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RESUMO

Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) pertencem a classe das EXPEC (Extra intestinal
Escherichia coli). As APEC sdo responsaveis por doengas localizadas ou sistémicas nas aves
de producdo denominadas colibacilose aviaria. Perus, ao contrario de frangos de corte t€ém uma
vida longa e por isso s@o mais susceptiveis ao aparecimento de doengas, a colibacilose
respiratoria e septicémica ¢ uma delas. Os avangos em genotipificagdo e sequenciamento tém
demonstrado semelhangas de isolados APEC com ExPEC humanas, trazendo a tona a
possibilidade desses isolados terem impacto na saide publica como patdégenos ou como
reservatorios de genes de viruléncia. A mesma preocupagdo ocorre com a resisténcia a
antimicrobianos nas comunidades humanas. A caracterizag@o de isolados de £. coli de aves ja
foi feita por diversos autores em todo o mundo. No Brasil, publicagdes recentes caracterizaram
quanto a viruléncia e resisténcia a antimicrobianos isolados de £. coli de lesdes de celulite em
frangos de corte e sacos aéreos acometidos por aerossaculite em perus. No entanto, nenhum
trabalho foi realizado contemplando amostras dos principais estados produtores e a produgdo
de beta-lactamases, ESBL (beta-lactamases de espectro estendido) e pAmpC (cefalosporinases
localizadas em plasmideos). O objetivo dessa dissertacdo foi caracterizar isolados de £.coli em
orgdos de perus com suspeita de colibacilose quanto a presenga de cinco genes associados ao
plasmideo ColV, acessar a resisténcia a importantes antimicrobianos na avicultura e na saude
humana e verificar a presenca de genes responsaveis por beta-lactamases, ESBL, pAmpC e
classificagdo filogenética em isolados com fendtipo de resisténcia a amoxicilina e ceftiofur. Os
resultados mostraram 84,3% dos isolados com quatro e cinco genes sendo classificados como
APEC, os isolados selecionados para classificagido filogenética pertencem principalmente aos
grupos B1 e D. Dos isolados analisados 82,14% foram considerados MDR (multirresistentes a
antimicrobianos), os maiores indices de resisténcia foram para eritromicina (99%) e
amoxicilina (76,1%). Os 43 isolados que foram resistentes ou intermediarios para ceftiofur no
antibiograma foram positivos para ESBL ou pAmpC. Dos genes associados a ESBL 79,4%
foram positivos para blaCTX-M-2 e 20,59% para blaCTX-M-8/25. Os nove isolados pAmpC
foram positivos para blaCMY-IL O estado de Goias foi responsavel pela maioria dos isolados
resistentes para ceftiofur (72,22%) e foi o unico estado onde genes blaCMY-II foram
identificados. Esse estudo demonstra a alta prevaléncia de APEC em isolados de casos
suspeitos de colibacilose em perus, alto indice de resisténcia a antimicrobianos e alerta para a

resisténcia a ceftiofur e a presenca de £.coli ESBL e pAmpC na cadeia produtiva de perus.



Palavras-chave: APEC, ESBL, pAmpC, perus



ABSTRACT

Avian Pathogenic Lscherichia coli (APEC) are part of the class of EXPEC (Extra intestinal
Escherichia coli). APEC cause localized or systemic disease in poultry production termed
avian colibacillosis. Turkeys, unlike broilers have a long life and are therefore more susceptible
to onset of diseases, respiratory and septicemic disease caused by F. coli. Advances in
genotyping and sequencing have shown similarities of APEC isolates with human ExPEC,
bringing up the possibility of these isolates play a role on public health as pathogens or as
virulence genes reservoirs. Antimicrobial resistance in human communities caused by
multidrug resistant F.coli is also a huge concern. Many authors have done the characterization
of E. coli isolated from poultry. In Brazil, recent publications characterized the virulence and
antimicrobial resistance of F. coli isolated from cellulitis lesions in broilers and air sacs affected
by aerosacculitis in turkeys. However, no study was carried out considering samples of the
main producing States and the production of beta-lactamases, ESBL (extended spectrum beta-
lactamase) and pAmpC (plasmid-mediated cefalosporinases) in the isolates. The aim of this
study was to characterize isolates of £. coli in turkeys organs suspected of colibacillosis for
five genes associated with plasmid ColV, access the antimicrobial resistance in important
antimicrobials for poultry and human health and check the presence of genes for beta-
lactamase, ESBL, pAmpC and phylogenetic classification F. coli with the resistance phenotype
for ceftiofur and amoxicillin. The results showed that 84.3% of the isolates harbored four or
five genes being characterized as APEC, the selected isolates for phylogenetic classification
belong mainly to groups Bl and D. In total, 82.14% of isolates were considered MDR
(multidrug resistant to antimicrobials); higher resistance indices were to erythromycin (99%)
and amoxicillin (76.1%). The 43 i1solates resistant or intermediate to ceftiofur on antibiogram
were positive for ESBL or pAmpC. ESBL genes associated were 79.4% blaCTX-M-2 and
20.59% blaCTX-M-8 /25. Nine isolates that were positive for pAmpC were blaCMY 1II. The
state of Goias was responsible for most of the isolates resistant to ceftiofur and was the only
where blaCMY-II genes have been identified. This study demonstrates the high prevalence of
APEC in suspected cases of colibacillosis in turkeys, high antimicrobial resistance index and
alert for resistance to ceftiofur and the presence of £. coli ESBL and pAmpC in the production
chain of turkeys.

Keywords: APEC, ESBL, pAmpC, turkeys
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CONSIDERACOES GERAIS
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1 INTRODUCAO

Os isolados de Escherichia coli implicadas em doengas nas aves sdo conhecidas como
Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC). As APEC se encontram na classe da EXPEC (Extra
intestinal Escherichia coli). De maneira geral, infecg¢Oes extras intestinais causadas pelo agente
em aves sdo denominadas de colibacilose aviaria. Entre as doengas causadas pelas APEC as
mais importantes sdo: colibacilose respiratdria, septicemia aguda, salpingite, infec¢des do saco

da gema e a sindrome da cabeca inchada (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

A colibacilose aviaria esta relacionada a vultosas perdas na cadeia produtiva de aves.
Estima-se que pelo menos 30% dos rebanhos de aves nos Estados Unidos ¢ afetado pela doenca
em algum ponto da cadeia produtiva (EWERS et al., 2007). No Brasil a producdo de aves ¢
muito competitiva, em 2014 alcangou 2,7 milhdes de toneladas produzidas, o sucesso do pais
no setor se da sobretudo por sua alta capacidade de produgido de graos e baixo custo da méao-
de-obra. Por outro lado, doengas bacterianas foram apontadas como importante causador de
prejuizos econdmicos por queda de produtividade e condenagdes no abatedouro
(FALLAVENA et al., 2000). Segundo registros oficiais, 4% das aves abatidas no Brasil sdo

condenadas por aerossaculite e 1,3% por lesdes causadas por colibacilose (BRASIL, 2013).

Por muito tempo FE. coli foi considerada somente como um agente oportunista na
colibacilose aviaria, condi¢des de ambiéncia precarias e baixa imunidade eram considerados
fatores essenciais para o aparecimento da doenga. Com o avango das pesquisas em biologia
molecular e trabalhos com inoculagdo experimental foi possivel verificar a existéncias de
isolados altamente virulentos que sdo capazes de causar doenga mesmo em condig¢des ideais de
manejo e imunidade. (BARNES; VAILLANCOURT, GROSS, 2003). Por outro lado, os
fatores predisponentes ndo devem ser ignorados e, em muitos casos, desempenham papel

essencial no aparecimento da doenga (COLLINGWOOD et al., 2014).

A sobrevivéncia, multiplicagdo e colonizag@o de 6rgaos do hospedeiro fora do ambiente
intestinal ¢ uma tarefa dificil para a £. coli e demandam habilidades especiais como a
capacidade de adesdo, sobrevivéncia aos fatores do sistema imune e obtengdo de ferro,
elemento essencial para o seu metabolismo. A pesquisa de genes que codificam fatores ligados

ao estilo de vida extra intestinal da F. coli é bastante ampla e permitiu a identificacdo de
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diversos genes associados a isolados reconhecidos como APEC (JOHNSON et al., 2006; LI,
EWERS; WIELER, 2005; STORDEUR et al., 2002).

Apesar de grandes varia¢des nos genes identificados nas APEC, algumas pesquisas tém
demonstrado a possibilidade de conjunto de genes serem utilizados como preditivos para a
detecgdo e caracterizacdo de APEC (EWERS et al., 2005; JOHNSON et al., 2008a; PASS;
ODEDRA; BATT, 2000; SCHOULER et al., 2012). Essas pesquisas levam em consideragdo
as habilidades para sobrevivéncia no ambiente extra intestinal do hospedeiro. Johnson e
colaboradores (2008a) identificaram cinco genes considerados como minimos para a
identificacdo de isolados como APEC. Apos testar os genes iutA, hilyF, iss, iroN e ompT em
994 i1solados de F. coli o pentaplex foi capaz de discriminar corretamente 85,4% das APEC e

79% das AFEC (Avian Fecal Escherichia coli).

Estudos recentes apontaram a semelhanga de isolados de APEC com outros patotipos
extra intestinais relacionados com doencas em humanos como UPEC (Uropathogenic
Escherichia coli) e NMEC (Neonatal meningitis-causing Fscherichia coli). A Inoculagdo
experimental de alguns desses isolados de APEC em mamiferos usados como modelo humano
resultaram em doenga, fato que levanta a possibilidade das aves atuarem como reservatério de
ExPEC humanas (EWERS et al., 2007; JAKOBSEN et al., 2012; RODRIGUEZ-SIEK et al.,
2005b; VICENT et al., 2010).

A questdo de saude publica ¢ levantada também quando se fala sobre resisténcia a
antimicrobianos. Ha evidéncias demonstrando que tanto isolados de APEC como isolados
AFEC estdo cada vez mais resistentes aos agentes antimicrobianos (CUNHA et al.,2014;
JOHNSON et al., 2004; SOLA-GINES et al., 2015). Esse fato, além de tornar o controle da
colibacilose aviaria cada vez mais dificil, pode implicar na disseminag¢do de genes de
resisténcia e acarretar em bactérias que afetam humanos carreando esses genes. Relatos de £.
coli MDR (multidrug resistant) isoladas de carcacas de frango tornaram esse assunto uma
preocupacdo crescente de produtores e consumidores (MANGES; JOHNSON, 2012;
RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005b).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O estudo teve como objetivo geral caracterizar isolados de F. coli de 6rgdos de perus
com suspeita de colibacilose, verificar a resisténcia a antimicrobianos e acessar a presenca de

genes responsaveis por producdo de beta-lactamases.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a presenca dos genes iutA, hlyF, iss, iroN e omp1 associados principalmente ao

plasmideo ColV e caracterizagdo como APEC ou comensais;

- Determinar a resisténcia aos antimicrobianos norfloxacina, enrofloxacina, amoxicilina,
ceftiofur, oxitetraciclina, tetraciclina, colistina, eritromicina, sulfametoxazol associado a
trimetoprim, lincomicina e espectinomicina, fosfomicina, apramicina, estreptomicina,

neomicina, gentamicina,

- Verificar a presenca de genes codificadores de enzimas beta-lactamases b/aTEM e blaSHV
wild type (WT), blaCTX-M-1, 2, 8/25 e 9 e blaSHV e blaTEM com alteragdes genéticas
responsaveis por acarretar em perfil de ESBL, pAmpC blaCMY 11, blaDHA, blaFOX, bla
ACC, blaACT/MIR, blaCMY/MOX, em isolados com fenotipo de resisténcia a amoxicilina e

ceftiofur;

- Classificar isolados selecionados por resisténcia a beta-lactdmicos nos grupos filogenéticos

A,BI1,B2eD.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas da avicultura Brasileira

Nas ultimas décadas a industria avicola deixou de ser caracterizada por pequenas
propriedades para torna-se um exemplo de economia em escala, necessitando de alta eficiéncia
operacional ja que precisa responder ao aumento crescente por demanda de proteina animal e
aos desafios sanitarios (BACK, 2007). Hoje ¢ um importante segmento da economia brasileira

correspondendo com 1,5% do PIB e empregando 3,6 milhdes de pessoas (UBABEF, 2015).

As exportagdes brasileiras aumentaram nos anos 1970 crescendo também o
investimento em tecnologia de abate e processamento ¢ em meados de 1990 o Brasil se
consolidou como um dos principais produtores de carnes de aves no mundo. As exportagdes
aumentaram significativamente em 2005, com 2,846 milhdes de toneladas, devido a gripe
aviaria que retirou a Tailandia do posto de maior exportadora de carne de frango (SAVAGLIA,
2009). Em 2014 o Brasil foi o terceiro em producdo de carne de frango com 12,69 milhdes de
toneladas e o principal exportador mundial com 4,09 milhdes de toneladas. Em comparagéo
com 2013 houve um acréscimo de 3,11%, ano que foram produzidos 12,308 milhdes de

toneladas (UBABEF, 2015).

A produg@o brasileira de perus em 2014 foi de 326.627 toneladas ficando atras somente
dos Estados Unidos e Unido Europeia. Ocupa a mesma posi¢do em exportacdo, com 125.000
toneladas exportadas em 2014, sendo os principais estados exportadores em ordem decrescente
sdo o Parana (29,31%), Santa Catarina (24,75%), Goias (19,14%), Rio Grande do Sul (17,56%)
e Minas Gerais (9,24%). As exportagdes brasileiras sdo bastante diversificadas, no periodo que
vai de 2009 ao primeiro semestre de 2014 foram realizadas transa¢des com 104 diferentes

paises com destaque para os paises baixos (UBABEF, 2015).
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3.2 Espécie Meleagris gallopavo

Perus pertencem ao género Meleagris com variantes selvagens e domésticas, originarias
das Américas, essa espécie pertence ao filo Chordata, na classe aves, ordem Galliformes,
familia Meleagrididae, género Meleagris e espécies Meleagris gallopavo e Melleagris ocellata

(COSTA, 2006).

No Brasil ha a predominancia das ragas “Mamonth Bronze Broad — Breasted”,
“Mamouth White Broad — Breasted”, “White Holland” de tamanho médio e “Beltville Small
White” de tamanho menor. As grandes industrias produtoras de alimentos vém cruzando, para
obter animais para o abate peruas “Mamouth” com Bronze ou “Bourbon Red” ou “White
Holland” e também animais fornecidos pela British United Turkeys of America (BUTA). O
grupo Aviagen fornecedor da linhagem Nicholas adquiriu a BUTA, tornando-se o principal

fornecedor de ovos incubados para a produggo de perus (COSTA, 2006).

3.3 Colibacilose aviaria

O termo colibacilose € utilizado para qualquer infecg@o, sistémica ou localizada causada
inteiramente ou parcialmente por Avian Pathogenic Fscherichia coli (APEC). Entre as
infecgOes causadas pelo agente estdo septicemia, coligranulomas, doenga respiratéria crénica
ou doenca dos sacos aéreos, celulite, sindrome da cabega inchada, peritonite, salpingite,
complexo da osteomielite dos perus, inflamagdo do pannus, onfalite e infec¢do do saco da gema

(BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

APEC pode atuar como agente primario ou secundario na colibacilose (ANTAO et al.,
2008). E. coli esta presente no trato intestinal da maioria dos animais e ¢ eliminada nas fezes
em grande quantidade. O contato direto e indireto com outros animais ou fezes pode introduzir
novas linhagens em uma populagido de aves. Passaros de vida livre sdo de grande importancia
epidemiologica quando sdo colonizados por bactérias ja adaptadas as espécies domésticas. A

maioria, se ndo todas as espécies de aves, sdo susceptiveis a colibacilose. No entanto, a
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observagdo clinica da doenga ¢ mais frequente em galinhas, perus e patos (BARNES;

VAILLANCOURT; GROSS, 2003).
3.3.1 Apresentagdo localizada de colibacilose

A onfalite que ¢ a inflamagdo do umbigo, no caso das aves normalmente envolve o
acometimento do saco da gema. Olsen e colaboradores (2012) demonstraram que E. coli ¢
responsavel por boa parte de infecgdes bacterianas que causam mortalidade na primeira semana
de pintinhos, causando onfalite e infec¢cdo do saco da gema com e sem septicemia. Infec¢des
como essa podem originar de reprodutoras com salpingite em que o saco da gema se torna
infectado no ovo ou entdo no ambiente do incubatorio (MOKADY et al., 200S5;

VANDEKERCHOVE et al., 2004).

Ap6s a contaminagdo do saco da gema alguns embrides podem morrer antes ou logo
apos a incubagdo. O momento em que houve a infec¢do determina o padrdo de mortalidade, a
mortalidade inicia apos 20 horas da infec¢@o bacteriana quando essa ocorre apds a incubagao,
quando a infec¢do € embrionaria a mortalidade inicia ja na incubagdo. A incidéncia de aves
com onfalite aumenta apds o nascimento e diminui apos seis dias, com mortes ocasionais até

trés semanas de vida (HORROX, 2000).

As lesdes em umbigos de pintainhos ou peruzinhos com onfalite sio edema,
avermelhamento e até mesmo pequenos abscessos. O abdomen apresenta-se distendido e os
vasos sanguineos estdo hiperémicos. O saco da gema apresenta-se distendido pois ndo ocorreu
a absorc¢do da gema, sua colorag@o, consisténcia e odor estdo alterados podendo conter exsudato
visivel, com os vasos sanguineos proeminentes. Pintinhos e peruzinhos que sobrevivem a
onfalite podem apresentar pericardite e infec¢do da gema indicando a disseminagdo bactéria

(BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

A inflamag@o do subcutaneo que se estende abaixo da pele da ave causando a formagao
de placas subcutaneas fibronecréticas e o acometimento da pele adjacente ¢ chamada de
celulite. Celulite € um processo inflamatério raro em mamiferos, mas comum em aves, trata-
se da principal infecgdo extra intestinal causada por APEC, € mais prevalente em frangos de
corte e leva a condenag@o parcial ou total das carcacas no abatedouro (JEFFREY et al., 2002).
Em perus, a doenga raramente estd associada a F. coli (CARR et al., 1996) mas principalmente
com Clostridium septicum, Clostridium perfringens, Clostridium sordelli e Staphylococcus

aureus (CLARK et al., 2010). £. coli isolados de celulite em frangos de corte no Brasil
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demonstraram genes ligados ao plasmideo ColV e alta resisténcia a tetraciclinas e sulfonamidas

(BARBIERI et al., 2013).

O processo de celulite aguda ou subaguda que acomete os tecidos subcutaneos da regido
periorbital e adjacéncias ¢ denominado sindrome da cabega inchada. A doenga acomete
galinhas e perus, o incha¢o da cabeca € causado pelo acimulo de exsudato inflamatorio abaixo
da pele devido a uma resposta inflamatéria. Normalmente a doenga da cabega inchada ¢ uma
infecg¢@o bacteriana, relacionada com F. coli ap6és uma infecgdo viral do trato respiratorio
superior, por exemplo, causados por Metapneumovirus e Virus da Bronquite infecciosa
(BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003). Altas taxas de concentragdo de amodnia
agravam a doenga. Considera-se como porta de entrada a conjuntiva e as membranas mucosas

dos sinus e da cavidade nasal inflamadas (DROUAL; WOOLCOCK, 1994).

L. coli como agente primario causador de diarreia em aves ¢ considerado raro. No
entanto, £. coli Enterotoxigénicas (ETEC), que produzem toxinas termo estaveis e temo-labeis
capazes de promover a acumulag@o de liquidos nas algas intestinais de aves, ja foram isoladas

de aves comerciais com diarreia (AKASHI et al., 1993; JOYA et al., 1990).

As lesdes mais comuns s3o vistas nos cecos, as bactérias podem ser identificadas em
cortes histopatoldgicos corados por Giemsa ou por imunohistoquimica. Em peruzinhos,
infec¢do concomitante com o Coronavirus de perus pode levar a severo nanismo e a alta
mortalidade (EDENS et al., 1997). Pakpinyo e colaboradores (2002) encontraram ETEC em
83% dos intestinos de peruzinhos que haviam sido diagnosticados com a Sindrome da Enterite

e Mortalidade indicando que a bactéria pode estar associada a sindrome.

A salpingite, inflamag¢@o do oviduto, causado por E. coli causa queda na produgéo de
ovos e pode culminar com mortalidade em reprodutoras. O oviduto apresenta-se distendido
com as paredes adelgagadas com uma ou mais massas caseosas. A massa de exsudato pode
estar preenchendo toda a cavidade corporal da ave, causando peritonite, esse conteudo
normalmente contém um ovo no centro, cascas ou membranas que compdem 0 ovo. A extensdo
da infec¢do do oviduto para a cavidade corporal causa peritonite, mas essa pode ocorrer mesmo
na auséncia de salpingite quando hé postura abdominal (BARNES; VAILLANCOURT;,
GROSS, 2003).

A infecg@o ocorre quando a E. coli ascende da cloaca para o oviduto, a disseminagdo

para o oviduto a partir dos sacos aéreos também pode ocorrer, porém € mais comum em aves
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mais jovens que apresentam a forma septicémica. A alta produgdo de ovos associado a grande
concentragdo de estrogé€nio, infec¢do com virus ou Mycoplasma predispdem a ocorréncia da

salpingite (BARNES; VAILLANCOURT;, GROSS, 2003).
3.3.2 Colisepticemia: Colibacilose Aviaria Generalizada.

A presenga de F. coli na corrente sanguinea ¢ denominada colisepticemia. A severidade
das lesdes ¢ determinada pela viruléncia da cepa e a eficiéncia da resposta imune da ave. A
colisepticemia pode se manifestar como septicemia aguda, poliserosite subaguda e inflamagio
cronica granulomatosa. Na necropsia, normalmente a Bursa de Fabricius esta atrofiada ou

inflamada e € comum observar pericardite (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

Acredita-se que a principal forma de acesso das APEC a corrente sanguinea das aves
seja pelo sistema respiratdrio. A primeira etapa para a infecgio sistémica por APEC € a
coloniza¢do da traqueia e dos sacos aéreos, seguida pela colonizagdo do figado e saco
pericardico e subsequente bacteremia (DZIVA; STEVENS, 2008). A presenca de grandes
quantidades da bactéria na poeira das instalagdes promove a coloniza¢do dos sacos aéreos pela
inalagdo do agente, os niveis de E. coli nas instalagdes comerciais de frangos pode alcangar 107
a 10° unidades formadoras de coldnias por m™ (CHINIVASAGAM et al., 2009). Outros fatores
que contribuem para a coloniza¢do dos sacos aéreos sdo a supressdo da atividade muco-ciliar
no trato respiratorio superior devido as infec¢des concomitantes ou altas taxas de amonia e a
baixa vascularizagdo e mecanismos de defesa dos sacos aéreos (FICKEN; EDWARDS; LAY,
1986).

As lesdes estdo principalmente no sistema respiratorio, traqueia, pulmdes e sacos
adreos, ocorre também o acometimento do saco pericardico e das cavidades abdominais,
caracterizando o estagio subagudo com poliserosite da doenga. Os sacos aéreos acometidos
ficam espessos e frequentemente possuem exsudato caseoso na superficie respiratéria,

caracterizando a aerossaculite (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

A via oral também ¢ uma via de infecgdo e ja foi demonstrada a persisténcia tanto de
L. coli comensais como patogénicas no trato intestinal indicando que as fezes sdo importantes
veiculadores de APEC (EWERS et al., 2009). A flora intestinal também possui linhagens de
E.coli que carreiam genes associados a viruléncia que podem ser transferidos para as APEC

via transferéncia horizontal de genes (KEMMETT et al., 2013)
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A colisepticemia com origem entérica ¢ mais comum em perus, a bactéria chega a
corrente sanguinea apds danos a mucosa intestinal causados por agentes infecciosos. O agente
predisponente mais comum € o Virus da Enterite Hemorragica. As lesdes sdo tipicas da fase
aguda da colisepticemia e os animais apresentam Otima condi¢do fisica, as lesGes mais
caracteristicas sdo congestdo ou coloracdo esverdeada do figado, aumento e congestdo do bago

e musculos (BARNES; VAILLANCOURT;, GROSS, 2003).

A colisepticemia neonatal caracteriza-se por mortalidade elevada por 2 a 3 semanas. A
maioria das aves apresenta abscessos no saco da gema, sugerindo que o umbigo seja a principal
porta de entrada, no entanto, a infec¢do no ovo também pode ocorrer. As lesdes iniciais sdo
congestdo nos pulmdes, membranas serosas edemaciadas e esplenomegalia. Ap6s alguns dias
poliserosite envolvendo o saco pericardico, pleura, sacos aéreos e peritOnio tornam-se

evidentes (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

3.4 Ischerichia coli

E. coli pertence a familia Enferobacteriaceae que ¢ composta por organismos que
podem crescer em aerobiose ou anaerobiose e utilizam fontes simples para obtenc¢io de carbono
e nitrogénio, gram negativas, ndo formadoras de esporos. A bactéria € a espécie mais
importante do género Lscherichia sdo bastonetes curtos, a maioria méveis através de flagelos
peretriqueos e pertencem a microbiota de mamiferos e aves (FERREIRA; KNOBL, 2009; LEE;
NOLAN. 2008).

Para o isolamento, amostras de sangue devem ser diluidas na propor¢do de 1:10 em
caldo BHI (brain-heart infusion) e inoculados em 4gar MacConkey mas suabes ou fragmentos
de orgdos com lesdes também podem ser inoculados em agar MacConkey. O agar deve ser
incubado por 18 a 24 horas a 37°C. E. coli, Enterobacter e Klebsiella fermentam a lactose do
Agar MacConkey e através dessa caracteristica podem ser distinguidas de outras

enterobactérias (LEE; NOLAN, 2008).

No agar MacConkey a maioria das cepas de E. coli e alguns isolados de Enterobacter
produzem coldnias rosa (lactose positivas) de 1 a 2 mm, enquanto Klebsiella e Enterobacter

aerogenes produzem colonias rosa grandes e mucoides. No entanto, € frequente o isolamento
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em casos de colibacilose de £. coli de fermentacdo tardia da lactose, nesse caso as colénias no

agar MacConkey podem nao demonstrar coloragdo rosa (LEE; NOLAN, 2008).

A identificagdo de E. coli e sua diferenciacdo de outras bactérias fermentadoras de

lactose pode ser feita conforme o esquema apresentado na Figura 1.

Figura 1. Diferenciagdo de bactérias fermentadoras da lactose.

Colonias rosas no dgar MacConkey.
(Alguns isolados nio formam coldnias rosas)
|

TSI: Base ¢ apice acidos.
(geralmente com formagdo de gas).

Coloragdo de Gram:
Bacilos Gram Negativos

Oxidase Oxidade
p negativo
Indol Indol
Negativo Positivo
H,S Negativo
Motilidade Negativa | | Escherichia
Klebsiella
H,S Positivo
Motilidade Positiva | | Citrobacter
Enterobacter

Fonte: LEE; NOLAN, 2008.

L. coli ¢ um dos principais comensais do trato gastrointestinal de mamiferos e aves,
nicho que colonizam poucas horas depois do nascimento do animal (SUSSMAN, 1997). Certas
linhagens de E. coli divergem das comensais porque apresentam atributos de viruléncia
caracteristicos, o que lhes permite causar doenca. Essas linhagens foram classificadas em

patotipos conforme o sitio de agdo ou o tipo de infec¢do que sdo capazes de causar (CROXEN,;
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FINLAY, 2010). Todos os patotipos de £. coli podem ser classificados em dois grandes grupos:
as linhagens diarreiogénicas, que causam infec¢o intestinal; e as linhagens extra intestinais
(ExPEC), que ocasionam um amplo espectro de doengas fora do ambiente intestinal. No grupo
diarreiogénico, os patotipos sdo bem definidos pelas combinagdes distintas de fatores de
viruléncia e sdo subdivididas nas classes: F£. coli enteropatogénica (EPEC), L. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasoras (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
L. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) (CROXEN; FINLAY,
2010). Os patotipos extra intestinais possuem fatores de viruléncia e caracteristicas genotipicas
e fenotipicas muito proximas e ainda ndo € possivel a classificag@o por fatores de viruléncia ou
caracteristicas bioldgicas. Os patotipos ExXPEC podem ser divididos em F. coli uropatogénicas
(UPEC), E. coli associada a meningite neonatal (NMEC), E. coli septicémica (SEPEC) e o
patotipo que afeta aves, F. coli patogénica para aves (APEC) (FERREIRA; KNOBL, 2009;
PITOUT, 2012).

As estruturas antigénicas que permitem a diferencia¢do sorologica de isolados de F.
coli sdo os antigenos somaticos O, flagelares H e capsulares K. O antigeno somatico O € o
lipopolissacarideo (LPS), um elemento termo resistente que se projeta da membrana externa
para o ambiente extracelular. O lipideo A (endotoxina), componente do LPS, ¢ liberado durante
a multiplica¢do ou apds a morte da bactéria. A endotoxina promove a ativagdo de macrofagos
e de mediadores da inflamac¢@o. Antigenos flagelares H sdo formados por compostos proteicos,
mas ndo sdo utilizados com frequéncia na identificagdo antigénica das cepas de £. coli, e a
patogenicidade da bactéria ndo tem sido relacionada a presenca do flagelo (FERREIRA,;
KNOBL, 2009).

A sorotipificacdo foi utilizada em muitas linhas de pesquisa para identificar os sorotipos
frequentemente isolados em casos de colibacilose aviaria. A varia¢do nos sorotipos € ampla,
no entanto, os mais identificados sdo: O1, 02, 06, 08, 018, 035, 0109 e O115 com destaque
para 078, O1, O2, (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999; JOHNSON et al., 2008a;
SCHOULER et al., 2012). No Brasil, os sorotipos mais identificados foram 02, 021, 036,
050, 078, 088, 0119 e 0152 (FERREIRA; KNOL, 2009). No entanto, esses grupos podem
também ser isolados de fezes de animais sadios, o que demonstra que o trato intestinal pode
ser um importante reservatorio natural para as APEC e que situacdes de estresse podem

desencadear a doenca (DZIVA; STEVENS, 2008).
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Outra grande variedade de sorotipos foi isolada com menor frequéncia, além disso,
alguns isolados classificados como patogénicos ndo pertencem aos sorotipos conhecidos ou
ndo sdo sorotipificaveis. A ampla variedade de sorotipos e a existéncia de isolados ndo
sorotipificaveis torna a sorotipificagdo uma técnica pouco confiavel para a identificagdo das

APEC (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

3.5 Fatores de Viruléncia Escherichia coli patogénicas para aves (APEC)

A colibacilose resulta em muitas perdas economicas na atividade avicola, inicialmente,
supunha-se que condi¢des ambientais, estresse e imunidade baixa eram suficientes para a agio
de bactérias oportunistas e o aparecimento da doenga. Com o0s avangos no conhecimento do
genoma da F. coli e das técnicas em biologia molecular foi possivel identificar fatores de
viruléncia que sdo essenciais para a vida extra intestinal e para a bactéria ser capaz de causar
doenga septicémica (BARNES; NOLAN; VAILLANCOURT, 2008, DHO-MOULIN,
FAIRBROTHER, 1999).

Diversos estudos foram realizados na tentativa de identificar os genes que codificam
fatores de viruléncia essenciais para a caracteriza¢do de um isolado como APEC e
diferenciagdo de AFEC. Ewers e colaboradores (2005) utilizaram uma técnica de PCR
multiplex para identificar a presencga de quatro ou mais dos seguintes genes como preditores
da patogenicidade de Escherichia coli para aves: papC (Fimbria P); iucD (aerobactina), irp2
(proteina repressora de ferro), tsh (hemaglutinina termo sensivel), var (toxina vacuolizante),
astA (toxina termo labil de E. coli enteroagregativa), iss (proteina de aumento de resisténcia ao

sistema complemento), e os operons cva/cvi (relacionados com o plasmideo de colicina ColV).

As APEC, da mesma forma que outras EXPEC possuem um vasto conjunto de genes
ligados a fatores de viruléncia e a identificacdo de varios genes de viruléncia esta associada
com a patogenicidade do isolado (DHO-MOULIN, FAIRBROTHER, 1999). Segundo Pitout
(2012), a presenga de um fator de viruléncia ndo acarreta na viruléncia do micro-organismo, a
combinagdo dos fatores e os niveis de expressdo dos genes identificados ira indicar se o isolado
pode ser considerado patogénico ou ndao. Johnson e colaboradores (2008a) identificaram um
conjunto de cinco genes (iutd, iss, iroN, hlyF, ompT) localizados no plasmideo ColV
considerados essenciais para a capacidade do isolado causar colibacilose, os autores sugerem

o uso desses cinco genes para diferenciar APEC de AFEC.
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Os fatores de viruléncia apresentados por APEC estdo relacionados com a capacidade
de aderéncia no trato respiratério e subsequente colonizagdo de 6rgdos internos; resisténcia a
fatores do sistema imune; capacidade de multiplicagdo em liquidos do hospedeiro com pouca
disponibilidade de ferro e a capacidade de produzir efeitos citopaticos (DHO-MOULIN,;
FAIRBROTHER, 1999).

3.5.1 Capacidade de aderéncia no trato respiratorio e colonizagdo de 6rgdos internos.

A adesdo e colonizagdo dos tecidos € uma etapa fundamental no estabelecimento de
uma infecgdo bacteriana (KLEMM, 1994). Os fatores de colonizagdo denominados adesinas
sdo moléculas de natureza proteica que recobrem a superficie bacteriana e sdo capazes de
reconhecer receptores especificos em células eucarioticas (SIRLICI; TRABULSI, 2005).
Bactérias ndo patogénicas também utilizam adesinas para a fixagdo no trato intestinal, dessa
forma, nem todas as adesinas sdo fatores de patogenicidade (BARNES; VAILLANCOURT;
GROSS, 2003).

Ao serem observadas pela primeira vez em microscopio eletronico as adesinas foram
chamadas de “fios”, “filamento” e “fibras”, somente posteriormente denominadas de fimbrias
e também pili. Unidades de polimeros polipeptidios com uma formagdo central que permite a

conjugacdo de material genético foram denominadas pili sexual (KLEMM, 1994).

As fimbrias associadas com as APEC incluem a Fimbria Tipo 1, Fimbria P, Fimbria S
e F1C (KLEMM; HANCOCK; SCHEMBRI, 2010). Os diferentes tipos de adesinas podem ter
ligacdo preferencial com diferentes tecidos no organismo (STORDEUR et al., 2002). As
fimbrias Tipo 1 que se ligam a manose sdo comumente encontradas nas APEC, sdo codificadas
pelo operon fim que codifica um filamento de 1-2 um na superficie bacteriana, formado por
varias subunidades, na extremidade mais externa da fimbria encontra-se uma lecitina que
reconhece a manose e promove a aderéncia e colonizagdo em células que possuem esse

elemento (DZIVA; STEVENS, 2008).

A Fimbria P, codificada pelo gene pap esté relacionada a colonizag@o de érgdos internos
causando infec¢@o sistémica. Em um trabalho utilizando 352 isolados comprovadamente
patogénicos de E. coli e 108 isolados ndo patogénicos a Fimbria P foi identificada em 30,4%
dos isolados patogénicos e em 7,4% dos isolados ndo patogénicos (SHOULER et al., 2012).
Essa fimbria ¢ comumente identificada em isolados UPEC de humanos e caes (RODRIGUEZ-
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SIEK et al., 2005b; SMITH, FRATAMICO, GUNTHER, 2007). Em estudo em isolados de £.
coli de aerossaculite de perus realizado no Brasil, Cunha et al. (2014) identificaram o gene pap
em 15% dos isolados, essa porcentagem se assemelha com outro estudo realizado no Brasil
(KNOBL et al., 2012) mas difere de outros realizados na Alemanha (EWERS et al. 2004, 2007)
e Estados Unidos (JOHNSON et al., 2008b; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005b). Outro trabalho
com infecg¢des experimentais demonstrou que receptores para as Fimbrias Tipo 1 sdo expressos
no trato respiratorio e receptores para as fimbrias P e S s8o expressos nos o6rgaos internos dos

frangos infectados (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999).

A Fimbria S ¢ uma adesina codificada pelo operon sfa e possui afinidade em se ligar a
receptores contendo acido sialico (KLEMM, 1994). Essa fimbria estd associada as UPEC e
NMEC e estd associada a capacidade dessas EXxPEC causarem doenga extra intestinal em
humanos. Ja foram demonstrados isolados de APEC que possuem o gene sfa em casos de
colibacilose de aves (DOZOIS ef al., 1992). Em estudo realizado em isolados de £. coli em
propriedades produtoras de aves do Brasil esse gene também foi localizado (KNOBL et al.,

2012).

Autotransportadores sdo fatores de viruléncia caracterizados por sua capacidade de
promover a sua préopria secrecdo atraveés da célula bacteriana (HENDERSON; CAPPELLO;
NATARO, 2000). A adesina ndo fimbrial denominada hemaglutinina autotransportadora termo
sensivel (Tsh) foi associada aos estagios iniciais de infec¢@o, incluindo a colonizag@o dos sacos
aéreos, mas ndo em infec¢do generalizada (DOZOIS et al., 2000). Além de atuar como uma
adesina o Tsh também atua como protease permitindo que a bactéria penetre profundamente
nos tecidos das aves (KOSTAKIOTI, STATHOPOULOS, 2004). O Tsh também demonstrou
ter atividade mucinolitica que pode ser importante para a colonizac¢do da traqueia das aves e
causar colibacilose (KOBAYASHI; GAZIRI, VIDOTTO, 2010). Em estudo realizado em
sacos aéreos de perus apresentando aerossaculite o gene #sh foi identificado em 56% dos

isolados (CUNHA et al., 2014).

As invasinas, proteinas da familia das adesinas, sdo proteinas da membrana externa que
mediam a invasdo das células do hospedeiro, induzindo as células eucaridticas a fagocitar a
bactéria. Dentro da célula, a bactéria pode romper o vactolo, passar para o citoplasma e se
disseminar de uma célula a outra; ou permanecer no vacuolo que a transporta para o tecido
subepitelial (SIRLICI; TRABULSI, 2005). A invasina IbeA esta associada a alta
patogenicidade em isolados de F£. coli de aves (GERMON et al, 2005, MOULIN-
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SCHOULEUR et al., 2006; VIDOTTO et al., 2007). O gene ibeA esta localizado em uma ilha
de patogenicidade denominada GimA, a proteina IbeA desempenha importante papel na
invasdo de EXPEC em células epiteliais microvasculares do cérebro. Estudos que promoveram
a inativagdo do gene ibeA tanto em isolados NMEC quanto APEC resultaram em falhas da

invasdo de células epiteliais microvasculares do cérebro, tanto in vifro como in vivo (GERMON

et al., 2005; WANG et al ., 2012).
3.5.2 Resisténcia ao sistema imune

Os mecanismos do sistema imune atuam por ag¢do da resposta inata ou adquirida, essas
defesas sdo fagocitose, sistema complemento, citocinas, linfocitos e anticorpos (SIRLIC;
TRABULSI, 2005). As APEC possuem capacidade reconhecida de resistir ao complemento
através de varios fatores estruturais que incluem capsula K1 (antigeno capsular 1), outros tipos
de capsula, a camada de lipopolissacarideo que recobre a bactéria, alguns tipos de proteinas de
membrana externa e as proteinas TraT, Iss e OmpA (BARNES, NOLAN, VAILLANCOURT,
2008; NOLAN et al., 2003).

O antigeno capsular 1 ou capsula K1 presente em alguns isolados de ExPEC atua
recobrindo a superficie bacteriana na forma de cadeias de hidrato de carbono, como um
comprimento que permite formar uma barreira estereoquimica agindo contra a fixagdo do
sistema complemento. Além disso, a baixa imunogenicidade conferida a F. coli pela capsula
permite que as cepas portadoras dessa capsula sejam muito resistentes a fagocitose (BIDET,;
BONARCORSI, BINGEN, 2012). A capsula K1 também esta associada a patogenicidade de
NMEC pois desempenha papel importante na meningite neonatal, auxiliando na passagem da
barreira hematoencefalica levando a bactéria as meninges (BIDET; BONARCORSI; BINGEN,
2012)

O gene iss responsavel pela proteina Iss (/ncreased serum survival), uma lipoproteina
da membrana externa que apresenta propriedades contra os efeitos liticos do soro, ¢ apontado
como essencial na patogenia das infec¢cdes por APEC, ¢ também encontrado em cepas NMEC
(NOLAN et al., 2003; EWERS et al., 2007; JOHNSON et al., 2008a). H4 trés alelos do gene
iss identificados em APEC, alelo iss denominado tipo 1 € o mais comumente encontrado em
isolados de APEC e ¢ normalmente encontrado inserido em plasmideos ColV e ColBM
(JOHNSON, WANNEMUEHLER; NOLAN, 2008c). Além da comum localizagdo em
plasmideos os genes iss ja foram identificados no DNA cromossomal (HUJA et al., 2015). Essa

proteina se localiza na membrana externa da bactéria, onde existem aproximadamente 2000
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moléculas de Iss por célula bacteriana, atua prevenindo a deposi¢do do complexo de ataque

(DZIVA; STEVENS, 2008; NOLAN et al., 2003).

3.5.3 Obtencéo de ferro

O ferro ¢ um elemento essencial para a sobrevivéncia das F. coli, esse elemento esta
implicado em diversos processos intracelulares como a redugio da peroxidase, transporte de
elétrons e a biossintese de nucleotideos. Devido a concentrag¢do de ferro fora do intestino ser
muito baixa, a invas@o de tecidos extra-intestinais exige estratégias para o sequestro de ferro
do hospedeiro para a bactéria, dessa forma, sistemas de aquisi¢do de ferro sdo essenciais para

o estabelecimento da colisepticemia (DZIVA; STEVENS, 2008; HUJA et al., 2015).

A forma direta de aquisi¢do de ferro ¢é através do ferro-heme ou de proteinas que
contenham o grupo heme como a hemoglobina ou a hemopexina. Esse sistema € composto por
receptores Hma e ChuA presentes nas membranas externas que se ligam ao grupo heme das
heme-proteinas e transferem a molécula heme para o periplasma bacteriano, o sistema de
transporte ABC leva essa molécula ao citoplasma (STOJILJKOVIC; PERKINS-BALDING,
2002).

A estratégia indireta de aquisi¢do de ferro compreende um mecanismo de transporte,
que tem como componentes pequenas moléculas quelantes de ferro chamadas de sideréforos,
entre eles estdo as enterobactinas, salmoquelinas, aerobactina e yersiniabactinas. O locus iro4
responsavel pela producdo de salmoquelinas foi observada pela primeira vez em Salmonella
spp. sdo derivados da enterobactina codificada pelo cluster génico iroBCDEN (BAUMLER et
al., 1996).

As salmoquelinas, por serem superiores na aquisi¢do de ferro a outros siderdforos na
presenga de albumina sérica, sdo consideradas mais importantes na patogénese de F. coli e
Salmonella spp. do que as enterobactinas. Nos isolados de EXPEC, o cluster génico responsavel
pela biossintese e transporte das salmoquelinas ¢ encontrado nos plasmideos de viruléncia
chamados ColV e ColBM, e também ja foi associado as ilhas de patogenicidade
cromossomicas de alguns isolados (STOJILJKOVIC; PERKINS-BALDING, 2002). IroN ¢

uma salmoquelina importante, ja foi identificada em diversos trabalhos e indicada como fator
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essencial para a caracterizagdo de APEC de alta viruléncia (JOHNSON et al., 2008a). Também
foi apontado como um fator importante na viruléncia de isolados uropatogénicos

(FELDMMAN et al., 2007, RUSSO et al., 2002).

A aerobactina iutA foi apontada por Johnson e colaboradores (2008a) como um dos
cinco fatores encontrados em E. coli de alta patogenicidade para aves, esse tipo de siderdforos
foi encontrado em alta porcentagem de isolados classificados como virulentos em estudo com
isolados de aves com colibacilose no Brasil (OLIVEIRA et al., 2015) e na Europa (SCHOULER
etal., 2012).

3.5.4 Produgdo de Toxinas

As APEC produzem menos toxinas do que as F. coli que acometem os mamiferos. A
classificagdo das F. coli aviarias produtoras das toxinas ¢ feita através do tipo de toxina
produzida. E. coli Entero-hemorragica produzem toxinas Shiga ou Shiga-like (Stx) também
denominadas verotoxinas devido ao efeito que elas produzem em células vero. E. coli
Enterotoxigénicas produzem enterotoxinas termo estaveis e termo labeis que causam diarreia
aguda, E. coli denominadas Entero-patogénicas e Entero-invasivas sdo caracterizadas pela
auséncia de toxinas especificas e pela sua habilidade de, respectivamente, se ligar e invadir

enterocitos (BARNES; VAILLANCOURT, GROSS, 2003).

A prevaléncia de genes que codificam toxinas como a toxina citoletal distensora (cdfr),
fator necrotizante citotoxico (cnf) e alguns tipos de hemolisinas como hlyA, hlyD e hlyE tem
baixa ocorréncia em APEC (EWERS et al., 2007, JOHNSON et al., 2008a). Porém os genes
que codificam a hemolisina aviaria AlyF e a toxina vacuolizante var sdo encontrados com
frequéncia em isolados de APEC. O gene AhlyF foi associado com isolados de alta
patogenicidade e encontra-se em uma ilha de patogenicidade nos plasmideos ColV e ColBM

(JOHNSON; JOHNSON; NOLAN, 2006; JOHNSON et al., 2006, 2008a).

A toxina vacuolizante Vat ocorre em APEC e EXPEC humanas. Ensaios in vifro
demonstraram que a toxina ¢ capaz de causar lesdes em células HeLLA e Vero em cultura e a
dele¢do do gene var resultou na atenuacdo da viruléncia em APEC (PARREIRA; GYLES,
2003).

3.6 Resisténcia a Antimicrobianos
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O sucesso no tratamento da colibacilose depende do uso de antimicrobianos capazes de
debelar a infecgdo. O tratamento da doenga normalmente € feito com o uso de beta-lactamicos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e fenicois antifolato como o sulfametaxazole e
trimetoprim. No entanto, ha um aumento significativo na resisténcia a antimicrobianos em
isolados de APEC, entre elas cefalosporinas de terceira geragdo e fluoroquinolonas
(GHODOUSTI et al., 2015). Essa resisténcia pode ser transmitida para humanos através da
cadeia alimenticia (JOHNSON et al., 2007, MORA et al, 2010).

A resisténcia a antimicrobianos ocorre quando determinado micro-organismo € capaz
de resistir a concentragdes ativas de determinado antimicrobiano (BOERLIN; WHITE, 2006).
Bactérias resistentes a antimicrobianos sdo observadas desde a introducdo desses
medicamentos na medicina veterinaria ¢ humana, no entanto, esse fendmeno biolégico vem
sendo acelerado nos ultimos anos (ALMEIDA; PALERMO-NETO, 2005). A resisténcia a
antimicrobianos pode ocorrer devido as mutagdes genéticas que ocorrem nos cromossomos
denominada resisténcia intrinseca ou através de transferéncia genética por conjugagdo,

transformac@o ou transdugéo conhecida como resisténcia adquirida (WALSH, 2003).

O uso intenso de antimicrobianos leva a pressdo seletiva de isolados resistentes em uma
populag@o heterogénea de bactérias. A predominancia de cepas resistentes ocorre devido a
eliminagdo de cepas suscetiveis e a multiplicagdo exponencial das resistentes, dessa maneira
os clones resistentes geram milhdes de células com o mesmo gendtipo que confere resisténcia.
Os genes podem conferir resisténcia cruzada, o que resulta em uma linhagem com resisténcia
a mais de um antimicrobiano. Ha ainda o fenomeno de cosselecdo que ocorre quando ha
diferentes genes na mesma bactéria conferindo resisténcia a mais de um antimicrobiano

(GUARDABASSI; KRUSE, 2008; KLEIN, FRANZ, 2005).

A maior parte de bactérias multirresistentes na medicina humana ocorre devido ao
proprio ambiente humano, no entanto ha uma forte discussdo sobre o papel da criagdo animal
na disseminagdo de tais bactérias (BOERLIN; WHITE, 2006). A disseminag@o de resisténcia
a antimicrobianos pode ocorrer devido ao contato direto com animais (fazendeiros,
trabalhadores de abatedouros), presenca de residuos de antibioticos na carne, leite, ovos e
outros; ingestdo de bactérias comensais selecionadas por promotores de crescimento nos

animais que podem transferir a resisténcia a patdgenos no trato gastrointestinal de humanos e
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a ingestdo de patogenos resistentes como por exemplo Salmomella spp., E. coli e

Campylobacter spp. (BOERLING; WHITE, 2006; KLEIN; FRANZ, 2005;WALSH, 2003).

As fluoroquinolonas sdo antimicrobianos bacteriostaticos e sua atividade antibacteriana
esta relacionada a inibi¢do de duas enzimas responsaveis e essenciais a replicacdo e transcrigdo
do DNA bacteriano, a DNA girase e a topoisomerase V. Essas enzimas catalisam a dirego e
a extensdo do super-enrolamento em dupla hélice das cadeias de DNA (KENNETH; HIASA,
1997). A replicagdo do DNA exige que as duas cadeias se separem, ou seja, que a dupla hélice
se desenrole. O grau de enrolamento depende da acdo combinada das duas enzimas, a DNA
girase (ou a topoisomerase II) € responsavel pelo super-enrolamento negativo enquanto a
topoisomerase [V remove o superenrolamento o que acarreta no relaxamento das moléculas de
DNA. As fluoroquinolonas ligam-se a topoisomerase II nas bactérias Gram negativas e na
Topoisomerase IV nas Gram positivas. As duas enzimas inibidas pelas fluoroquinolonas sido
essenciais para o crescimento e divisdo da célula bacteriana, quando a ac¢do das enzimas esta
bloqueada, a morte da célula bacteriana pela agdo do sistema imune € facilitada (KENNETH;

HIASA, 1997).

Os principais mecanismos de resisténcia a fluoroquinolonas se dividem em trés
categorias: alteragdes na DNA girase e topoisomerase IV, que s@o os sitios ativos dessas
drogas, diminui¢do do acimulo de antibidtico no interior da célula bacteriana por
impermeabilidade da membrana e hiperexpressdo de sistemas de bomba de efluxo. Esses

mecanismos sdo mediados por genes cromossdmicos (RUIZ, 2003; VILA et al., 1994).

Enrofloxacina e norfloxacina s@o fluoroquinolonas liberadas na medicina veterinaria,
extensivamente usadas na produgdo de aves devido ao seu amplo espectro (WEBBER,
PIDDOCK, 2001). Sdo comumente receitadas para tratamento de colibacilose via agua de
bebida (CAGNARDI et al., 2014). Em estudos realizados com F. coli na Espanha e na Italia os
niveis de resisténcia a ciprofloxacina, metabdlito ativo da enrofloxacina foram respectivamente
de 91% e 88,8% (SOLA-GINES et al., 2015; GHODOUSI et al., 2015). No Brasil, em estudo
de isolados de APEC proveniente de aerossaculite de perus a taxa de resisténcia foi bem
inferior, 19% para enrofloxacina e 15,1% para norfloxacina (CUNHA et al., 2014). Barbieri e
outros (2013) em estudo com isolados de E. coli de lesdes de celulite de frangos de corte
encontraram 11,8% de resisténcia a pelo menos uma das drogas, norfloxacina, ciprofloxacina

e enrofloxacina.
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Os componentes da classe dos aminoglicosideos atuam diretamente no ribossomo
bacteriano, se ligando a por¢do 30S, diminuindo a sintese proteica e levando a leitura incorreta
do RNA mensageiro. Os mecanismos de resisténcia contra aminoglicosideos sdo: reducdo da
concentragdo da droga no interior da célula devido a a¢do de bombas de efluxo, alteragdo do
alvo e inativagdo de enzimas como acetiltransferases, fosfotransferases e
nucleotidiltransferases (KONEMAN, 2008). Cunha e colaboradores (2014) encontraram
indices de resisténcia de 60,4% e 19,5% para estreptomicina e gentamicina em isolados de
APEC. Em estudo realizado na Espanha, valores semelhantes foram encontrados: 69% de

resisténcia para estreptomicina e 16% para gentamicina (SOLA-GINES, 2015).

A sulfametoxazol associada ao trimetoprim tem efeito sinérgico atuando em passos
distintos da sintese do acido tetra-hidrofdlico (folinico), necessario para a sintese dos acidos
nucleicos. O sulfametoxazol inibe um passo intermedidrio da reacdo e o trimetoprim a
formacdo do metabolito ativo do acido tetra-hidrofdlico no final do processo (KONEMAN,
2008). Em estudos brasileiros com isolados de APEC, os indices de resisténcia a sulfonamidas

foram de 94,2% e 59,7% (BARIERI et al., 2013; CUNHA et al., 2014).

Os beta-lactimicos sdo antimicrobianos que se definem pela presenga do anel beta-
lactamico, sendo uma classe de elevada importancia na saide veterinaria e humana devido a
sua excelente eficacia terapéutica e baixa toxicidade. O mecanismo de ag¢do determinado pelo
anel beta-lactamico ¢ a inibi¢do da sintese do peptideoglicano, possuem baixa toxicidade por
atuarem somente na parede celular, estrutura que ndo ocorre nas células eucaridticas. O anel
beta-lactamico € constituido por trés atomos de carbono e um de nitrogénio, podendo conter
varios radicais substituintes que os tornam ativos. A familia dos beta-lactamicos ¢ bastante
heterogénea, apesar de todos possuirem o anel beta-lactamico, a sua quimica ndo ¢ igual
podendo conter diferentes tipos de cadeias lineares, diferenciando assim as suas caracteristicas,
espectros de agdo e resisténcia as beta-lactamases. Dessa forma os beta-lactdmicos podem ser
divididos em quatro subfamilias: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos, monobactdmicos

e acido clavulanico (SUAREZ; GUDIOL, 2009).

Ha trés mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos: presenca da
proteina de ligagdo a penicilina alterada, com baixa afinidade por beta-lactdmicos como ocorre
em Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, bombas de efluxo que utilizam beta-

lactdmicos como substrato, por exemplo o sistema mex encontrado em Pseudomonas
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aeruginosa e por fim as enzimas denominadas beta-lactamases que inativam o anel beta-

lactamicos (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010).

E. coli juntamente com Klebsiella pneumoniae sdo apontadas como as principais
produtoras de ESBL (Lxtended-spectrum beta-lactamases) (PITOUT; LOUPLAND, 2008).
ESBL sdo enzimas beta-lactamases capazes de conferir resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geragdo e ao aztreonam (ndo as cefamicinas e
carbapenens) pela hidrolise desses antimicrobianos e que sdo inibidas por inibidores de beta-
lactamases como o acido clavulanico. A maioria das beta-lactamases ¢ dividida em trés tipos:

TEM, SHV e CTX-M (PATERSON, 2005).

TEM-1 ¢ a beta-lactamase mais encontrada nas bactérias Gram-negativas. Mais de 90%
da resisténcia da F. coli € relacionada a produ¢do de TEM-1. TEM-1 € capaz de hidrolisar
penicilinas e cefalosporinas de primeira gera¢do, TEM-2, a primeira derivada de TEM-1, difere
do original por uma simples substitui¢do de aminoacido, porém ndo capaz de alterar o perfil do
substrato. TEM-3 ¢ conhecida como a primeira beta-lactamase a apresentar o fendtipo ESBL.
Mais de 90 enzimas derivadas de TEM tém sido descritas, a maioria com fenotipo ESBL
(BRADDFORD, 2001; LIVERMORE, 2001). A maioria das SHV com fenotipo ESBL séo
caracterizadas pela substitui¢do de uma serina por uma glicina na posi¢do 238 (BRADDFORD,

2001). Até o presente momento sdo mais de 190 SHV descritas (http://www.lahey.org/studies).

Em meados de 1980 houve o aparecimento de uma nova classe de beta-lactamases,
classificadas na familia das enzimas CTX-M. A origem dos genes dessa familia sdo os genes
cromossomais das bactérias do género K/uyvera que incluem diversas espécies que vivem no
ambiente sem nenhuma patogenicidade (BAUERNFEIND; GRIMM; SCHWEIGHART, 1990,
MATSUMOTO et al., 1988). Atualmente, a familia CTX-M ¢ a mais abundante ESBL das
Enterobacteriaceae,  sdo  descritos no momento 172  tipos de CTX-M
(http://www .lahey.org/studies), que sdo agrupados de acordo com sua similaridade em cinco

grupos: CTX-M-1, CTX-M-2; CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 (BONET, 2004).

As beta-lactamases denominadas AmpC s3o capazes de hidrolisar quase todos os
antibioticos beta-lactamicos incluindo: penicilinas, cefalosporinas (ndo as cefalosporinas de 4*
geracdo) e monobactamicos e ndo sdo inibidas por inibidores de beta-lactamases como acido
clavulanico. A E.coli possui um gene cromossomal denominado AmpH que € estruturalmente
similar ao AmpC, mas ndo ¢ capaz de codificar enzima beta-lactamase (HANDERSON et al,

1997).


http://www.lahey.org/studies
http://www.lahey.org/studies
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Algumas espécies que possuem genes cromossomais de AmpC sdo descritas na Tabela
1. Genes que codificam AmpC localizados em plasmideos sdo associados a maior produgdo de
beta-lactamases do que os genes cromossomais. A presenga de um gene AmpC localizado em
plasmideo pode ser indicada quando o gene € detectado em uma espécie que ndo tenha uma
copia cromossomal do mesmo. Como por exemplo a localizagdo do gene blaCMY-II em F.
coli (PITOUT; LAUPLAND, 2008). O gene blaCMY-II ¢ o gene AmpC localizado em
plasmideo mais comum em todo o mundo (JACOBY, 2009)

Tabela 1. Genes que codificam AmpC e a sua espécie de origem cromossomal.

Gene AmpC Espécie de Origem
cemy Il Citrobacter freundii
dha Morganella morganii
fox Aeromonas caviae
acc Hafinia alvei
act/mir Enterobacter cloacae ¢ Enterobacter asburiae
cmy I/ mox Aeromonas hydrophilia

Fonte: PITOUT; LAUPLAND, 2008

Chama ateng¢@o o aumento de £. coli isoladas de aves classificadas como produtoras de
ESBL e AmpC mediada por plasmideos. A presenca de genes de resisténcia localizados em
plasmideos, como ¢ comum com ESBL e AmpC, facilita a transferéncia para outras espécies
de bactérias por conjugagdo e, como citado anteriormente, proporciona a disseminagdo da
resisténcia aos antimicrobianos (GHODOUSI et al., 2015).. Na Tabela 2, estdo citados os
principais trabalhos de identificagdo de ESBL e AmpC em isolados de F. coli em carcagas de
aves de produgdo. O grupo CTX-M-1 ¢ bastante prevalente, ja os TEM e SHV estdo mais
restritos aos paises Europeus. Entre os genes AmpC o plamidial cmy-/1 € o unico que apareceu

nos resultados.

Tabela 2. Identificagdo de enzimas ESBL e AmpC em carcacas de aves comerciais.

Continente Pais Ano Enzimas ESBL  Enzimas AmpC Referéncias

Asia Japdo 2004-2006 CMY-II HIROI, et al., 2011.
Taiwan 2002 CMY-II YAN et al., 2004.
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BERGENHOLTZ et
al., 2009
. DANMAP 2010;
Europa Dinamarca 2006, 20092011 CTX-M-1 CMY-II DANMAP 2011,
AGERSO et al.,
2012.
Franca 2006 CTX-M-1, TEM- BERGENHOLTZ et
¢ 52 al., 2009.
CTX-M-1, -2, -
Alemanha 2011 65, TEM-52, KOLA et al., 2012.
SHV-2, -12
CTX-M-1, TEM- MACHADO et al.,
Portugal 20032005 5y gy 2008,
CTX-M-1, 2, - S etal.
Holanda 2010 14, -15, TEM-20, CMY-II OVERDEVEST et
-52, SHV-2, -12
al., 2011,
CTX-M-1-32,
Espanha 2010 SHV-12 EGEAcetal., 2012.
BEN SLAMA et al.,
Africa Tunisia 2006, 2007 CTX-M-1, -8, - CMY-II 2010; JOUINI et al.,
14, SHV-5
2007
Americado  Brasil, Argentina 2008 2Gr(1}1£;) g’lg;l(\/_[- DHANIJI et al.,
Sul e Chile* : Tup 2010.
M-8
Amljgf; 4o Eqiados Unidos 2006-2007  Grupo CTX-M-1 CMY-II DOI et al., 2010.

* Analises feitas pelo Reino Unido de produtos importados desses paises.

Pesquisas demonstraram o papel dos chamados integrons na aquisi¢do e disseminac¢io
de genes de resisténcia aos antimicrobianos. Integrons sdo estruturas genéticas capazes de
capturar e carrear genes. Eles possuem duas regides estratégicas localizadas na regido
conservada 5’capazes de mobilizar e inserir ORF (fase de leitura aberta). A regido variavel
dos integrons € constituida por um ou mais ORF, chamados cassetes génicos. De acordo com
a sequéncia de nucleotideos na integrasse, regido que promove a integragdo e excisdo dos
cassetes génicos, os integrons podem ser classificados em classes que vdo do um ao cinco
(FLUITZ,; SCHMITZ, 2004; HALL; COLLIS, 1995; MARTINEZ-FEIO et al., 1999). Varios
trabalhos demonstraram a presenca de integrons da classe 1 e 2 em F. coli isoladas de frangos
e perus de produgdo, geralmente multirresistentes e associados a genes de resisténcia a
quinolonas, aminoglicosideos, sulfas, fenicois, macrolideo e genes que codificam beta-
lactamases e fenicois (KANG et al., 2005, KHAITSA et al., 2008; SOUFI et al., 2013;
PICCIRILLO et al., 2014; VASILAKOPOULOU et al., 2009).
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ABSTRACT- Avian Pathogenic L. coli (APEC) causes colibacillosis in poultry and huge
economic loss to the poultry industry. Contamination of food with £. coli isolates containing
genes associated with virulence factors and antimicrobial resistance is a concern to human
health. Studies have shown the similarity of APEC with human ExPEC and antimicrobial
resistance genes may be linked to the emergence of multidrug resistant (MDR) bacteria in
human communities. The aim of this study was to characterize 364 E. coli isolates of turkeys
suspected of colibacillosis from four major turkeys producing states in Brazil. The results
showed that 84.3% of the isolates harbored four or five genes associated to the plasmid ColV
and though were characterized as APEC. The selected isolates for phylogenetic classification
belong mainly to B1 and D groups. In the antibiogram test, 82.14% of isolates were considered
MDR (multidrug resistant); the highest rates of resistance were against erythromycin (99%)
and amoxicillin (76.1%). All isolates that showed resistant or intermediate pattern for ceftiofur
in antibiogram were positive for ESBL (beta-lactamases of extended spectrum) or pAmpC
(plasmid-associated cefalosporinases) genes. Genes associated with ESBL were 79.4%
positive for blaCTX-M-2 and 20.59% for blaCTX-M-8 / 25. All isolates positive for pAmpC
gene were blaCMY 11 The State of Goias was responsible for most of the isolates resistant to
ceftiofur and was the only State where blaCMY-II genes have been identified. This study

shows high prevalence of APEC in suspected cases of colibacillosis in turkeys, high
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antimicrobial resistance index and alert for resistance to ceftiofur and the presence of £. coli
ESBL and pAmpC in the turkeys’ production chain.
Keywords: APEC, ESBL, AmpC, Poultry

RESUMO - Avian Pathogenic E. coli (APEC) causam colibacilose em aves de produgdo e
prejuizos consideraveis para a industria avicola. A contaminagé@o de alimentos com isolados de
E. coli contendo genes associados a fatores de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos €
motivo de preocupagdo para a saude publica. Estudos demonstraram a semelhanga de APEC
com ExPEC humanas e os genes de resisténcia a antimicrobianos podem favorecer o
aparecimento de isolados multidrug resistants (MDR) nas comunidades humanas. Objetivou-
se caracterizar 364 isolados de . coli de casos suspeitos de colibacilose de quatro dos
principais estados produtores de perus do Brasil. Os resultados mostraram 84,3% dos isolados
com quatro e cinco genes associados ao plasmideo ColV sendo caracterizados como APEC.
Os isolados selecionados para classificag@o filogenética pertencem principalmente aos grupos
Bl e D. Um total de 82,14% de isolados foram considerados MDR, os maiores indices de
resisténcia foram para eritromicina (99%) e amoxicilina (76,1%). Os 43 isolados que foram
resistentes ou intermediarios para ceftiofur no antibiograma foram positivos para ESBL (beta-
lactamases de espectro estendido) ou pAmpC (cefalosporinases mediadas por plasmideo). Dos
genes associados a ESBL 79,4% foram positivos para blaCTX-M-2 e 20,59% para blaCTX-
M-8/25. Os nove isolados pAmpC foram positivos para blaCMY-II. O estado de Goias foi
responsavel pela maioria dos isolados resistentes para ceftiofur e foi o tnico estado onde genes
blaCMY-II foram identificados. Esse estudo demonstra a alta prevaléncia de APEC em
isolados de casos suspeitos de colibacilose em perus, alto indice de resisténcia a
antimicrobianos e alerta para a resisténcia a ceftiofur e a presenca de F.coli ESBL e pAmpC

na cadeia produtiva de perus.

Palavras-chave: APEC, ESBL, AmpC, Aves



54

INTRODUCAO

Avian Pathogenic E. coli (APEC) ¢ uma representante da classe FExtraintestinal
Pathogenic FE. coli (EXPEC) assim como a Uropathogenic E. coli (UPEC) e Neonatal
Meningitis . coli (NMEC) (Russo; Johnson, 2000). As infecgdes extra intestinais causadas
por APEC s3o denominadas colibacilose. As manifestagdes mais comuns da colibacilose em
perus sdo aerossaculite, peri-hepatite, pericardite e septicemia. Em perus jovens APEC esta
associada a doenga chamada TOC (Turkey osteomyelitis complex) que causa varios tipos de
lesdes incluindo artrite e sinovite, infeccdo de tecidos moles, descoloracdo esverdeada do
figado e osteomielite da tibia proximal (Barnes; Vaillancourt; Gross, 2003; Dziva; Stevens,
2008). O impacto economico da doenga € notavel no Brasil, pais que ocupa o segundo lugar na
producdo mundial de carne de aves (Fallavena et al., 2000; UBABEF, 2015) as perdas
econdmicas sdo resultado de prejuizo devido a mortalidade, queda na produg@o de carne e ovos,

aumento do gasto com antimicrobianos e condenag¢des no abatedouro.

Diversos fatores de viruléncia j4 foram identificados em APEC indicando grande
diversidade genotipica e fenotipica dos isolados (Stordeur et al., 2002; Li; Ewers; Wieler, 2005,
Johnson et al., 2006). Na tentativa de identificar isolados de APEC diferenciando-os de AFEC
(Avian Fecal FE.coli) alguns conjuntos de genes foram propostos pois codificam fatores de
viruléncia que permitem o estilo de vida extra intestinal da £. coli (Pass; Odedra; Batt, 2000;
Ewers et al., 2005; Johnson et al., 2008; Schouler et al., 2012). Os genes iutA, hlyF, iss, iroN e
ompT associados aos plasmideos ColV, foram testados e foram capazes de identificar com

sucesso isolados APEC e AFEC anteriormente caracterizados (Johnson et al., 2008).

O potencial zoonotico de isolados de APEC tem sido sugerido apos estudos terem
demonstrado a similaridade de EXPEC de origem humana com APEC (Ewers et al., 2007,
Johnson et al., 2007; Moulin-Schouleur et al., 2006). A preocupacdo com isolados APEC na
saude publica também esta associada a resisténcia a antimicrobianos. Diversos estudos
indicaram a alta frequéncia de isolados multirresistentes a antimicrobianos em APEC (Johnson
et al., 2004; Cunha et al., 2014; Sola-Ginés et al., 2015). Além do potencial zoonoético, isolados
APEC podem servir como reservatorio de genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos
para bactérias patogénicas para humanos, ja que boa parte desses genes se localizam em

plasmideos, elementos genéticos moveis de facil disseminagdo (Rodriguez-Siek et al., 2005).
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Isolados de E. coli de carcaga de frangos, fezes e carne de frango ja foram identificados
como portadores de genes que codificam beta-lactamases, ESBL (beta-lactamases de espectro
estendido) e pAmpC (cefalosporinases mediadas por plasmideo) (Costa et al., 2009; Cohen
Stuart et al., 2010; Ghodousi et al., 2015). Em humanos, isolados produtores de beta-lactamases
sdo associados com infecgdes localizadas ou sistémicas. Além disso, F. coli também sdo
importantes causas de infec¢des do trato urinario e entérico, as infec¢des sistémicas incluem
pneumonias nasocomiais, peritonite, colangites, celulite, osteomielite e artrite, sdo também as

principais responsaveis pela meningite neonatal (Mandell et al., 2005).

Alguns estudos realizados no Brasil ja verificaram a presenca de genes de viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos em isolados de £. coli de aves de produgdo (Barbieri et al., 2013;
Cunha et al., 2014, Oliveira et al., 2015). No entanto, a amostragem dessas pesquisas nao
contempla importantes regides de produgdo e ndo ha pesquisa de genes relacionados a beta-

lactamases em isolados de orgaos de perus.

Objetivou-se identificar isolados de APEC isolados de perus apresentando doenca
sugestiva de colibacilose em quatro estados brasileiros,na regido sul, sudeste e centro-oeste do
pais, identificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e verificar a presenca de enzimas beta-

lactamases, ESBL, pAmpC e o grupo filogenético em isolados selecionados.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram selecionados 364 E. coli isoladas de 6rgdos de perus provenientes de quatro
estados produtores brasileiros: Santa Catarina (99), Parana (100), Minas Gerais (91) e Goias
(74). As amostras de 6rgdos foram coletadas de aves que apresentavam sinais clinicos
compativeis com colibacilose. A identificacdo de F. coli foi feita pelas caracteristicas das
colénias em agar e testes bioquimicos. No agar sangue foram selecionadas colOnias cinza
médias brilhantes com ou sem hemdlise e no agar MacConkey coldnias positivas para
fermentacdo da lactose. A diferenciacdo de outras Enterobactérias foi feita através de provas
bioquimicas (Lee; Nolan, 2008). Os isolados foram armazenados em criotubos a -20°C em BHI

e 50% de glicerol até a realizagdo das analises.

Antibiograma
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Os testes de difusdo em agar e a interpretacdo dos resultados foram realizados de acordo
com o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2012). Os antimicrobianos
testados e as concentragdes dos discos (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) foram: norfloxacina (10
ng), enrofloxacina (5 pg), amoxicilina (10 pg), ceftiofur (30 pg), tetraciclina (30 pg),
oxitetraciclina (30 pg), trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25/23.7 pg), lincomicina-
espectinomicina (109 pg), fosfomicina (200 pg), eritromicina (15 pg), colistina (10 pg),
apramicina (15 pg), estreptomicina (300 pg), neomicina (200 pg) e gentamicina (10 pg). Como
controle da qualidade das analises foi utilizado E. coli ATCC 25922. Os antimicrobianos
testados foram selecionados por serem utilizados atualmente ou ja terem sido utilizados na
avicultura. Os isolados foram caracterizados como resistentes a multiplas drogas MDR quando

apresentaram resisténcia a > 1 antimicrobiano de > 3 classes de agente antimicrobianos.
Identificacio de APEC

A extragdo de DNA foi realizada com uma coldnia coletada do agar sangue que foi
suspendida em 200 uL. de PrepMan ™Ultra (Applied Biosystems Inc., Norwalk, Estados
Unidos). A suspenc¢do foi agitada por 10-30 segundos para dissolver a colénia e aquecida a
100°C por 10 minutos. Apos as amostras foram centrifugadas a 16.000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um tubo e utilizado para a amplificagdo ou armazenado a -

20°C até o uso.

Os genes de viruléncia iutd, hilyF, iss, iroN, ompI foram pesquisados por PCR
multiplex em Tempo Real conforme proposto por Ikuta e colaboradores (2014). Os primers e
probes sdo descritos na Tabela 1. O volume total da reagdo foi de 30 pL, com 2 pL. de DNA
extraido, 1,5 U de Taq DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl, 0.06 mM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (DNTP), 0,25 uM de cada primer e 0, 125 uM de cada probe. Os pardmetros de
ciclagem foram: 1 ciclo inicial a 95° C por 3 minutos; 40 ciclos de amplificagdo de 95°C por
15 segundos e 60°C por 60 segundos. O cycle threshold (CT) para cada amostra foi estabelecido

conforme a curva do controle positivo.

PCR microarray para identificacio de carbapenemases, beta-lactamases de

amplo espectro (ESBL) e genes de cefalosporinases mediadas por plasmideo (AmpC).

Isolados selecionados foram testados com o kit Check-MDR CT 101 (Check-Points,
Wageningen, Holanda). A extrac¢do foi realizada com o kit Qiamp DNA (Qiagen, Valencia,
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Estados Unidos), de acordo com as orienta¢des do fabricante a partir de uma coldénia do agar
sangue.

As andlises foram feitas conforme as orientagcdes do fabricante em trés etapas
denominadas reconhecimento, amplificagdo e deteccdo. O principio da técnica € a reagdo de
detecgdo multipla em que varias sequéncias de DNA especificas para os genes pesquisados sdo
geradas e amplificadas por dois primers universais. Apds a amplificagdo dos segmentos de
DNA as moléculas sdo hibridizadas com probes especificos que contém os chamados Z/P
codes que sdo aderecados para uma regido especifica do microarray. A hibridizagdo positiva ¢
identificada através de uma sonda de biotina incorporada em um dos primers. Os tubos sdo
inseridos em um leitor de microarray e as imagens geradas sdo interpretadas pelo soffware
fornecido pelo fabricante. Todas as imagens e resultados gerados foram conferidos pelo

fabricante.

Classificacao Filogenética.

Para verificar a classificacdo filogenética de 47 isolados foram utilizados primers
descritos por Clermont, Bonacorsi ¢ Bingen (2000). Através da combinagdo da presenca e
auséncia de trés genes chuA, yjad e o fragmento de DNA T7SPE4.C2 (Tabela 1). Essa
metodologia classifica isolados de F. coli em quatro grupos: A, B1, B2 e D. Como controle
positivo foi utilizado a cepa de E. coli positiva para os trés genes pesquisados gentilmente

fornecida pela Profa. Dra. Terezinha Knobl da Universidade de Sao Paulo (USP).

O processo de extragdo de DNA foi realizado utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, Estados Unidos) seguindo as recomendagdes do
fabricante. Apos a extragdo, a qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose a 0,8%
quantificado por leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm.

O volume final para a reagdo de amplificagdo (25uL) foi composto por 200ng da
solucdo de DNA bacteriano e pelos reagentes (Invitrogen, CA, Estados Unidos): 200uM de
cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP); 1X tampao de PCR (20 mM Tris-HCI — pH 8.0,
0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, glicerol 50% v/v) 2,5mM de MgClz; 20 picomoles dos primers
chuA e yjaA, 25 picomoles do primer TspF4C2 e 1,25U de Taq DNA polimerase. A ciclagem
foi realizada obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos
de amplificagfo, constituidos de 3 etapas: desnaturacdo a 93°C por 30 segundos, anelamento a
55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos; completando com mais 1 ciclo de

extensdo final a 72°C por 7 minutos. Ao término da reagdo, os produtos amplificados foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com solugdo de syber safe

(Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), submetidos a uma voltagem de aproximadamente 8V/cm e,

posteriormente, visualizado por luz UV em um transiluminador (L.PIX Loccus

biotecnologia). Os tamanhos dos produtos amplificados foram descritos por Clermont,

Bonacorsi e Bingen (2000).

Tabela 1. Genes pesquisados e primers e probes utilizados na reagdo de PCR em tempo real e

identificagdo filogenética.

Genes

iss

iutA

hiyF

ompT

iroN

ChuA

Primers/Probe

F

R

Sequéncia 5’ > 3’
CGGGAATTGGACAAGAGAAAAC
TTTCTGCACCGCCACAAA

FAM-TTTGGCTGCATCAAC-ZEN-IOWA
BLACK FQ

CGGTGGCGTACGCTATCAGT
GCGCGTAGCCGATGAAAT
VIC-CACTGAAAACAAGATTGAT-MGB
GGTTGCCCGACCATCAATT

ACTGGTTGAAGGTAAGCACCCTAA
FAM-TTGTTGGCCACAGTCG-MGB
GGTTCCGGGATTGCTCGTAT

GGTCGTGGAGGCAATATGGT

VIC-CAGCCAGTCCCTGTC-MGB

CCGTTGGTGCAGAGTGGAA
CAGGCTGGTAGAGGAAGGATCA

FAM-CGCGATAAGCTCG-MGB

GACGAACCAACGGTCAGGAT

TGCCGCCAGTACCAAAGACA

Tamanho Referéncia
(pb)

IKUTA et al.,

>7 2014

IKUTA et al.,

>0 2014

IKUTA et al.,
2014

61

IKUTA et al.,

>7 2014

IKUTA et al.,

>3 2014

CLERMONT,
BONACORSI
E  BINGEN
(2000)

279
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CLERMONT,
_ BONACORSI
Yjad F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 E BINGEN
(2000)
R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
CLERMONT,
BONACORSI
TspEA.C2 F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 E BINGEN
(2000)
R CGCGCCAACAAAGTATTACG

Legenda: F: Foward, R: reverse; P: probe.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificaciio de genes de viruléncia.

Dos 364 isolados de E. coli testados, 307 (84,3%) apresentaram quatro ou cinco dos
genes pesquisados e foram caracterizados como APEC. Desses, 65,65% apresentaram os cinco
genes pesquisados. Cinquenta e sete isolados apresentaram trés ou menos genes e foram
caracterizados como comensais (Johnson et al., 2008). A porcentagem dos genes nos isolados
classificados como APEC e comensais foram respectivamente: salmoquelina (iroN) 92,5/7,
fator de sobrevivéncia aos efeitos liticos do soro (iss) 92,5/22,8, aerobactina (iutA) 92,5 /35,
protease epsomal da membrana externa (omp7) 100/47,36 e hemolisina aviaria (hlyF)
100/53,6. Todos os genes pesquisados foram mais prevalentes na populagdo de APEC do que
na de comensais (p<0,05). Os resultados para a combinagdo de genes e caracterizacdo dos

isolados ¢ dada na Tabela 2.

Em Santa Catarina foram amostradas 24 propriedades, no Parana 28, em Minas Gerais
27 e em Goias 17. Na maioria dos casos a descri¢do do quadro clinico era de aves prostradas,
espirros, tosse e aumento de mortalidade, as lesGes identificadas foram aerossaculite,
pericardite, peri-hepatite e ascite. Da fase de peru iniciador (1-30 dias) foram recebidas 156
amostras, do peru terminador 184 amostras e 24 de reprodutoras. De oito (8) amostras de ovos
ndo eclodidos de incubatdrio localizado no Parané houve isolamento de APEC do figado de
cinco amostras e comensais de trés. Do figado de 15 peruzinhos de um dia com suspeita de
contaminagdo vertical por E.coli oriundos dos quatro estados, 12 amostras foram caracterizadas

como APEC.
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A propor¢do de APEC/Comensal nos principais 6rgdos analisados foi: pulmao (73/12);
traqueia (9/7); sinus infraorbitario (3/0); sacos aéreos (4/0); coragdo (58/6); figado (86/18);
bago (38/6); rins (11/0); intestino (22/4).

Tabela 2. Presenga e combinacdo de genes pesquisados nos isolados caracterizados como

APEC e comensais.

% Amostras Genes
(Quantidade)

iutA hiyF iss iroN ompT Caracterizaciio
65,65% (239/364) + + + + + APEC
6,04 (22/364) - + + + + APEC
6,6% (24/364) + + - + + APEC
6,04% (22/364) + + + - + APEC
3.84%(14/364) - - - - - Comensal
3.57% (13/364) - + - - + Comensal
2.47% (9/364) + + - - + Comensal
1,37% (5/364) + - + + - Comensal
1,37% (5/364) + - - - - Comensal
1,37% (5/364) - + - + + Comensal
0,82% (3/364) - - - + - Comensal
0,54% (2/364) + + - - - Comensal
0,27% (1/364) - + - - - Comensal

Diversos estudos associaram a presenga do plasmideo ColV e os genes relacionados a
ele aisolados de APEC (Ewers et al., 2004; Cunha et al., 2014; Oliveira et al., 2015). Johnson
e colaboradores (2008) propuseram um pentaplex composto pelos genes associados a
viruléncia iutA, hlyF, iss, iroN, ompT localizados em ilhas de patogenicidade principalmente

no plasmideo ColV. Esses genes foram selecionados por serem capazes de classificar com
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sucesso isolados de F. coli como APEC ou AFEC. Nesse estudo foi observada alta taxa de
isolados contendo 4 e 5 genes, curiosamente todos os isolados que foram positivos para ompT
também foram positivos para AhlyF, fato que também foi demonstrado por Oliveira e
colaboradores (2015). A proximidade desses dois genes no plasmideo ColV como demonstrado

no sequenciamento por Johnson et al. (2006), pode ser o motivo para esse fato.

Através de estudos com inoculagdo experimental em aves, a presenca de cada um dos
genes de viruléncia do pentaplex foi associada com o aumento da patogenicidade (Johnson et
al., 2008, Oliveira et al., 2015). No entanto, Oliveira et al. (2015) encontraram isolados
provenientes de fezes e cama de aviario sem patogenicidade em pintinhos, mas que foram
positivos para dois, trés ou quatro genes. Nesse estudo também foi encontrada alta frequéncia
de isolados APEC em amostras de intestino, sendo que das 26 amostras analisadas 22 (84,61%)
foram classificadas como APEC. Esses resultados podem indicar que a microbiota intestinal
pode servir como reservatério de genes de viruléncia que podem ser transferidos
horizontalmente, ja que s@o localizados principalmente em plasmideo (Kemmett et al., 2013;

Sola-Ginés et al., 2015).

A presenca de isolados de APEC em amostras de figado de embrides ndo eclodidos e
peruzinhos de um dia pode ser um indicativo de transmissdo vertical de £. coli. A contaminagdo
do peruzinho pode advir de duas causas: a reprodutora com infec¢do no Utero ou no ovo
depositado em ambiente contaminado. Nos dois casos, nos primeiros dias de vida os demais
peruzinhos podem ser infectados com a estirpe patogénica principalmente pela via respiratéria

(Montgomery et al., 1999).

Isolados com menos de quatro genes e por consequéncia considerados comensais foram
isolados de orgdos de perus com sinais clinicos de colibacilose e relato de aumento de
mortalidade. Nesses casos problemas de imunidade e outros fatores predisponentes podem ter
proporcionado a colonizagdo de orgdos com isolados com menor patogenicidade (Barnes;
Vaillancourt; Gross, 2003). Ha a possibilidade de outros agentes infecciosos ndo pesquisados
estarem associados aos quadros clinicos, apesar de resultados negativos para as principais
bactérias responsaveis por septicemia em perus como Pasteurella multocida, Erysipelothrix

rhusiopathiae e Salmonella spp. (dados ndo mostrados).
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Antibiograma.

Na analise de antibiograma, 299/364 (82,14%) dos isolados foram resistentes a trés ou
mais classes de antimicrobianos e foram classificadas como isolados MDR. No entanto, se a
eritromicina for excluida o nimero de MDR passa a 171 (47%). Somente um isolado foi
sensivel para todos os antimicrobianos testados. O niamero de isolados resistente/nimero de
classes de antimicrobianos foi: 16/1, 48/2, 67/3, 73/4, 50/5, 59/6, 40/7, 7/8, 3/9. A analise de
associacdo realizada pelo Teste de Fisher e o calculo de razdo de Odds (0,05 e RO = 0,96)
demonstrou que ndo héa diferenga na distribui¢do de isolados MDR entre os isolados

caracterizados como APEC e comensais.

Os maiores indices de resisténcia foram para eritromicina (99%), amoxicilina (76,1%),
oxitetraciclina (58,5%), tetraciclina (57,7%), lincomicina associada a espectinomicina (52,7%)

e sulfametoxazole associada a trimetoprim (48,6%) (Figura 1).

A emergéncia e disseminag@o de bactérias resistentes a antimicrobianos na medicina
veterinaria sdo consideradas o resultado do uso indiscriminado dessas drogas. Sistemas
intensivos de produgdo de aves e suinos em diversos paises fazem uso de doses subterapéuticas
na alimentagdo animal para o controle de doencas. Essa forma de produc¢do vem sendo
questionada pois € associada a emergéncia de isolados multirresistentes na saide publica
(Mellata et al., 2013). Essa constatacdo culminou com a proibigdo de promotores de
crescimento em diversos paises da Europa, tendéncia que tem se expandido para os demais

paises, principalmente os exportadores para o continente europeu.

Assim como no presente estudo, outros autores relatam altos indices de isolados de £.
coli MDR. No Brasil foram observadas frequéncias de MDR de 92% e 54,6% respectivamente,
em isolados de APEC de aerossaculite e celulite (Barbieri et al., 2013; Cunha et al., 2014).
Resultados semelhantes também foram reportados nos Estados Unidos, China e Italia

(Ghodousi et al ., 2015; Yang et al., 2004; Zhao et al., 2005).

A eritromicina, tetraciclina e oxitetraciclina, antibioticos atualmente proibidos no pais
como promotores de crescimento, mas extensivamente usados no passado apresentaram altos
indices de resisténcia, valores similares foram encontrados por outros autores no Brasil e nos
Estados Unidos. O mesmo ocorre com os altos indices de resisténcia a sulfonamidas (Zhao et

al., 2005;Barbieri et al., 2013; Cunha et al., 2014).
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A resisténcia a colistina encontrada nesse estudo (17,3%) diverge de outros autores em
que ndo houve resisténcia (Giovanardi et al., 2013; Sola-Ginés et al., 2015). A resisténcia a
colistina € relevante pela importancia dessa droga na medicina humana como um dos ultimos
recursos no tratamento de infecgdes hospitalares e pela recente descoberta do gene MCR-1
localizado em plasmideo em isolados de E. coli de suinos e aves o que preocupa pela
possibilidade de disseminagdo da resisténcia com rapidez (Liu et al., 2015; Hasman et al,,

2015).

Figura 1. Porcentagem de resisténcia e sensibilidade aos antimicrobianos testados.
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As fluoroquinolonas sdo drogas muito utilizadas para o tratamento de colibacilose,
principalmente na forma respiratéria em perus (Cagnardi et al., 2014). A resisténcia a
norfloxacina (27,19%) e a enrofloxacina (36,81%) encontradas nesse estudo foram superiores
as encontradas por outros autores no Brasil e nos Estados Unidos (Zhao et al., 2005; Barbieri
etal., 2013; Cunhaet al., 2014). Na classe dos aminoglicosideos a maior taxa de resisténcia foi
observada para gentamicina (24,4%), valor superior ao encontrado no Brasil por Barbieri et al.

(2013), mas proximo do encontrado em isolados de aerossaculite de perus (Cunha et al., 2014).

Nesse estudo a prevaléncia da resisténcia aos beta-lactdmicos amoxicilina (76%) e
ceftiofur (9,9%) também foi superior aos que foram encontrados em estudos no Brasil e na

Italia (Barbieri et al., 2013; Cunha et al., 2014; Sola-Ginés et al., 2015). O Estado de Goias
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teve a maior contribui¢do de isolados com resisténcia a ceftiofur com 72,22% do total. Em
Santa Catarina, Parand e Minas Gerais foram encontrados respectivamente, 13,8%, 5,5% e
8,33% de isolados com esse fendtipo. A maior prevaléncia de isolados resistentes a ceftiofur
no estado de Goias pode ser um indicativo do maior uso da droga e da circulagio de genes que

codificam ESBL e AmpC na regido.

Genes carbapenemases, beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) e genes de

cefalosporinases mediadas por plasmideo (AmpC).

Dos 36 isolados resistentes para amoxicilina e ceftiofur (RA/RC), 33 foram
identificados como APEC e 3 como comensais. No sul do Brasil 100% dos isolados com esse
fenotipo (7/7) foram classificados como ESBL do grupo CTX-M-2. No centro-oeste e sudeste
do Brasil dos 29 com esse fenotipo, 62,0% (18/29) foram caracterizados como grupo CTX-M-
2, 13,8%(4/29) como grupo CTX-M-8/25, e 24,14% (7/29) como pAmpC do grupo CMY-2.

Dos oito isolados resistentes para amoxicilina e intermediarios para ceftiofur (RA/IC),
seis foram caracterizados como APEC e dois como comensais. No sul do pais 100% (3/3)
foram caracterizados como CTX-M-8/25. No sudeste e centro-oeste, 40% (2/5) foram
caracterizados como grupo CTX-M-2, 40% (2/5) como CMY-2 e 20% (1/5) como TEM wild.

Entre os 46 isolados resistentes para amoxicilina e sensiveis para ceftiofur (RA/SC), 27
foram caracterizados como APEC e 19 como comensais. No sul 100% (23/23) dos isolados
foram caracterizados com TEM wild e no centro-oeste e sudeste 91,30% (21/23) como TEM

wild e 8,7% (2/23) foram negativos.

Trinta e quatro isolados foram caracterizados como ESBL, entre eles 79,4% (27/34)
foram positivos para genes que codificam enzimas beta-lactamases do grupo CTX-M-2 e
20,59% (7/34) para o grupo CTX-M-8/25. Nove isolados foram caracterizados como pAmpC,
todos sdo do grupo CMY-2.

Os grupos TEM, SHV e CTX-M (ESBL) sdo as mais relevantes clinicamente e sdo
capazes de degradar cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracdo, penicilinas
e monobactdmicos, mas sdo inibidas por inibidores de beta-lactamases como o acido
clavulanico. As pAmpC como o grupo CMY-2, sdo capazes de hidrolisar e neutralizar quase
todos os beta-lactamicos, mas, ao contrario das ESBL, ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico.

Os isolados caracterizados como do grupo TEM wild identificados nesse estudo possuem genes
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que codificam enzimas do grupo TEM que ndo sdo ESBL, mas sdo capazes de inibir a

amoxicilina e a ampicilina (Reich et al ,2013).

Figura 2. Distribui¢do dos grupos de beta-lactamases e pAmpC nos fendtipos de resisténcia e

estados produtores pesquisados.
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Legenda: RA/RC: Resistente Amoxicilina/Resistente Ceftiofur; RA/IC: Resistente Amoxicilina/ Intermediario
Ceftiofur; RA/SC: Resistente Amoxicilina/Sensivel Ceftiofur; SI: Sinus Infraorbitario; SC: Santa Catarina; PR:
Parana; GO: Goias; MG: Minas Gerais; WT: wild TEM.

A resisténcia a antimicrobianos € um assunto de preocupagdo crescente, devido a séria
limitagdo de drogas efetivas contra infecgdes bacterianas e a emergéncia de casos de infecgdes
nasocomiais sem drogas eficazes. Cefalosporinas de terceira geragdo sdo antibidticos usados
com frequéncia no tratamento de infec¢des em humanos causadas por bactérias Gram-
negativas, especialmente £. coli (Ghodousi et al., 2015). E. coli produtoras de ESBL e AmpC
estdo associadas com doencas localizadas e sistémicas em humanos (Reich et al.,2013). Os
genes responsaveis por codificarem ESBL estdo presentes principalmente em plasmideos e por
isso sua disseminag@o horizontal entre estirpes ocorre com facilidade. Além disso, apesar da
existéncia de gene AmpC no cromossomo da £. coli, genes associados a plasmideo sdo mais

frequentemente encontrados (Nikaido, 2009).
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A maioria dos isolados para deteccdo de genes codificadores de beta-lactamases, ESBL
e AmpC sdo feitas em carcagas de aves, possivelmente devido a crescente preocupagdo com a
transferéncia de genes de resisténcia e viruléncia para a microbiota humana ou mesmo a
associacdo de isolados APEC com ExPEC patogénicas para humanos (Rodriguez-Siek et al.,
2005;Vincent et al., 2010; Jakofsen et al., 2012; Manges; Johnson, 2012). O presente estudo ¢
um dos primeiros a verificar genes codificadores de beta-lactamases, ESBL e AmpC em casos

sugestivos de colibacilose de perus.

Em anélises realizadas no Reino Unido de carcagas de aves importadas do Brasil e do
Chile, foram identificadas £. coli positivas para ESBL grupo CTX-M-2 e CTX-M-8 (DHANJI
et al., 2010). Estudos realizados com carcagas de frango e aves sadias do Brasil, demonstraram
a presenca de isolados positivos para CTX-M-2, CTX-M-8 e CMY-2 (Egervérn et al., 2014,
Ferreira et al., 2014; Botelho et al., 2015). Pesquisas realizadas em amostras da Europa, por
outro lado, tem relatado a presenga principalmente de genes codificadores de ESBL dos grupos
SHV, TEM e CTX-M-1. AmpC sido menos encontradas, mas a familia CMY-2 € a mais relatada
(Costa et al., 2009; Cohen et al., 2012; Ghodousi et al., 2015). Os grupos CTX-M-1 e CMY-2

também foram relatados nos Estados Unidos (Doi et al., 2010).

A presenca de ESBL e pAmpC em isolados de APEC e comensais nesse estudo indica
a grande importancia do controle de antibidticos na producdo de aves e corrobora com 0s
achados de estudos feitos em carcacas. A maior distribui¢do de genes ESBL e pAmpC em
isolados APEC pode ser um indicio da localizagdo desses genes também no plasmideo ColV
ou outros plasmideos que carreiam os mesmos genes. Isolados comensais carreando genes de
resisténcia sio reportados na literatura (Johnson et al., 2008; Oliveira et al., 2015). E
preocupante o fato que nos isolados caracterizados como ESBL somente dois ndo foram
caracterizados como MDR, no caso dos pAmpC todos sdo também MDR indicando que esses

isolados acumulam resisténcia a diversas classes de antimicrobianos.

Chama a aten¢do a maior taxa de resisténcia ao ceftiofur no estado de Goias e a
presenga de pAmpC do grupo CMY-2, indicando que nessa regido ha circulag@o de estirpes
bacterianas que possivelmente foram selecionadas pelo uso de ceftiofur e que pode estar

ocorrendo a disseminacdo desse gene, dada a sua localizagdo plasmidial.

Identificacio Filogenética.
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Dos 47 isolados testados, quarenta isolados foram caracterizados como APEC e sete
como comensais. Dos isolados caracterizados como APEC 29,7% (14/47) foram identificados
como do grupo B1, 2,12% (1/47) do grupo B2 e 40,42% (19/47) do grupo D. Nos isolados
comensais 2,12% (1/47) foi identificado como B1 e 2,12% (1/47) como D. Onze isolados

(23,40%) ndo foram classificados (dados ndo mostrados).

Nesse estudo os principais grupos identificados foram o B1 e D. Em estudo realizado
com isolados de saco aéreos de perus com aerossaculite Cunha e colaboradores (2014),
encontraram em ordem decrescente de prevaléncia isolados classificados nos grupos
filogenéticos B2, B1, A e D. Em estudos realizados em carcagas de aves também ¢ relatada a
prevaléncia de amostras classificadas nos grupos filogenéticos B1 ¢ A (Hannah et al., 2009,
Lyhs et al., 2012; Ghodousi et al., 2015). Segundo Walk e colaboradores (2007), a maioria dos

isolados de F. coli capazes de sobreviver no meio ambiente sdo do grupo B1.

Em estudo com inoculagdo experimental em pintinhos realizado por Oliveira et al.
(2015), 1solados com maior escore de patogenicidade pertenciam principalmente aos grupos
B2 e D, enquanto os com menor patogenicidade ao grupo A e B1. EXPEC humanas pertencem
principalmente ao grupo B2 e com menor frequéncia ao grupo D. Isolados do grupo B2 séo
mais virulentos em isolados EXPEC e normalmente sio equipados com mais genes de

viruléncia (Smith; Fratamico; Gunther 2007, Mellata, 2013).

A presenga de um isolado caracterizado como grupo B2 e positivo para pAmpC em
figado de embrido ndo eclodido chama a atenc¢io pela possibilidade de contaminagio vertical
de isolados altamente patogénicos nas reprodutoras e a transmissao do gene de resisténcia entre

E. coli e outras espécies de bactérias.
CONCLUSOES

Os dados obtidos nesse trabalho demonstram a alta prevaléncia de genes de viruléncia
em isolados de FE. coli de orgdos de perus suspeitos de colibacilose, alta resisténcia a
antimicrobianos importantes no tratamento de doencas na avicultura como amoxicilina e
enrofloxacina e o aparecimento de resisténcia a antimicrobianos de grande importancia na
saude humana como colistina e ceftiofur. A presenca de genes ESBL e AmpC nos isolados
reforca a questdo da importancia do controle do uso de antimicrobianos e o risco da difusdo da

resisténcia para comunidades humanas.
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Escopo da Revista

A partir do dia 01/01/2015 o Brazilian Journal of Microbiology (BJM) aceitard manuscritos
que versem sobre genoma de microrganismo sequenciado recentemente. Eles serdo
publicados na se¢do "Genome Announcement". O objetivo desta secdo € permitir que
autores do sequenciamento informem aos leitores do BJM sobre um genoma que esta
disponivel e qual seria o interesse para a comunidade cientifica. O publicagdo ndo impedira

a futura publicagdo de um artigo cientifico completo no BJM ou em outra revista.

Escopo da se¢do “Genome Announcement” no BJIM:

e Os autores da publicagdo deverdo ser os mesmos ou na sua maioria dos contidos
no deposito da sequéncia do genoma;
e A sequéncia do genoma deve estar disponivel para o publico no DDBJ / EMBL /

NCBI dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), no momento do

envio do manuscrito para o BJM. O numero de acesso valido no GenBank para o
genoma, deve ser claramente indicado no manuscrito;

e As sequéncias completas de plasmideos circulares serdo aceitas sem lacunas;

e As sequéncias de nucleotideos que se refere o “announcement” , deve cobrir pelo
menos 95% do tamanho do genoma esperado para o organismo;

e Serfio considerados para publicagdo depositos completos feitos no GenBank e
gapped cromossomos (scaffolded) do genoma. Para tais depositos € preferivel ter

uma anotag¢do funcional.
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e O manuscrito enviado para a secdo “Genome Announcement” deve conter no
maximo 500 palavras no corpo do texto e um resumo de 150 palavras;

e Os autores devem indicar claramente a origem da cepa microbiana, a importancia
de ter sequenciado o genoma e os beneficios que o campo da microbiologia.

e Otexto deve conter a metodologia utilizada no sequenciamento, incluindo o nimero
e tamanho das leituras geradas, métodos de montagem utilizado, as medidas
tomadas para gerar os scaffolds e para fechar o genoma, quando aplicavel. Além
disso, informar quais métodos serdo utilizados para anotagdo e curadoria se for o

Caso.

A revista Brazilian Journal of Microbiology, editada pela Sociedade Brasileira de
Microbiologia, publica artigos originais, e trabalhos de revisdo que cobrem todos os

aspectos da Microbiologia. Nao s3o cobradas taxas para publicagio de artigos.

As seguintes categorias de artigos s3o aceitas para publicagdo no Brazilian Journal of

Microbiology:

o Artigos Originais: reportam resultados cientificos originais que ainda nao tenham
sido publicados em outro periodico;
e Artigos de Revisdo: abordam temas ligados a microbiologia em geral e de amplo

interesse da area.
Seu manuscrito deve ser escrito em inglés claro e compreensivel.

Se vocé tiver duvidas sobre o nivel de inglés do seu texto, vocé pode optar por ter o seu
manuscrito editado profissionalmente por um nativo da lingua inglesa ou por um servi¢o
de editoragdo cientifica antes da submissio do seu manuscrito. Todos os servigos devem
ser organizados e pagos pelo autor, e o uso de um desses servigos ndo garante a aceitagdo
ou preferéncia para publica¢do do manuscrito. No caso de o autor ser um nativo da lingua

inglesa, por favor, substituir o certificado de Inglés por uma carta de justificativa.

E um prazer aceitar o seu trabalho para ser publicado na Revista Brasileira de

Microbiologia. No entanto, s sera publicada uma vez revisada a versdo final do texto em
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Inglés. Por favor, envie o texto revisado e o certificado emitido pelo " American Journal

Experts ".

* American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM 1

Submissao de um artigo

Um artigo para ser submetido ao Brazilian Journal of
Microbiology ndo deve ter sido previamente publicado (exceto na
forma de resumo) nem ter sido submetido em qualquer outro

periodico.

As instrugdes para submissdo online estdo disponiveis neste site.

Todos os autores serdo informados por mensagem eletronica a
respeito da submissdo eletrdnica. A mensagem também
questionard se todos os autores concordam com a submissdo.
Auséncia de resposta sera considerada como concordancia a

submissao.

A responsabilidade pela exatiddo do conteudo do manuscrito € de

inteira responsabilidade dos autores.

Publicacio do artigo

Os artigos s3o aceitos para publicagido apos terem sido revisados
de forma critica por pelo menos dois revisores, indicados pelos

editores.

As sugestdes e recomendagdes dos revisores e editores serdo
encaminhadas eletronicamente ao autor para correspondéncia, o

qual devera retornar o artigo revisado aos editores na data


http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
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estipulada, pelo sistema online. O autor para correspondéncia

devera explicar ou comentar as alteragdes introduzidas no texto.

O autor para correspondéncia recebera uma mensagem eletronica

sempre que houver alterac@o do stafus do artigo.

Nao € necessario ser associado da Sociedade Brasileira de

Microbiologia para submeter artigo para publicagdo.

Todos os cientistas, brasileiros ou estrangeiros, sdo convidados a

submeterem artigos para publicag@o.

ETICA

O(s) autor(es) devem informar, no texto do artigo, se o projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de sua
Institui¢do, em consoante a Declaragdio de Helsinki

(http://www.ufrgs br/HCPA/eppe/helsin5.htm). Nos trabalhos

experimentais que envolvem animais, as normas estabelecidas no
"Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" (Institute of
Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences,
Washington, D. C. 1996), e os "Principios FEticos na
Experimentacdo  Animal do  Colégio  Brasileiro  de
Experimentagdio Animal (COBEA -

http://www.cobea.org.br/index. php? pg=Principios%20Eticos)

devem ser respeitados.

Preparo do artigo

O Artigo devera ser submetido como um tnico arquivo em WORD. Este arquivo deve conter

texto, figuras, tabelas, etc. Serdo aceitas apenas submissdes de artigos redigidos em inglés.


http://www.ufrgs.br/HCPA/gppg/helsin5.htm
http://www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%20Eticos
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Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

e Autores e Afiliagdes

e Resumo (200 a 250 palavras)
e 3 a5 palavras-chave

e Introdugdo

e Material e Métodos

e Resultados

e Discussoes

e Agradecimentos (opcional)

o Referéncias
Para artigos de revisdo, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

e Titulo resumido

e Resumo (200 palavras)

e 3 a5 palavras-chave

e Texto

e Agradecimentos (opcional)

o Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espaco duplo, margens de 3 cm e numerados
seqiencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submissdo o artigo seja lido de forma critica por alguém fluente em

lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade ndo serdo aceitos.

Artigos Originais e Artigos de revisdio deverdo conter até, no méximo, 20 paginas, incluindo

referéncias tabelas e figuras.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendagdes da IUPAC-IUB Comission
(Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections). As unidades de

medida devem seguir o Sistema Internacional de Unidades.
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SUGESTOES DE REVISORES

Os autores poderdo enviar sugestdes de revisores para avaliagdo dos artigos. Deverdo constar

as seguintes informag¢des: nome; e.mail e Institui¢do de Origem.

USO DE EXTRATOS DE PLANTAS EM EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS

Artigos que apresentarem estudos com extratos de plantas, ou extratos de outras substancias

complexas, serdo aceitos apenas apos identificacdo dos compostos.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servigos de edigdo de linguas para melhorar
a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de assisténcia ¢
recomendada antes mesmo da submiss@o dos artigos ou, no caso de solicitagcido pelos revisores,
antes do artigo ser definitivamente aceito para publica¢do. Autores que n3o sdo nativos de
lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em inglés podem considerar as seguintes

sugestoes:

e American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM 1

e Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

e ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br

e Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical Editors:

julian.cross@pharm.ox.ac.uk

e BioMed Proofreading LLC: http://www.biomedproofreading.com

ORGANIZACAO
O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviagdes e indicar claramente o tema do artigo.

Expressdes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser evitadas. Os cuidados
na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em sistemas eletronicos de

busca.


http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
mailto:joroberts@uol.com.br
http://www.atotraining.com.br/
mailto:julian.gross@pharm.ox.ac.uk
http://www.biomedproofreading.com/
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O Resumo deve resumir o conteudo basico do artigo. Ele deve ser representativo do texto. Nao
deve conter referéncias, tabelas nem abrevia¢des pouco usuais. S8o de grande importancia,

pois serdo lidos por muitas pessoas que ndo tém acesso ao artigo completo.

A Introducio deve oferecer informacdes que possibilitem ao leitor avaliar adequadamente os
resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha que recorrer a literatura
corrente. No entanto, a introdugdo ndo deve ser uma extensa revisdo de literatura. Deve

informar claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informag¢des suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeti¢do de detalhes de procedimentos que ja
tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método publicado for
modificado, tais modificagdes devem estar claras no artigo. Fontes de reagentes, meios de
cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser mencionadas no texto.
Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente indicados. Subtitulos podem deixar

este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o item Discussido for incluido, evite interpretagdes extensas dos resultados,
pois isto devera ser feito na discussdo. Se os Resultados e Discussdes forem redigidos
concomitantemente, entdo os resultados devem ser discutidos no local mais apropriado do
texto. Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos. Todas as tabelas e

figuras devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.

O item Discusséio deve discutir os resultados em fungao da literatura citada.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comegar pelo ultimo nome do
primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As citagdes no texto devem ser escritas
pelo ultimo nome do primeiro autor, seguido pelo ano de publicagdo. Como exemplo, tem-se:
"... while Silva and Pereira (1987) observed that resistance depended on soil density” ou "It
was observed that resistance depended on soil density (Silva and Pereira, 1987)." Para a
citagdo de dois ou mais artigos do mesmo autor, liste em ordem cronologica sendo que os anos

devem ser separados por virgula (exemplo: Freire-Maia et al., 1966a, 1966b, 2000; Hene 2010,
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Padonou et al., 2012). Os nomes dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o BIOSIS.
Todas as referéncias incluidas na lista final devem ter sido citadas no texto e todas as

referéncias mencionadas no texto devem aparecer na lista final.

Exemplos:

a. Artigos de Periodicos
Brito DVD, Oliveira EJ, Darini ALC, Abdalla VOS, Gontijo-Filho PP (2006)
Outbreaks associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and
coagulase-negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university hospital
from Brazil. Braz J Microbiol37:101-107.

b. Artigos ou Capitulos de Livro
Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne diseases in
Southern South America. /n: Miliotis, M.D., Bier, J W .(eds). International Handbook
of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, 733-743.

c. Livros
Montville TJ, Matthews KR (2005) Food Microbiology - an introduction. ASM Press,
Washington, D.C.

d. Patentes
Hussong RV, Marth EH, Vakaleris DG. January 1964. Manufacture of cottage cheese.
U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Teses e Dissertacoes
Santos MVB (2005) O papel dos anticorpos contra os componentes da parede celular
de Paracoccidioides brasiliensis na evolugdo da doenca experimental. S3o Paulo, Brasil,
110p. (M.Sc. Dissertation. Instituto de Ciéncias Biomédicas. USP).

f  Comunicacdes em Eventos (Simpésios, Conferéncias, etc)
Silveira TS, Martins JL, Abreu FA, Rosado AS, Lins UGC (2005) Ecology of
magnetotatic multicelular organisms in microcosms. XXIII Congresso Brasileiro de
Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

g. Publicacdes na Web
Abdullah MAF, Valaitis AP, Dean DH (2006) Identification of a Bacillus thuringiensis
Cryll Ba toxin-binding aminopeptidase from the mosquito Anopheles

quadrimaculatus. BMC Biochemistry. http://www.biomedcentral. com/1471-2091/7/16



http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16
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h. Webpage
U.S. Food and Drud Administration. 2006. Enjoying Homemade Ice Cream without the

Risk of Salmonella Infection. Available at: http://www.cfsan.fda.cov/~dms/fs-

eggsS.html. Accessed 26 May 2006.

As citagdes do tipo "personal communication" ou "unpublished data" devem ser evitadas,
embora se reconhegam que, eventualmente, elas possam ser usadas. Nestes casos, elas devem
ser citadas no texto e ndo na lista final de referéncias. As referéncias que consistem de artigos
que foram "aceitos para publica¢do" ou "no prelo" sdo aceitaveis. No entanto, as referéncias

dos artigos que sdo "submetidos" ou "em preparagdo” ndo sdo aceitas.

AGRADECIMENTOS: Esta secdo ¢ opcional. Ela reconhece a assisténcia financeira e

pessoal recebida para execucdo do trabalho.

TABELAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
seqiencialmente por algarismos arabicos. O titulo deve ser colocado acima da tabela e deve
ser curto, porém representativo, com descri¢do completa da informag¢do contida na tabela.
Cabecalhos e rodapés devem ser concisos, com colunas e linhas cuidadosamente centralizadas.
Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor, abra o link abaixo para
ver 0s  requisitos  necessarios para se obter a resolugdo  adequada.

(http://www.ncbi.nlm.nih. gov/pmc/about/image quality_table.html)

FIGURAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
sequencialmente por algarismos arabicos. Os dados que foram apresentados em tabelas ndo
devem ser repetidos na forma de figuras. As legendas devem ser colocadas abaixo das figuras.
Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reprodugdo. Por favor, abra o link abaixo para
ver 0s  requisitos  necessarios para se obter a resolugdo  adequada.

(http://www.ncbi.nlm.nih. gov/pmc/about/image quality_table.html)

FOTOGRAFIAS: Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reprodugdo. Por favor,
abra o link abaixo para ver os requisitos necessarios para se obter a resolu¢do adequada.

(http://www.ncbi.nlm.nih. gov/pmc/about/image_quality_table.html)
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E politica do periddico Brazilian Journal of Microbiology que qualquer pessoa envolvida no
processo de publicagdo (autores, revisores, membros do corpo editorial e assistentes) deve estar
isenta de conflitos de interesses que possam influenciar negativamente o parecer, a objetividade
e alealdade a seus autores. O BJM reconhece que qualquer conflito de interesse detectado deve
ser prontamente comunicado e rapidamente resolvido. Conflitos de interesses em publica¢des
podem ser definidos como condigdes nas quais um individuo possui conflito ou competi¢do de
interesses que podem resultar em decisdes editoriais tendenciosas. Os conflitos de interesses
podem ser potenciais, percebidos ou factuais. Consideragdes pessoais, politicas, financeiras,

académicas ou religiosas podem afetar a objetividade de diferentes formas.

DIREITOS AUTORAIS

Os autores dos manuscritos aprovados deverdo encaminhar para BJM (Fax: 55 11-3037-7095;

bjm(@sbmicrobiologia.org.br), previamente a publicacdo, a declaragdo de transferéncia de

direitos autorais, assinada por todos os co-autores (ver formulario abaixo) ou por pelo menos

um dos autores que concorda em informar os outros autores.

Transferéncia de ""Direitos Autorais"

"O(s) autor(es) abaixo assinado(s) afirmam que o artigo € original, que ndo infringe os direitos
autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros, que n3o foi enviado para
publicagdo em nenhuma outra revista e que ndo foi publicado anteriormente. O(s) autor(es)
confirma(m) que a versdo final do manuscrito foi revisada e aprovada por ele(s). Todos os
manuscritos publicados tornam-se propriedade permanente do Brazilian Journal of

Microbiology e ndo podem ser publicados sem o consentimento por escrito de seus Editores."

Artigo n°.

Titulo do Artigo:

Nome(s) do(s) Autor(es) Assinatura(s)
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