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RESUMO

As bactérias do género Erysipelothrix sp, sdo bastonetes gram-positivos
responsaveis por causar uma doencga infectocontagiosa, que podem acometer
animais selvagens, domésticos e humanos. O presente estudo teve como objetivo
avaliar as alteragbes que a Erysipelothrix sp strain 2 pode causar em modelo
experimental de embrido de galinha. Para a avaliagdo da patogenicidade do
microrganismo, ovos embrionados de galinha foram inoculados com duas cepas ja
caracterizadas e sequenciadas, que foram isoladas durante um surto. As inoculagdes
ocorreram em diferentes concentragdes sendo elas, 1 e 3 log UFC/embrido no 10° dia
de desenvolvimento embrionario via alantéide. Aos 17 dias de incubagao foi realizada
a pesagem dos embrides e avaliagdo das carateristicas macroscopicas. Quando os
embrides foram inoculados com 1 log UFC nao houve diferenga no peso em relagéo
ao controle negativo. As taxas de mortalidade embrionaria se mostraram aumentadas,
o aumento foi mais significativo quando inoculados com 3 log de UFC/embri&o.
Embrides inoculados com 3 log de UFC da cepa 7 apresentaram lesdes em membros
pélvicos. Nao houve diferencas das cepas 6 e 7 em termos de patogenicidade. As
cepas 6 e 7 podem ser usadas em testes com animais nascidos a fim de se entender

melhor a patogenicidade da doenca.

Palavras-chave: Erisipela, perus, cepas, patogenicidade.



ABSTRACT

The genus Erysipelothrix sp are gram-positive rods responsible for an infectious
disease, which can affect humans and wild, domestic animals. This work aimed to
evaluate the changes that the Erysipelothrix sp strain 2 (ES2) may induce in chicken
embryo's experimental model. In the evaluation of the pathogenicity of the
microorganism, embryonated chicken eggs were inoculated with two strains (number
6 and 7) — characterized and sequenced — which were isolated during an outbreak
between March 2014 and February 2015. On the 10th day of embryonic development,
the concentrations of 1 and 3 log CFU/embryo were applied in the allantoic pathway.
At 17 days of incubation, the embryos were weighed and their macroscopic
characteristics were evaluated. The results of this experimental model showed that the
concentration of 1 log CFU of strains 6 and 7 did not change the difference in embryo
weight in relation to the negative control. Embryonic mortality rates were shown to be
increased, the most significant being the concentration with 3 log CFU. Embryos
inoculated with 3 log CFU of strain 7 showed lesions in the pelvic limbs, which did not
occur in embryos with strain 6 at the same concentration. Furthermore, there were no
differences in terms of pathogenicity between the strains. Therefore, strains 6 and 7
can be used in tests with born animals in order to better understand the pathogenicity

of the disease.

Keywords: Erysipelas, turkeys, strains, pathogenicity.
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1.

INTRODUCAO

A erisipela € uma doenga infectocontagiosa, cosmopolita que pode causar
lesdes cutaneas, articulares, cardiacas e eventos septicémicos. A doenga € causada
por bactérias do género Erysipelothrix sp e pode acometer animais selvagens,
domésticos e humanos (KANG et al., 2017). Na ultima década foi observado um
aumento na incidéncia da patologia em paises como Japao, Estados Unidos e China
(BENDER et al., 2011).

Em perus a Erisipela causa infecgdo aguda e fulminante, septicemia e
diminuicdo do rendimento. Em surtos nota-se que algumas aves podem apresentar
instabilidade na marcha. Perda de peso, animais anémicos, alguns casos de
endocardite e morte também sao observados. Em perus machos também pode
ocorrer a perda de fertilidade. Carcacas de animais acometidos sdo desclassificadas
e condenadas (BRICKER; SAIF, 2013).

Estudos de hibridizacdo de DNA do género Erysipelothrix, permitiram a
classificagdo do mesmo em diferentes espécies como a Erysipelothrix rhusiopathiae,
Erysipelothrix tonsillarum, (TAKESHI et al., 1999), Erysipelothrix strain 1,
Erysipelothrix sp. strain 2 (BENDER et al., 2010), Erysipelothrix Inopinata (VERBARG
et al., 2004), Erysipelothrix larvae (BANG et al., 2016). Com a utilizagado de técnicas
de hibridizagao do DNA foi possivel identificar uma grande diversidade intraespecifica.
Sendo assim, o avango da utilizacdo de novas técnicas de analise do sequenciamento
gendmico possibilitou melhor classificagdo das espécies.

A Erysipelothrix sp. possui uma ampla distribuicdo geografica, é considerada
entdo uma doenga cosmopolita. Essa caracteristica pode estar relacionada com sua
capacidade de resisténcia ambiental, e com sua capacidade de infectar diferentes
tipos de hospedeiros de varios ecossistemas diferentes, inclusive o ser humano
(OLIVEIRA, 2009).

A patogenicidade de E. tonsillarum e E. rhusiopathiae sao diferentes. A
patogenicidade de E. rhusiopathiae foi confirmada em aves, enquanto E. tonsillarum
nao possui patogenicidade nestes animais (MAKINO et al, 1994). E. rhusiopathiae, é
considerada a principal causadora da doenca na produg¢ao de suinos e aves, sendo
responsavel por perdas econdmicas na produ¢ao dos mesmos. Infeccdes causadas

por E. rhusiopathiae sao mais comuns em perus do que em frangos de corte, as
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perdas na produgao de perus estdo associadas a infecgbes agudas, gastos com
tratamento, queda na produtividade, diminuicdo no rendimento, e condenacgiao de
carcaga. Em 2015 foi detectado no Tridangulo Mineiro um surto em perus, a infecgéo
foi caracterizada por septicemias e alta mortalidade (HOEPERS et al., 2019). Dentre
os animais infectados foram encontrados animais positivos para Erysipelothrix sp.
strain 2.

Pouco se sabe sobre a Erysipelothrix sp. strain 2 e sua patogenicidade e
resposta imune em galinhas e perus. Estudos acerca desse assunto sao importantes
para melhor conhecer tal patdgeno e assim obter dados que possam auxiliar em

estudos acerca do controle desse patdgeno.



10

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Agente etioldgico

Erysipelothrix sp. € um grupo de bactérias Gram-positivas (OPRIESSNIG et al.,
2020), que tem seu formato semelhante a bastonetes (BROOKE; RILEY, 1999), séo
iméveis e nao formam esporos. O comprimento do bastonete varia de 0,8 a 2,5 um, e
o diametro de 0,2 a 0,4 ym (REBOLI, 1989). A bactéria pertence ao filo Firmicutes,
que recentemente passou por uma reorganizagcao das classes, devido analises das
sequéncias de subunidades do RNA. A classe dos Mollicutes, a qual a Erysipelothrix
sp pertencia foi removida do filo Fimicutes, fez-se entdo necessaria a criagdo de uma
classe separada para a familia Erysipelotrichaceae (LUDWIG; SCHLEIFER:
WHITMAN, 2009). Sendo assim, a classe Erysipelotrichia passou a ser dividida em
uma unica ordem que contempla 10 géneros (VERBARG et al.,2014).

A classificagdo taxonémica foi baseada em recentes estudos do sequenciamento
gendmico das espécies do género Erysipelothrix (KWOK et al., 2014). Este género foi
classificado como membro da familia Erysipelotrichaceae que atualmente possui em
sua composicao diferentes espécies, sendo elas: E.rhusiopathiae, sorovares 1a, 1b,
2,4,5,6,8,9, 11,12, 15, 16, 17, 19, 21 e N, Erysipelothrix tonsillarum, sorovares 3,
7,10,14, 20,22 e 23 (TAKESHI et al., 1999), Erysipelothrix strain 1, que anteriormente
era classificada como sorotipo 13 da espécie E.rhusiopathiae; Erysipelothrix sp. strain
2 (BENDER et al.,, 2011), Erysipelothrix Inopinata (VERBARG et al., 2004 e
Erysipelothrix larvae (BANG et al., 2016).

A primeira bactéria do género a ser reconhecida foi a Erysipelothrix
rhusiopathiae no ano de 1876, a partir da inoculagdo em camundongos. Ela foi
também a primeira bactéria do género a ser descrita com a capacidade de infectar
diferentes espécies. E.rhusiopathiae € um microrganismo bacilar, com leve curvatura
ou reto, com extremidades delgadas arredondadas, pode ser encontrado em
diferentes arranjos, ou em pequenas cadeias que se assemelham a letra “V”
(COUTINHO, 2010), ou podem se apresentar aleatoriamente agrupados. Em alguns
casos se encontram em conformacao filamentosa, mas essas caracteristicas sao
observadas em uma menor frequéncia (REBOLI; FARRAR, 1992).

A faixa de temperatura para o crescimento da E. rhusiopathiae varia de 15 a 44°C,
sendo a temperatura ideal entre 30 e 37°C. O pH para o crescimento varia de 6,7 a
9,2 e a faixa de pH ideal é 7,2 a 7,6. Apesar de ser um microrganismo anaerébio
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facultativo, pode apresentar crescimento aumentado quando o mesmo é submetido a
uma atmosfera microaerdfila. As exigéncias nutricionais ainda ndo foram muito bem
definidas, mas o crescimento da E. rhusiopathiae pode ser potencializado quando em

contato com sangue, 5 a 10% de soro, triptofano e glicose (COUTINHO, 2010).

2.2 Hospedeiros

A Erysipelothrix sp pode infectar diferentes tipos de aves, peixes, acaros
(CHIRICO et al., 2003), crustaceos e mamiferos (OVERSTREET, 1987). Em aves ja
foi relatada em galinhas poedeiras em gaiolas (MUTALIB; KING; MCDONOUGH,
1993), codornas (MUTALIB; KEIRS; AUSTIN, 1995), pinguins (BOERNER et al. 2004),
faisbes de pescogo anelado (HENNIG et al., 2002). Foi relatada também em animais
de vida aquatica como golfinhos (DIAZ-DELGADO et al., 2015). A espécie E.
rhusiopathiae € amplamente distribuida pelo mundo, e € uma bactéria comensal ou
patogénica (OVERSTREET, 1987). A Erysipelothrix. rhusiopathiae foi isolada em
amostras de carnes de suino, bacalhau e arenque, sendo o sorovar tipo 2 o
predominante nas amostras analisadas (STENSTROM et al., 1992).

A espécie E. tonsillarum é frequentemente isolada das tonsilas de suinos, frangos
e bovinos, que se encontravam saudaveis (TAKAHASHI et al., 1987). Mesmo sendo
isoladas em animais aparentemente sadios, ja foi relatada como agente etiolégico da
endocardite em caes (ERIKSEN et al., 1987), o que indicaria que algumas cepas de
Erysipelothrix sp possam ser patogénicas nestes animais (TAKAHASHI et al., 2000).

Em 2015 no Brasil, foi relatado um surto de Erysipelothrix sp. strain 2 em perus
machos de aproximadamente 70 dias de idade, causando septicemias e alta
mortalidade nos animais (HOEPERS et al., 2019). Poucos estudos foram feitos sobre
a espécie. No passado a Erysipelothrix sp. strain 2 era classificada como sorotipo 18
da espécie E. rhusiopathiae (TAKAHASHI et al., 1994). Estudos feitos por Takahashi
et al. (1994) mostraram que o sorotipo possui alta viruléncia para camundongos e em
suinos é capaz e causar urticarias.

O surgimento de uma doenga em peixes ornamentais relatado recentemente, foi
associada ao género Erysipelothrix. Estudos do sequenciamento do genoma e das
diferengas observadas na viruléncia da bactéria mostraram que se tratava de uma
nova especie altamente virulenta, essa espécie foi denominada de Erysipelothrix.

piscisicarius que se trata da Erysipelothrix sp. strain 2 (Grazziotin et al, 2021).
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2.3 Epidemiologia

Entre os mamiferos acometidos pela E. rhusiopathiae, sao observados problemas
principalmente em suinos e aves.

Em suinos a erisipela pode ser a causadora de uma doengca com elevada
importancia na produgao mundial, essa importancia esta relacionada com as perdas
nos indices reprodutivos e nos gastos com o tratamento de animais acometidos
(OPRIESSNIG et al., 2004). Todos os suinos podem ser acometidos,
independentemente da idade. Leitdes mais jovens se demonstram mais resistentes
devido a imunidade adquirida pela ingestao de colostro (IMADA et. al., 2003).

Em aves a erisipela € observada com uma maior frequéncia em perus machos,
porém nao ha estudos que evidenciem essa predilecdo pelo sexo masculino
(BRICKER; SAIF, 2013). Galinhas White leghorn infectadas pela erisipela foram
observadas e apresentaram uma mortalidade de 13 a 33%, (BISGAARD; OLSEN
1975). Perus quando acometidos por erisipela podem apresentar queda em seus
indices reprodutivos, o que ocorre devido a diminuigdo da fertilidade dos machos
acometidos, eles também apresentam queda de rendimento e septicemia. Através de
observacoes feitas no campo, notou-se que as lesdes de pele sédo as principais portas
de entrada para a erisipela. A infecgdo por E. rhusiopathiae pode ainda levar a
condenacao de carcaga, devido as lesdes causadas (BRICKER; SAIF, 2013).

Em peixes foi relatada uma mortalidade de baixa a moderada associada a um
Erysipelothrix sp (POMARANSKI et al., 2018), a bactéria é ainda capaz de sobreviver
por um longo periodo na superficie mucoide dos mesmos (CASTRO et al., 1972).

A Erysipelotrix rhusiopathiae possui também potencial zoonoético, a doencga foi
descrita em humanos pela primeira vez em 1870 e a causa da doenga pode estar
relacionada ao contato com as industrias de carnes e de peixes e outros produtos de
origem animal contaminados (NAKAZAWA, 1998).

2.4 Patogenia e patogenicidade

Os mecanismos patogénicos das infecgdes por E. rhusiopathiae nao sao bem
definidos (BROOKE; RILEY, 1999). Sabe-se que a Erysipelothrix sp possui a
capacidade de causar infecgdes em seus hospedeiros utilizando diferentes vias de
entrada. Em suinos, aves e até outras espécies animais, a infecgao tem como uma

das vias de entrada a ingestdo de agua ou alimentos contaminados, causando entéo
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infeccbes naturais (SHIMOJI, 2000). Acredita-se que a penetragdo da bactéria no
organismo inicie-se através do tecido linfoide ou das tonsilas, a aquisicao da doenca

também pode ser através de ferimentos na pele dos animais (OLIVEIRA, 2009).

Algumas caracteristicas como: idade do animal na ocasi&o da infec¢ao, nivel de
anticorpos, quantidade de agentes infectantes, viruléncia da bactéria e existéncia de
agentes imunodepressores, sado fatores que explicam o porqué de diferentes lotes
apresentarem diferenga na intensidade dos sinais clinicos ocasionados pela
Erysipelothrix sp (GYLES,1993).

Varios fatores de viruléncia tém sido estudados e estdo relacionados com a
patogenia, mas ainda nao tiveram suas importancias confirmadas (BROOKE; RILEY,
1999). Dentre esses fatores podemos citar a capsula, proteinas de superficie e as
enzimas extracelulares. A capsula é o fator mais importante de viruléncia da E.
rhusiopathiae, isso se da devido a presenca de um polissacarideo na superficie da
célula (SHIMOJI, 2000). Estudos observaram que bactérias que sofrem com a perda
da capsula se demonstram néo virulentas (SHIMOJI et al., 1994).

Dentre as enzimas extracelulares que podem estar envolvidas com a patogenia
destacam-se a neuroaminidase e hialuronidase. A neuroaminidase atua facilitando a
ligacdo da bactéria aos tecidos, e logo apos a ligagao ocorre a invasao da célula do
hospedeiro. A invasado endotelial causa disturbios vasculares que sao observados nas
fases iniciais de processos de septicemia. Ja a hialuronidase atua de forma a facilitar
a disperséao e disseminacéo de patégenos (SHIMOJI, 2000).

As proteinas de superficie sdo um dos fatores fundamentais para a aderéncia da
bactéria a célula. Cepas de E. rhusiopathiae que aderem melhor as células se
demonstraram mais virulentas que cepas que nao possuem a mesma capacidade de
aderéncia a célula hospedeira (TAKAHASHI et al., 1987).

2.5 Diagnéstico

Os métodos de diagnostico sdo realizados quando ha animais apresentando
quadro clinico, ou quando se tem a suspeita da doenga. Para que seja possivel chegar
ao diagndstico final é necessario associar a sintomatologia clinica aos testes
laboratoriais. Em laboratério é realizado o cultivo das bactérias, as quais forao obtidas

de sangue, orgaos, fezes ou pele de animais (OLIVEIRA, 2000).
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Atécnicada PCR, teste de reagdo em cadeia polimerase € uma técnica que auxilia
na deteccao das bactérias do género Erysipelothrix, € importante para complementar
outros métodos de deteccéo (PAL; BENDER; OPRIESSNIG, 2010).

Algumas outras técnicas sao utilizadas no diagnodstico da infecgdo por
Erysipelothrix. O teste soroldgico ELISA e o teste de fixagdo de complemento séo
amplamente utilizados, mas deve-se tomar cuidado na interpretagéo dos resultados,
uma vez que podem existir falsos positivos devido a presencga de anticorpos vacinais,
maternos, e de infecgdes anteriores (IMADA et al., 2003). Testes de imunodifusao
também sao utilizados, geralmente para sorotipagem. Para esse teste temos a
obtencao do antigeno a partir de colbnias isoladas em agar sangue (BARCELLOS;
OLIVEIRA; BOROWSK, 1984).

2.6 Tratamento

O tratamento de eleicdo para perus diagnosticados com infeccdo por
Erysipelothrix rhusiopathiae € realizado com antibioticoterapia. O antibidtico de
escolha é a penicilina sédica que deve ser administrado individualmente de acordo
com o peso do animal. Quando a E.rhusiopathiae acomete perus de corte, 0 manuseio
individual se torna prejudicial para animal devido ao seu temperamento, € indicado
entdo administracdo da antibioticoterapia em agua de bebida que sera fornecida a
todo o plantel. O antibiético de escolha é a penicilina pois ela possui acdo rapida,
porém existem indicagdes de outros antibidticos que possuem longa duragao
(BRICKER; SAIF, 2013).

2.7 Prevengao

O controle e prevengao da erisipela em regides endémicas é feito por vacinagao.
O protocolo utilizado para perus consiste na aplicacdo de dose unica da vacina que
devera ser administrada pela via subcutanea (SC),sendo o local indicado para a
aplicacao € a superficie dorsal do pescogo, logo atras do atlas. A via intramuscular
(IM) foi testada, mas nos primeiros testes ja se verificou a formagéao de abcessos que
poderiam gerar a desclassificagcdo de carcaga no momento do abate. Perus
classificados como reprodutores devem ser vacinados com duas doses, sendo o
intervalo entre essas doses de 4 semanas, a primeira dose deve ser administrada

antes do inicio da producao. A primeira dose deve ser feita com aproximadamente 16-
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20 semanas de idade, ja a segunda deve ser realizada no inicio da postura (BRICKER;
SAIF, 2013).

Segundo Bricker e Saif (2013), a utilizagcao de equipamentos limpos, desinfetados
e a producgao distante de locais e instalagdes anteriormente contaminados sao fatores
importantes para a prevengao doenca. O uso de solugdes de hidroxido de sodio 1-2%,
fendis, desinfetantes também se mostraram eficazes e importantes no controle da E.

rhusiopathiae.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a patogenicidade de Erysipelothrix sp strain 2 em modelo experimental de

embrido de galinha (Gallus gallus domesticus) em diferentes doses de inoculagao.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar alteragdes patologicas que a Erysipelothrix sp strain 2, cepa 6 e 7 € capaz
de provocar em embrides de galinha (Gallus gallus domesticus), quando inoculadas
com 1 e 3 logs de UFC/embriao.

Avaliar se as cepas 6 e 7 de Erysipelothrix sp strain 2 em baixas doses levam a

mortalidade em embrides inoculados com 10 dias de incubagéao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Modelo experimental

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 58 ovos embrionados de galinha
(Gallus gallus domesticus). Os ovos utilizados eram provenientes do LIAVE
(Laboratério de incubagao de aves) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Eles foram mantidos em incubadora artificial (Premium Ecologica) submetida a
temperatura aproximada de 37,6°C, a umidade era controlada a aproximadamente
58%. Os ovos incubados foram submetidos ao processo de viragem periédica,
realizada a cada 2 horas automaticamente. Para melhor avaliagdo era realizada
diariamente a visualizagdo do desenvolvimento embrionario. O estudo foi realizado
com a aprovacdo Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade

Federal de Uberlandia.

4.2. Local do experimento
O trabalho de avaliacao in vivo foi realizado no Laboratério de Incubacéo de
aves, bloco 2D sala 57 da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.3.Incubacgao e inoculagao

Os ovos embrionados utilizados no estudo foram pesados e inoculados com as
cepas 6 e 7 da bactéria Erysipelothrix sp. strain 2 recentemente sequenciada
(Grazziotin et al, 2021). As cepas 6 e 7 da Erysipelothrix sp. strain 2 foram obtidas de
um surto em granjas que apresentaram septicemia e alta mortalidade em perus
(HOEPERS et al., 2019). Foram utilizados no experimento apenas ovos classificados
como viaveis por ovoscopia. Para analise por ovoscopia, foi utilizado um forte foco de
luz que incidia sobre 0 ovo permitindo a avaliagao das estruturas internas e a presenca
ou nao de embrido e seus movimentos. Neste tipo de avaliacdo € possivel observar
um padrao de vasos sanguineos da membrana corioalantéide (MCA) que podem ser
facilmente observados (figura 1). Ja os embrides se apresentam de forma escura no
interior do ovo foram descartados.

Apds a analise da viabilidade, as inoculagbes foram realizadas via alantoide de
acordo com a descricdo de Jacobsen et al. (2012), no 10° dia de desenvolvimento
embrionario. Para a realizacdo dos estudos foram utilizados 29 embrides para cada

inoculacao, sendo 9 desses embrides inoculados com a cepa 6 de Erysipelothrix sp.
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strain 2, 9 com a cepa 7, 5 foram utilizados como controle negativo (CN) (inoculados
com solugao salinan) e 6 como controles positivos (CP) inoculados com Salmonella
pullorum na mesma concentragdo dos indculos da Erysipelothrix sp. strain 2. Na
primeira inoculagao foi utilizado 1 log UFC/embrido das cepas 6 e 7 de Erysipelothrix

sp. Strain 2, ja na segunda inoculacao, foram utilizados 3log UFC/embriao.

Figura 1- Ovoscopia

4.4.Coleta dos materiais

Para a coleta das amostras, aos 17 dias de incubagao, os embrides vivos foram
eutanasiados e pesados e o embriodiagnostico foi realizado para avaliagdo de
possiveis alteragdes fisioldgicas e lesdes provocadas pelas bactérias. Para avaliagao
da pesagem foi realizado um calculo de ajuste ja que cada embrido tem um peso
dependendo do peso inicial do ovo. Dessa forma o peso foi ajustado para um peso

inicial do ovo de 50 gramas de acordo com Ribeiro et al. (2020).

4.5. Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas usando o programa Graph PadPrism 9.2.
Foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk) nos dados,e os que apresentaram

distribuicdo normal, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pés teste de


https://www.bing.com/search?q=salmonella+pullorum&FORM=AWRE
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Tukey considerando um intervalo de confianga de 95%. Os resultados de mortalidade

e lesoes foram descritivos.
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5. RESULTADOS

Na primeira inoculagdo, com 1 log de UFC/embrido, ndo se verificou
mortalidade dos embrides inoculados com as cepas 6 e 7 de Erysipelothrix sp. strain
2 nos cinco primeiros dias de incubacgéo.

A cepa 7 de Erysipelothrix sp. strain 2 causou uma morte no 6° dia de
incubacao, a cepa 6 causou mortalidade apenas no 7° dia de incubacéo. Tanto a cepa
6 quanto a 7 apresentaram uma letalidade de 11,11% ao final dos 7 dias de
experimento (figura 2). O controle positivo causou mortalidade a partir do 3° dia de
inoculagao e ao final do experimento causou 66,67 % (figura 2). No embrido inoculado
com a cepa 7, o figado estava aumentado, hemorragico, friavel e com bordas
necrosadas. O restante dos embrides ndo apresentaram alteragdes dignas de nota. O
embrido morto inoculado com 1UFC da cepa 6 da Erysipelothrix sp. strain 2 estava
diminuido de tamanho, com membrana perivitelinica congesta e com sinais de
hiperemia, figado e rins se apresentavam friaveis. Nos embrides vivos eutanasiados
do CP notou-se membrana corioalantdide, hemorragica, inflamada e com presenca
de caseo. Figados e rins também se encontravam aumentados de tamanho. Nos
embrides vivos eutanasiados do grupo inoculado com 1 logUFC/embrido a cepa 6 da
Erysipelothrix sp. strain 2 foi observado gema de coloragdo esverdeada e figado de
coloragcdo amarelo esverdeada heterogénea. O restante dos embrides eutanasiados
nao apresentaram alteragdes dignas de nota. Nos embrides vivos eutanasiados

inoculados com 1 logUFC/embrido da cepa 7 nao houve alteragdes dignas de nota.
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Figura 2 - Mortalidade (%) diaria de embrides inoculados com 1log UFC/ embrido

Os ovos embrionados inoculados com 1 log de UFC foram pesados antes da
inoculacao e os embrides apods a abertura dos ovos. Embrides inoculados com a cepa
6 e 7 da Erysipelothrix sp. strain 2 nao apresentaram alteragdes significativas em suas
massas quando comparados ao controle negativo e foram mais pesados que o CP, o

que pode ser observado na figura 3.
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Figura 3 - Peso médio ajustado dos embrides inoculados com 1 log de UFC/embridao

Na segunda inoculagdo de 3 log de UFC/embrido, demonstrada na figura 4,
verificou-se uma letalidade de 100% do controle positivo 24 horas apds a inoculagéo.
A cepa 7 de Erysipelothrix sp. strain 2, também foi a primeira a causar mortalidade ao
embrido. A mortalidade iniciou no 4° dia de inoculacédo e ao final do experimento a
cepa 7 causou 77,78% de letalidade ao embrido (figura 4). A cepa 6, causou morte no
5° dia ap6s a inoculacéo e ao final do experimento a cepa 6 causou uma letalidade
total de 88,89% (figura 4).
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Ao realizar o embriodiagndstico de embrides inoculados com 3 log de UFC, nao
foram observadas alteragdes dignas de nota nos ovos inoculados com a cepa 6. A
inoculagao com a cepa 7 resultou em embrides mortos no 4° e 5° dia, os quais também
nao apresentaram alteragdes dignas de nota. Ja nos embrides mortos no 7° dia de
inoculagao, houve uma caracteristica inflamatoria em membros pélvicos, os membros

se encontravam hiperémicos e edemaciados. (figura 5).

3 log de UﬂErﬁb’giﬁa

Ly
Figura 5 - Lesdes em membros pélvicos (seta) de embrides inoculados com 3 log
de UFC com a cepa de Erysipelothrix sp. strain 2 (cepa 7)
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6. DISCUSSAO

Estudos com a Erysipelothrix sp. strain 2 sao recentes. A bactéria ainda nao foi
muito estudada, sendo assim, a comparagao se deu com trabalhos que também
utilizavam o modelo de ovos embrionados para a avaliacdo de outras bactérias e sua
patogenicidade, quando inouladas com diferentes concentragdes.

Em estudo realizado por Trotereau e Schoule (2019) com Escherichia Coli,
também foi utilizado o modelo de inoculagdo em ovos embrionados de galinha. A
inoculacao foi realizada no 10° dia de desenvolvimento embrionario, e tinha como
finalidade verificar a letalidade e a mortalidade provocada pela bactéria quando
associada a terapia. No estudo realizado com Escherichia Coli, houve diferentes taxas
letalidade e mortalidade, quando inoculadas com diferentes cepas e diferentes
concentragcdes do in6culo, mostrando que o embrido de galinha pode ser util para
selecionar cepas patogénicas. No presente trabalho, a mortalidade causada pelas
cepas 6 e 7 da Erysipelothrix sp. strain 2 tiveram taxas de mortalidade semelhantes

mostrando que a patogenicidade das cepas sao similares.

A morte dos embrides inoculados com 1log UFC foi baixa e embora tenha
ocorrido ndo houve alteragédo no peso. Nos embrides inoculados com a dose de 3log
UFC houve uma alta mortalidade. Interessantemente trabalhos realizados por
Graziotin (2021) mostram que ambas as cepas eram patogénicas, mas que a cepa 6
€ mais patogénica que a cepa 7 em cultivo de célula e pela analise do genoma. No
presente trabalho, em embrides, n&o foi possivel comparar o grau de patogenicidade
das cepas, mas percebe-se que ambas provocaram lesdes e morte em embrides em
doses baixas. O embrido de galinha € um excelente modelo in vivo (FONSECA et al.
2021) podendo ser usado em testes pré-clinicos para selegao e caracterizagao de

cepas patogénicas.

As cepas 6 e 7 podem ser usadas em testes com animais nascidos a fim de se

entender melhor a patogenicidade da doenca.
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7. CONCLUSAO

A inoculagao de Erysipelothrix sp. Strain2 cepa 6 e 7 em ovos embrionados, se
mostrou prejudicial ao embrido causando mortalidade dose dependente, a cepa 7
causou lesdes em membros pélvicisos em embrides que apresentaram mortalidade 7
pos inoculagdo. As cepas 6 e 7 podem ser usadas em testes com animais nascidos a

fim de se entender melhor a patogenicidade da doenca.
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