testes foi realizada apds 24 horas de incubagdo na estufa a 37°C, e,
no caso de resultado negativo, aguardava-se mais 24 horas para a leitura final. Os tubos
que apresentaram cor laranja foram considerados positivos. Os carboidratos utilizados

neste experimento foram:

Adonitol (Vetec®)
Dulcitol (Vetec®)
Manitol (BD) Difco™
D-manose (Inlab Ltda.®)
Melibiose (Vetec®)
Rafinose (Vetec®)
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Ramnose (Vetec®)
Salicina (Vetec®)
Sorbitol (Vetec®)
Lactose (BD) Difco™
Sacarose (Merck®)
Glicose (Merck®)

Figura 10 - Teste para fermentagao de carboidratos.

11. Descarboxilagdao de aminoacidos

Para a realizacdo dos testes de descarboxilacdo de aminodacidos, foi utilizada a Base
Moeller para descarboxilagio (BD) Difco'™. Os aminoacidos testados neste
experimento foram adicionados a base, na concentragdo de 1%. A leitura dos testes
durou entre 24 horas e 96 horas apds a inoculacdo das amostras, seguindo o protocolo
descrito por MacFaddin (2000). Os tubos considerados negativos permaneciam com a
coloragdo original do meio (verde clara), ou apresentavam-se amarelos. No caso das
amostras positivas, estas eram visualizadas através de mudancas na cor do meio de

cultivo, que se tornava lilas ou roxo (Figura 11).



Figura 11 - Testes de descarboxilagdo de aminoécidos.
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