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RESUMO

A Escherichia coli patogénica aviaria (APEC), pertence a familia Enterobacteriacea, ¢
responsavel por varios processos patoldgicos nas aves, atuando como agente primario
ou secundario na aerossaculite, pericardite, perihepatite, peritonite, salpingite, onfalite,
celulite, entre outros. O presente estudo aborda a resisténcia a antimicrobianos de
amostras de E. coli (APEC) de uma forma inovadora, utilizando como ferramenta as
redes neurais artificiais, metodologia inserida na linha de pesquisa do CDPA (Centro de
Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Aviaria). A utilizagdo de inteligéncia artificial,
especificamente, as redes neurais artificiais (RNAs), estd sendo crescentemente
empregada como ferramenta para a andlise de dados ndo lineares e multivariados,
caracteristica comum em fendmenos biologicos. O objetivo do presente trabalho foi
demonstrar que ¢ possivel predizer o uso de antimicrobianos, utilizando trinta e oito
genes responsaveis por distintos fatores de viruléncia, oriundos das amostras de
Escherichia coli isoladas de frango de corte, através das redes neurais artificiais
(RNAs). Além disso, verificou-se a relagao entre o indice de patogenicidade (IP) e a
resisténcia aos quatorze antimicrobianos que fazem parte do banco de dados usado para
o desenvolvimento deste estudo. Neste trabalho foram utilizados os dados disponiveis
referentes a 256 amostras de E. coli isoladas de camas de aviarios, lesoes de celulite e
quadros respiratorios de frangos de corte. Para a confeccao das redes neurais artificiais
as entradas escolhidas foram: os indices de patogenicidade, as lesdes induzidas em
pintos de um dia de idade, a caracterizacdo dos genes associados a patogenicidade, o
bioquimismo, a origem das amostras e por fim, a motilidade. As redes neurais artificiais
foram criadas realizando associagdes entre as variaveis de entrada com o objetivo de
encontrar o modelo mais ajustado. As saidas utilizadas de acordo com Salle (2009)
foram o comportamento das cepas de Escherichia coli frente aos 14 antimicrobianos.
Para verificar se existia diferenca significativa entre as médias dos indices de
patogenicidade (IP) e as amostras sensiveis e resistentes aos 14 antimicrobianos
utilizados neste estudo, realizou-se analise estatistica com o auxilio do software JMP®
9.0.1 (SAS Institute Inc., 2010). Os resultados obtidos demonstram que as redes neurais
artificiais foram capazes de realizar a classificacdo correta do comportamento das
amostras com amplitude de 74,22% a 98,44%, desta forma tornando possivel predizer a
resisténcia antimicrobiana da Escherichia coli, através de modelo das RNAs. A analise
estatistica realizada para verificar a relacdo entre o IP e a resisténcia aos 14
antimicrobianos demonstrou que estas sao varidveis independentes. Ou seja, podem
haver picos no IP sem alteragdo na resisténcia antimicrobiana, ou até mesmo o
contrario, alteragdes na resisténcia antimicrobiana sem mudancas no IP.

Palavras chaves: Escherichia coli, redes neurais artificiais, antimicrobianos.



ABSTRACT

The avian pathogenic Escherichia coli (APEC), belongs to the family
Enterobacteriacea, is responsible for various pathological processes in poultry, acting
as an agent in the primary or secondary lesion such as: sacculitis, pericarditis,
perihepatitis, peritonitis, salpingitis, omphalitis, cellulitis, among others. This study
addresses the antimicrobial resistance of E. coli (APEC) strains in an innovative way,
using tools such as artificial neural networks, methodology embedded in the CDPA’s
search line (Center for Diagnostics and Research in Avian Pathology). The use of
artificial intelligence, specifically artificial neural networks (RNAs), is being
increasingly used as a tool for data analysis and nonlinear multivariate, common feature
in biological phenomena. The objective of this study was to demonstrate that it is
possible to predict the use of antimicrobials, using thirty-eight distinct genes responsible
for virulence factors, derived from Escherichia coli isolates from broiler, through
artificial neural networks (ANNs). Besides, it was found the relationship between
pathogenicity index (PI) and resistance to fourteen antimicrobial forming part of the
database used for the development of this study. In this study was used the data
available for 256 samples of E. coli isolated from broiler litter, lesion of cellulitis and
respiratory symptoms in broilers. To make the neural network inputs have been chosen:
the indices of pathogenicity, the induced lesions in chicks at day old, characterization of
genes associated with pathogenicity, biochemism, the source of samples and finally
motility. Artificial neural networks have been created making associations between the
input variables in order to find the best adjusted model. The outputs used according
Salle (2009) was the behavior of Escherichia coli strains compared to 14 antimicrobials.
To check whether there was a significant difference between the average indices for
pathogenicity (IP) and the sensitive and resistant samples to 14 antimicrobials used in
this study, statistical analysis was performed with the help of software JMP ® 9.0.1
(SAS Institute Inc., 2010). The results show that artificial neural networks were able of
performing correct classification of the behavior of the samples with an amplitude of
74.22% to 98.44%, thereby making it possible to predict the antibiotic resistance of
Escherichia coli, using ANNs model. The statistical analysis performed to assess the
relationship between IP and resistance to 14 antibiotics showed that these variables are
independent. That is, it can happen peaks in IP without change in antimicrobial
resistance, or even the opposite, changes in antimicrobial resistance without changes in
IP.

Key-words: Escherichia coli, artificial neural networks, antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem se destacado pela sua extensdo territorial, clima,
tecnologia, mao-de-obra, autossuficiéncia em graos e logistica de transporte, refletindo em
altos indices produtivos, o que torna o Brasil atualmente o terceiro maior produtor € o maior
exportador mundial de carne de frango. Tanto a qualidade como a imagem de produto
saudavel e precos acessiveis, também tem auxiliado na manutencao dessa posi¢ao.

A importancia social da avicultura no Brasil também ¢ relevante, esta atividade
emprega mais de 4,5 milhdes de pessoas de forma direta e indiretamente, e responde a quase
1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) Nacional. O crescimento observado em 2011 foi
impulsionado principalmente pelo aumento no consumo de carne de frango e pela expansdo
nas exportagdes. Sendo que, a producdo de carne de frango em 2011 foi superior a 13 milhdes
de toneladas, com um crescimento de 6,8% em relacao a 2010. Com este desempenho o Brasil
se aproxima da China, o segundo maior produtor mundial (UBABEF, 2012).

Por outro lado, nos atuais modelos de producdo tém-se observado o aumento da
ocorréncia de varios microrganismos que prejudicam a qualidade final do produto. Dentre
esses, emerge a Escherichia coli (E. coli), que foi por muito tempo esquecida como potencial
patogeno, destaca-se devido aos prejuizos econdmicos que gera, seja pela condenagdo total
e/ou parcial de carcagas como em gastos com medicamentos (KABIR, 2010).

Em muitos casos o uso de antimicrobianos tem se mostrado ineficaz, principalmente
devido a inducdo de resisténcia bacteriana em razao do uso indiscriminado e prolongado, em
concentragdes sub-terapéuticas e indicacdes terapéuticas ineficientes (ANDREATTI FILHO,
2006; FERREIRA & KNOBL, 2009). Além disso, as restri¢des crescentes quanto a utilizagdo
de medicamentos em animais destinados ao consumo humano e os prejuizos econdomicos
relacionados as lesdes causadas pela E. coli, demonstram a necessidade de adotar novas
metodologias capazes de classificar a resisténcia a antimicrobianos, para que desta forma,
quando se opte por um tratamento, este seja escolhido com critérios sendo assim, seguro e
eficaz.

Acredita-se que uma das ferramentas que possui potencial para o auxilio nesta tarefa ¢
a utilizacao de inteligéncia artificial (redes neurais artificiais - RNAs), como ferramenta para
tomada de decisdes. No Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA), da
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foram
desenvolvidos projetos de pesquisas, sob a forma de dissertagdes de mestrado e teses de

doutorado, que utilizam a inteligéncia artificial, mais especificamente as redes neurais
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artificiais (RNAs). em distintos fendmenos préprios da cadeia produtiva avicola. Podem ser
citados os seguintes nichos da avicultura que foram utilizados: o gerenciamento da produgao
de reprodutoras pesadas, a producao de frangos de corte, os fendmenos envolvidos no
incubatorio, além das diversas varidveis que puderam ser observadas e analisadas no
abatedouro. As redes neurais artificiais igualmente propiciaram resultados positivos e de
significativa importancia quando conseguiram relacionar os indices de patogenicidade de
amostras de Escherichia coli aos fatores de viruléncia. Essa mesma tecnologia conseguiu
classificar e relacionar a resisténcia a antimicrobianos, o comportamento bioquimico ¢ a
patogenicidade de amostras de Escherichia coli isoladas de frangos de corte. E por fim, mas
ndo menos importante pode-se citar a utilizagdo da inteligéncia artificial para auxiliar no
diagnostico de analise digital de imagem para avaliar a deplecdo linfoide, alcancando
resultados positivos e inovadores quando se fala em diagnostico laboratorial.

O objetivo do presente trabalho foi demonstrar que ¢ possivel predizer a resisténcia
antimicrobiana de amostras de E. coli (APEC), utilizando trinta e oito genes responsaveis por
distintos fatores de viruléncia oriundos das amostras de Escherichia coli isoladas de frangos
de corte, através das redes neurais artificiais (RNAs). Além disso, verificou-se a relagdo entre
o indice de patogenicidade (IP) e a resisténcia aos quatorze antimicrobianos que fazem parte

do banco de dados usado para o desenvolvimento deste estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Escherichia coli

A Escherichia coli que foi descrita pela primeira vez em 1885 por Theodor von
Escherich, sendo chamada de Bacterium coli commune, inicialmente foi identificada como
parte da microbiota entérica da maioria dos animais, sendo considerada durante muito tempo
como um microrganismo ndo patogénico. No entanto, apos alguns sorotipos de E. coli serem
associados as doencas em animais e seres humanos, esta caracterizagao foi modificada
(FERREIRA & KNOBL, 2009).

A E. coli pertence a familia Enterobacteriacea, sendo um bastonete Gram-negativo,
nao esporulado, podendo ser movel ou imovel, anaerdbio facultativo, com tamanho variando
entre 1,1 a 1,5 um por 2 a 6 um. Esta bactéria ¢ de facil cultivo laboratorial, ndo exigindo
meios de cultura diferenciados ou condigdes especiais, seu crescimento ocorre em
temperaturas entre 18°C a 44°C, em agar MacConkey as colonias se apresentam na cor rosa
clara circundadas por um precipitado, e em agar EMB (Eosyn — Methylene — Blue), sdo verde
escuras com tom metalico ou pretas (ANDREATTI FILHO, 2006; BARNES et al., 2008;
BACK, 2010) .

Em relacdo ao comportamento bioquimico, a E. coli tem como caracteristicas a
producdo de acido e gas apoés a fermentagao da glicose, maltose, manose, manitol, xilose,
glicerol, ramnose, sorbitol e arabinose. A fermentacdo do adonitol, sacarose, salicilina,
rafinose, ornitina, dulcitol e arginina ¢ varidvel. A maioria das amostras possui capacidade
para fermentar a lactose, embora algumas realizem este processo de forma mais lenta. Os
testes de oxidase, utiliza¢ao do citrato, hidrolise de ureia, liquefacdo de gelatina, a reagdo de
Voges Proskauer e a produ¢ao de H,S sdo negativos, enquanto a motilidade, lisina, produgao
de indol e a reagdo de vermelho de metila t€ém respostas positivas. As provas bioquimicas para
E. coli sdo uteis para diferencia-la das outras espécies de Escherichia e de outras bactérias da
familia Enterobacteriaceae (ANDREATTI FILHO, 2006; BARNES et al., 2008; FERREIRA
& KNOBL, 2009; OLIVEIRA, 2012).

As amostras de E. coli possuem diversos determinantes antigénicos localizados
principalmente, na parede celular, como antigenos somaticos (O), antigenos flagelares (H),
antigenos capsulares (K) e fimbrias (P), os quais sao usados para a realizacdo de sorotipagem

em E. coli.
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Os antigenos somaticos, além de determinarem a existéncia de varios sorogrupos,
correspondem a uma das fracdes do maior componente encontrado na parede celular das
bactérias Gram negativas, o lipopolissacarideo (LPS).

Os antigenos flagelares sao de natureza proteica e nao sao utilizados com frequéncia
na identificagdo antigénica das amostras de E. coli, a presenca de flagelo ndo tem sido
correlacionada com a patogenicidade.

Os antigenos capsulares sao compostos de polissacarideos e os antigeno fimbriais “F”
sao denominados pelos termos adesinas, pili ou fimbrias, e correspondem a moléculas de
natureza protéica, que recobrem a superficie bacteriana, capazes de reconhecer receptores
especificos na superficie das células eucarioticas (QUINN, 2005; FERREIRA & KNOBL,
2009).

Muitos pesquisadores em todo o mundo tém procurado determinar quais os sorogrupos
de E. coli causadores de patologias em frangos. Os principais sorotipos relacionados com a
colibacilose aviaria sao O1:K1, 02:K2, 036 E O78:K80, embora outros sorogrupos como o
04, 06, O11, 021, 050, O88, O119, possam ser isolados. No Brasil, os sorogrupos mais
prevalentes sao: 02, 021, 036, 050, 078, 088, 0119, O152, e muitas amostras patogénicas
ndo pertencem a nenhum destes grupos somaticos “O”, sendo caracterizadas como nao
tipificaveis sorologicamente. Devido a presenca dos antigenos O, K e H, as espécies de
enterobacteridceas podem ser divididas em sorogrupos e sorotipos. A sorotipificacdo € um
procedimento caro e realizado somente em alguns centros especializados, sendo desnecessaria
para diagnosticos laboratoriais de rotina, mas de grande valor para estudos epidemiologicos
(GROSS, 1994; TRABULSI; ORDONEZ; MARTINEZ, 2008; FERREIRA & KNOBL,
2009).

2.1.1 Escherichia coli patogénica aviaria (APEC)

A Escherichia coli é responsavel por varios processos patologicos nas aves, atuando
como agente primario ou secundario na aerossaculite, pericardite, perihepatite, peritonite,
salpingite, onfalite, sinovite, coligranuloma, sindrome da cabeca inchada, celulite, entre
outros (ANDREATTI FILHO, 2006; KABIR, 2010). O termo colibacilose vem sendo
empregado para estas infecgdes localizadas ou sistémicas, as quais sdo causadas total ou
parcialmente pela E. coli potencialmente patogénica para aves (APEC) (BARNES et al.,
2008).
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A rota natural de infeccao pela APEC ainda nao estd claramente elucidada, embora as
vias: oral e respiratoria parecem ser as principais portas de entrada (DZIVA & STEVENS,
2008). O trato intestinal das aves ¢ normalmente colonizado por esta bactéria, podendo ser
encontrada em uma concentra¢io de 10° unidades formadoras de coldnias por grama (UFCs/g)
de fezes, sendo que aproximadamente 10 a 20% dos coliformes fecais sdo representados por
sorotipos de E. coli potencialmente patogénicos, a excrecao de E. coli pelas fezes ¢ continua,
o que torna a sua distribui¢iio cosmopolita (FERREIRA & KNOBL, 2009; BACK, 2010).

O aparecimento da colibacilose ¢ o resultado da interacdo bactéria, hospedeiro e o
meio ambiente caracterizando a triade epidemiologica, e esta interatividade depende da
viruléncia da cepa, do sistema imunoldgico da ave, além da presenca de outros fatores
predisponentes. A E. coli torna-se clinicamente aparente quando fatores ambientais adversos
estdo presentes, como a amoOnia, umidade da cama, poeira, variacao climatica, alta densidade,
além da presenca de outros agentes patogénicos, tais como 0s pertencentes ao género
Mycoplasma, o virus da bronquite infecciosa, o virus da doenga de Newcastle entre outros
(ANDREATTI FILHO, 2006; DZIVA & STEVENS, 2008; BACK, 2010; KABIR, 2010).

Entre as doengas causadas pela APEC, pode-se citar a onfalite, que ocorre quando a
contaminagdo fecal do ovo acontece devido a penetragao de cepas patogénicas da superficie
para o interior da casca, podendo causar a morte embrionaria. Além da contaminagao fecal,
existe também a possibilidade de contaminagdo transovariana (salpingite), que pode ser
resultado de uma infec¢do ascendente a partir da cloaca, ou pela proximidade do oviduto com
as membranas do saco aéreo abdominal. As aves acometidas pela salpingite diminuem
drasticamente a producdo de ovos e pode-se verificar uma mortalidade esporadica (BARNES
et al., 2008; KABIR, 2010).

A doenga respiratéria cronica (DRC) destaca-se por sua relevancia em frangos de
corte, em razdo das perdas econdmicas decorrentes das condenagdes no abatedouro e da
mortalidade. Neste caso, a porta de entrada mais frequente para bactéria ¢ o trato respiratorio
superior ocorrendo a multiplicacdo do agente na traqueia com posterior disseminacao para os
sacos aéreos ¢ tecidos adjacentes. Esta rota de infecg¢do ¢ considerada como a principal origem
de colibacilose sistémica ou colisepticemia (ANDREATTI FILHO, 2006; FERREIRA &
KNOBL, 2009; KABIR, 2010).

Outra doenca associada a infeccdo por E. coli que acomete frangos de corte,
resultando em um grande nimero de condenagdes no abatedouro, devido ao aspecto
repugnante da carcaga, ¢ a celulite (NORTON; BILIGILI; MCMURTREY, 1997; BRITO et
al., 2002; FERREIRA & KNOBL, 2009).
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A celulite ¢ uma reagdo inflamatoria difusa que resulta de infeccdo subcutanea,
caracterizada pela presenga de exsudato, espessamento de pele e placas fibrinocaseosas
(ANDREATTI FILHO, 2006), que se localiza principalmente nas regioes de abdomen e
sobrecoxa, podendo estar presente também em cabega e pescogo, coxa, dorso, asas, peito e
regido cervical, sendo frequentemente unilateral (OLKOWISK et al., 2005; VIEIRA et al.,
2006).

Em estudo desenvolvido por Olkoswski et al. (2005), foram avaliadas duas linhagens
de aves: uma de frangos de corte comercial e outra de aves da raga Leghorn (resistente a
celulite). Nestes dois grupos o experimento analisou variaveis tais como: caracteristicas
estruturais da pele, as propriedades fisico-quimicas e respostas celulares para o desafio a
patogenos. Os pesquisadores observaram diferencas significativas entre as aves da raga
Leghorn e os frangos de corte, que apresentaram lesdes de pele mais severas, € uma area
lesada mais significativa. O trabalho demonstrou que a predisposi¢do dos frangos de corte
para a celulite parece estar relacionada principalmente com a primeira linha de defesa da pele,
na qual a mobilizagdo de células fagociticas nao € tao eficiente nos frangos de corte quando
comparados com aves da ragca Leghorn.

Esta ¢ uma doenca de etiologia multifatorial, pois sdo necessarios pelo menos dois
fatores para a sua ocorréncia. A necessidade de um trauma qualquer que resulte em ferimento
na pele, e a presenga maciga de contaminacao por E. coli sdo fatores que condicionam o
aparecimento da celulite (NORTON; BILIGILI; MCMURTREY,1997).

Este verdadeiro complexo de processos patolégicos que caracteriza a colibacilose faz
com que esta doencga tenha relevancia no cenario da avicultura industrial moderna, devido aos
grandes prejuizos econdmicos, os quais podem ser exacerbados pelas perdas ocasionadas por
condenacgdes de carcagas, aumento de mortalidade embrionaria, do menor desenvolvimento
corporeo da ave, do aumento do indice de conversao alimentar, do aumento da mortalidade e
além disso, dos gastos com medicamentos. (ANDREATTI FILHO, 2006; KABIR, 2010;
WANG et al., 2010).

2.1.2 Fatores de viruléncia

A evolugdo de muitas bactérias por transferéncia horizontal de genes facilita a
adaptacao a novos ambientes e contribui também para a capacidade de aquisi¢cao de fatores de
viruléncia envolvidos diretamente em infecgdes. A composi¢ao do genoma bacteriano pode

ser mudado drasticamente por uma variedade de processos que incluem a transferéncia
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horizontal de genes, fundamental para o processo da evolugdo bacteriana. Esse processo
adaptativo faz com que ocorra a incorporacao de elementos genéticos de outros organismos
diretamente no genoma. Em procariotos, pelo menos trés mecanismos de transferéncia
horizontal de genes sdo conhecidos: transformacao, transdugdo e conjugacao (HACKER &
KAPER, 2000; DAM & DAS, 2006; MADIGAN et al., 2010).

A transferéncia horizontal de genes ¢ fundamental ndo sé para evolucao dos
organismos em geral, mas também para as bactérias patogénicas, ja que parte dos genes que
codificam os fatores de viruléncia, surgem através desse artificio.

Alguns genes de viruléncia sao carreados em plasmideos ou bacteriéfagos lisogénicos.
Entretanto, muitos outros estdo agrupados em regides cromossomais denominadas ilhas de
patogenicidade (MADIGAN et al., 2010). As ilhas de patogenicidade sdo constituintes
genéticos de diferentes cromossomos bacterianos que tem a funcdo de codificar varios genes
de viruléncia (SCHMIDT & HENSEL, 2004).

A comparacao entre o genoma das bactérias patogénicas com o de organismos nao
patogénicos, frequentemente revela blocos adicionais de material genético contendo genes
que codificam fatores de viruléncia, proteinas especiais, ou outras estruturas necessarias para
causar doenca ( MADIGAN et al., 2010).

A patogenicidade em E. coli ¢ um mecanismo multifatorial ¢ complexo que envolve
distintos fatores de viruléncia que variam de acordo com o sorotipo. O termo fator de
viruléncia ¢ impreciso, pois um unico componente poderia nao ser suficiente para transformar
uma cepa de E. coli apatogé€nica em patogénica, no entanto, a combinagdo com outros fatores
determinantes de viruléncia, poderiam ter um papel decisivo para tal processo mutagénico
(KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000; DOBRINDT et al., 2004).

Os fatores de viruléncia mais frequentemente identificados em amostras de E. coli
isolada de aves sdo: a capacidade de adesdo, a presenca de aerobactina, a producao de
colicinas, (que sdo substancias capazes de inibir o crescimento de outras bactérias presentes
no mesmo nicho onde as E. coli se encontram). Além disso, pode-se citar: a resisténcia sérica,
a motilidade, a producao de hemolisinas, a presenga de plasmidios, a produgdo de toxinas (em
alguns grupos), a habilidade de colonizagcdo e persisténcia na circulagdo, a invasividade
celular e por fim, a multiressisténcia a drogas antimicrobianas (ASSIS & SANTOS, 2005;
ROCHA et al., 2008).

Em relagdo as adesinas, complexos proteicos que permitem a adesdao e invasao
bacteriana, sabe-se que estas estruturas contribuem para a viruléncia ativando vias de

sinalizagdo nas células bacterianas e no hospedeiro (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).
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As adesinas podem ser fimbriais ou nao, as adesinas fimbriais mais importantes sdo: fimbrias
tipo 1 e fimbrias P. As fimbrias do tipo 1 sdo comumente encontradas em APEC, com
frequéncias variando de 70% a 100% (DZIVA & STEVENS, 2008; ANTAO; WIELER;
EWERS, 2009).

De acordo com os experimentos realizados por Kariyawasam & Nolan (2011), a
fimbria P foi considerada um importante marcador de viruléncia da E. coli. Neste estudo
observou-se que duas das cepas APEC que foram analisadas, possuiam genes de resisténcia
para tetraciclina e estreptomicina na regido papA.

A resisténcia sérica ¢ outro mecanismo importante de viruléncia da APEC, e pode
desempenhar um papel na patogénese da colibacilose aviaria, visto que bactérias sensiveis ao
soro sdo incapazes de colonizar orgdos internos (MELLATA et al., 2003; DZIVA &
STEVENS, 2008). Os genes de viruléncia responsaveis pela resisténcia sé€rica conferem a
bactéria resisténcia aos efeitos bactericidas do soro do hospedeiro, podendo causar bloqueio
do complexo terminal do sistema complemento que atua na membrana celular e provocar a
lise da célula (DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999). Dentre os genes envolvidos na
resisténcia sérica da APEC pode-se citar os seguintes genes: o gene que codifica a proteina Iss
(increased serum survival), a proteina TraT codificada pelo gene traTl (Transfer Protein) ,0
gene cromossomico ompA (Outer membrane protein) que codifica uma proteina da membrana
externa, e os genes kpsMT Il (Group II capsule antigens) que codificam as proteinas KpsM
(ARRECUBIETA et al., 2001; NOLAN et al., 2003; DZIVA & STEVENS, 2008).

Os pesquisadores Silva et al. (2011), coletaram 62 amostras de figados de frangos,
sendo 30 macroscopicamente inalterados e 32 com alteracdo macroscopica que ocasionaram
descarte das carcagas. Os autores isolaram 30 cepas de Escherichia coli, sendo 21 isoladas de
figados inalterados e nove provenientes de carcacas rejeitadas. O gene de resisténcia sérica
(iss) foi observado em 83,3% (25/30) dos isolados, sendo 76,2% (16/21) provenientes de
figados de animais higidos.

Em um estudo realizado por Rocha et al. (2008), foi pesquisado um total de 61
amostras de E. coli, isoladas de frangos de corte com problemas respiratorios, para a presenca
dos genes responsaveis pela capacidade de adesdo, fimbria P (papC) e fimbria F11 (felA),
producdo de colinas (cvaC), presenga de aerobactina (iutA), resisténcia sérica (iss),
hemaglutinina temperatura sensivel (tsh) e presenca de antigenos capsulares K1 e K5 (kpsll).
Como resultado os autores observaram que o gene mais detectado foi o iss (73,8%), seguido

de tsh (55,7%), 1utA (45,9%), felA (39,3%), papC (24,3%), cvaC (23%) e kpsll (18%).
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A capacidade das bactérias patogénicas para sequestrar ferro, a partir de fluidos
corporais, ¢ considerada crucial para a viruléncia, ¢ em APEC esta caracteristica tem sido
associada com a letalidade para pintos de um dia. Embora, um certo nimero de mecanismos
de aquisi¢do de ferro existir em agentes patogé€nicos Gram-negativos, o sistema aerobactina ¢
de longe o mais bem caracterizado (DZIVA & STEVENS, 2008). Quase todas as espécies de
bactérias requerem ferro, pois este ¢ um elemento essencial, participa de inimeros processos
biologicos como o transporte de oxigénio, a regulacdo génica e a sintese de DNA
(MADIGAN et al., 2010; GYLES, 2011).

Virias espécies de bactérias sdo claramente patdogenos invasivos, penetram as barreiras
epiteliais ou endoteliais e acessam tecidos subjacentes (GYLES, 2011). A forma pela qual a
APEC atinge a circulagdo sistémica, ainda ndo ¢ conhecida. Consequentemente, ndo se sabe
se a entrada na circulagdao sanguinea ocorre pela invasao do epitélio ou pela fagocitose dos
macrofagos (DZIVA & STEVENS, 2008). Entre os genes de viruléncia associados a invasao
em cepas APEC encontram-se o homologo de proteina Tia (toxigenic invasion locus in ETEC
strains), a ilha de patogenicidade gimB (Geneticis land associated with new born meningitis)

e o gene ibeA (Invasion of brain endothelium) (EWERS et al., 2007).

2.1.3 Tratamento, controle e prevencao

Os antimicrobianos, embora de grande utilidade no controle das infec¢des bacterianas,
apresentam limitacdes, que devem ser analisadas em relagdo ao custo e beneficio. O
antimicrobiano escolhido devera apresentar atividade contra as amostras de E. coli
responsaveis pelo processo patoldgico. O ideal, ¢ que antes de iniciar a administracdo de
qualquer droga, sejam realizados testes de susceptibilidade com as amostras isoladas, ja que
em diversos casos, o uso de drogas tem se mostrado ineficaz, devido ao uso indiscriminado,
com concentragdes e/ou tempo de tratamento erroneos ocasionando um elevado indice de
resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no mercado (ANDREATTI FILHO, 2006;
BARNES et al., 2008).

As principais limitagdes relacionadas ao tratamento da colibacilose sdo os custos das
medicagdes e a existéncia de amostras resistentes a mais de uma droga antimicrobiana
(FERREIRA & KNOBL, 2009).

Para atuar no controle e prevengao da colibacilose deve-se melhorar as condigdes de
criacdo das aves levando em consideragdo, neste aspecto, questdes de manejo e instalagdes. O

controle da ventilacdo, a alimentagdo de qualidade, a intensificagdo no niimero de coleta dos
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ovos no matrizeiro, a higienizacdo adequada dos ovos e do incubatorio reduzem
significativamente as chances de onfalite. A limpeza e desinfeccdo das instalagdes e
equipamentos também sao medidas profilaticas que auxiliam a diminuir a contaminacao dos
aviarios (KABIR, 2010).

Outra forma de prevengao da infecgdo por E. coli em aves € pela imunizagdo, vacinas
inativadas (bacterinas) t€m sido utilizadas em algumas regides com a finalidade de minimizar
o impacto de salpingite em matrizes e aves de postura comercial. Porém, o maior obstaculo no
sucesso da vacinagao € o fato de existir varios sorotipos patogénicos de E. coli € os anticorpos
nao possuirem efeito de protecdo cruzada entre os sorotipos (ANDREATTI FILHO, 2006;
FERREIRA & KNOBL, 2009; BACK, 2010; GREGERSEN et al., 2010).

Segundo Kabir (2010), a imunizagdo passiva de aves jovens, através das matrizes, &
eficiente por duas semanas, caso as aves sejam desafiadas com sorotipos homologos. As
vacinas baseadas em fatores de viruléncia como fimbrias, também podem fornecer uma
protecao homologa boa, ou seja, contra as cepas APEC que possam possuir os mesmos tipos
de fimbrias.

Os avancos na biologia molecular criaram novas cepas vacinais eficazes contra as
cepas APEC. A delecdo do gene (aroA), que € necessario ao metabolismo de aminoacidos
ciclicos, resulta em perda de viruléncia. Esta vacina, Escherichia coli Poulvac ® fabricada
pela Fort Dodge Animal Health, tem sido amplamente utilizada nos Estados Unidos da
América (SHANE, 2009). No Brasil a vacina Poulvac E. coli ¢ indicada para o controle
preventivo dos problemas causados pela E. coli em frangos de corte, poedeiras comerciais €
reprodutoras.

Segundo o pesquisador Shane (2009), um estudo foi realizado na universidade de
Auburn para avaliar o impacto da vacina Poulvac E. coli sobre o IP ¢ o desempenho de
frangos de corte. No experimento foram inoculadas cepas bacterianas por via subcutanea para
reproducao de quadros de celulite nas aves. A vacina demonstrou uma redugao na colibacilose
em 32%, na mortalidade em 51% e no IP, medido para celulite, em 60%.

Outro experimento realizado por Chansiripornchai (2009), tinha como objetivo avaliar
a eficacia da vacina Poulvac E. coli contra a E. coli sorotipo O78, os resultados revelaram que
a vacina tende a impedir a infeccdo por E. coli, sendo que, as aves do grupo vacinado
apresentaram uma diminuicao nos casos de aerossaculite, pericardite, perihepatite, peritonite e

artrite quando comparado com o grupo nao vacinado.
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Em um estudo desenvolvido por Lynne ef al. (2012), observou-se que o potencial de
uma vacina baseada no gene que codifica a proteina Iss pode proporcionar uma prote¢ao

significativa contra o desafio a trés cepas (sorogrupos) diferentes de E. coli a O1, O2 e O78.

2.1.4 Resisténcia antimicrobiana por Escherichia coli

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos consiste na capacidade adquirida por
microrganismos de resistir aos efeitos de um agente quimioterdpico, ao qual ele ¢
normalmente susceptivel. Esta resisténcia aos antimicrobianos pode ser codificada
geneticamente pelos microrganismos, quer pelo cromossomo bacteriano quer por um
plasmideo, denominado plasmideo R (de resisténcia).

O wuso indiscriminado e ndo medicinal dos antimicrobianos contribuiu para o
surgimento de linhagens resistentes. Os antimicrobianos sdo utilizados na avicultura como
suplementos de ragdes animais, tanto como substancias promotoras de crescimento, como
aditivos profilaticos para impedir a ocorréncia de doencas, além de seu uso tradicional no
tratamento de infecgdes. Em escala mundial, cerca de 50% de todos os antimicrobianos
produzidos sdo utilizados com finalidades agropecuarias (MADIGAN, et al., 2010).

A introdugdo de agentes antimicrobianos na racdo comercial para bovinos, suinos e
aves iniciou nos anos 1950, seguidamente estudos foram realizados com a finalidade de
verificar os possiveis efeitos a longo prazo da utilizagdo de agentes antimicrobianos
(HAMMERUM & HEUER, 2009).

Desde entdo, varios experimentos tem sido feitos nessa area de pesquisa. Pode-se citar
um estudo realizado em 2008 por Sjolund et al., que verificaram dados de amostras de E. coli
de aves oriundas do Artico. O trabalho conclui que mesmo uma regido de baixa pressdo para a
inducdo de resisténcia, pode-se encontrar uma multirresisténcia (14 dos 17 antimicrobianos
utilizados) nas cepas de Escherichia coli, caracterizando um assunto complexo e que merece
novos estudos para que seja melhor elucidado.

Segundo Gyles (2008), essa resisténcia mundial aos antimicrobianos pode ser
constatada em dezenas de amostras de Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Salmonella
sp. € Escherichia coli. O mesmo autor concluiu que a evolu¢ao das populagdes bacterianas
tem uma relacdo direta com o aumento da resisténcia as drogas antimicrobianas, ¢ esse
processo de transmissao de resisténcia com o passar do tempo torna-se mais complexo. No

que se refere especificamente as Escherichia coli comensais de animais, ja ¢ sabido que sdo
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resistentes a maioria dos agentes antimicrobianos comumente utilizados, como as
tetraciclinas, ampicilina e estreptomicina (KANG et al., 2005).

Ao avaliar a suscetibilidade de 100 isolados de Escherichia coli, (originados de
frangos de corte com sinais clinicos e lesdes de colibacilose), a sete antimicrobianos, Aggad
(2010), mostrou que os antibiogramas revelaram um alto nivel de resisténcia a oxitetraciclina,
trimetoprima-sulfmetoxazol e enrofloxacina (87, 70 e 45%, respectivamente). Uma pequena
porcentagem das amostras foram resistentes a gentamicina e nitrofurano (3 e 2%,
respectivamente). Todas as cepas foram sensiveis a ampicilina. O autor relatou também que
72% dos isolados eram resistentes a pelo menos dois antimicrobianos e 45% eram resistentes
a pelo menos trés antimicrobianos.

Salle (2009), em sua tese de doutorado, pesquisou a resisténcia antimicrobiana de 246
amostras de Escherichia coli provenientes de cama de aviario, lesdes de celulite e de lesdes
respiratorias de frangos de corte frente a 14 antimicrobianos, € observou-se que todas as
amostras foram multirresistentes, ou seja, apresentaram resisténcia a mais de 2 das 14 drogas
utilizadas.

Em um outro trabalho desenvolvido por Zakeri & Kashefi (2012), ao analisarem 100
amostras de Escherichia coli de origem aviaria, provenientes de 50 propriedades, coletadas
durante o periodo de 2008 a 2009, demonstram que a resisténcia antimicrobiana das amostras
analisadas foi de 23% para enrofloxacina, 26% para cefalexina — sendo os antimicrobianos
menos resistentes — e 100% para eritromicina, 99% para tetraciclina — antimicrobianos mais
resistentes.

Em um estudo da resisténcia antimicrobiana em amostras de E. coli APEC
provenientes de granjas comerciais de pequeno e grande porte de Bangladesh, realizado por
Hasan et al (2011) constatou-se que das 101 amostras analisadas, mais de 55% foram
resistentes a pelo menos um ou mais dos antimicrobianos testados, e 36,6% dos isolados
apresentavam multirresisténcia. Ainda segundo os autores, a avicultura tem se desenvolvido
muito nos ultimos anos em Bangladesh, por isso, observou-se que o uso de antimicrobianos
acaba sendo muito comum e nem sempre € prescrito por médicos veterinarios.

Em experimento realizado por Costa et al. (2008), os autores demonstraram que a
sequéncia de medicagao utilizada em 16 mil frangos de corte, de diferentes antimicrobianos
durante um curto periodo de tempo, com objetivos profilaticos, foi acompanhada de um
aumento na taxa de resisténcia aos antimicrobianos e na diversidade fenotipica das amostras

de E. coli.
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Atualmente a resisténcia por E. coli a pelo menos duas classes de agentes
antimicrobianos, ¢ um achado comum, tanto na medicina humana quanto na medicina
veterinaria, o que tem causado um crescente impacto no que seriam opgdes terapéuticas
vidveis, além de ser considerado um dos problemas de satide de maior relevancia em nivel
mundial segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) (BAUM, 2005; PONS et al, 2012).

Em 2006, foi realizado um trabalho com isolados de Escherichia coli a partir de fezes
de frango e urina de pacientes hospitalizados, apds andlise dos resultados, observou-se as
resisténcias de 82,4% e 43,8% respectivamente para o antimicrobiano tetraciclina. A alta na
resisténcia frente a 11 antimicrobianos testados pode ter ocorrido porque, mesmo com fontes
de coletas distintas e com porcentagens variadas, os genes associados as resisténcias a
antimicrobianos foram similares. Tais resultados sugerem que esses genes estdo disseminados
no meio ambiente, necessitando maior investigacao acerca das fontes aviarias como possiveis
agentes causadores da resisténcia a tetraciclinas em humanos (MILES; MCLAUGHLIN;
BROWN, 2006).

Os paises desenvolvidos também estao contribuindo para o aumento na resisténcia aos
antimicrobianos e isso pode ser percebido quando se observam dados como: nos Estados
Unidos estima-se que 30% das prescricdes de antimicrobianos para infec¢des de ouvido,
100% das prescrigdes para resfriado comum e 50% das prescrigdes para dores de garganta
foram desnecessarias. Suspeita-se que pelo menos metade dos antimicrobianos produzidos
nos Estados Unidos sdo erroneamente utilizados para estimular o crescimento animal
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Com o uso inapropriado de antimicrobianos juntamente com as falhas no
monitoramento de resisténcia, praticamente todos os microrganismos patogénicos tendem a
desenvolver resisténcia a alguns agentes quimioterapicos. (MADIGAN, et al., 2010).

Atualmente vem sendo desenvolvido, no Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviaria, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, (CDPA/UFRGS) um
projeto de pos doutorado em parceria com a Faculdade de Medicina e do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. Este trabalho tera como objetivo tragar o perfil genético de amostras de E.
coli ortundas de pacientes com infec¢ao urindria através da detec¢ao de fatores de viruléncia
de 38 genes que determinam o potencial de patogenicidade, utilizando a técnica de Multiplex-
PCR (m-PCR). Estes ensaios genéticos compreendem a expressdo de fimbrias, produgao de
hemolisinas, aquisi¢cdo de ferro, resisténcia ao soro, presenca de toxinas entre outros. Os genes
selecionados, e que fazem parte deste trabalho, codificam fatores de viruléncia e estdo

envolvidos nos mecanismos de patogenicidade de amostras de E. coli. Além disso, sera
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também analisado o perfil filogenético através de marcadores de patogenicidade utilizando
uma PCR para grupos filogenéticos. Trata-se de um método simples e rapido que possibilita a
deteccao dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2 do referido patogeno
(CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000). Os resultados obtidos serdo entao analisados
com a utilizacdo de Redes Neurais Artificiais, (que tem como principais vantagens, a analise
de dados qualitativos e quantitativos multivariados e nao-lineares, o que ¢ comum na area
biologica), e relacionar estes com a patogenicidade observada em pintos de um dia de idade,
estabelecendo relagdes entre os dados coletados na area avicola e os coletados na area
humana. Espera-se, que as cepas do tipo UPEC (Escherichia coli uropatogénica) e as cepas
APEC possam mostrar caracteristicas adaptativas em nichos distintos, € com isso, comprovar
que essas cepas possam igualmente causar doengas extra-intestinais em humanos. Sugere-se
que as cepas APEC’s, servem como fonte ou como um reservatorio de genes de viruléncia
para EXPEC humana (E. coli extra-intestinal).

Segundo Manges & Johnson (2012), muitas das cepas ExPEC encontradas em
humanos com infec¢des do trato urindrio, septicemia e outras infec¢des extra-intestinais,
principalmente as cepas altamente resistentes aos antimicrobianos, podem ser provenientes de
uma fonte de alimento de origem animal, e podem ser transmitidas para os seres humanos
através dos alimentos. Os autores citam ainda que, existe uma similaridade genética entre as
cepas de APEC e ExPEC, que causam doencas em aves ¢ humanos, respectivamente. Sendo
que esta relacdo ainda ¢ ressaltada pelos padrdoes de resisténcia e/ou genes de resisténcia

observados tanto na APEC como na ExPEC.

2.2 Inteligéncia Artificial: Redes Neurais Artificiais (RNAs)

O termo inteligéncia artificial (IA) surgiu em 1956 a partir de uma reunido com
cientistas de varias areas do conhecimento, interessados na criagdo de maquinas inteligentes.
A inteligéncia artificial ¢ uma forma de simular a inteligéncia natural, deste modo, as redes
neurais foram inspiradas na estrutura e na funcao de neuronios biologicos (ARTERO, 2009).

O sistema nervoso central contém mais de 100 bilhdes de neurdnios, o que possibilita
a formag¢do de uma rede muito complexa. Sinais aferentes chegam a esses neur6nios por meio
de sinapses localizadas principalmente nos dendritos neuronais. Para diferentes tipos de
neurdnios, podem existir desde algumas poucas centenas até cerca de 200.000 conexdes

sindpticas aferentes. Por sua vez, o sinal eferente desse mesmo neuronio trafega por axénio
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unico. O qual tem muitas ramificagdes distintas que se dirigem para outras regides do sistema
nervoso ou para a periferia do corpo (ARTERO, 2009; GUYTON; HALL, 2011).

Com o objetivo de simular o comportamento do neurdnio biolégico, McCulloch e
WaterPitts (1943) propuseram o primeiro modelo de neurdnio artificial com o trabalho
publicado em 1943, “A logical Calculus of the Ideas Immament in Nervous Activity”. Este
trabalho contribuiu para muitos dos teoremas fundamentais do estudo das redes neurais
artificiais baseados no sistema nervoso, ja que o mesmo se concentrou muito mais em
descrever um modelo artificial de um neurdnio e apresentar suas capacidades computacionais
do que em apresentar técnicas de aprendizado (KOVACS, 1996; BRAGA; CARVALHO;
LUDEMIR, 2000; ARTERO, 2009; FACELI, et al., 2011).

Outros pesquisadores deram importantes contribuigdes nos anos seguintes, dentre eles
Hebb em 1949, propds uma regra de aprendizagem que diz: quando um estimulo de entrada
influencia na produgdo de estimulos de saida, o peso da conexao entre os neuronios deve ser
incrementado. (FERNANDES, 2005),

Em meados de 1958, Rosenblatt descreveu o perceptron que foi um modelo
computacional inspirado no neurénio humano e precursor das redes neurais artificiais. O
perceptron, era composto de trés camadas: a primeira — recebia as entradas do exterior e
possuia conexdes fixas (retina); a segunda — recebia impulsos da primeira através de conexdes
cuja eficiéncia de transmissdo (peso) era ajustavel e, por conseguinte, enviava saidas para a
terceira camada (resposta). Ou seja, este modelo consistia de uma rede linear de neurénios
organizados em um unica camada, onde o vetor de entrada alimentava simultaneamente todos
os neuronios. Assim sendo, o perceptron somente era capaz de classificar padrdes que fossem
linearmente separaveis (BRAGA; CARVALHO; LUDEMIR, 2000; FACELI, et al., 2011).

No final da década de 60, Minsky e Papert, publicaram criticas ao perceptron que
causou grande choque no meio cientifico. Essas criticas baseavam-se na impossibilidade de
uma rede de um tUnico nivel, como o perceptron, aprender um padrdo com variaveis nao
linearmente separdveis, como o de uma fung¢ao logica.

A partir da década de 80, houve uma nova explosdo de interesse pelas RNAs na
comunidade internacional. Este fato ocorreu principalmente com o avanco da tecnologia, o
aparecimento de computadores mais rapidos, o interesse da construcdo de computadores
paralelos e, principalmente, a proposta de novas arquiteturas de RNAs com maior capacidade
de representacdo e de algoritmos de aprendizado mais sofisticados (BRAGA; CARVALHO;
LUDEMIR, 2000; SILVA, 2002; ARTERO, 2009; FACELI, et al., 2011).
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Atualmente a rede neural artificial € composta por varias unidades de processamento
("neurdnios") ligadas por conexdes sindpticas. Os neurdnios podem ser divididos em 3
classes: "neurdnios" de entrada, que recebem estimulos do meio externo, "neurénios" internos
ou ocultos e "neurdnios" de saida, que se comunicam com o exterior e significam o fendomeno
a ser predito. Essas unidades, geralmente, sdo conectadas por canais de comunicacdo que
estdo associados a determinado peso. O comportamento inteligente de uma rede neural
artificial vem das inimeras interagdes possiveis entre as unidades de processamento da rede
(KOVACS, 1996).

As redes neurais “aprendem” ajustando as interconexodes dos pesos entre as camadas
de neuronios. As respostas obtidas sdo, repetidamente, comparadas com as respostas corretas
e, em cada vez, os pesos das conexdes sdo ajustados ligeiramente na dire¢cdo da resposta
correta. Sao adicionados tantos neuronios ocultos quantos forem necessarios para a maior
precisao da resposta. A rede neural artificial € um conjunto de unidades processadoras que
simulam os neurdnios bioldgicos e sdo interconectados por um conjunto de pesos (analogo as
conexoes sindpticas no sistema nervoso), o qual permite tanto o processamento serial quanto

paralelo de informagdes através da rede (SALLE, 2009).

Camada de
Saida
Camada de Primeira Segunda
Entrada Camada Camada
Oculta Oculta

Figura 1: Exemplo de rede neural artificial.
Fonte: BARBOSA, et al., 2005.

As RNAs exploram, simultanecamente, muitas hipoteses utilizando regras de
aprendizagem que permitem adquirir poder de generalizagdo suficiente para reconhecer
padrdes e predizer cenarios. Ou seja, apds o treinamento da rede ¢ realizada a generalizacao
ou validagdo da rede que representa a capacidade de um modelo de aprendizado responder
corretamente aos exemplos que lhes sdo apresentados, sendo que estes exemplos ndo devem

estar presentes na base de aprendizado (HAYKIN, 1999; SILVA 2002).
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As principais vantagens de utilizagdo das redes sdo a tolerancia a falhas, a aplicacdo
em tempo real, a capacidade de auto adaptagdo e a rapida resolugdo de problemas praticos,
sem necessidade de definicao de listas de regras ou de modelos precisos (HAYKIN, 1999). As
RNAs também possibilitam utilizagdo de dados qualitativos e quantitativos no mesmo
modelo, sem que haja a necessidade da transformacdo desses dados, para a estatistica
convencional, além de possibilitar a realizagdo de andlises de dados nao lineares e
multivariados, caracteristica comum em fendmenos biologicos. (SALLE et al., 2004).

As RNAs estao sendo utilizadas com varios objetivos, tais como: auxiliar os gestores
de restaurantes universitarios na previsdo de refeigdes diarias (ROCHA; MATOS; FREI,
2011), bem como para resolver questdes mais complexas, fazer progndstico de mercados
financeiros; reconhecer e gerar falas; localizar a origem de pontos no radar; otimizar
processos quimicos; reconhecer alvos e detectar minas bélicas; identificar células cancerosas;
reconhecer anormalidades cromossomicas; predizer trajetorias de entrada de naves espaciais;
além de seu uso ser crescente em bancos, principalmente, quando se trata de cartdes de
crédito, mais especificamente, de comércio eletronico (via internet), como meio de evitar
fraudes eletronicas nessas operagdes (CHENG & TITTERINGTON, 1994; O’SULLIVAN,
1999).

Os pesquisadores Terra & Passador (2012), realizaram um estudo com finalidade de
avaliar a eficacia das RNA(s) na previsao da inflagdo, dentro da realidade de organizacdes de
pequeno porte. J& na area da saude, Tenorio et al. (2011), desenvolveram um trabalho
utilizando técnicas de inteligéncia artificial, aplicado ao desenvolvimento de um sistema de
suporte de decisao, para diagnosticar a doenga celiaca.

Com relagdo a area bioldgica as publicagdes com a utilizacdo desta nova tecnologia
vém crescendo a cada ano. Na avicultura os primeiros modelos utilizando redes neurais
artificiais foram publicados por Zhang et al. (1996) e Efadil et al. (1996). No Brasil as
primeiras pesquisas onde foram utilizadas modelagens matematicas, nesta area, foram
publicadas por Salle et al. (1998) propondo a criagao de um critério de interpretagdo para os
resultados sorologicos, gerados pelas empresas avicolas, através de modelos matematicos
estatisticos. Salle et al. (1999) criou modelos matematicos que foram utilizados para
correlacionar a presenca de aflatoxina e ocratoxina em alimentos e visceras de frangos de
corte com os parametros produtivos do lote. Estes trabalhos comprovaram a utilidade dos
modelos matematicos na area avicola e, assim sendo, iniciou-se a busca de uma metodologia

capaz de solucionar problemas mais complexos.
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Neste contexto as RNAs surgem como uma alternativa. Trabalhos realizados pelo
grupo de pesquisa do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA), da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
tém demonstrado 6timos resultados, como ja citados anteriormente.

Outros pesquisadores como Mottaghitalab et al. (2010) utilizaram as redes neurais
artificiais na area da nutricdo em experimento realizado com perus, o qual tinha como
objetivo prever a conversao calorica e a eficiéncia alimentar, quando da utilizagdo de racdes
contendo diferentes niveis de aminoacidos e energia. Observaram que os modelos
melhoraram a capacidade de prever as caracteristicas econdmicas, bem como as necessidades
de nutricao, levando a um 6timo desempenho na producao de aves.

Na area de produgao animal as RNAs também vem sendo utilizadas, Savegnago et al.
(2010), investigaram a possibilidade de utilizar as redes neurais em modelos de ajuste da
curva de produgdo de ovos pela aplicacao de duas abordagens de anélise: uma utilizando um
modelo nado-linear logistico e outra com dois modelos de redes neurais artificiais, os
resultados confirmaram que a rede neural MLP (multilayer perceptron) pode ser usada como
uma ferramenta alternativa para ajustar a producao de ovos. Pode-se perceber que um dos
beneficios da rede ¢ a capacidade de generalizacdao, além da possibilidade de aplicar esta

técnica a qualquer conjunto de dados.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas as informacdes disponiveis de 256 amostras de E. coli isoladas e
identificadas bioquimicamente no Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria
(CDPA), de 60 diferentes propriedades de produtores integrados de trés empresas avicolas do
RS, as quais foram coletadas no verao e inverno de 2002.

As amostras foram isoladas de lesdes de celulite, quadros respiratdrios e cama aviario,
e apos determinagdo do Indice de Patogenicidade (IP) (SOUZA, 2006) foram preservadas no
meio de cultura BHI (caldo cérebro coracao) com glicerol em uma proporc¢ao de 4:1 a -80°C.
Essas amostras fazem parte de um banco de dados do CDPA, Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As informagdes sobre as 256 amostras de Escherichia coli utilizadas para a formacao

das redes neurais artificiais seguem citadas a baixo:

* Caracteristicas bioquimicas (adonitol, arginina, dulcitol, ornitina, rafinose,

sacarose, salicina);
e TIndice de patogenicidade (0 a 10);

* Lesdes provocadas pela inoculagdo em pintos de um dia (celulite, peritonite, peri-

hepatite, pericardite e acrossaculite);

* Caracterizacdo de 38 genes associados a patogenicidade (cr/, ired, cnfl/2, tia, sat,
fyud, mat, sfa/focCD, malX, afa/drab, neuC, iha, hrlA, fimC, pic, hlyA, kpsMTII,
sitDep, ompA, iroN1, gimB, sitD, tratT, ibeA, chuA, vat, tsh, iucD, cvi/cva, papC,
irp2, iss, EASTI, felA, iutA, cvaC, papG, fimH);

* Resisténcia antimicrobiana a 14 antibioticos (amicacina, amoxicilina/ acido
clavulamico, ampicilina, cefalexina, ceftiofur, cefuroxina, ciprofloxacina,
clindamicina, cotrimoxazol, enrofloxacina, gentamicina, norfloxacina, ofloxacina e

tetraciclina);
* Origem das amostras (cama de aviario, celulite e quadros respiratorios);

¢ Motilidade bacteriana.
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As redes neurais artificiais foram construidas utilizando-se o software Neuroshell
Classifer 2.1(Ward Systems Group, Inc., Frederick, MD, USA, 1997- 2000).

Os resultados disponiveis dos bancos de dados foram classificados e identificados pelo
software de forma bindria e este critério foi utilizado para as classificagdes das amostras
resistentes, intermediarias e sensiveis aos 14 antimicrobianos estudados. Partindo dessa
premissa, juntamente com a escolha das varidveis que fizeram parte das redes sintetizadas,
definiu-se como simbolo representativo para as amostras que ndo continham genes associados
a patogenicidade, o numero zero (0), € quando as amostras apresentavam genes associados a
patogenicidade, atribui-se o nimero um (1). Essa padronizacdo aplicou-se quando as
seguintes varidveis foram analisadas: a auséncia (0) ou presenca (1) das distintas lesdes
observadas nos pintos de um dia de idade; e por fim, as amostras imoveis (0) e méveis (1) .

As redes inicialmente encontraram relacoes lineares entre as variaveis envolvidas. O
proprio software atribuiu pesos as ligacdes entre os “neurdnios” de entrada e de saida
baseando essa definigdo na andlise do banco de dados importado para a propria composi¢ao
da rede. Esse processo ocorre através das diferencas entre os valores desejados e os valores
obtidos pelo processamento da rede. Esses valores obtidos sdo usados para alterar os valores
dos pesos existentes nas entradas dos neurdnios e, assim, a rede aprendera o padrdo
apresentado (ARTERO, 2009).

O passo seguinte foi adicionar neuronios na camada oculta (no presente trabalho foram
usadas 80 camadas) para que relagdes ndo lineares pudessem ser encontradas. As referidas
camadas ocultas podem ser quantificadas pelo usudrio do programa de redes neurais artificiais
quando o mesmo (usuario) pode acessar a configuragdo do programa delimitando quantas
camadas ocultas serdo utilizadas na rede. Os valores de entrada na primeira camada foram
multiplicados pelos pesos e passados para a segunda camada (oculta), e assim
sucessivamente. Os neuronios da tultima camada oculta produziram valores que foram
transmitidos para a camada de saida. Este resultado obtido na camada de saida foi comparado
com o resultado real e, quando necessario, novas camadas ocultas foram adicionadas até a
obtengdo do resultado real, ou o mais proximo dele. Este procedimento se constituiu no
“aprendizado” da rede neural artificial e a validagao se deu com dados que a rede neural
desconhecia, mas que estava apta a classificar corretamente.

No presente estudo, seguindo a metodologia utilizada por Salle (2009), as entradas
escolhidas para a construcao das redes neurais artificiais foram: os indices de patogenicidade,
as lesoes induzidas em pintos de um dia de idade, a caracterizagdo dos genes associados a

patogenicidade, o bioquimismo (utilizou-se nesse caso, somente 0s bioquimicos que
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apresentavam variacdo comportamental: adonitol, arginina, dulcitol, ornitina, rafinose,
salicina, sacarose), a origem das amostras e por fim, a motilidade. As redes neurais artificiais
foram criadas realizando associagdes entre as varidveis de entrada (informagdes oriundas a
partir dos bancos de dados do laboratorio — CDPA), com o objetivo de encontrar o modelo
mais ajustado. As saidas utilizadas foram o comportamento das cepas de Escherichia coli
frente aos 14 antimicrobianos.

As figuras a seguir retratam a interface do programa computacional de redes neurais
artificiais, exemplificando algumas saidas (cotrimoxazol e clindamicina) que foram utilizadas
no presente estudo. O respectivo programa possibilitou realizar a predicao das resisténcias das
amostras aos antimicrobianos selecionados, definindo individualmente a probabilidade de
cada antimicrobiano ser, resistente, sensivel ou intermediario, além de fornecer dados como a

sensibilidade e especificidade das amostras.
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In the window below, you will see the outputs the network is classifying compared to the correct answers in your data file. If you would like to save the
results to a file or print them, press the appropriate button on the right, or push the Next button to go on to more options. On this list of actual and classified
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Figura 3: Layout do programa de redes neurais artificiais — saida selecionada: o antimicrobiano

cotrimoxazol.

A diferenca significativa entre as médias dos indices de patogenicidade e as amostras

sensiveis e resistentes aos 14 antimicrobianos utilizados neste estudo foi observada quando

realizou-se a andlise estatistica com o auxilio do software JMP® 9.0.1 (SAS Institute Inc.,

2010)., especificamente utilizando andlise de variancia (ANOVA), método empregado para se

testar a igualdade de trés ou mais médias populacionais através da andlise das varidncias

amostrais (TRIOLA, 2008), e o teste de Tukey.
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4 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentadas as caracteristicas das redes neurais artificiais
construidas utilizando como entradas 38 genes associados a viruléncia. As saidas sao as
resisténcia ou sensibilidade aos 14 antimicrobianos estudados por Salle (2009). A
sensibilidade (S) e especificidade (E) das amostras intermedidria (i), resistente (r) e sensivel

(s) também podem ser observadas na mesma tabela.

Tabela 1 - Classificacdo da resisténcia bacteriana (intermedidria, resistente ou sensivel) de
256 amostras de Escherichia coli isoladas de frangos de corte frente a 14 antimicrobianos

através do uso de redes neurais artificiais, usando como entrada os 38 genes associados a

viruléncia.
Saidas Entrada  Classificacoes S(1)* E@{) S(@) E@) S(s) E(s)
corretas (%)
Amicacina Genes 97,27 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
Amoxacilina + Genes 98,05 1,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,37
Ac. Clavulanico
Ampicilina Genes 82,42 0,72 1,0 0,36 098 0,98 041
Cefalexina Genes 94,92 0,6 1,0 041 0,99 0,99 0,5
Ceftiofur Genes 96,88 0,57 1,0 0,71 1,0 1,0 0,61
Cefuroxima Genes 96,09 0,0 1,0 0,28 1,0 1,0 0,16
Ciprofloxacina Genes 85,94 0,75 1,0 0,55 097 097 0,61
Clindamicina Genes 98,44 0,5 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0
Cotrimoxazol Genes 74,22 1,0 1,0 0,72 0,75 0,74 0,73
Enrofloxacina Genes 75,78 042 098 0,53 094 094 0,55
Gentamicina Genes 88,67 - - 0,35 0,99 0,99 0,35
Norfloxacina Genes 88,28 0,55 1,0 0,34 1,0 1,0 0,42
Ofloxacina Genes 89,45 1,0 1,0 0,24 0,99 0,99 0,5
Tetraciclina Genes 77,73 1,0 1,0 0,87 0,63 0,62 087

* S (i): sensibilidade para amostras com resisténcia intermediaria;
E (i): especificidade para amostras com resisténcia intermediaria
S (r): sensibilidade para amostras resistentes;

E (r): especificidade para amostras resistentes;
S (s): sensibilidade para amostras sensiveis;
E (s): especificidade para amostras sensiveis.

De acordo com os resultados da tabela acima, observa-se que as classificacdes corretas
tiveram uma amplitude de 7422% a 9844%. J4 com relacio a sensibilidades e
especificidades das classificagdes, os resultados mostraram que a amplitude das sensibilidades
das classificacdes foi de 0% a 100% para as amostras intermedidrias, 0% a 87% para as
resistentes € 62% a 100% para as sensiveis. Referindo-se as especificidades, os resultados

foram de 98% a 100% para as amostras intermedidrias, 50% a 99% para as resistentes e 0% a
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87% para as sensiveis.

Os resultados obtidos a partir da andlise estatistica do indice de patogenicidade e dos
14 antimicrobianos analisados neste estudo, demonstraram que ndo ha diferengas
significativas entre as médias do IP e a resisté€ncia antimicrobiana das amostras, conforme

observa-se na tabela 2.



Tabela 2 — Antimicrobiano e sua média do indice de patogenicidade (IP)

Antimicrobiano Média de IP
Amicacina [ * 4.6666667 a**
Amicacina R 3.2500000 a
Amicacina S 42570281 a
Amoxacilina + Ac. Clavulanico I 4.6000000 a
Amoxacilina + Ac. Clavulanico R 1.0000000 a
Amoxacilina + Ac. Clavulanico S 42782258 a
Ampicilina I 1.7272727 a
Ampicilina R 4.4603175 a
Ampicilina S 4.3241758 a
Cefalexina I 3.0000000 a
Cefalexina R 3.6470588 a
Cefalexina S 43162393 a
Ceftiofur I 3.6428571 a
Ceftiofur R 5.1428571 a
Ceftiofur S 42553191 a
Cefuroxima I 3.2000000 a
Cefuroxima R 5.7142857 a
Cefuroxima S 4.2254098 a
Ciprofloxacina I 2.9500000 a
Ciprofloxacina R 3.9500000 a
Ciprofloxacina S 44943182 a
Clindamicina I 2.1666667 a
Clindamicina R 4.2580645 a
Clindamicina S 9.0000000 a
Cotrimoxazol I 5.8000000 a
Cotrimoxazol R 4.6166667 a
Cotrimoxazol S 3.8473282 a
Enrofloxacina I 4.0952381 a
Enrofloxacina R 4.0000000 a
Enrofloxacina S 4.3907285 a
Gentamicina R 4.8571429 a
Gentamicina S 4.1261682 a
Norfloxacina I 3.9500000 a
Norfloxacina R 4.1562500 a
Norfloxacina S 42892157 a
Ofloxacina I 3.6666667 a
Ofloxacina R 44242424 a
Ofloxacina S 42682927 a
Tetraciclina I 6.3333333 a
Tetraciclina R 42838710 a
Tetraciclina S 4.1224490 a

35

* 1 : amostras intermediarias, R: amostras resistentes, S: amostras sensiveis.
** a:aletra “a” é uma forma simplificada de ilustrar que ndo existem diferengas significativas entre
resisténcia e sensibilidade dos diferentes antimicrobianos ¢ a média do IP.
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Na tabela 2 estdo descritos todos os antimicrobianos utilizados neste estudo e suas
respectivas médias do indice de patogenicidade (IP). Assim sendo, niveis que se conectam por

uma mesma letra ndo sao significativamente diferentes.
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5 DISCUSSAO

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos ¢ um dos principais problemas em relacao
a muitos microrganismos patogénicos. O uso extensivo de agentes antimicrobianos na
medicina, veterindria e agricultura propicia condi¢des altamente seletivas para a disseminagao
de plasmideos R. Os plasmideos R e outras fontes de genes de resisténcia constituem-se em
limitagdes significativas ao uso por um longo prazo de qualquer antimicrobiano como agente
quimioterapico eficaz. Sao cada vez maiores os indices de resisténcia das bactérias frente aos
antimicrobianos testados, representando um sério problema mundial. Amostras de E. coli
isoladas de aves sdo frequentemente resistente a mais de uma droga (ZANATA et al, 2004;
MADIGAN et al., 2010).

Intmeros trabalhos relatam a questdo de resisténcia antimicrobiana por amostras de
E.coli APEC. Entre eles, um experimento realizado em Bangladesh onde 50 isolados de
E.coli, provenientes de suabe cloacal, fluido intestinal, superficie de ovos, material fecal e
lavagem das maos de manipuladores de frango, foram identificados e submetidos a 13
antimicrobianos para verificar a sua susceptibilidade. Todas as amostras testadas
apresentaram multirresisténcia variando de 6 a 10 das 13 drogas utilizadas (AKOND et al.,
2009) .

Em um outro trabalho desenvolvido por Wang et al. (2010), foram analisadas 148
amostras de Escherichia coli de origem aviaria, coletadas durante o periodo de 2005 a 2008 e
os resultados também apresentaram multirresiténcia.

O presente estudo aborda o assunto resisténcia a antimicrobianos de amostras de E.coli
(APEC) de uma forma inovadora, utilizando como ferramenta as redes neurais artificiais,
metodologia inserida na linha de pesquisa do CDPA — modelos matematicos na avicultura.

As RNAs vém sendo utilizadas em diversas dareas incluindo a agropecuaria,
bioinformatica, robotica, saude, finangas entre outras. Este fato se comprova nos inimeros
artigos publicados utilizando esta ferramenta.

Com relacdo a sanidade avicola, esta nova metodologia também tem merecido
destaque, fato este confirmado através dos trabalhos apresentados e publicados no “60™
Western Poultry Disease Conference” em 2011 pelos pesquisadores do Centro de Diagnostico
e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA).

Este estudo compartilha das conclusdes obtidas por Salle et al. (2011), e ainda faz uma

releitura tracando um paralelo entre trabalhos, demonstrando que € possivel, de uma forma
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mais simplificada, utilizar somente os 38 genes associados a viruléncia para obter resultados
conclusivos quanto a resisténcia antimicrobiana. Os resultados das classificagdes corretas
ficaram tdo bons quanto o estudo anterior, ficando acima de 80% para a maioria dos
antimicrobianos, sendo que apenas 3 antimicrobianos apresentaram modelos menos ajustados,
porém ainda bons, com correlagdes corretas acima de 70%. Ao serem analisadas as
sensibilidades das classificagdes a amplitude foi de 0% a 100% para as amostras
intermediarias, 0% a 87% para as resistentes € 62% a 100% para as sensiveis. Quanto as
especificidades, os resultados foram de 98% a 100% para as amostras intermediarias, 50% a
99% para as resistentes e 0% a 87% para as sensiveis.

Como o IP e a resisténcia antimicrobiana sdo preditos ou classificados a partir de um
mesmo conjunto de dados, ou seja, os 38 genes associados a viruléncia, poderia haver uma
relagdo entre os dois. Através dos resultados obtidos pela andlise estatistica pode-se observar
que estas sdo variaveis independentes, ou seja, podem haver picos no IP sem alteracdo na
resisténcia antimicrobiana, ou até mesmo o contrario, alteragdes na resisténcia antimicrobiana
sem mudancas no IP.

No trabalho realizado por Salle et al. (2011), as redes neurais foram capazes de
realizar a classificagdo correta do comportamento das amostras com amplitude de 90,24% a
100%. Entre os resultados obtidos no experimento, observou-se que as classificacdes corretas
tiveram uma amplitude variando de 74,22% a 98,44%.

Apoés a realizacdo completa da metodologia e a andlise dos dados quantitativos e
qualitativos via redes neurais artificiais (inteligéncia artificial) e estatistica convencional, o
presente trabalho demonstrou que utilizando somente 38 genes associados a viruléncia, pode-
se predizer qual antimicrobiano deve ser administrado no tratamento contra 256 amostras de
Escherichia coli oriundas de frango de corte.

Salienta-se que muitas vezes as amostras, recebidas no laboratério, ndo possuem
muitas informagdes, que até entdo seriam cruciais para a formacgdo da rede. No presente
trabalho foi demonstrado que se ha suspeita de infec¢do por Escherichia coli, pode-se isolar o
agente, realizar uma Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e, depois disto, descobrir quais
sdo os genes associados a viruléncia, determinando através das Redes Neurais Artificiais
(RNAs) qual seria o melhor tratamento para esta nova amostra.

Desta forma, para o profissional (médico veterinario) que esta trabalhando no campo,
estas informagdes se constituem em uma arma valiosa, pois através dessa ferramenta,
juntamente com o teste molecular da PCR para obter informagdes sobre quais sdo os genes

presentes nas amostras enviadas ao laboratorio, pode ser decidido qual o tratamento mais
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indicado para aquele isolado de Escherichia coli que estd acometendo o plantel, conseguindo
agilizar de forma significativa a emissao de laudos e por conseguinte, o tratamento frente a

esse patdgeno passa a ser mais agil e preciso.
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6 CONCLUSOES

1. Utilizando somente os 38 genes associados a viruléncia, € possivel predizer a

resisténcia antimicrobiana da Escherichia coli, através de modelo das RNAs.

2. Nao ha diferencas significativas entre as médias dos indices de patogenicidade (IP) e
os antimicrobianos analisados. Ou seja, a resisténcia ou sensibilidade de uma determinada
amostra de E. coli independem do IP; logo, amostras podem ser apatogénicas e resistentes a
determinado(s) antimicrobiano(s) e, o contrario também pode ser verificado, amostras podem

ser patogénicas e a0 mesmo tempo sensiveis a determinado(s) antimicrobiano(s).
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