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RESUMO

A Escherichia coliPatogénica Aviaria (APEC) é a causa de doencaa-itéstinais
em aves, que manifestam-se de forma localizadafeagdes sistémicas, assim denominada
colibacilose. Uma das manifestacdes associadaditmalose € a celulite aviaria, a qual
provoca um grande numero de condenacdes em mataefigiorificos em decorréncia de
lesbes nas carcacas de frangos de cortes. O abgitste trabalho foi verificar a prevaléncia
de fatores associados a viruléncia em 209 amoAfRP&SC isoladas de carcacas de frangos
com lesdes de celulite aviaria. Utilizou-se a téarde multiplex-PCR, onde foram analisados
a presenca e/ou auséncia de 38 genes associadafacia, 0s quais sao responsaveis pela
capacidade de adesdo, invasdo, resisténcia sétanas, uma protease serina
autotransportadora e uma llha de patogenicidadeiasta ao marcador CFTO 73. Todos o0s
isolados deste estudo apresentaram pelo menostandéviruléncia relacionado a adesao,
pelo menos um fator relacionado ao sistema de iggaisle ferro e pelo menos um fator
relacionado com a resisténcia sérica, aléem de emisuma média de 17,8 fatores de
viruléncia por isolado. Os fatores com maior prémaia foram genes responsaveis pela
adesao, combmC (97,12%).fimH (96,17%),crl (91,86), genes responsaveis pela resisténcia
sérica, com@mpA(96,65%).traT (90,9%), genes responsaveis por aquisicdo de @
iutA (94,73%) eiucD (83,73%), e genes responsaveis pela invasédo, cvam® (80,86%).
Esses resultados fornecem um panorama geral sabrelivarsas caracteristicas dos

mecanismos de patogenicidade de cepas APEC quantdesies de celulite aviaria.

Palavras chave:Celulite aviaria; Frangos de corte; APEC; Fatoesiduléncia.



ABSTRACT

The Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) is ¢hase of extraintestinal diseases
in poultry, which manifest themselves in a locaizer systemic infections, so called
colibacillosis. One of the manifestations assodatgth avian colibacillosis is the cellulite,
which causes a large number of convictions in gefrated slaughterhouses due to injuries in
broilers carcass. The objective of this study veaadsess the prevalence of factors associated
with virulence of APEC strains isolated from 209ckkn carcasses with lesions of avian
cellulitis. We used the technique of multiplex P@Rjch analyzed the presence and/or
absence of 38 genes associated with virulence, hvare responsible for the adhesion,
invasion, serum resistance/protectins, toxins, ainserotease autotransporter and a
pathogenicity-associated island marker CFTO073. isdlates in this study had at least one
virulence factor related to adhesion, at least oslated to the acquisition system iron and a
at least factor related to serum resistance, angspnts an average of 17.8 virulence factors
per isolate. The factors most prevalent, were theeg responsible for adhesion, as fimC
(97,12%), fimH (96,17%), crl (91,86), genes resjiaesfor serum resistance, as ompA
(96,65%), traT (90,9%), genes responsible for iemguisition, as iutA (94,73%) and iucD
(83,73%) and genes responsible for invasion, asCc{&0,86%). These results provide an
overview of the various characteristics of the pagnic mechanisms of APEC strains that

cause avian cellulitis lesions.

Keywords: Avian cellulitis, Broilers, APEC, Virulence factors
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira vem, ano a ano, superandoseus proprios recordes e
conquistando mercados mais exigentes. O pais seutar terceiro produtor mundial e lider
em exportacdo. Atualmente, a carne de frango nalkidmega a 142 paises e até 2020 a
expectativa é que a producdo de carne de frangir&u8,1% das exportacdes mundiais
(BRASIL, [2012]). A producédo da carne de frangogdea 12,230 milhdes de toneladas em
2010, com um crescimento de 11,38% em relacéo 8, 2Q@ndo foram produzidos 10,980
milhGes de toneladas. Com este desempenho o Besiproxima da China, cuja producao
em 2010 foi de 12,550 milhGes de toneladas, abmpemas dos Estados Unidos, com 16,648
milhdes de toneladas, conforme projecdes do Departe de Agricultura dos EUA (USDA)
(UBABEF, [2011]).

A intensificacdo da producéo na criacdo de aveseatou o risco de ocorréncia de
epidemias, cujas consequéncias financeiras podemmséo graves. Patologias como
salmonelose, colibacilose e micoplasmose, que sédéngicas em certas granjas, levam a
producdo mais baixa, a qualidade inferior do prodat até mesmo a mortalidade. Mesmo
com rigorosa selecdo genética das avos, matripgst@es de um dia, as patologias a campo
ainda sdo frequentes exigindo a manutencdo de ipasquas diferentes areas (LOVATO,
2009).

O termo colibacilose vem sendo utilizado como iatlio de infec¢des localizadas ou
sistémicas, causadas total ou parcialmente Bstherichia coli,a qual € responsavel por
Varios processos patologicos nas aves, atuando @gaote primario ou secundario na
aerossaculite, saculite, pericardite, peri-hepattteritonite, salpingite, onfalite, sinovite,
coligranuloma, sindrome da cabeca inchada e egldittre outros. Uma pequena porcao da
populacdo d&. coli possui fatores de patogenicidade, embora ambastas patogénicas e
apatogénicas, convivam harmoniosamente na mesmaEavedeterminadas condi¢cdes de
estresse e de debilidade das aves, a porcédo pa@g&te aumentar, alterando o equilibrio
bacteriano (ANDREATTI FILHO, 2006).

Em funcédo da producdo em larga escala, do tipsidedo e do manejo de frangos de
corte, as lesdes cutaneas, como a celulite avidia;se tornando cada vez mais frequentes,
sendo uma das maiores responsaveis por condertatéisse parciais de carcacas em todo o
mundo, com crescentes prejuizos a avicultura (VAE#Ral, 2006).

De acordo com Ngeleket al. (1996) e Kumoret al. (1998) embora ndo se saiba o

potencial que as estirpes isoladas de celulite d&mcausar doencas em humanos, as
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habilidades em adquirir fatores de viruléncia pansferéncia genética sédo fatores a serem
considerados. Amostras APECEscherichia coliextraintestinal humanas podem encontrar
desafios similares quando estabelecem uma infeec&om isso, podem compartilhar um
conteudo similar de genes de viruléncia e capaeidbed causar doencas. O conhecimento
sobre as caracteristicas de viruléncia de patotip&scherichia colique causam frequentes
infecgbes nos homens e animais, tem aumentadodesagelmente ao longo dos anos.

Com base nessas premissas, esse trabalho temtivootpe verificar a prevaléncia de
fatores associados a viruléncia de amostra€siherichia coliisoladas de carcacas de
frangos de corte com lesdes de celulite aviariandas de matadouros-frigorificos da regiao

sul do Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Escherichia coli

O géneroEscherichiaé composto de varias espécies, mas someBcherichia
coli (E. col) é um importante patégeno dos animais. Essa esgéai principal
bactéria gram-negativa facultativa da flora nordwtrato gastro intestinal (HIRSH;
ZEE, 2003, p. 219-230).

Ha poucos microrganismos tdo versateis quanto &radGram-negativd. coli
(KAPER, et al, 2004 ). AE. coli foi descrita, pela primeira vez, em 1885, por Tadd
Escherich. Sdo bastonetes, ndo esporulados, getalioe 2-3 x 0,66m, pertencem a familia
Enterobacteriaceae, possuem metabolismo aerdbioaerdbio facultativo, crescem em
temperaturas de 18 a 44° C, sdo catalase positxmase negativos e podem ser moéveis pela
presenca de flagelos peritriqueos (BARNE @I, 2008).

Sua distribuicdo é cosmopolita e € o principal taaibé do trato gastrointestinal de
animais, incluindo aves. Em frangos, ha aproximadden 18 unidades formadoras de
col6nias (UFC) de bactérias por gramas de fezessade 19saoE. coli, das quais de 0-15%
sdo de sorogrupos patogénicos (GROSS, 1994). Arsitieele patogénica dE. coli é
enorme, a espécie compreende varias categoriasiagtras que causam infeccdo intestinal
por diferentes mecanismos e varias outras espamtiinte associadas com infeccdes
urinarias, meningites e outras infec¢des extrastmtais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os patogenos intestinais podem ser divididos emotipas, genericamente
denominados deE. coli diarreiogénica (DEC) do termo em inglé®idrrheagenic
Escherichia coli, os quais sdo geralmente definidos por variaaataristicas como: modo de
transmissado, caracteristicas do hospedeiro afetsmloftipos e sorogrupos, fenoétipos de
interacdo com as células epiteliais intestinaisansmos de patogenicidade e determinantes
genéticos de viruléncia. Atualmente, seis distintagegorias patogénicas (patotipos) de
amostras dé. coli patogénica intestinal sdo conhecidas: EPECcfIli enteropatogénica),
ETEC €. coli enterotoxigénica), EIEC E( coli enteroinvasiva), EAEC H. coli
enteroagregativa), STEC/EHEE.( coli protudora de toxina Shiga), DAECE.( coli
difusamente aderente) (RUSSO; JOHNSON, 2000; KARERI, 2004). Além destas, Russo
e Johnson (2000) propuseram a denominacdo EXPEEIj patogénica extra-intestinal) para

englobar todas a%. coli que sédo isoladas de infeccbes extraintestinaigge esstas,
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encontram-se as UPEE.( coli uropatogénica), NMECH, coli associada a meningite
neonatal) e APECHscherichia colpatogénica aviaria).

As amostras deE. coli possuem diversos determinantes antigénicos |ackls
principalmente na parede celular, como antigenasasoos (O), antigenos flagelares (H),
antigenos capsulares (K) e fimbrias (P), os quais usados para sorotipagem Eecoli
(QUINN et al, 2005). Classificados de acordo com o esquema adfriidann, existem
aproximadamente 180 antigenos O, 60 antigenos B an8genos K. Na maioria dos
esquemas de tipificacdo soroldgica somente osemasgO e H sdo determinados, conte. a
coli O157:H7. O antigeno O determina o sorogrupo enquanantigeno H determina o
sorotipo (BARNESet al, 2008).

As enterobactérias apresentam ou produzem uma gmtatores de viruléncia
potencialmente comprovados. A maioria desses fatole viruléncia é expressa pelas
variedades patogénicas de. coli Shigella Salmonella e Yersinia (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2008).

2.1.1 Fatores de viruléncia associadosEscherichia coli

Linhagens patogénicas dEscherichia coli possuem fatores de viruléncia que
permitem a colonizacéo das superficies das mueaasibsequente producao da doenca. Os
fatores de viruléncia de linhagens patogénicasEdehrerichia coli incluem capsula,
endotoxina, estruturas responséveis por colonizag&wo adesinas, invasinas, sistema de
aquisicao de ferro, resisténcia sérica, entero&mx@outras substancias secretadas (QUANN
al., 2005).

2.1.1.1 Adesinas

A aderéncia com as células da mucosa ocorre atdaseadesinas bacterianas que se
localizam ao longo ou na ponta das fimbrias. Assiads estabelecem ligacfes
mecanicamente estaveis entre as bactérias e dascétuhospedeiro (SMYTHt al, 1994).

A interagdo com as células da mucosa ocorre atrdeégseconhecimento de receptores
especificos da membrana plasmatica da célula aletasp adesinas bacterianas
(EISENSTTEIN, 1987). Uma bactéria pode apresentsis e 400 estruturas fimbriadas na

sua superficie (ANTAOet al, 2009). A classificacdo das fimbrias e adesindas s
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determinadas pela morfologia e habilidade de pranaglutinacdo de hemacias de diferentes
espécies. Em funcdo desta caracteristica, sdo mandsnominadas de hemaglutininas
(EISENSTEIN, 1987).

Entre as diversas fimbrias encontradas Escherichia colia fimbria tipo 1 esta
relacionada com a capacidade da bactéria em adegpitélio do trato respiratorio superior
(WOOLEY et al, 1998). O “operon’pil é o responsavel por codificar a fimbria do tipo 1
(HULL et al, 1981), o qual compdem um conjunto de pelo meimosgenes (operofim),
entre elesfimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG e fimHA fimbria P ou F11
(Pyelonephritis-associated pilus ou P blood anjigedlificada por um conjunto de 11 genes
cromossOmicos denominaioperon”pap é também encontrada em amostragsieherichia
coli (LATHAM; STAMM, 1984).

Antdo et al. (2009), relataram outras fimbrias e adesinas mhacias com a
Escherichia colicomo a fimbria curli, a qual é codificada pelmgerl (Curli fiber gene) e é
formada por uma estrutura enrolada encontrada pexfétie externa das cepas Hecoli; a
fimbria S, codificada pelo gene cromossémico s€&@ (S fimbriae sialic acid-specific and
F1C fimbriae), associada a meningite do recém-das(NMEC) e a isolados dE. coli
associado a septicemia; a adesina codificada peleafa (Afimbrial), que esta associada as
E. coli enteropatogénicas e uropatogénicas humanas; agi&nir ou O75X que sao
expressas principalmente em isolados de UPEC peritgs ao sorogrupo O75, assim

codificadas pelos genes do opedra (Dr antigen-specific adhesin).

2.1.1.2 Invasinas

Muitos patdgenos desenvolveram estratégias paraagnavadir e atravessar o
epitélio. Entre essas estratégias, algumas bactgaimgénicas rompem a barreira do epitélio
por ser citotoxicas as células epiteliais (KEHL-RE GEME, 2007) ou pela ativacao de seu
programa de apoptose (Kl al, 1998), enquanto outros atravessam o epitéliodinda
células epiteliais (mecanismo transcelular) ouvésado cruzamento entre elas (mecanismo
paracelular) (KIM, 2008). Uma forma pela qual astBrias sobrevivem no interior dos seus
hospedeiros é pelo processo de invasdo, que proparaos microrganismos uma forma de
permanecer no hospedeiro sem estar em contato £efeitos do soro (BARBIERI, 2010).

Entre os genes de viruléncia associados a invasdoepas APEC encontram-se 0

homologo de proteina Tiatokigenic invasion locus in ETEC strajpsa ilha de
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patogenicidadegimB (Genetic island associated with newborn meningiéiso geneibeA
(Invasion of brain endothelium) (EWERS$al, 2007).

2.1.1.3 Sistemas de aquisicdo de ferro

Um fator de viruléncia comum em microrganismos gaesam infec¢des sistémicas
em humanos e animais € a capacidade de se maitiplic meios com restricdo do ion ferro
(SUSSMAN, 1997)E. coli podem efetuar o transporte deste mineral por mesoststemas
ferricromo, enterobactina, citrato e aerobactinaO@DROW et al, 1978). O sistema
aerobactina é a forma de captagcdo e transporterde rhais utilizada pela bactéria e na
auséncia de genes para aerobactina a hemolisieasdexir como um mecanismo alternativo
(MONTGOMERIEet al.,1984).

A aerobactina é codificada pelo operon compostospgenesucABC e iut, que
podem estar em plasmideos ou no cromossomo (VIDOETQ@il., 1990). O sistema
transportador de ferro € codificado pelo gatédBCD (Salmonella iron transport system
geng, que pode ser encontrado tanto no cromossomotauenepissomo (SABRét al.,
2006). Existem outros genes, também tem a funca@mdisicdo de ferro, entre eles podemos
encontrar:fyuA (Ferric yersinia uptake - yersiniabactin receptar irp2 (Iron repressible
protein yersiniabactin synthe3isSSCHUBERTet al, 2002),chuA (Heme receptor gene - E.
coli haem utilizatiop (LI, et al, 2005), eireA (Iron-responsive elemen{RUSSOet al,
2001).

2.1.1.4 Resisténcia sérica

A resisténcia sérica também parece ser um mecanisiportante de viruléncia
da APEC, e pode desempenhar um papel na patogéaesalibacilose aviaria, visto que
bactérias sensiveis ao soro sdo incapazes de zaadigdos internos (MELLATAet al,
2003). Os genes de viruléncia responsaveis pelatéeesia sérica conferem a bactéria
resisténcia aos efeitos bactericidas do soro dgeuesro, podendo causar bloqueio do
complexo terminal do sistema complemento que atum@mbrana celular e provocar a lise
da célula (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999). O geneieqcodifica a proteina Iss
(increased serum survialo gene cromossémicompA (Outer membrane proteinque
codifica uma proteina da membrana externa (NOL&iNal, 2003), a proteina TraT
codificada pelo gent&aT (Transfer Proteip) (SUKUPOLVI et al, 1990), a capsula do tipo
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K1, codificada pelo gene neuC (K1 capsular polysadde) (BREEet al,1989), os genes
kpsMT I1(Group Il capsule antigengjue codificam as proteinas KpsM (ARRECUBIEEA

al., 2000) sao alguns genes envolvidos na resistéadmda APEC.

2.1.1.5 Toxinas

As bactérias patogénicas produzem muitas substargue s&do diretamente ou
indiretamente toxicas para as ceélulas do hospedditgumas proteinas microbianas
secretadas, geralmente enzimas, sdo chamadas dtexieas, pois podem em baixas
concentragdes matar a célula (FINLAY; FALKOW, 199%Igumas linhagens dg. coli sdo
capazes de produzir toxinas, como as enterotoxeraslabeis e termoestaveis (SMITH;
GYLES, 1970), e as verotoxinas, conhecidas tamh@noc'shiga-like toxins” (PARREIRA;
YANO, 1998).

Varias toxinas produzidas pelgs coli ja foram descritas, entre elas podemos citar: a
toxina de vacuolizacdo codificada pelo gemé (vacuolating toxina autotransportfeique
induz a formacédo de vacuolos intracelulares, rasdt em efeitos citotoxicos (PARREIRA
& GYLES, 2003), a hemolisina A ou-hemolisina que é codificada pelo gehiA
(Hemolysin A), as quais sao proteinas que sao tagla® extracelularmente por algumas
cepas deE. coli e possuem uma acdo citotOxica para uma variedad@pds de células
(FINLAY; FALKOW, 1997), uma toxina chamada de EAST(Escherichia coli
enteroagregativa endotoxina termo estavel 1) qukficada pelo geneastA o qual foi
primeiramente observado em cepasfEdeoli enteroagregativa (EAggEC) (MENARD et al.,
2002), uma toxina codificada pelo gesreé 1/2(Cytotoxic necrotizing factprDE RYCKE et
al., 1999), a proteina Sat que € codificada pelo ganésecreted autotransporter tojin
(GUYERet al, 2000), entre outras.

2.2 Escherichia coli Patogénica Aviaria (APEC)

As E. colipatogénicas aviarias sdo a causa de doencas mbestifiais em aves e sao
habitantes normais da flora gastrointestinal e odiente de producdo, sendo possivel
encontrar nos aviarios 4QFC/g de fezes, tornando praticamente impossivalnainacdo
deste agente no ambiente (GROSS, 1994). Acreddaes@penas cepas especificak deoli

sdo dotadas de fatores de viruléncia, permitinds-lbausar doenca (DELICATEét al,
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2003), a qual manifesta-se de forma localizadanfeccdes sistémicas, assim denominada
colibacilose (FERREIRA; KNOBL, 2009).

A colibacilose nas aves € considerada uma dasigaiecdoencas da avicultura
industrial moderna e responsavel por grandes ipogueconémicos no mundo inteiro. O
aparecimento da colibacilose € o resultado daaig&er da bactéria com o hospedeiro e 0 meio
amibiente, podendo assim, causar colisepticemides@ies como peritonite, pneumonia,
pleuropneumonia, aerossaculite, pericardite, delulcoligranuloma, donca respiratoria
cronica complicada (DRCC), onfalite, salpingitendsome da cabeca inchada (SCI),
panoftalmia, osteomielite, ooforite e sinovite (FAFRRA; KNOBL, 2009).

Uma das doencgas mais importantes causadas por AP&Colisepticemia, a qual
geralmente inicia-se no trato respiratorio supedas aves, seguido de uma infeccao viral
primaria ou por micoplasma (BARNE& al, 2008; JORDAN; PATTISON, 1996), que
muitas vezes, sdo referidas como doencas dos sa&cess. Outras doencas causadas por
linhagens de APEC que tém apresentado grande iamp@atem diversos paises, inclusive no
Brasil, sdo a onfalite, a qual se caracteriza poat necrose do tecido do corddao umbilical das
aves, que pode se estender a cavidade abdominabsowar peritonite e pericardite
(BARNES et al. 2008) e a celulite aviaria, uma dermatite necadtjoe leva a um grande
ndamero de condenagdes em matadouros-frigorificosdecorréncia de lesbes na carcaga
(REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).

2.2.1 Celulite Aviaria

A celulite avidria é uma das manifestacfes assasiadinfeccbes pdE. coli que
acometem frangos de corte, levando a um grande roudee condenacdes em matadouros-
frigorificos em decorréncia de lesdes de carca@/(RLLEDO; FERREIRA, 2009). A lesdo
de celulite é caracterizada como uma inflamacaallgota, aguda e difusa do tecido
subcutaneo profundo que envolve camadas celulaagsndo a formagéo de placas fibrino-
caseosas no subcutaneo (FALLAVENA, 2000), locasizaprincipalmente nas regides de
abdémen e sobrecoxa, podendo estar presente taenéoabeca e pescoco, coxa, dorso,
asas, peito e regiao cervical, sendo frequentenuernitgeral (VIEIRAet al., 2006).

No Brasil a celulite é responséavel por 45,2% dadeoac¢do de carcacas por lesdes de
pele e as perdas econbmicas chegam a US$ 10 milhdresano (BRITO; GAZIRI;
VIDOTTO, 2003).
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Segundo Gyles (1994) a etiologia da celulite azmiagéi multifatorial, pois sé&o
necessarios, pelo menos, dois fatores para a sueeocia. Em primeiro, estd a necessidade
de um trauma qualquer que resulte em ferimentceteg mdependente da razao, em segundo
a presenca macica de contaminacéo bacteriara. poti.

Uma das causas relevantes da celulite aviariadgmgactacdo da cama do aviario, a
qual causa lesdes na regido do peito e a umidatdeefse a multiplicacdo bacteriana que
encontra facilidades para penetrar e causar araffao. As mas condicbes dos comedouros,
bebedouros e as instalacbes em geral do galpaanpodasionar um aumento de lesdes
cutaneas, outros fatores como a presenca de ageinds e quimicos, também pode
contribuir. Além disso, outras bactérias podemrestaolvidas no processo da celulite, mas a
Escherichia colié o principal agente infeccioso isolado em casosdiulite e 0s sorogrupos
01, 02, O71 e O78 sao os mais prevalentes (NGELEKa, 1996).

No matadouro-frigorifico as lesdes de celulite d@scritas por possuirem uma area de
1x 2cnfa4al0 che com espessura de 3-5 mm, porém, em alguns qasts, ser
observada uma massa semi-solida com superficie & Tm (GOMISet al. 1997). Em
experimentos que visam induzir a lesdo em aves oms de 20 dias de idade as
caracteristicas das lesdes sdo as mesmas das aolaserem matadouros-frigorificos
(JEFFREYet al, 1999).

2.2.2Fatores de viruléncia associados Bscherichia coli Patogénica Aviaria

Para ser patogénicaBscherichia colideve possuir genes associados a viruléncia.
Considerando que os patétipos intestinai€sdeherichia colija sdo bem definidos, nenhum
gene ou grupo de genes define o patotipo APEC (ESWERI.,2007; RODRIGUES-SIEKt
al., 2005). No entanto, sabe-se que 0s genes assodadosiéncia mais frequentemente
associadas a patogenicidade APEC incluem as adegiesisténcia sérica, sistema de
aquisicao de ferro, colicina V, hemolisina (JOHNSQONJ.et al, 2006), a multiresisténcia a
drogas antimicrobianas, a motilidade, a presenca@rdades numeros de plasmideos e a
invasibilidade celular (BARNES$t al.,2008). A fim de definir a relacdo genética deddobk
APEC, uma grande variedade de genes de virulé@mapssquisados para ganhar uma
compreensao mais profunda deste patotipo (EWERSE 2007, BARBIERIet al.,2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de estudo

O presente estudo foi conduzido no Centro de Distipge Pesquisa em Patologia
Aviaria (CDPA), na Faculdade de Veterinéria, davdrsidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), em Porto Alegre.

3.2 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 209 amostras APEC, isoladas deacas de frangos de corte com
celulite aviaria, as quais foram coletadas entreamss de 2006 e 2009 em matadouros-
frigorificos da regido sul do Brasil. Os isoladosaim cedidos pelo Dr. Benito Guimaraes de
Brito do Instituto de Pesquisas Veterinarias Degdéinamor — IPVDF/Eldorado do Sul/RS,
0S quais estavam armazenados em BBilhi6 Heart Infusiof com glicerol (-80°C) e hoje

fazem parte da colecao de culturas do Centro dgnbsdico e Pesquisa em Patologia Aviaria.

3.3 Pesquisa dos fatores associados a viruléncia

As amostras APEC foram investigadas para 38 gesssciados a viruléncia da
espécieEscherichia colipela técnica de multiplex-PCR (Reacdo em Cadei@dlimerase).
Os genes alvos e suas descricdes, bem como o tandanfragmento e os conjuntos de
multiplex-PCR para os procedimentos de amplificagstéo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Genes alvos, tamanho do fragmento, grdg@anultiplex-PCR e suas descri¢cdes

Multiplex- Genes Caracteristicas Tamanho
PCR/ do
Fonte fragmento

1 kpsMTII Antigeno capsular do Grupo Il 280 pb
2 hiyA Hemolisina A 350 pb
3 pic ProteaseSerinaAutotransportadora 409 pb
_ 4  fimC Fimbria tipo 1 (Adesin®-manose-especifiga 477 pb
Multiplex 5 hra Aglutinina resistente ao calor 537 pb
Ewers et 6 iha Gene homologo-ferro-regulado 609 pb
al. (2001) 7 neuC Polissacarideo capsular K1 676 pb
8 afa/draB Adesina afimbrial (operon)Dr adesinaantigenoespecifica 810 pb
9 malX=Rpai Ilha de patogenicidade associada ao marcador CBTO 7 922 pb
10 sfa/focC Fimbria S (operon) - acido sidlico especificodirbrias F1CD 1242 pb
1 chuA Geneda proteinaieme(transporte) da EHEC 278 pb
2  ibeA Proteina de Invasado endotéliocerebral deE. coli 342 pb
Multiplex 3 traT Proteina de transferéncia 430 pb
2 4  sitD chr Gene do sistema de transporte de ferro da Salmaonell 554 pb
5"\855061; 5 gimB Ilha genéticaassociada cora meningiteneonatal 736 pb
' 6 ironA Catecolatos sideroforos (salmochelin) 847 pb

7 ompA Proteina da membramterna 919 pb

8 SitD ep. Gene do sistema de transporte de ferro da Salmaonell 1052 pb
1 astA EAST1 (calor estavel associado a citotoxina deok. ¢ 116 pb

enteroagregativa)
2 iss Aumento da sobrevida sérica 309 pb
Multiplex 3 irp2 Aerobactina (repressor) - Protefiearo repressofsintese 413 pb
3 yersiniabactif

Ewerset 4 papC Pilus associada@om pielonefrite 501 pb
al. (2001) 5 cvilcva Geneestruturaldo operondo plasmideo ColV 598 pb
6 iucD Aerobactina (Sintese) 714 pb
7 tsh Proteina Tsh - Hemaglutinireensivel a temperatura 824 pb
8 vat Toxinaautotransportadora que induz formacéo de Vacuolos 981 pb
1 crl Fimbria “curli” (regurador) 270 pb
2 ireA Elementoferro-reSponsivo 384 pb
Multiplex 3 c.nf1/2 Fatornecrosanteitotéxico 446 pb
4 4 tia Invasdode Locustoxigénicosem ETEC 512 pb
Ewerset 5 gat Toxinaautotransportadora secretada 667 pb

u erobactina - Férrico captacdo de Yersinia (reaepto p
al. (2001) & fua Aerobactina - Férri 50 de Yersinia ( 774 pb
yersiniabactin)

7 mat Fimbrias associadas a Meningite e regulacao dpdetura 889 pb

Multiplex 1 felA Codificadora da fimbria 11 270pb
R 5 h 2 iutA Presenca de aerobactina: captacao e transporeerde f 300pb
(2(())%8? 3 cvaC Producéo de colicina 680pb

Multiplex 1 papG Fimbria P ou F 11 508pb

6 _ 2 fimH Fimbria do tipo 1 1070pb

(Dados nao

publicados)
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3.3.1 Extracado do DNA

Para extracdo do DNA das amostras armazenadas éifBEth Heart Infusiof com
glicerol, foi retirado uma alicota de [©0 para serem reativadas em caldo BHI, as quais
permaneceram em estufa bacteriolégica por 24 8ISC, apos foram isoladas coldnias em
Agar BHA (Brain HeartAgar) e Agar EMB EosinMethyleneBlue Agar) que permaneceram
0 mesmo tempo e temperatura na estufa bacterialoGiem isso, foram coletadas de trés a
quatro colbnias bacterianas com uma alca de platimartir do Agar BHA, que foram
solubilizadas em 200L de agua miliQ (milipore) em um eppendorf, ap&friadas a -20°C
por 10 minutos (congelador) e em seguida aqueeaid&9°C por 10 minutos (agua fervente),
e centrifugado a 14.000xg por 10 minutos. Os s@o@ntes contendo o DNA foram retirados

e armazenados a -20 ° C até o momento da analise.

3.3.2 Realizacao dos conjuntos de Multiplex-PCR

A deteccdo dos 38 genes de viruléncia foi realizzdaseis multiplex-PCRs, sendo
que a presenca de 33 genes foram investigadosrdeamam 4 protocolos de multiplex-PCR
desenvolvidos por Ewert al. (2007), 3 genes através do multiplex-PCR de R¢2ba8) e
o multiplex 6 para os geneBmH e papGforam investigados através de um multiplex-PCR
desenvolvido pelo CDPA. A mistura de reacdo destkiplex € de 25uL, incluindo 2,5uL
de tampéo 10X, 1,2pL de MgCh 2,5mM, 0,3uL de Tag DNA polimerase (1,5 U), &
de cada dNTP a 2,5 mM, 2 de cada um dogrimers(20 pmol) e 5.L de DNA bacteriano,
complementado com o volume adequado de agua uitsa p

Todas as reacdes de amplificacdo foram realizadasTermociclador (Marca:
Biocycler — Modelo: Peltier Thermal Cycler MJ96-M096G), a eletroforese dos produtos
amplificados foi feita em gel de agarose a 1,5%adm com brometo de etidio e para
visualizacéo foi utilizado o sistema de fotodocutagéo através de transluminador Ultra-
Violeta (UV).

Como indicador de massa molecular foi utilizado,catta eletroforese, um marcador
de 100 pblavitrogere).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Ensaios de PCR

O conjunto dos seis ensaios de multiplex PCR camgegmplificar os 38 genes
associados a viruléncia, sendo que 33 genes fargtifisados conforme Ewerst al. (2007)
(Figura 1), 3 genes conforme Rocha (2008) (Figyra 2 genes conforme multiplex-PCR

desenvolvido pelo CDPA (Figura 3).

Figura 1 — Produtos de amplificacdo de quatro emssaiultiplex-PCR (MP), amplificados

separadamente usando conjuntgdmers

100 pb

Legenda: M: Marcador de peso molecular de 100vb 1: pool de DNA das amostras NMEC IMT9267 e
UPEC IMT7920 (amplificacdekpsMTII[280 pb],hlyA[352 pb],pic [409 pb],fimC [477 pb],hra
[537 pb], iha [609 pb],neuC[676 pb],afa/draB[810 pb],malX[922 pb] esfa/foc[1242 pb]). MP
2: amostra APEC IMT5155 (amplificac6eshuA [278 pb],ibeA[342 pb],traT [430 pb],sit chr.
[554 pb],gimB [736 pb],iroN [847 pb],ompA[919 pb] esit ep. [1052 pb]. MP 3: amostra APEC
IMT2470 (amplificag8esEAST-1[116 pb],iss[309 pb],irp2 [413 pb],papC[501 pb],cvi/cva[598
pb],iucD [714 pb],tsh[824 pb] evat[981 pb]. MP IV:poolde DNA das amostras NMEC IMT9267
e UPEC IMT1200 (amplificacdesrlA [250 pb],ireA [384 pb],cnfl/2[446 pb],tia [512 pb],sat
[667 pb],fyuA[774 pb] emat[899 pb].



Figura 2 — Produtos de amplificagdo de um ensaio de
multiplex-PCR (MP), amplificados

separadamente usando conjuntgudeners

1500 pb

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb

600 pb
500 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Legenda: M: Marcador de peso molecular de 100M®.5: 1 a 9 sdo
amostras APEC isoladas de lesbes de celulite. Aeost
controle positivo (C) CC 192 (amplificacOe®glA [270
pb], iutA [300 pb] ecvaC[680 pb]).

Figura 3 — Produtos de amplificagdo de um ensaio de
multiplex-PCR (MP), amplificados
separadamente usando conjuntg@dmers

1500 pb

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Legenda: M: Marcador de peso molecular de 100 pB.6v 1 a 8 séo
amostras APEC isoladas de lesfes de celulite. Amost
controle positivo (C) CC 158 (amplificac6gmpG [508 pb]
efimH [1070 pb]).
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4.2 Distribuicdo dos genes de viruléncia

O conjunto de genes associados a viruléncia ersamimttom maior frequéncia, foram
0S genes responsaveis por adesdo, dom® (97,12%),fimH (96,17%),crl (91,86), genes
responsaveis pela resisténcia sérica, compA(96,65%).traT (90,9%), genes responsaveis
por aquisicdo de ferro, comatA (94,73%) eiucD (83,73%), e genes responsaveis pela
invasdo, comavaC(80,86%), outro conjunto de genes apresentou-se com baigaéreia,
incluindo genes de adeséao, comi/draB (0%), sfa/focCD (2,87%), felA (3,34%) eiha
(12,44%), genes responsaveis pela producao deaspadomanfl/2(0,47%),hlyA (2,39%) e
sat (11,48%) e genes responsaveis pela invasdo, gpmB (11,96%), além de um outro
conjunto de genes apresentaram frequéncias valfadasla 2).

As cepas APEC isoladas de lesbes de celulite apgegaen de 10 a 29, dos 38 fatores
de viruléncia investigados, com uma média de 1&t8rés de viruléncia por isolado. Para
todos os isolados foi detectado pelo menos um faiacionado a adesaafé/draB, crl,
fimC, fimH, hrlA, iha, papC, papG, sfa/focC, tstatmfelA); em média 5,23% desses fatores
foram detectados nos isolados. Para todos os el detectado pelo menos um fator
relacionado a aquisicédo de ferohA, fyuA, ireA, ironA, irp2, iucD, sitD chr, sitEpe iutA);
em meédia 5,79% desses fatores foram detectadossolaslos. Para todos os isolados foi
detectado pelo menos um fator relacionado a resist&éricadvi/cva, iss, neuC, kpsMT I ,
ompAetraT); em média 4,15% desses fatores foram detectamosolados. Em 90,44% das
amostras foi detectado pelo menos um fator reladora invasaog{mB, ibeA, tiae cvaO);
em meédia 1,39% desses fatores foram detectadosalados. Em 64,12% das amostras foi
detectado pelo menos um fator relacionado a praddeatoxinas gstA, cnfl/2, sat, vat
hlyA); em média 0,75% desses fatores foram detectamoisolados.

A deteccdo de multiplos genes que codificam fatdeesiruléncia por multiplex PCR
€ um eficiente método para identificacdo de vadasacteristicas de amostras APEC e
amostras comensais simultaneamente (BARMNESal., 2008). Embora, existam muitos
fatores associados a viruléncia de cepas APEC,aam@lo foi possivel definir as
caracteristicas desse patogeno. Os resultados teadms neste estudo, em que as cepas
APEC causadoras de lesdes de celulite apresentarmpaos um fator relacionado a adeséao,
um fator relacionado a aquisicdo de ferro e umrfa&dacionado a resisténcia sérica,

corroboram com estudos realizados por Beital. (2003) e Ewerst al.(2007).



25

Tabela 2 — Frequéncia de genes associados a aialém 209 amostras APEC isoladas de
lesGes de celulite detectados por multiplex-PCR

Funcbes Gene (s) ou operon Frequéncia dos genes associadlesruléncia (%)
afa/draB 0
crl 91,86
fimC 97,12
fimH 96,17
hrlA 44,49
Adesinas iha 12,44
papC 25,83
papG 15,78
sfa/focC 2,87
tsh 54,54
mat 79,42
felA 3,34
gimB 11,96
Invasinas ibeA 23,92
tia 22,96
cvaC 80,86
chuA 58,85
fyuA 41,62
ireA 64,59
ironA 78,46
Aquisicdo de Ferro irp2 56,93
iuch 83,73
sitD chr 27,75
SitD ep. 72,72
iutA 94,73
cvilcva 62,72
iss 76,55
Resisténcia Sérica neuC 23,92
KpsMT I 66,02
OmpA 96,65
traT 90,9
astA 35,88
cnfl/2 0,47
Toxinas sat 11,48
vat 25,35
hlyA 2,39
Outros pic 24,4

malX 22
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Resultados apresentados por Betoal. (2003), referentes a andlise de 15 fatores
associados a viruléncia em 52 amostras de celalibsfraram uma presenca média de 8,13
fatores de viruléncia por isolado, nossos resutddtam semelhantes na presenca dos genes
fimH (92%) e iutA (92%). Os fatores de viruléncia mais prevalentaspbem foram
encontrados na mesma proporgao por Barbieal. (2010) pardimC (95,8%),crl (88,2%),
ompA (95,1%) etraT (89,6%). Numerosos estudos tem demonstrado que &ssees de
viruléncia estdo raramente todos presentes em usmmesolado, mostrando que amostras
APEC constituem um grupo heterogéneo. Diferentetades podem abrigar diferentes
associacfes de fatores de viruléncia, cada um cdpamduzir a colibacilose aviaria
(SCHOULEREet al.2012).

Atualmente, os estudos com APEC estdo voltados pamesenvolvimento de
estratégias de diagnéstico utilizando técnicas datiptex-PCR, observando genes que
possam caracterizar esse grupdedeoli e que possam diferenciar amostras APEC de UPEC
(E. coliuropatogénica), NMECH, coli associada a meningite neonatal), AFEC doli fecal
comensal aviaria), entre outras. Johnsbml. (2008) desenvolveu um multiplex contendo
cinco fatores de viruléncia, entre elesN, ompT, hlyF, is® iutA, que foi capaz de distinguir
isolados APEC de isolados AFEC e nesta mesma tiehpesquisa Schoulet al. (2012)
identificou quatro diferentes associacbes de geteesviruléncia capazes de identificar
amostras APEC.

Além dessas ferramentas de diagnostico rapido,upsesrelevantes e significativas
estdo sendo desenvolvidas com a utilizacdo deidétedia Artificial, em especial as Redes
Neurais Atrtificiais. As Redes Neurais Atrtificiaigna E. coli visam ndo apenas fornecer o
perfil genético dd&. coliem um laudo bacteriolégico, mas também o grau tagpaicidade
da mesma, com o objetivo de facilitar as decis@es Médicos Veterinarios de campo. A
construcdo desta ferramenta para predizer o grpatdgenicidade de cepas APEC necessita
de uma pesquisa inicial de genes responsaveisvjpaléncia (SALLE et al, 2011), desta
forma, cresce em importancia a caracterizacao geo@midessa bactéria.

O conhecimento sobre as caracteristicas de vinal@ecpatotipos descherichia coli,
gue causam frequentes infecgbes nos homens e anteraiaumentado consideravelmente ao
longo dos anos. Ewerst al. (2007) ap6s pesquisas com cepas APEC, UPEC e NMEC
suportaram quatro hipoteses: que as aves podeweiseitos ou reservatorios para amostras
EXPEC Escherichia colipatogénica extraintestinal) humanas, que amostiPdsC servem

como um reservatorio de genes associados a viialgaca UPEC e NMEC, que algumas
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amostras EXPEC, embora de diferentes patotipognpambmpartilhar ancestrais comuns e
gue subgrupos APEC tem de ser considerados agemtegotencial zoondtico.
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5 CONCLUSOES

Considerando que nenhum gene ou grupo de genesedefipatotipo APEC, a
realizacdo de trabalhos que caracterizam melh@s estpas e que fornecam resultados
confiaveis, como a utilizacdo do PCR para deted@datores associados a viruléncia,
poderdo esclarecer mais adequadamente os mecaniEmpatogenicidade desta bactéria,
principalmente em relacdo a celulite aviaria. Cosresultados encontrados no presente
estudo, pode-se concluir que:

1 — Todos os 209 isolados APEC de lesdes de eelalitiria apresentaram pelo
menos um fator de viruléncia relacionado a adesdiorelacionado ao sistema de aquisicao
de ferro e um fator de resisténcia sérica.

2 — Entre os 38 fatores de viruléncia investigadssgepas APEC isoladas de lesdes
de celulite aviaria apresentaram uma media defaiBs de viruléncia por isolado.

3 — Os genes mais frequentes encontrados nas améstamfimC (97,12%),0mpA
(96,65%),fimH (96,17%),iutA (94,73%),crl (91,86),traT (90,9%),iucD (83,73%),cvaC
(80,86%);

4 — Os genes menos frequentes encontrados nasrasnémtam:afa/draB (0%),
cnfl/2 (0,47%), hlyA (2,39%), sfa/focCD (2,87%), felA (3,34%), sat (11,48%), gimB
(11,96%),iha (12,44%);

A necessidade de identificar as diversas caratibassde cepas APEC que causam
lesbes de celulite aviaria torna-se cada vez nmapoitante, a fim de identificar seus
mecanismos de patogenicidade, fornecer ferrameetdgagnostico rapido e suas associacdes
com outros patotipos déscherichia coligue acometem outros animais, bem como os seres
humanos. Com isso, trabalhos futuros podem ser ndelsedos baseados nessas
caracteristicas iniciais (genes associados a wcid$g além de outras técnicas que permitam
comparar amostras APEC e que possam ajudar aa@lstid forma de desenvolver lesbes em

diferentes hospedeiros.
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