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RESUMO

Linhagens de Escherichia coli patogénicas para aves (APEC) causam doencas extra-
intestinais em aves, acarretando perdas econdmicas substanciais a produgdo avicola
brasileira. Os fatores relacionados a patogenicidade sdo diversificados e incluem fimbrias,
sistemas de captagdo de ferro, resisténcia ao soro do hospedeiro, toxinas, invasinas dentre
outros. A analise e deteccdo de alguns genes associados a viruléncia (GAV), auxiliam a
distinguir linhagens APEC de linhagens comensais, geralmente de origem fecal (AFEC). O
objetivo deste estudo foi caracterizar 120 linhagens brasileiras de Escherichia coli aviaria
(91 APEC e 29 AFEC), oriundas de quatro Estados brasileiros (PE, SP, PR e RS). Foram
pesquisados 34 GAV e quatro genes relacionados ao sistema de secrecdo tipo 6 (SST6)
similares a O157:H7 cepa Sakai, andlise filogenética, sorotipagem, analise de agrupamento
e teste de patogenicidade in vivo. Em APEC, os GAV de maior frequéncia foram fimH
(83,5%), hiyF (71,4%), crl (64,8%), csg e iucD (57,1%), iutd (54,9) e ompT (52,7%).
Nenhuma das linhagens apresentou os genes sat, gimB e afa. Nas linhagens AFEC, os
genes de maior frequéncia foram fimH (75,9%), vgrG (69%) e traT (55,2%). Nenhuma
linhagem apresentou os genes, IpfAoiszoris4, kpsMT3, sfa, iha, gimB, sat e afa. Em relagao
aos genes do SST6, apenas uma linhagem apresentou conjuntamente os quatro genes
pesquisados. Na determinagdo do grupo filogenético (GF), 16 (55,2%) linhagens AFEC
foram classificadas como pertencentes ao GF A e 11 (37,9%) como BI1. Tanto o GF B2
quanto o D apresentaram duas (6,8%) linhagens cada. Ja para as linhagens APEC, 36
(40,2%) foram classificadas como B1, 26 (28,3%) como D, 15 (16,3%) como B2 e 14
(15,2%) como A. Em relagdo a sorotipagem, dentre as APEC, 49 sorotipos foram
identificados. As linhagens O ndo-tipaveis foram as mais frequentes, 25 (27,5%), onde o
antigeno H21 apresentou-se associado em dez (11%) das linhagens. Dentre os sorogrupos
identificados, o antigeno O8 foi o mais frequente, estando presente em 12 (13,2%) das
linhagens APEC. Quanto a patogenicidade in vivo, 46 (50,5%) linhagens APEC foram
classificadas como de alta patogenicidade, 13 (14,3%) de média patogenicidade e 32
(35,2%) de baixa patogenicidade. Entre as linhagens AFEC, 7 (24,1%) apresentaram alta
patogenicidade, 8 (27,5%) média patogenicidade e 14 (48,2%) baixa patogenicidade. De

uma maneira geral, apesar de as E. coli aviarias serem consideradas um grupo muito
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diversificado em relagdo a presenca de GAV, sorotipos, perfil de patogenicidade e grupos
filogenéticos, ¢ possivel observar diferengas marcantes entre linhagens pertencentes ao
patotipo APEC das linhagens comensais, especialmente através da composicdo de genes
relacionados a fatores de viruléncia. Dentre as caracteristicas estudadas, a presenga de
determinados GAV, em especial iucD, iutA, iroN, fepC, ompT, cvi e hlyF, tem o potencial
de servir como marcadores moleculares para o patotipo APEC de linhagens brasileiras. Em
relacdo a patogenicidade, € possivel estabelecer a seguinte relagdo: quanto maior a presenca
de fatores de viruléncia, de agdes diversas, maior a patogenicidade das linhagens. Além
disso, as linhagens que mais possuiam genes relacionados a captacdo de ferro do

hospedeiro, foram as mais virulentas.
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ABSTRACT

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) strains cause extra-intestinal diseases in birds,
leading to substantial economic losses to the Brazilian poultry production. The factors
related to pathogenicity are diverse and include fimbriae, iron acquisition systems,
resistance to host serum, toxins, invasins among others. The detection and analysis of some
genes associated with virulence (VAG) are useful to distinguish APEC strains of
commensal strains, usually of faecal origin (AFEC). The aim of this study was to
characterize 120 Brazilian strains of avian Escherichia coli (91 APEC and 29 AFEC)
collected from four Brazilian states (PE, SP, PR and RS). We surveyed 34 GAV and four
genes related to type 6 secretion system (T6SS) similar to O157: H7 strain Sakai,
phylogenetic analysis, serotype, cluster analysis and pathogenicity test in vivo. In APEC the
higher frequency GAV were fimH (83.5%) hlyF (71.4%), crl (64.8%) and iucD, csg
(57.1%) iutA (54.9) and ompT (52.7%). None of the strains contained genes sat, gimb and
afa. In AFEC strains, the genes with higher frequency were fimH (75.9%) vgrG (69%) and
traT (55.2%). No strain showed genes Ipf4o1s7/01-154, kpsMT3, sfa, iha, gimB, sat or afa. In
relation to the genes T6SS, only one strain showed the four genes studied. In determining
the phylogenetic group (GF), 36 (40.2%) APEC strains were classified as B1, 26 (28.3%)
as D, 15 (16.3%) as B2 and 14 (15.2%) as A. Sixteen (55.2%) AFEC strains were classified
as belonging to GF A and 11 (37.9%) as B1. Both GF B2 as D had two (6.8%) strains each.
Regarding serotyping, among APEC, 49 serotypes were identified. The non-typable strains
were the most frequent, 25 (27.5%), where the antigen H21 was associated to ten (11%)
strains. Among the serogroups identified, antigen O8 was the most frequent, being present
in 12 (13.2%) of APEC strains. Regarding to pathogenicity test, 46 (50.5%) APEC strains
were classified as highly pathogenic, 13 (14.3%) of medium pathogenicity and 32 (35.2%)
of low pathogenicity. Among the AFEC strains, 7 (24.1%) showed high pathogenicity, 8
(27.5%) medium pathogenicity and 14 (48.2%) low pathogenicity. In general, although
avian E. coli could be considered a very diverse group in relation to the presence of VAG,
serotypes, pathogenicity profile and phylogenetic groups, it is possible to observe
significant differences between strains belonging to the APEC pathotype to strains isolated

from apparently healthy birds, especially through the composition of genes related the
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virulence factors. Among the characteristics studied, the presence of certain VAGs,
particularly iucD, iutA, iroN, fepC, ompT, cvi and hlyF, has the potential to act as molecular
markers to the APEC pathotype of Brazilian strains. Regarding pathogenicity, we can
establish the following relationship: the higher the presence of virulence factors of various
actions, the more pathogenic the strains are. Furthermore, the strains that possessed more

genes related to iron uptake from the host, were the most virulent.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor mundial de carne de frango e seus derivados. Em 2011, o
total de carne de frango produzida foi acima de 13 milhdes de toneladas, das quais, cerca de
30% foram exportadas para diferentes paises, gerando uma receita cambial de
aproximadamente seis bilhdes de dolares. As demais 70% foram destinadas ao mercado
interno, garantindo a producdo de alimento de alto valor nutricional para a populagdo
brasileira. Estes dados garantem ao Brasil o terceiro lugar mundial na producdo de carne de
frangos, apenas atrds dos Estados Unidos da América e da China, e o primeiro lugar na
exportacdo mundial deste produto (Ubabef, 2012).

Apesar de ser um importante segmento econdmico, a industria avicola, assim como os
demais ramos da pecuaria e agricultura, esta sujeita a fatores que podem afetar de maneira
significativa os seus rendimentos e custos. Entre esses fatores, destacam-se as doencas
infecciosas causadas por micro-organismos patogénicos (virus, bactérias e fungos) e,
principalmente, por diferentes grupos da bactéria Escherichia coli, agentes significativos de
morbidade e mortalidade (Gross, 1994).

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa, anaerobia facultativa, pertencente a
familia Enterobacteriaceae que coloniza o trato gastrointestinal de aves (Sojka e Carnaghan,
1961) e mamiferos (Gyles e Fairbrother, 2010). Esta bactéria permanece, geralmente,
confinada ao lumen intestinal, entretanto em hospedeiros debilitados ou imunossuprimidos, ou
quando as barreiras fisicas ou fisiologicas sdo violadas, pode causar infecgdes severas. Além
disso, existem linhagens de E. coli originarias de clones patogénicos altamente adaptados que

sdo capazes de causar doengas em seres saudaveis (Nataro e Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).

Linhagens de E. coli patogénicas para aves sdo denominadas em inglés de “Avian
Pathogenic Escherichia coli” (APEC) (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999) estando presentes na
microbiota intestinal e superficies mucosas de aves domésticas e selvagens podendo, também,
ser isoladas do ambiente onde as aves se encontram causando infec¢des extra-intestinais
responsaveis por perdas econdmicas significativas na industria aviaria (Dho-Moulin e

Fairbrother, 1999; La Ragione e Woodward, 2002).



A maioria das linhagens estd associada a infec¢des extra-intestinais, onde o termo
colibacilose ¢ empregado para englobar o grande nimero de lesdes ocasionadas por APEC,
dentre as quais: septicemia, celulite, pericardite, perihepatite, onfalite, peritonite, infeccdes do
trato respiratorio e da gema dos ovos, e sindrome da cabeca inchada. Acredita-se que, exceto
para as infec¢des da gema do ovo, todas estas infecgdes requeiram fatores predisponentes, que
incluem condi¢des ambientais e infecgdes primarias, principalmente virais, o que fariam com
que estas linhagens atuem como agentes patogénicos secundarios (Dho-Moulin e Fairbrother,
1999).

Infecgdes do saco da gema sdo observadas no periodo final de incubagdo do ovo sendo,
geralmente, resultantes da contaminacdo fecal de sua superficie e, em menor frequéncia, de
aves com infec¢do ovariana. Essas infec¢des, normalmente, resultam ou na mortalidade do
embrido ou de aves com até duas semanas de idade, ou podem estender-se a cavidade
abdominal da ave, causando peritonite e pericardite (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999).

Sabe-se, contudo, que a doenca mais importante associada a APEC, a septicemia, inicia-
se como uma infec¢do do trato respiratorio, denominada “doenga cronica respiratdria”, ou
“aerossaculite”. Se ndo tratada, essa infec¢do pode evoluir a bacteremia e a infecg¢ao
generalizada e consequente morte da ave (Gross, 1994; Dho-Moulin e Fairbrother, 1999).

Também, acredita-se que infecgdes respiratorias por APEC sdo, geralmente, secundarias
as infecg¢des iniciais causadas pelo virus da doenca de ‘“Newcastle”, pelo virus da bronquite
infecciosa das galinhas ou por Mycoplasma gallisepticum. A suscetibilidade das aves as APEC
aumenta devido a desciliagdo das células do trato respiratorio superior, causada pela exposi¢ao
a amodnia e poeira contaminada presentes no ambiente dos galpdes avicolas. Lesdes no trato
respiratorio incluem aerossaculite com exudato fibroso, infiltragio inicial de heterofilos € uma
subsequente predomindncia de fagdcitos mononucleares. Em infec¢des generalizadas,
pericardite e perihepatite também sdo observadas. Em aves adultas pode ocorrer septicemia
aguda, podendo ser observadas pericardite, peritonite, necrose no figado ou auséncia de lesdes.
Em aves de postura, APEC podem infectar o oviduto, via saco aéreo abdominal esquerdo,
podendo levar a salpingite e a perda da capacidade de postura. Esporadicamente, APEC
podem invadir a cavidade peritonial, via oviduto, causando peritonite € morte. Em frangos e
aves de postura, APEC pode participar de uma sindrome especifica das galinhas, denominada

sindrome da cabega inchada (SHS: “Swollen Head Syndrom”). Lesdes observadas nessa



sindrome incluem o edema gelatinoso da pele facial e dos tecidos periorbitais e, em alguns
casos, no tecido subcutaneo e nas glandulas lacrimais (Gross, 1994).

Tanto em frangos como em aves de postura, APEC também estdo associadas a celulite
que se caracteriza como dermatite necrotica do abdome inferior e de coxas. Essas doengas nao
causam sinais clinicos e mortalidade, mas as lesdes subcutdneas fibrosas associadas a elas
resultam em perdas econdmicas devido a condenagdo das carcacas (Gross, 1994; Dho-Moulin
e Fairbrother, 1999).

Devido a esta grande diversidade de apresentacdo da colibacilose aviaria, mais
recentemente, tem-se discutido a hipdtese da existéncia de subpatotipos de APEC,
caracterizados conforme o tipo de lesdo/sindrome que produzem (Septicemia, Onfalite e
Sindrome da Cabeca Inchada), cada um associado a um perfil especifico de genes relacionados
a viruléncia (Maturana ef al., 2011). Um estudo envolvendo o sequenciamento de plasmidios
de alto peso molecular presentes em APEC demonstrou que tipos de linhagens isoladas de
casos de salpingite, seguida por peritonite e sepse, mostraram-se muito similares indicando,
assim, a possibilidade de haver mais de um subpatotipo de APEC (Olsen ef al., 2012), o que
faz com que ferramentas de diagndstico molecular possam ser desenvolvidas para se detectar e
estudar os diferentes patotipos existentes, pois a técnica tradicionalmente utilizada, a
sorotipagem, além de nao levar em consideragdo esta possivel classificagdao, ndo demonstra, ou
indica, a presenga de possiveis genes importantes relacionados a patogeniciade.

Neste sentido, as linhagens APEC mais comumente isoladas pertencem a certos
sorogrupos, particularmente O1, O2, O8, O15, 018, O35, O78, 088 e¢ 0109, sendo os
sorogrupos O1, O2 e O78 os mais frequentemente associados a colibacilose aviaria (Knobl et
al., 2001; Ngeleka et al., 2002; Ewers et al., 2004; Mcpeake et al., 2005). Entretanto, grande
parte das linhagens ndo pertence aos sorogrupos identificados como patogénicos, € sao
classificados, entdo, como linhagens “ndo tipaveis”(Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Moura et
al., 2001; Silveira et al., 2002; Mcpeake et al., 2005; Zhao et al., 2009). No Brasil, existe
caréncia de informacdes sobre o perfil soroldgico das linhagens causadoras de colibacilose.
Uma explicacdo para tanto estd na inexisténcia de antisoros especificos confiaveis, fazendo-se
necessario o desenvolvimento de técnicas moleculares para a caracterizagdo de genes

relacionados a viruléncia (Ewers et al., 2004; Johnson et al., 2008b).



Portanto, muitos fatores de viruléncia (FV) foram identificados em APEC, como:
fatores de colonizagdo relacionados a capacidade de adesdo mediada por adesinas, fimbriais
ou ndo, ao trato respiratorio; fatores de resisténcia as defesas imunologicas do hospedeiro; a
capacidade de multiplicagdo da bactéria no hospedeiro pela expressdo de sideroforos e a
producdo de efeitos citopaticos, dentre outros (Gross, 1994; Dho-Moulin e Fairbrother,
1999; La Ragione ¢ Woodward, 2002).

Evidéncias de que a habilidade de E. coli em aderir ao epitélio do trato respiratorio
de aves poderia ser considerado um fator de viruléncia foi, inicialmente, proposto pela
observacao de que uma linhagem virulenta e fimbriada era mais dificilmente destacada da
traqueia de perus do que uma linhagem ndo virulenta e afimbriada (Arp e Jensen, 1980). As
fimbrias tipo 1, P e “curli” sdo adesinas presentes em linhagens APEC, contudo um estudo
realizado por Campos et al. (2005) sugere que certas linhagens podem apresentar outras
adesinas ainda nao identificadas.

A fimbria tipo 1 ¢ amplamente encontrada em linhagens de E. coli e possui
capacidade adesiva, que permite a bactéria aderir as células do trato respiratorio superior de
aves (Wooley et al., 1998; La Ragione e Woodward, 2002). Apesar da fimbria tipo 1 ser
mais frequente em linhagens APEC do que entre linhagens ndo patogénicas, outros fatores
s30 necessarios a patogenicidade bacteriana. Pourbakhsh et al. (1997) sugerem que a
fimbria tipo 1 pode estar associada a colonizagao inicial do trato respiratdrio superior e que
adesinas fimbriais P, possivelmente, estdo envolvidas no estabelecimento da populagio
bacteriana nos 6rgaos internos das aves. Wooley et al. (1998) também sugerem que fatores
adicionais como motilidade e produg¢do de colicina V resultariam no aumento da
colonizagdo bacteriana e das lesdes na traqueia; embora Marc et al. (1998), utilizando
linhagens APEC mutantes fim-, tenham demonstrado que fimbrias tipo 1 ndo sdo
estritamente requeridas como fatores de colonizagdo do trato respiratorio no
desenvolvimento de colibacilose avidria.

Ja as adesinas P, fimbriais, foram inicialmente descritas em linhagens de E. coli
associadas a infecgdes do trato urinario de humanos. Nesse tecido, as fimbrias P sdo
responsaveis pela adesio da bactéria as células uroepiteliais, constituindo-se num
importante determinante no desenvolvimento da pielonefrite (Mol e Oudega, 1996). Estas

adesinas sdo codificadas pelo grupo génico pap, localizado no cromossomo bacteriano



compreendendo 11 genes. Linhagens APEC também apresentam fimbrias P em sua
superficie (Dozois et al., 1995; Pourbakhsh et al., 1997). A expressdo de fimbrias P em
linhagens APEC possivelmente estd associada a colonizagdo do saco aéreo, pulmdes e
orgaos internos de aves (Pourbakhsh et al., 1997). A presenca de sequéncias pap em
linhagens patogénicas de E. coli avidria também sugere a associacdo da fimbria P a
patogenicidade de APEC (JanBen et al., 2001; Knobl et al., 2001; Stordeur et al., 2002;
Ewers et al., 2004; Campos et al., 2005; Mcpeake et al., 2005).

Fimbrias “curli” sdo estruturas proteicas finas e encaracoladas, encontradas na
superficie celular de E. coli e Salmonella, responsaveis pela ligagdo da bactéria a matriz
extracelular (Collinson et al., 1993). Estdo envolvidas na sobrevivéncia da bactéria em
ambientes externos ao hospedeiro, assim como em sua colonizacdo inicial (Olsen et al.,
1993). Sequéncias genéticas “curli” sdo amplamente encontradas em linhagens APEC.
Maurer et al. (1998) detectaram o gene csgA em todas as linhagens APEC analisadas. O
mesmo gene foi encontrado em cerca de 90% das linhagens de E. coli isoladas de
avestruzes com doenga respiratoria (Knobl ef al., 2001) e em 70% das linhagens APEC
analisadas por Campos et al. (2005).

Outras adesinas ja identificadas em APEC compreendem a fimbria AC/1 e fimbrias
“tipo 1-like” (La Ragione ¢ Woodward, 2002). A presenca de sequéncias associadas a
expressao das adesinas F17, Afa, Sfa e Eae, em linhagens APEC, poderia ser indicativo que
essas adesinas estariam na superficie deste grupo bacteriano (Stordeur et al., 2002; Campos
et al., 2005; Mcpeake et al., 2005). Contudo, a baixa frequéncia de deteccdo destas
sequéncias entre as linhagens pode indicar que essas adesinas, geralmente, ndo estdo
associadas ao processo de colonizagdo de APEC nos tecidos do hospedeiro. A importancia
de se estudar essas adesinas, mesmo que ndo estejam amplamente presentes na maioria das
linhagens APEC, se da pelo fato de que estas, quando presentes, indicam um potencial
zoondtico a estes tipos de linhagens. Estudos recentes tem demonstrado que muitas dessas
linhagens tem relagdes filogenéticas proximas as EXPEC uropatogénicas (UPECs) (Ewers
et al., 2004; Johnson et al., 2008a; Bauchart et al., 2010).

Em relacdo a outro fator de adesdo, o gene tsh codifica uma proteina auto-
transportadora pertencente a classe serino-protease (SPATE) que ¢ secretada por APEC e

que causa aglutinagdo de eritrécitos de aves (Dutta et al, 2002) e, em processos



infecciosos, poderia estar associada a aerosaculite e colisepticemia (Provence e Curtiss,
1994; Dozois et al., 2000). A proteina Tsh ¢ sintetizada como um precursor de 140 kDa que
¢ clivado no periplasma da célula bacteriana, resultando em duas proteinas: uma de 33 kDa,
inserida na membrana externa que atua como um dominio passageiro (“passenger’) € outra
de 106 kDa que ¢ secretada ao meio extracelular, permanecendo temporariamente ligada ao
envelope celular, possivelmente mediando a adesdo bacteriana durante os estagios iniciais
da infec¢do, antes de ser liberada no ambiente extracelular (Stathopoulos et al., 1999).
Apods sua secrecdo, a subunidade de 106 kDa, apresenta atividade proteolitica, o que a
caracteriza como sendo uma proteina bifuncional com propriedades adesivas e proteoliticas
(Kostakioti e Stathopoulos, 2004). Além disso, linhagens APEC sobrevivem em
ambientes com baixa disponibilidade de ferro, particularmente no hospedeiro, devido a
expressao de sistemas de aquisi¢cdo de ferro e sideroforos que competem com ferro € com
transferrinas do hospedeiro (Dho e Lafont, 1984). Varios sistemas de captagdo de ferro
foram identificados em APEC, entre eles, os sistemas iroBCDE (Dozois et al., 2003), o
operon aerobactina (Vidotto et al., 1991) e o operon yersinia bactina (Janen et al., 2001),
que parecem contribuir para a viruléncia bacteriana. Em linhagens de E. coli aviaria,
sistemas de captagdo de ferro podem ser codificados por genes localizados em plasmidios
ColV (Johnson et al., 2006; Sabri et al., 2006) ou em ilhas de patogenicidade presentes em
plasmidios e no cromosso (Kariyawasam et al., 2006).

A capacidade de resisténcia aos efeitos bactericida do sistema complemento
existente no soro do hospedeiro, mediada por estruturas da superficie bacteriana como
capsula, lipopolissacarideos e proteinas da membrana externa €, frequentemente, associada
a patogenicidade de APEC (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999). Wooley et al. (1998)
demonstraram que a resisténcia ao poder bactericida do soro presente em linhagens APEC
de galinha pode estar associada ao quadro clinico de septicemia. Pfaff-Mcdonough et al.
(2000) sugerem que o fator iss (“increased serum survival’) estd associado a
patogenicidade de APEC, pois o gene iss ¢ encontrado mais frequentemente em linhagens
isoladas de aves com colisepticemia do que em linhages de aves sauddveis, independente
do sorotipo, espécie de ave e lesdo de origem. A presenca do gene iss no Cromossomo € em
plasmidios conjugativos ColV (Johnson et al., 2002; Mellata et al., 2003) também ¢

considerado um indicativo da acdo do fator iss na patogenicidade de APEC. A delecdo sitio



dirigida do gene iss, no estudo realizado por Lynne et al. (2007), demonstrou que o
mutante teve sua capacidade de resisténcia ao soro diminuida, ao passo que com a
reinser¢do do gene neste mutante, o mesmo retornou ao estado selvagem inicial de
resisténcia, comprovando desta maneira a importancia do gene iss neste mecanismo de
patogenicidade. Além da contribui¢do do fator iss, Mellata et al. (2003) sugerem que o
polissacarideo O78 e a capsula K1 constituem FV que aumentam a resisténcia bacteriana ao
poder bactericida do soro do hospedeiro por APEC.

Hé4 poucos relatos demonstrando que a produgdo de toxinas esta relacionada a
patogenicidade de APEC (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999). A atividade citotdxica de
linhagens APEC as células Vero foi observada por Fantinatti et al. (1994) e por Parreira e
Yano (1998). Parreira e Gyles (2002) verificaram que linhagens APEC isoladas de galinhas
com celulite, septicemia, sindrome da cabeca inchada e de perus doentes com septicemia
apresentaram genes que codificam Shiga toxina (stx). Posteriormente, esses autores
(Parreira e Gyles, 2003) descreveram uma citotoxina vacuolizante em uma linhagem de E.
coli, codificada pelo gene vat pertencente a uma ilha de patogenicidade. Embora o gene vat
tenha sido identificado em linhagens APEC, ndo existem dados que indiquem que este seja
0 Unico gene responsavel pela patogenicidade (Ewers et al., 2004; Ewers et al., 2005).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, como a tecnologia da
expressao in vivo (Mahan et al., 1993), captura seletiva de sequéncias transcritas (SCOTYS)
(Graham e Clark-Curtiss, 1999), inducao diferencial de fluorescéncia (Valdivia e Falkow,
1997) e mutagénese com transposon ‘“signature-tagged” (STM) (Hensel et al., 1995) vem
adicionando novos conhecimentos na identificagao de fatores de patogenicidade bacteriana,
pois possibilitam verificar quais genes sao expressos durante a infecgdo. Pelo
sequenciamento de cDNAs provenientes da selecdo de sequéncias transcritas patdgeno-
especificas (SCOTS), Dozois et al. (2003) verificaram que transcritos relacionados a
possiveis adesinas, a sintese de LPS, a captacdo de ferro e a genes de plasmidios e fagos
eram especificos a linhagem X''** de E. coli patogénica para aves.

Andlises filogenéticas demonstraram que linhagens de E. coli pertencem a quatro
grupos filogenéticos principais, denominados A, B1, B2 e D (Selander et al., 1987; Herzer
et al., 1990). Linhagens extra-intestinais e linhagens virulentas humanas pertencem,

principalmente, aos grupos filogenéticos B2 e D, enquanto que linhagens comensais



pertenceriam, principalmente, aos grupos A e Bl (Clermont et al, 2000). Um estudo
realizado por Johnson et al. (2003), com 110 linhagens de E. coli isoladas da cloaca de
aves, demonstrou que 25 a 30% pertenciam aos grupos filogenéticos A, Bl e D e 14% ao
grupo B2. Estudo realizado por Rodriguez-Siek et al. (2005) com APEC causadoras de
colibacilose aviaria demonstrou que cerca de 50% das linhagens analisadas eram dos
grupos filogenéticos A e B1 e que a outra metade eram dos grupos filogenéticos B2 e D.
Os autores sugeriram que a classificacdo de 50% das APEC no grupo filogenético A,
considerado como um grupo de linhagens ndo patogénicas e comensais em humanos
(Clermont et al., 2000), deve-se a natureza oportunista das infeccdes das quais as linhagens
foram isoladas.

Embora muitos dos trabalhos citados acima tenham sido realizados procurando
estabelecer os mecanismos de patogenicidade presentes em linhagens APEC, nenhum deles
demonstrou, de maneira definitiva, quais poderiam ser estes mecanismos. Todos
demonstraram a possivel presenca de genes especificos e a provavel funcdo destes genes,
em certos passos da patogenia.

O laboratorio de Biologia Molecular Bacteriana/DGEB/IB tem se dedicado, ha
varios anos, ao estudo de APEC, visando caracterizar esses tipos de linhagens bacterianas
quanto as suas caracteristicas bioldgicas que poderiam estar relacionadas a patogenicidade
como: resisténcia a antibidticos, expressdo de fimbrias e flagelos; colicinas, enterobactinas,
resisténcia ao poder bactericida do soro do hospedeiro, expressdo de fimbrias, capacidade
de adesdo e invasdo de linhagens celulares (Fantinatti et al., 1994; Silveira et al., 1998;
Stehling et al., 2003a; Nakazato et al., 2007; Stehling et al., 2008), genéticas como,
existéncia de genes relacionados a patogenicidade em plasmidios e em cromossomo e
populacionais, dentre os quais a estrutura clonal através de técnicas moleculares, tais como
isoenzimas, ribotipagem, ERIC-PCR, RAPD-PCR, REP-PCR (Silveira et al., 2002;
Stehling et al., 2003b; Brocchi et al., 2006; Campos ef al., 2008).

Nos trabalhos acima descritos, realizados com linhagens APEC causadoras de
septicemia, sindrome da cabeca inchada e onfalite, constatou-se que genes de
patogenicidade podem estar localizados tanto em plasmidios conjugativos e/ou ndo
conjugativos quanto no cromossomo; descreveu-se que alguns desses plasmidios

apresentam caracteristicas ainda ndo descritas na literatura; verificou-se que determinadas



proteinas da membrana externa conferem uma maior viruléncia; relatou-se que os
diferentes grupos patogénicos, dependendo da técnica utilizada, apresentam uma
distribui¢do clonal de semelhanca quanto ao seu genoma e, principalmente, que muitos dos
possiveis genes que conferem o carater patogénico ainda ndo estavam descritos na
literatura.

Neste contexto, recentemente foram publicados trabalhos demonstrando que a
presenca do sistema de secregao tipo 6 (SST6) (Pukatzki ef al., 2006) pode contribuir para a
patogenicidade de uma linhagem APEC (De Pace ef al., 2010; De Pace et al., 2011). Este
novo sistema de secrecdo em bactérias gram-negativas estd envolvido com a secrecdo de
macromoléculas provenientes do citoplasma e periplasma da célula bacteriana para o meio
externo ou interior de células do hospedeiro, tornando-se importante na viruléncia de varios
patogenos como Pseudomonas aeruginosas (Mougous et al., 2006), Vibrio cholerae
(Pukatzki et al., 2006) e diversas outras bactérias (Filloux ef al., 2008; Filloux, 2009),
incluindo APEC (Shrivastava e Mande, 2008).

O operon do SST6 contém de 12 a 20 genes, mas sua composi¢cdo € organizagao
variam entre as espécies. As proteinas derivadas desses genes atuam na montagem de uma
estrutura tubular, formada pelas proteinas Hcp e VgrG, a qual € energizado por um sistema
ATPase desempenhado por proteinas da familia ClpV (Filloux, 2009). As proteinas Hcp e
VerG desempenham o duplo papel de formag¢ao da nano maquinaria tubular e de produtos
de secrecdo (Dudley et al., 2006; Pukatzki et al., 2007; Zheng e Leung, 2007). O dominio
C-terminal da proteina VgrG ¢ similar a vdarias enzimas bacterianas e eucaridticas,
sugerindo que, provavelmente, interfira nas vias de sinalizacdo ou fun¢do celular do
hospedeiro. Evidéncias indicam que, em V. cholerae, uma das proteinas VgrG secretadas,
possui atividade “cross-linking” na actina, in vitro, sugerindo uma possivel translocagao
para dentro de macréfagos, por um mecanismo dependente de SST6 (Pukatzki et al., 2007).
Esse estudo sugere, ainda, que as proteinas VgrG formem um complexo que pode agir
como uma estrutura, em forma de gancho, que penetra a membrana, transportando o
dominio efetor de VgrG para o citoplasma da célula hospedeira. Contudo, ainda ndo esta
claro se VgrG age como um transportador ou como um efetor sob condicdes fisioldgicas,

ou se ambas as fungdes sdo igualmente importantes (Pukatzki et al., 2007). A proteina Hep



forma anéis hexaméricos responsaveis pela forma tubular do SST6 sendo, também, uma
potente hemolisina (Mougous et al., 2006; Ballister et al., 2008; Leiman et al., 2009).

Outro fator importante neste complexo aparato secretorio sdo as proteinas da familia
IcmF. Elas ficam localizadas na membrana interna dessas bactérias e sdo componentes
essenciais para a secrecdo do Hcp de varios patogenos animais entre eles: V. Cholerae,
Aeromonas hydrophila, E. tarda e Pseudomanas aeruginosas (Pukatzki et al., 2007; Zheng
e Leung, 2007; Suarez et al., 2008). No entanto, nada se sabe sobre a prevaléncia deste
sistema em APEC para se determinar a importancia deste possivel fator de viruléncia na
patogenicidade em linhagens de campo.

Com o exposto até aqui, verificamos que no Brasil ndo existem trabalhos publicados
com o objetivo de caracterizar linhagens de E. coli em nivel nacional, que possibilitem
comparagdes entre diferentes populagcdes bacterianas de regides avicolas geograficamente
distintas. Além disso, informagdes importantes, como a sorotipagem e suas aplicagdes, nao
estdo sendo considerados nas pesquisas brasileiras dos ultimos 10 anos, diferentemente do
que vem ocorrendo em outros paises, onde ¢ possivel notar que a relacdo direta entre
sorotipagem e patogenicidade se tornou cada vez mais questionavel.

Esta metodologia vem sendo substituida, desde os anos 2000, pelo diagnostico
molecular, por Multiplex PCR, de genes associados a viruléncia (GAV). Uma das primeiras
ferramentas propostas ¢ relacionada a presenca de no minimo quatro a até oito genes, de
diferentes mecanismos de patogenicidade (Skyberg et al., 2003; Ewers et al., 2004). No
entanto, estes protocolos foram desenvolvidos com poucas linhagens e apenas de casos
descritos como colisepticemia, ignorando as demais origens como celulite aviaria, onfalite
e de doengas relacionadas ao trato respiratorio. Apds isto, uma extensa pesquisa feita por
Johnson et al. (2008c), com 794 linhagens de APEC, de diferentes formas de apresentagao
da colibacilose, frente a 200 linhagens de E. coli de origem fecal de aves sadias (AFEC),
demonstrou que as APEC poderiam ser distinguidas de seus pares ndo patogénicos pela
presenca dos genes iutA, iss, iroN, hlyF e ompT.

Mais recentemente, outra metodologia de identificacdo molecular de linhagens
patogénicas foi proposta por Schouler ef al. (2012). Esta metodologia envolve a deteccio,
por PCR, de diferentes GAV, incluindo aec26 o qual esta vinculado ao SST6, e assim &

possivel classificar as linhagens em um dos quatro perfis génicos propostos (A, B, C e D),
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similarmente ao método de Clermont et al. (2000). Este método mostrou uma margem de
erro de apenas 4,3% na diferenciacdo de linhagens patogénicas e ndo patogénicas, ao passo
que a metodologia proposta por Johnson et al. (2008c), demonstrou erro de 14,6%.

Desta forma, todos os dados disponiveis indicam que a patogenicidade de APEC pode
ser resultante da expressdo de poucos, ou muitos genes, os quais podem ser diferentes em
linhagens bacterianas provenientes de diversas regides, ndo existindo, portanto, até o
presente momento, um padrao génico que caracterize de maneira definitiva APEC.

Assim, neste trabalho, com o objetivo de se conhecer o perfil genético de uma
populacao heterogénea de APEC e se verificar se existe um padrdo que caracterize este tipo
de linhagens, foram estudados 120 linhagens de E. coli (91 APEC e 29 comensais) de aves
de corte e postura comercial, de quatro Estados brasileiros (Rio Grande do Sul, Parana, Sao
Paulo e Pernambuco). Para esta finalidade, a ocorréncia de 34 genes relacionados a
patogenicidade, quatro genes relacionados ao SST6 e tipificacdo filogenética foram
pesquisados. Também foi realizada a sorotipagem, baseada na presenca dos antigenos O e
H, assim como testes de patogenicidade in vivo com pintainhos de 1 dia de idade,
objetivando classificar as linhagens como possuindo alta, média ou baixa patogenicidade.
Com estas trés ferramentas, espera-se tracar distingdes génicas entre linhagens patogénicas
das ndo patogénicas independentemente da origem (se comensal ou ndo), verificar
diferencas entre populacdes de origens geograficas diferentes e aprofundar o estudo

relacionado a existéncia de subpatotipos.
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2. Objetivo Geral

Caracterizagdo de linhagens E. coli avidria de quatro Estados brasileiros, por PCR,
sorotipagem e patogenicidade in vivo, para determinar se estas duas populagdes bacterianas
sdo similares, ou ndo, quanto a sua composicao de genes relacionados a patogenicidade,

tipificagdo filogenética e sorotipica.

2.1 Objetivos Especificos

Diferenciacdo de linhagens de APEC e E. coli comensais quanto a presenca de 34
genes relacionados a patogenicidade e tipificagdo filogenética;

Verificar a possivel existéncia de diferentes perfis de genes de viruléncia entre
linhagens de APEC de quatro regides brasileiras e de lesdes distintas;

Observar a existéncia de subpatotipos através de diferentes perfis génicos das
linhagens conforme a origem de isolamento (doenga respiratdria, celulite avidria e
septicemia);

Avaliagdo da ocorréncia de genes do sistema de secregdo tipo 6 (SST6) em APEC

brasileiras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populacio estudada

No total, foram utilizadas 120 linhagens de Escherichia coli de origem aviaria, 91
linhagens isolados de casos clinicos relacionados a colibacilose (APEC) e 29 isolados
comensais de aves aparentemente saudaveis. As linhagens sdo pertencentes a cole¢do do
Laboratorio de Biologia Molecular Bacteriana, vinculado ao Departamento de Genética,
Evolucdo e Bioagentes, do Instituto de Biologia, da UNICAMP, SP, Brasil. A Tabela 1
descreve o local de isolamento e origem de cada linhagens, assim pode-se agrupar as
linhagens em quatro grupos (subpatotipos) distintos: Septicemia, Doengca do Trato
Respiratorio, Celulite Aviaria e de origem fecal ou comensal.

Do total de linhagens, 43 foram coletadas através de suabes de 6rgaos como figado,
coracdo, pulmio, sacos aéreos, pleuras, ovarios e ovidutos, de aves necropsiadas e
diagnosticadas como acometidas por colibacilose e, entdo, classificadas em subpatotipo
Septicémico (S). O subpatotipo Respiratorio (R) foi composto por 15 linhagens de E. coli
isoladas de descarga nasal de aves com sinais clinicos de doenga do trato respiratorio. Além
disso, 30 linhagens foram coletadas de lesdes de celulite aviaria em frangos de corte de um
frigorifico do Rio Grande do Sul, compondo o subpatotipo C. Vinte e nove linhagens,
coletadas por suabe cloacal de aves clinicamente saudaveis, foram utilizadas para
comparacdo com as linhagens ditas patogénicas e identificadas como grupo N. Trés
linhagens de Sao Paulo, coletadas de casos de onfalite, ndo foram utilizadas no estudo de
subpatitpos, apenas para os demais testes.

As linhagens foram gentilmente cedidas por: Elisabete Aparecida Lopes Guastalli
do APTA/Bastos (SP); Dra. Marilda Carlos Vidotto da UEL (PR); Dra. Maristela Lovato da
UFSM (RS); Dr. Domingos da Silva Leite (UNICAMP) (SP); Dr. Rinaldo Aparecido Mota
da UFRPE (PE).
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Tabela 1. Local e origem de isolamento das linhagens analisadas.

Estado

Pernambuco

Sao Paulo

Parana

Rio Grande do Sul

Total

Origem
Doenca do Trato Respiratorio
Fecal
Septicémicas
Onfalite
Doenca do Trato Respiratorio
Fecal
Septicémicas
Septicémicas
Celulite
Doenga do Trato Respiratério
APEC
AFEC

Numero
6
12
13
3
7
17
23
7
30
2
91
29

3.2 Isolamento e identificacao fenotipica de Escherichia coli

Todas as linhagens foram cultivadas em 5 mL de caldo Luria-Bertani (LB)

(Sambrook et al., 1989) a 37 °C por 18h, semeadas em agar MacConkey (HIMEDIA), 37

°C por 18h, para selecdo de bactérias lactose positivas. Apos a obtencdo de cultura pura, as

linhagens foram submetidas a testes bioquimicos através dos meios EPM, MILi e Citrato de

Simmons, e o resultado catalogado conforme o Quadro 1. As linhagens identificadas foram

crescidas novamente em meio LB e, apds incubagdo de 18-24 horas a 37 °C, 400 uL do

meio com bactérias foram transferidos para um microtubo de congelamento de 1,5 mL,

adicionados mais 400 pL de solucdo de Hogness e a suspensdo armazenada em freezer a -

70 °C.
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Citrato
EPM MILi de
Simmons
Glicose H,S  Urease L-trlptqfano- Motilidade Llslng Indol | Citrato
desaminase descarboxilase
+ +/- - - +/- + + -

Quadro 1. Caracterizagdo bioquimica para E. coli pelos meios EPM, MILi e Citrato de
Simmons.

3.3 Preparacio do extrato de DNA

Cada linhagem foi semeada e incubada a 37 °C, por 18h, em um tubo de ensaio
contendo 5 mL de caldo BHI (HiMedia). Em seguida, 1 mL da cultura foi transferida para
um microtubo e centrifugado a 10.500 g. As células precipitadas foram suspensas em 1 mL
de PBS, pH 8,0, esterilizado e agitadas por 30 segundos. O conteudo foi, novamente,
precipitado e o processo de lavagem repetido. Apds a segunda lavagem com PBS, foram
adicionados 500 puL de agua Milli-Q e o microtubo colocado em dgua em ponto de ebulicao
por 10 min. Apds esse tempo, as células foram precipitadas através de centrifugacdo a
10.500 g e o extrato de acidos nucleicos recuperado do sobrenadante e depositado em outro

microtubo. Esse material foi estocado em freezer a —20 °C até o momento de uso.

3.4 Detecciio de genes de viruléncia por PCR

Todas as linhages foram submetidas a rea¢des em cadeia de polimerase (PCR) para
a deteccdo de 38 genes de viruléncia (GAV) (Figura 1). A relagdo dos GAV com seus
respectivos iniciadores estao descritos na Tabela 2. Os seguintes parametros foram usados
na PCR: 50 ng de “DNA template” adicionados a uma mistura contendo 0,4 uL. de dNTPs a
10 mM; 2 pL de tampao 10x (100 mM de Tris-HCI — pH 8,8 a 25°C, 500 mM de KCl,); 1,6
pL de MgCl, a 25 mM; 0,8 pL de cada iniciador a 10 pM e uma unidade de 7ag DNA
polimerase (Fermentas, Europa). Agua Milli-Q foi adicionada até atingir o volume final de
25 puL. Os ciclos de amplificacdo foram realizados em um termociclador gradiente (Applied
Biosystems Veriti, EUA) sob as seguintes condi¢des: t1, Smin a 94 °C; t2, 30s a 94 °C; t3,
45s a Tm de cada iniciador (Tabela 2); t4, 1min a 72 °C; 25 ciclos de repeticdo de t2-t4; e
t5, 7min a 72 °C. O produto da reagdo (10uL) acrescentado de 5 pL de carga de tintura
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(0,25% azul de bromofenol em 50% de glicerol) e o marcador molecular de 100 pb
(Invitrogen) foram aplicados em um gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (1
pg/mL) em tampao Tris-Borato, EDTA e separados por eletroforese (70V/1h). O produto
de amplificacdo foi visualizado por exposicdo do gel em luz UV e fotografado. O peso
molecular dos fragmentos estdo representados na Tabela 2. Os controles positivos para cada
gene estdo descritos na Tabela 2. Uma linhagem E. coli K12 foi utilizada como controle
negativo em todas as amplificacdes. A linhagem APECOI1 pertence a cole¢do do
Laboratdério de Genética Molecular Bacteriana (LBMB) do IB/UNICAMP e gentilmente
cedida pela Dra. Lisa K. Nolan Universidade de lowa, EUA. A linhagem FVLI16 foi
gentilmente cedida pelo Dr. Domingos da Silva Leite (UNICAMP). As linhagens
SEPT362, EIECI, APECOS8, SCI07 pertencem a colecdo do Laboratério de Genética
Molecular Bacteriana do IB/UNICAMP. Para a deteccdo dos genes do sistema de secregao
do tipo seis (SST6), foi utilizada a linhagem SEPT362, proveniente do LBMB, a qual foi
caracterizada como portadora do sistema e com estrutura funcional do sistema segundo de
PACE et. al. (2010). Os genes do SST6 pesquisados sdao idénticos aos encontrados em
EHEC O157:H7 cepa Sakai.
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Figura 1. Representagdo dos produtos de amplificacdo da PCR, de DNAs padrdes e linhagens
aleatorias, para os genes fimH, irp-2, gimB, fepC e iucD. Nas margens, esta representado o

marcador de peso molecular para 100 pares de base.
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Tabela 2. Genes relacionados a viruléncia, sequéncias de nucleotideos iniciadores,

tamanho do produto de amplificacio, temperatura de anelamento, controles e

referéncias utilizadas para as PCRs.

2:GTAACTCACACTGCTGTCACCT

Gene Sequéncia iniciadora (5' — 3") pb °C  Controle Referéncia
1: AGCCCTGTAGAATGGCGAGTA

sat 779 60 FVLI6 (Restieri et al., 2007)
2: GGTATTGATATCTCCGGTGAAC
1: ACTGGATCTTAAGGCTCAGG

pic 410 50 FVLI16 (Ewers et al., 2007)
2: TGGAATATCAGGGTGCCACT
1: TCCTGGGACATAATGGTCAG

vat 980 60 APECOI (Ewers et al., 2007)
2: GTGTCAGAACGGAATTGTC

hiyF 1: GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 450 60 Ll (Johnson et al., 2008b)
2:GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG
1: TGCAGAACGGATAAGCCGTGG

SfimH 508 63 SEPT362 (Johnson e Stell, 2000)
2: GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
1: CGGAGGAGTAATTACAACCTGGCA

sfaD/E 410 55 FVLI16 (Johnson e Stell, 2000)
2:CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
1:GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA

papC 200 60 APECOI (Johnson e Stell, 2000)
2:ATATCCTTTCTGAGGGATGCAATA
1:TAAGGAAGTGAAGGAGCGTG

afa 809 60 FVL16 (Ewers et al., 2007)
2:CCAGTAACTGTCCGTGACA

InfA 1:CTGCGCATTGCCGTAAC

Pldoist 412 54 EDL933 (Szalo et al., 2002)

forst 2 ATTTACAGGCGAGATCGTG

InfA 1:GCAGGTCACCTACAGGCGGC

Pldoist 525 55 EDL933 (Toma et al., 2004)

fOr3% 2. CTGCGAGTCGGAGTTAGCTG
1: TAGTGCGTTGGGTTATCGCTC

iha 608 60 EDL933 (Ewers et al., 2007)
2: AAGCCAGAGTGGTTATTCGC
1: TCACTTGCAGACCAGCGTTTC

hra 540 60 APECOS (Ewers et al., 2007)
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1: ACTCTGACTTGACTATTACC
csgA 200 52 SCI07 (Maurer et al., 1998)
2: AGATGCAGTCTGGTCAAC

1: TTTCGATTGTCTGGCTGTTG
crl 250 54 SCI07 (Maurer et al., 1998)
2: CTTCAGATTCAGCGTCGTC

1:ACTATTCTCTGCAGGAAGTC
tsh 823 55 FVLI16 (Ewers et al., 2007)
2:CTTCCGATGTTCTGAACGT

I:TACCTGGATAATGCTGTCGG
fepC 350 60 FVL16 (Ye e Xu, 2001)
2:ATGGTGTTGATGGGGCTGGC

1:AAGGATTCGCTGTTACCGGAC
irp-2 286 60 APECOl  (Rodriguez-Siek ef al., 2005)
2:TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT

1:GGCTGGACATCATGGGAACTGG
iutA 302 62 APECOI (Johnson e Stell, 2000)
2:CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

1: ATCCTCTGGTCGCTAACTG
iroN 846 60 FVL16 (Ewers et al., 2007)
2:CTGCACTGGCAAGAACTGTTCT

1: CTATCGAGCAGGTGAGGA
sitDep 1032 60 SEPT362 (Ewers et al., 2007)
2:TTGAGAACGACAGCGACTTC

1: ACTCCCATACACAGGATCTG
sitDer 553 60 FVL16 (Ewers et al., 2007)
2:CTGTCTGTGTCCGGAATGA

1:ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC
iucD 710 60 (Ewers et al., 2007)
2:CCTGATCCAGATGATGCTC APECOL

1: TCCAAGCGGACCCCTTATAG
cvi/eva 597 60 APECOI (Ewers et al., 2007)
2: CGCAGCATAGTTCCATGCT

1:ATCACATAGGATTCTGCCG SEPT362
iss(e) 309 60 (Ewers et al., 2005)
2:CAGCGGAGTATAGATGCCA

1: GTGGTGCGATGAGCACAG
traT 429 60 APECOI1 (Ewers et al., 2007)
2:TAGTTCACATCTTCCACCATCG

ibeA 1:TGGAACCCGCTCGTAATATAC 341 60 (Ewers et al., 2007)

SCI07
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2:CTGCCTGT CAAGCATTGCA

I:TCATCCCGGAAGCCCTCACTACT

ompT 496
2:TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGAT
1: GGACATCCTGTTACAGCGCGCA

malx 921
2:TCGCCACCAATCACAGCCGAAC
1:GCGCATTTGCTGATACTGTTG

kpsMTI 269

I 2:CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
1: TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT

kpsMTI 390

1 2:AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC
1:GGTGGTACATTCCGGGATGTC

neuC 675
2:AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG

gimB 1:TCCAGATTGAGCATATCCC 736
2: CCTGTAACATGTTGGCTTCA

fud 1: GCGACGGGAAGCGATGACTTA 774
2: CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
1:TGAATATATCATCCATCTGC

icmF 502
2:ATTATTCTGACACTCGATTTAC
1:ATG GCGAATTTAATTTATTTAACAC

hep 500
2:ACTTAAAAAAGACGATCTTCCCATAAA
1: CTGCATAAGCATCTACTGAC

clpV 400
2: CGATGTTTTTACAGTCAATC
1: GTATCTTCCAGAATGAGGAC

vgrG 831

2: CATGTTCATCACAGAAGATT

60

60

60

60

60

60

60

50

50

50

50

SEPT362

SEPT362

APECOI1

APECOI1

FVL16

FVLI16

APECO1

SEPT362

SEPT362

SEPT362

SEPT362

(Johnson et al., 2008b)

(Johnson e Stell, 2000)

(Johnson e Stell, 2000)

(Johnson e Stell, 2000)

(Watt et al., 2003)

(Ewers et al., 2007)

(Ewers et al., 2007)

(De Pace et al., 2010)

(De Pace et al., 2010)

(De Pace et al., 2010)

(De Pace et al., 2010)

3.5 Determinacio de grupo filogenético por PCR

A identificacdo dos genes chud, yjaAd e do fragmento de DNA TspE4.C2 foi

realizada para as linhagens com os oligonucleotideos iniciadores descritos anteriormente
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(Clermont et al., 2000), seguindo arvore dicotémica (Figura 2). A PCR foi feita como
descrita anteriormente, com iniciadores e temperatura de anelamento descritos na Tabela 3.
A linhagem APECOI1 foi usada como controle positivo. Foi utilizada uma linhagem
selvagem de Proteus sp. como controle negativo, pois € esperado que qualquer linhagem de
E. coli amplifique ao menos um alvo nessa PCR. Nao foi utilizado um género mais
proximo de Escherichia como por exemplo, Salmonella pois embora esse género nao
apresente os genes chud e yjad pode amplificar um fragmento semelhante, o TspE4.C2
(Gordon et al., 2008). Em cada PCR foi realizada também uma reagdao sem o “DNA

template” para a verificagdo de possivel contaminagao (Figura 3).

chuA

N\

® ©

| B2orD | [Blora |
YiwA TspE4.C2

@ © © ©
Figura 2. Arvore dicotomica para determinar o grupo filogenético de linhagens de E. coli,

utilizando os resultados da PCR dos genes chuA, yjaA e o fragmento de DNA TspE4.C2.
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Tabela 3. Sequéncia de nucleotideos iniciadores para os genes chuA, yjaA e para o
fragmento de DNA TspE4C2, tamanho do produto de amplificaciio e suas respectivas

temperatura de anelamento.

Gene Sequéncia iniciadora (5' — 3') pb °C

1: GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 55
2: TGCCGCCAGTACCAAAGACA

1: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
yjad 211 55
2: ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

1: GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4.C2 152 55
2: CGCGCCAACAAAGTATTACG

100 bp

Figura 3. Produtos da amplificacdo da PCR, de amostras aleatorias, para os genes chuA,
yjaA e TspE4.C2. Nas margens, estd representado o marcador de peso molecular de 100

pares de base.

22



3.6 Determinacio dos sorotipos

Para determinagdo do sorotipo as linhagens foram enviadas ao Centro de Referéncia
em E. coli, da Universidade Estadual da Pensilvinia — EUA, onde foi realizada a
sorotipagem para o antigeno O empregando todos os antissoros (O1-O181), com exce¢do
dos antigenos 031, 047, 072, 093, 094, O122.

Para a determinagdo do sorotipo H, também na Universidade Estadual da
Pensilvania — EUA, foi utilizada a técnica de “Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism” (PCR-RFLP), para sorotipagem baseada no polimorfismo
do gene fliC, relacionado a flagelina bacteriana, segundo método descrito por Fields et al.

(1997).

3.7 Teste de patogenicidade in vivo

Foram utilizados 720 pintainhos de corte da linhagem Cobb, com 1 dia de idade,
provenientes de um incubatorio comercial localizado no Estado de Sao Paulo, para
classificacdo das linhagens de Escherichia coli em alta, média ou baixa patogenicidade. As
linhagens foram cultivadas em 4 mL de caldo LB, a 37 °C por 18h, em seguida,
transferiram-se 40 ul deste para um segundo tubo contendo 4 mL de LB, o qual foi
incubado a 37 °C por 18h, sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida, o cultivo passou por uma
lavagem em tampao fosfato-salino (PBS pH 7,4) a 1.200 g por 10 minutos a 4 °C. As
células foram, entdo, ressuspendidas em 4 mL de PBS e 100 uL do indculo, contendo
de 1x10%a 2x10° UFC/mL, foram inoculadas no saco aéreo toracico direito de cada
pintainho, totalizando seis aves por linhagem. As aves foram alocadas em caixas com
aquecimento, contendo rag¢do e agua ad libitum e observadas diariamente, por um periodo
de sete dias, quanto a mortalidade e lesdes.

A classificagdo entre alta, média e baixa patogenicidade foi realizada conforme o
método proposto por Rosenberger et al. (1985) no qual, a linhagem cujo grupo desafiado
apresentar mais de 50% de mortalidade ou lesdes severas na necropsia ¢ considerado como

de alta patogenicidade. As linhagens que demonstrarem-se ndo letais e com lesdes severas
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em menos de 50% das aves, sdo considerados de média patogenicidade e os que ndo
apresentarem mortalidade ou apenas lesdes referentes a inoculagio sdo classificados como

de baixa patogenicidade.

3.8 Analise de Agrupamento dos Genes de Viruléncia

A andlise de agrupamento foi baseada na presenca e auséncia de todos os GAV
conforme a origem das linhagens. Uma matriz binaria foi usada para determinar
similaridades usando a fun¢do de correlacdo, ndo centralizada e “complete linkage”, e as
linhagens foram agrupadas usando o software Gene Cluster 3.0 (De Hoon ef al., 2004). As

arvores de distancias foram elaboradas usando o software Java TreeView 1.1.612.

3.9 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste exato de Fisher que determina diferencas
entre presenga e auséncia dos GAV entre APEC e comensais os quais foram considerados

estatisticamente significativos se p<0,05.

3.10 Meios de cultura e solucdes

Solucdes utilizadas na identificacdo das linhagens:

Meio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989)

Triptona 10g
NaCl 10 g
Extrato de Levedura S5¢g
Agua destilada/deionizada q.s.p. 1000 mL
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Apds o preparo, o meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121, 6°C, durante

20 minutos.

Meio agar MacConkey

O meio de cultura utilizado foi o da formulag¢io fornecida pela Himedia®.

Meio “Brain Heart Infusion” (BHI) - Agar
O meio de cultura utilizado foi o da formulagio fornecida pela Himedia®, com a

adicdo de 2% de agar bacteriologico.

Solucido de Hogness (Sambrook ef al., 1989)

K;HPO,4 6,30 g
Na3;C¢Hs0.2H,0 0,45 ¢
MgS04 .7 H,O 0,09 g
(NH4)2SO4 0,90 g
KH,PO4 1,80 g
Glicerol 44,00 mL
Agua destilada/deionizada q.s.p. 100,00 mL

Apds o preparo, a solugdo foi esterilizada, sob vapor fluente, durante 30 minutos.
Para estocagem das linhagens bacterianas (-80 °C), foram adicionados 400ul de solugao de

Hogness a 400ul de meio LB contendo a linhagem.

Solucdes utilizadas na eletroforese e visualizacio em gel de agarose:

Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X

Tris-base 540 ¢
Acido bérico 275¢
Solugdo de EDTA 0,5 M 20,00 mL
Agua destilada/deionizada q.s.p. 1000,00 mL

Apds o preparo a solugdo foi armazenada a 4 °C.
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Solucio corante de brometo de etidio (0,5 mg/mL)
Brometo de etidio 1% 0,05mL
Agua destilada/deionizada q.s.p. 100,00M1

Esta solu¢do foi mantida sob refrigeracao

Tampao de Ressuspensido de DNA

Os corantes azul de bromofenol e xileno cianol foram adicionados a concentragao
final de 0,25%, para cada um dos corantes, a uma solucdo de sacarose 50%. Apds o
preparo, a solugcdo foi armazenada a 4 °C. Esta solucdo foi concentrada 6X e utilizada no

preparo de linhagens eletroforéticas para uma concentracao final de 1X.

Solucdes utilizadas no teste de patogenicidade in vivo:

Tampao Salina Fosfatada (PBS) 0,01 M

Cloreto de sédio 8,00 g
KCI 0,20 g
KH,PO4 0,20 g
Na,HPO4.12H,0 2,89 ¢
Agua destilada/deionizada q.s.p. 1000,00 mL

Os sais foram diluidos em 10% a menos do volume final, com exce¢ao do KH,PO,,
o qual foi diluido separadamente e utilizado no ajuste do pH da solu¢do para 7,4. Em
seguida, a solugdo final foi esterilizada, em autoclave, a 121°C, durante 20 minutos, €

armazenada a 4 °C até a sua utilizacao.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de patogenicidade in vivo

A Figura 4 mostra a porcentagem de linhagens classificadas conforme a
patogenicidade. Do total das linhagens APEC, 46 (50,5%) foram classificadas como de alta
patogenicidade, 13 (14,3%) de média patogenicidade e 32 (35,2%) de baixa
patogenicidade. Entre as linhagens AFEC, 7 (24,1%) apresentaram alta patogenicidade, 8
(27,5%) média patogenicidade e 14 (48,2%) baixa patogenicidade. No teste exato de Fisher,
as linhagens APEC e AFEC de alta patogenicidade, demonstraram-se diferentes

estatisticamente (p=0,05).
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Figura 4. Frequéncia de linhagens de E. coli de origem avidria como alta, média e baixa

patogenicidade em teste com pintos de um dia de idade.

A Figura 5 representa uma ave inoculada com uma linhagem de baixa
patogenicidade (A), onde foram observadas alteragdes no saco pericardico (C) ou figado
(D). Ja em outra ave inoculada (B), porém com uma linhagem de alta patogenicidade, pode-

se observar lesdes como pericardite (E) e perihepatite (F).
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Figura 5. Tipos de lesdes de colibacilose encontradas nas necropsias realizadas. A) Ave
inoculada com linhagem ndo virulenta DH5a; B) Ave inoculada com linhagem RS44c; C)

saco pericardico sem alteragdes, D) Figado sem altercdes, E) Pericadite, F) Peri-hepatite.

4.2 Frequéncia de detecciio dos genes relacionados a viruléncia

Trinta e oito GAV foram pesquisados em duas categorias de Escherichia coli avidria
(APEC e AFEC) (Tabela 3). Os genes que apresentaram uma frequéncia maior ou igual a
50%, nas duas populagdes, foram fimH (81,7%), hiyF (64,2%), crl (60,8%), csg (50,8%) e
ompT (50%). Para a populacdo de APEC, os genes de maior frequéncia foram fimH
(83,5%), hiyF (71,4%), crl (64,8%), csg e iucD (57,1%), iutdA (54,9) e ompT (52,7%). O
gene iha foi encontrado em menor frequéncia, estando presente em apenas uma linhagem
de Pernambuco. Nenhuma das linhagens apresentou os genes saf, gimB e afa. Nas
linhagens AFEC, os genes com frequéncia igual ou superior a 50% foram fimH (75,9%),
vgrG (69%) e traT (55,2%). Nenhuma linhagem apresentou os genes, IpfAoiszoriss,
kpsMT3, sfa, iha, gimB, sat e afa.
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A Tabela 4 demonstra, também, as frequéncias de GAV observadas entre as
linhagens isoladas nos diferentes Estados. Em todos os Estados, fimH esteve presente em
mais de 50% nas linhagens APEC. Para o Estado de Pernambuco (PE), além de fimH
(100%), os GAV mais frequentes foram hlyF, ompT, traT, iss (100%), iucD (83,3%), crl,
iutd (66,7%), fepC, iroN e fyud (50%). E importante notar que nesta populacio foi
encontrada uma unica linhagem iha" (PE21). Da mesma forma, os GAV mais frequentes
nas linhagens de Sao Paulo (SP) foram traT (56,5%), sitDe, csg (52,2%) e iroN (52,1%).
Para as linhagens provenientes do Parand (PR) foram encontrados os genes iss (78,3%),
sitDe (73,9%), hiyF, traT (69,6%), tsh (60,9%) e crl (56,5%). Nestas linhagens, foi
observado que o gene Ipf4o;s701.154 fo1 detectado em uma frequéncia superior aos demais
Estados (47,8%). Ja para as linhagens do Rio Grande do Sul (RS) os GAV mais frequentes
foram crl (92,3%), hiyF (82,1%), iutd (79,5%), iucD (76,9%), csg (74,4), ompT (64,1%),
iroN (59%) e fepC (56,4%). Duas linhagens sfa’ (RS45 e RS34) foram encontradas nesta
populagao.

Em relagdo as linhagens AFEC, os GAV mais encontrados para SP foram vgrG
(70,6%), fimH (64,7%) e csg (52,9%). Ja para as linhagens de PE, foram observados os
genes fimH (91,7%), vgrG, traT (66%) e crl (58,3%) como GAV de frequéncia igual ou
superior a 50%. Considerando as duas populacdes, os GAV com maiores frequéncias foram

fimH (75,9%), vgrG (69%) e traT (55,2%).
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Tabela 4. Frequéncia (%) dos genes relacionados a viruléncia em linhagens APEC e

AFEC.
Gene Total APEC APEC AFEC AFEC
(n=120) (©=91) PE@®=6) SP(n=23) PR(n=23) RS(=39) (n=29) PE @m=12) SP (n=17)
Adesinas
afa 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
crl 73 (60,8) 59 (64.8) 4 (66,7) 6 (26,1) 13(56,5)  36(92,3) 14(483)  7(58,3) 7 (41,2)
csg  61(50,8) 52(57,1) 0 (0) 12(52,2) 11 (47,8) 29 (74,4) 9 (31) 0 (0) 9 (52,9)
fimH 98 (81,7) 76 (83,5)  6(100) 17(73,9)  18(78,3)  35(89,7) 22(75,9) 11(91,7) 11 (64,7)
hra 13(10,8)  8(8.,8) 0 (0) 1(4,3) 4(17,4) 3(7,7) 5(17,2) 1(8,3) 4 (23,5)
iha 1(0,8) 1(1,1) 1(16,7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ipfona  7(58) 5(5,5) 0 (0) 4(17,4) 1(4,3) 0 (0) 2 (6,9) 0 (0) 2(11,8)
Inf-onss 16 (13,3) 16(17,6)  1(16,7) 3(13) 11 (47,8) 1(2,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
papC  20(16,7) 19 (20,9) 0 (0) 1(4,3) 8 (34,8) 10 (25,6) 1(3,4) 0 (0) 1(5,9)
sfa 2(1,7) 2(2,2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (5,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
tsh 40 (33,3) 35(38,5) 1(16,7) 7(30,4) 14(60,9)  13(33,3)  5(17,2) 0 (0) 5(29,4)

Sistemas de captacio de ferro

fepC  43(358) 37(40,7)  3(50) 3(13) 9(39,1)  22(564)  6(20,7) 3(25) 3 (17,6)
fud  33(27,5) 28(30,8)  3(50) 521,7) 8348  12(30,8) 5(17.2)  5(4L7) 0 (0)
iroN  54(45) 43(47,3) 3 (50) 12(52,1)  5(21,7) 23(59) 11(37,9)  3(25) 8 (47,1)
imp-2 34(283)  30(33)  2(33.3) 2(8,7) 8(34,8)  18(462) 4(13.8)  4(33) 0 (0)

weD  59(492) 52(57,1) 5(833)  9(39,1)  8(348)  30(769) T(241)  2(167)  5(29,4)
utd  58(483) 50(54,9) 4(66,7)  11(47.8)  4(174)  31(79,5) 8(Q27.6) 2(167)  6(353)
sitbc 11(9,2)  10(11) 0 (0) 1 (4.3) 6 (26,1) 3(7,7) 1 (3.4) 1(8,3) 0 (0)

sitDe 50 (41,7) 42(462) 2(333)  12(522) 17(73,9) 11(282) 8(27,6) 2(167)  6(353)

Resisténcia ao soro

cvi 36(30) 31 (34,1) 2(333) 8348  6(61) 15385 5(17,2) 0 (0) 5(29,4)
iss  56(46,7) 45(49,5) 6 (100) 9(39,1)  18(783) 12(30,8) 11(37,9) 4(333) 7(412)
kpsMT2 15 (12,5) 13 (14,3) 0 (0) 0 (0) 2(8,7) 11(282)  2(6,9) 0 (0) 2 (11,8)
kpsMT3 6 (5) 6 (6,6) 0 (0) 52,1) 0 (0) 1(2,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ompT  60(50) 48(52,7) 6 (100) 7(30,4)  10(43,5) 25(64,1) 12(41,4) S@L7)  T(412)
neuc  16(133)  7(7,7) 0( 0) 1 (4.3) 2(8,7) 4(10,3) 9 (31) 1(8,3) 8 (47,1)

raT  61(50,8) 45(49,5)  6(100)  13(56,5)  16(69,6) 10(256) 16(552)  8(66) 8 (47,1)

Toxinas
ast 19 (15,8) 12 (13,2) 1(16,7) 3(13) 3 (13) 5(12,8) 7(24,1) 2 (16,7) 5(29,4)
hiyF 77 (64,2) 65(71,4) 6 (100) 11 (47,8) 16 (69,6) 32 (82,1) 12 (41,4) 4 (33,3) 8(47,1)
sat 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

vat  16(133) 12(132) 1(16,7) 2(8,7) 521,7) 4(103)  4(13.8) 1(8,3) 3(17,6)

Invasinas
gimB 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
ibea 11(9,2) 99,9 0(0) 1(4,3) 143) 7(17,9) 2 (6,9) 1(8,3) 1(5,9)
Outros
malx 16 (13,3) 15(16,5) 1 (16,7) 6 (26,1) 1(4,3) 7(17,9) 1(3,4) 1(8,3) 0(0)
pic 10 (8,3) 6 (6,6) 1 (16,7) 0(0) 2 (8,7) 3(7,7) 4 (13,8) 1(8,3) 3 (17,6)
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A Tabela 5 mostra a frequéncia dos GAV nas linhagens de alta e média
patogenicidade frente as linhagens de baixa patogenicidade. As linhagens que continham
genes em uma frequéncia maior, ou igual, a 50%, em linhagens de alta e média
patogenicidade, continham os genes fimH (90,5%), hiyF (82,4%), iucD (71,6%), ompT,
iutA (64,6%), crl (66,2%), iroN (60,8%), iss (59,5), vgrG (58,1%), traT (55,4%), csg, fepC
(51,4%). Ja para as linhagens de baixa patogenicidade estdo fimH (67,4%), crl (52,2%) e
csg (50%), apenas. As linhagens de alta e média patogenicidade, em geral, apresentaram
pelo menos um GAV relacionado a adesdo, sistema captagdo de ferro e resisténcia ao soro
do hospedeiro enquanto as linhagens de baixa patogenicidade apresentaram em média pelo
menos um gene relacionado a adesdo.

E importante notar que, pelo teste exato de Fisher, os GAV que diferenciam
linhagens de alta e média patogenicidade das de baixa patogenicidade sdo hlyF, iucD,
ompT, iutA, iroN, fepC, cvi todos com p<0,001, fimH, iss, tsh, irp-2, fyud, papC, malx
todos com p<0,05.
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Tabela 5. Frequéncia (%) dos genes relacionados a viruléncia em linhagens de

Alta/Média e Baixa patogenicidade.

Gene Alta/Media Baixa Gene Alta/Media Baixa Gene Alta/Média Baixa
Adesinas Captacio de ferro Resisténcia ao soro
afa 0 0 **fepC 38 (51,4) (13 9) **epi 32 (43,2) 4 (8,7)
crl 49 (66,2) 24 (52,2) *fud 27 (36,5) 6 (13) *iss 44 (59,5) 12 (26,1)
csg 38 (51,4) 23 (50) **iroN 45 (60,8) (1996) kpsMT?2 11 (14,9) 4 (8,7)
*fimH 67 (90,5) 31(67,4) *irp-2 29 (39,2) ( 3 9) kpsMT3 5(6,8) 1(2,2)
hra 9(12,2) 4 (8,7 **ucD 53 (71,6) 6 (13) neuC 11 (14,9) 5(10,9)
iha 1(1,4) 0 **iutA 50 (67,6) (154) **ompT 50 (67,6) 10 (21,7)
IpfOi41 6 (8,1) 1(2,2) sitDc 9(12,2) 2 (4,3) traT 41 (55,4) 20 (43,5)
lfpO154 11 (14,9) 5(10,9) sitDe 36 (48,6) (3]044)
*napC 18 (24,3) 2 (4,3)
sfa 22,7 0
*tsh 34 (45,9) 6 (13)
Toxinas Invasinas Outros
ast 11 (14,9) 8 (17,4) gimB 0 0 clpV 15 (20,3) 3 (6,5)
**hlyF 61 (82,4) 16 (34,8) ibea 10 (13,5) 1(2,2) hep 6 (8,1) 0
sat 0 0 icmF 14 (18,9) 8 (17,4)
vat 11 (14,9) 5(10,9) vgrG 43 (58,1) 21 (45,7)
*malx 15 (20,3) 1(2,2)
pic 6 (8,1) 4 (8,7)

< 0,03, **p< 0,001
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A Tabela 6 mostra a frequencia de detec¢do dos genes do sistema de secrecdo tipo 6
(SST6), entre as linhagens APEC e AFEC, assim como com nas linhagens de alta/ média e
baixa patogenicidade. Os genes pesquisados sdo idénticos aos encontrados em EHEC
O157:H7 cepa Sakai (De Pace et al., 2010; De Pace et al., 2011). Nenhum gene foi
detectado em 41 (45,1%) linhagens APEC. O gene mais frequente nesta populagdo foi o
vgr(G, estando presente, individualmente, em 27 (29,7%) das linhagens das quais 23 (59%)
eram do RS. Em relacdo as linhagens AFEC, 10 (21,7%) também apresentaram o gene
vgrG como o mais frequente, sendo nove linhagens (19,6%) negativas para todos os genes.
Da mesma forma, o grupo de alta/média patogenicidade apresentou 29 (39,2%) linhagens
negativas para todos os genes. Vinte e trés (31,1%) apresentaram o gene vgrG como mais
frequente. Aquelas de baixa patogenicidade também apresentaram dados semelhantes, onde
21 (45,7%) das linhagens foram negativas para todos os genes e 14 (30,4%) positivas
apenas para vgrG. Cinco (5,5%) linhagens APEC apresentaram a combinag¢do dos genes
vgrG, clpV e icmF. Entre as AFEC, a combinag¢ao mais frequente foi a dos genes vgrG e
icmF, presente em 5 (10,9%) das linhagens. Resultado semelhante também para o grupo de
linhagens de alta/média patogenicidade, onde seis (8,1%) das linhagens apresentaram a
combinacdo vgrG, clpV e icmF e cinco (10,9%) das linhagens de baixa patogenicidade
apresentando a combinagdo de vgrG e icmF. Apenas uma linhagem (PR14), de média

patogenicidade, apresentou os quatro genes do SST6 pesquisados.
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Tabela 6. Frequéncia (%) de detecciio dos genes e genodtipos do sistema de secrecio tipo 6 (SST6) em

Linhagens de E. coli aviaria.

verG clpV iemF hep  vgrG, clpV, icmF  vgrG, clpV, hep  vgrG, iemF, hep  vgrG, clpV  vgrG, icmF  Todos Nenhum

APEC (n=91) 27 (29,7) 2(2,2) 444 0 5(5,5) 2(2,2) 1(1,1) 4 (4,4) 44,4 1(1,1) 41@45,1)
PE (n=6) 2 (33,3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 (66,6)
SP (n=23) 0 0 1(4,3) 0 2(8,7) 0 1(4,3) 0 28,7 0 17 (73,9)
PR (n=23) 2 (8,7) 143 28,7 0 2 (8,7) 0 0 2 (8,7) 0 1(43) 13(56,5)
RS (n=39) 23 (59) 1(2,6) 1(2,6) 0 1(2,6) 2 (5,1) 0 2 (5,1) 2(5,1) 0 7(17,9)
AFEC (n=46) 10 (21,7) 0 0 0 1(2,2) 1(2,2) 1(2,2) 2 (4,3) 5(10,9) 0 9 (19,6)
PE (n=12) 6 (50) 0 0 0 0 0 0 2 (16,7) 0 0 4 (33,3)
SP (n=17) 4(23,5) 0 0 0 1(5,9) 1(5,9) 1(5,9) 0 5(29,4) 0 5(29,4)
Alta/média (n=74) 23 (31,1) 1(1,4) 1(1,4) 0 6 (8,1) 3(4,1) 2(2,7) 4 (54) 454 1(1,4) 29(39,2)
Baixa (n=46) 14 (30,4) 1(2,2) 3(6,5) 0 0 0 0 2(4,3) 5(10,9) 0 21 (45,7)




4.3 Determinac¢ao do Grupo Filogenético

A Figura 6 apresenta a determinagdo do grupo filogenético (GF) das linhagens
estudadas. Dezesseis (55,2%) linhagens AFEC foram classificadas como pertencentes ao
GF A, enquanto que 11 (37,9%) foram classificadas como B1. Tanto o GF B2 quanto o D
apresentaram duas (6,8%) linhagens cada (Figura 2). Ja para as linhagens APEC, 36
(40,2%) foram classificadas como B1, 26 (28,3%) como D, 15 (16,3%) como B2 e 14
(15,2%) como A.

Esta figura também apresenta a frequéncia das APEC por Estado. Quatro linhagens
do Estado de PE, 66,7%, pertencem ao GF B1 e duas (33,3%) ao GF A. Nenhuma linhagem
de Pernambuco foi classificada nos grupos B2 ou D. Ja para as linhagens provenientes do
Parand, 17 (73,9%) pertencem ao GF BI1, cinco (21,7%) ao B2 e uma (4,3%) ao D.
Nenhuma foi classificada como A. Para as linhagens provenientes do RS, 19 (48,7%)
pertencem ao grupo D, seguidas de oito (20,5%) no GF B1 e seis (15,4%) para cada grupo
A e B2. As linhagens de SP apresentaram distribuicdo mais homogénea quanto a
classificacdo dos GFs, onde oito (33,3%) pertencem ao grupo B1, seis (25%) ao grupo A e

a mesma frequéncia para o grupo D e apenas quatro (16,7%) para o grupo B2.
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Figura 6. Frequéncia de linhagens de E. coli consideradas APEC, AFEC e APEC por
Estado, alocadas dentro de cada grupo filogenético de E. coli.
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A Figura 7 representa a frequéncia de linhagens de E. coli de origem avidria de
baixa patogenicidade versus alta e média patogenicidade, alocadas dentro de cada grupo
filogenético de E. coli.

Entre as linhagens de alta e média patogenicidade, 24 (32,4%) foram classificadas
como Bl e outras 24 (32,4%) como D, enquanto que 13 (17,6%) linhagens foram
pertencentes ao grupo A e 13 (17,6%) ao grupo B2. Ao passo que nas linhagens de baixa
patogenicidade, 23 (50%) foram classificadas como B1, 17 (37%) como A, trés (6,5%) no
grupo B2 e trés como D (Figura 4). E importante notar que, pelo teste exato de Fisher, as
linhagens de baixa patogenicidade se distinguiram significativamente das linhagens alta e
média patogenicidade em relagdo ao GF A, apresentando um valor de p=0,029. Enquanto
que o GF D demonstrou uma diferenca extremamente significativa (p=0,0007) entre as

linhagens de alta e média patogenicidade frente as de baixa patogenicidade.
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Figura 7. Frequéncia de linhagens de E. coli de origem aviaria de Baixa patogenicidade
versus Alta e Média patogenicidade, alocadas dentro de cada grupo filogenético de E. coli.

#(p<0,05) *¥(p<0,001).
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4.4 Determinacio dos sorogrupos

A Tabela 7 apresenta a frequéncia de linhagens de alta, média e baixa
patogenicidade por sorotipo. Trinta e duas linhagens (26,7%) ndo foram tipaveis através da
analise do antigeno somatico (O). O antigeno flagelar (H) mais comumente detectado foi o
H21, presente em 10 linhagens O ndo tipaveis. Nove (7,5%) linhagens sdo rugosas, porém
sem possibilidade de defini¢do de seu sorogrupo. O sorogrupo O8 foi o de maior frequéncia
entre todos os outros, classificando 14 (11,7%) linhagens, onde cinco (6,8%) sdo de alta
patogenicidade e nove (19,6%) sdo de baixa patogenicidade.

As Tabelas 8 e 9 trazem as frequéncias dos sorotipos em APEC e AFEC,
respectivamente. Dentre as APEC, 49 sorotipos foram identificados. As linhagens O nao
tipaveis foram as mais frequentes, 25 (27,5%), onde o antigeno H21 apresentou-se
associado em dez (11%) das linhagens, sendo uma do Estado de PE e nove do RS. Quatorze
(14,3%) linhagens apresentaram-se rugosas pertencentes ao Estado de SP. Dentre os
sorogrupos identificados, o antigeno O8 foi o mais frequente, estando presente em 12
(13,2%) das linhagens APEC onde H9 e H21 foram descritos em trés (3,3%) linhagens para
cada antigeno H. Por fim, seis (6,6%) foram descritas como O150:HM, provenientes do
Estado do PR.

Com relacdo as AFEC, praticamente nao houve um sorotipo frequente em destaque.
Trés (10,3%) linhagens foram descritas como O ndo tipavel, duas (6,9%) como OS5 e duas
(6,9%) como O8. As outras 22 linhagens apresentaram-se distribuidas entre outros 23

sorotipos distintos.
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Tabela 7. Sorotipagem O e H para as linhagens de E. coli de alta, média e baixa patogenicidade.

o o Alta/Media Baixa n Total o H Alta/Media Baixa n Total o o Alta/Media Baixa n Total
n (%) %) n (%) n (%) (%) n (%) n (%) ) n(%)
Neg 23 (31,1) 9(19,6) 32(26,7) 51 - 1 1 19 ! . !
4 5 - 5 Rug 5(6,8) 4 (8,7) 9(7,5) 21 2 . 2
7 - 2 2 4 - 1 1 09 22,7 1(2,2) 32,5
9 1 - 1 25 - 1 1 45 - 1 1
10 1 1 2 53 - 1 1 51 1 - 1
12 2 - 2 neg 5 - 5 34 1 - 1
19 1 - 1 0150 6(8,1) - 6(5) 0153 22,7 1(2,2) 3(2,5
21 9 1 10 05 22,7 4 (8,7) 6(5) 05 1 - 1
28 1 1 2 10 - 2 2 12 - 1 1
38 - 1 1 11 2 - 2 34 1 - 1
neg 2 1 3 110 - 2 2 019 2(2,7) 1(2,2) 3(2,5)
08 5(6,8) 9 (19,6) 14 (11,7) o7 454 1(2,2) 5(4,2) 19 - 1 1
9 2 1 3 M 4 1 5 25 1 - 1
10 1 - 1 02 5(6,8) - 5(4,2) Neg 1 - 1
11 - 1 1 5 2 - 2 036 22,7 - 2 (1,7)
20 ) 2 2 9 1 - 1 4 1 - 1
21 1 2 3 Neg 2 ) 2 5 1 - 1
48 - 1 1 0100 454 - 4(3,3) 073 - 2(4,3) 2(1,7)
49 1 1 2 08 1 - 1 12 - 1 1

[#%]
)



0 H Alta/Media 1 (%) Baixa n (%) Z‘(’% 0 H AltwMedian (%)  Baixan (%) ”T((’ﬁ/aol)

Neg : 1 1 o118 29 5 122) 1(0,8)

o015 227) ; 2(1,7) o119 110 - 12.2) 1(0,8)

01 1 ; 1 0136 25 ; 12.2) 1(0,8)

11 1 - 1 0120 04 1(1,4) - 1(0,8)

o113 1(1,4) 122) 2(1,7) 0126 27 1(1,4) - 1(0,8)

04 1 ; 1 0137 Neg 1(1,4) ; 1(0,8)

13 ; 1 1 0153 12 - 12.2) 1(0,8)

012 10 1(1,4) - 1(0,8) 0156 Neg 1(1,4) - 1(0,8)

018 16 ; 122) 1(0,8) 0158 09 ; 12.2) 1(0,8)

025 04 1(1,4) ; 1(0,8) 0176 10 - 12.2) 1(0,8)
068 21 . 122) 1(0,8)
080 25 ; 12.2) 1(0,8)
082 19 1(1,4) ; 1(0,8)
083 01 ; 122) 1(0,8)
085 31 1(1,4) - 1(0,8)
091 Neg ; 122) 1(0,8)
0103 8 ; 122) 1(0,8)
0109 45 ; 12.2) 1(0,8)
o117 26 ; 122) 1(0,8)




Tabela 8. Sorotipagem O e H para as linhagens APEC.

O H Estado Z(()‘EZ ; (0} H Estado Il()ﬁz 1) O H Estado ;(()EZ ;
Neg 25 (27.5) 9 SP (2), RS (1) 3(3,3) 19 21 PR 1(1,1)
4 PE (2), RS (3) 5(5,5) 21 SP 3(3,3) 25 4 RS 1(1,1)
21 PE (1), RS (9) 10 (11) 10 RS 2(2,2) 36 2(2.2)
7 PR 2(2,2) 20 SP 2(2,2) 4 RS 1(1,1)
28 PR 2(2,2) 11 PR 1(1,1) 5 PR 1(1,1)
9 PE 1(1,1) 48 PR 1(1,1) 68 21 RS 1(1,1)
10 RS 1(1,1) 150 Neg PR 6 (6,6) 73 Neg SP 1(1,1)
12 RS 1(1,1) 2 5(5,5) 83 1 SP 1(1,1)
19 PR 1(1,1) 5 PR 2(2,2) 85 31 RS 1(1,1)
M RS 1(1,1) 9 PR 1(1,1) 100 21 RS 2(2,2)
Neg RS 1(1,1) Neg RS 2(2,2) 109 45 SP 1(1,1)
Rug 14 (14,3) 5 10 PR (2), RS (2) 4 (4,4) 119 10 RS 1(L1)
Neg Sp 7(5,5) 7 Neg RS (4) 4 (4,4) 103 43 PE 1(1,1)
4 SP, PR 2(2,2) 9 2(2,2) 153 5 SP 1(L1)
25 SP 2(2,2) 34 SP 1(1,1) 156 8 PR 1(1,1)
5 PR 1(L1) 45 SP 1(L1) 176 49 RS 1(L1)
9 RS 1(1,1) 11 25 PE 1(1,1)
53 PR 1(L1) 15 1 RS 1(L1)
8 12 (13,2) 18 16 RS 1(1,1)




E=.

" Tabela 9. Sorotipagem O e H para as linhagens AFEC.

O H Estado Z((); ; (0} H Estado 3(();/&01)
/Neg 3(10.3%) 15 51 SP 1(3,4%)
10 N 1(3,4%) 73 12 Sp 1(3.4%)
38 PE 1 (3,4%) 80 25 PE 1(3,4%)
Neg Sp 1(3,4%) 82 19 Sp 1 (3,4%)
5 11 SPePE 2(6,9%) 91 Neg sp 1(3,4%)
8 2(6,9%) 100 19 N 1.(3.4%)
49 N 1(3,4%) 117 21 PE 1(3,4%)
51 SP 1(3,4%) 118 29 PE 1(3,4%)
19 2(6,9%) 120 9 PE 1(3.4%)
25 Sp 1(3,4%) 126 27 PE 1(3,4%)
Neg PE 1 (3,4%) 136 26 PE 1(3,4%)
153 2(6,9%) 137 Neg N 1(3.4%)
12 PE 1(3,4%) 158 9 PE 1(3,4%)
34 SP 1(3,4%) 178 11 SP 1.(3,4%)
113 2(6,9%)
4 PE 1.(3,4%)
11 PE 1(3,4%)
7 Neg SP 1 (3,4%)
9 51 Sp 1(3,4%)

12 10 SP 1 (3,4%)




4.5 Caracterizacio geral das linhagens de Escherichia coli de origem

aviaria

A caracterizacdo geral das 91 linhagens APEC e das 29 linhagens AFEC esta
apresentada nas Tabelas 10 e 11, respectivamente. E importante ressaltar que nessas
tabelas, as linhagens foram previamente denominadas APEC ou AFEC, se isoladas
respectivamente de lesdes de aves com colibacilose ou por suabe cloacal, de aves
clinicamente sauddveis ainda em seu local de isolamento, por Médicos Veterinarios ou
pesquisadores, baseados apenas no diagnodstico clinico das aves, ndo representando assim
sua patogenicidade. Desta forma, as linhagens estdo apresentadas como “APEC ou AFEC”
e, apos a classificacdo de patogenicidade, foram denominados de linhagens de alta, média
ou baixa patogenicidade, para enfatizar essas diferengas que sdo significativas para a
compreensao do trabalho.

Nas Tabelas, as linhagens estdo, inicialmente, identificadas pelo Estado onde foram
isoladas, com os GAV (plasmidiais entre parénteses), classificagdo filogenética segundo
Clermont et al. (2000), patogenicidade e a sorotipagem dos antigenos O ¢ H. Nota-se que,
para cada linhagem, houve um perfil genético distinto devido ao grande nimero de fatores
de viruléncia pesquisados. Apenas uma linhagem, PR89, apresentou um unico GAV (csg).
Esta linhagem pertence ao GF BI, sorogrupo O ndo tipavel e H7. A mesma quando
encaminhada ao LBMB, foi categorizada como APEC, porém no teste de patogenicidade in
vivo foi classificada como possuindo baixa patogenicidade. A linhagem PR9, sorotipo
02:H9, apesar de apresentar média patogenicidade, foi o que apresentou a maior
positividade para GAV (19): crl, fimH, hra, IpfAorisroise, papC, (tsh, fepC, fyud, iucD),
sitDc, (cvi, iss), kpsMT2, neuc, (ompT, traT, hlyF), clpV, vgrG.
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Tabela 10. Caracterizacio molecular, filogenética, patogénica e sorologica das linhagens ditas APEC encaminhadas ao LBMB. Os

fatores de viruléncia (FV) plasmidiais estiio entre parénteses e na cor vermelha para melhor observacio.

1D Gendtipo GF "Pato O:H 1D Genodtipo GF "Pato ’O:H
crl, fimH, . . . . . .
PE14 (iroN, sitDe, ompT, hiyF) B1 Baixa 103:43 PR19 crl, fimH, (fepC), ast, vat, pic D Baixa Rug:53
crl, fimH, (foud, irp-2, iucD, cvi, iss, ompT, § crl, esg, fimH, (tsh, iucD, sitDe, ompT, iss, .
PE17 traT, hiyF), vagrG A Alta Neg:9 PR28 traT, hiyF) Bl Alta Neg:28
PE21 fimH, iha, (lr()NhllL}lr}ﬁl ‘igjé iss, ompT, tral, A Alta Neg:21 PR32 crl, esg, Ipforss (irp-2, sitDe, ompT, hlyF) Bl Baixa 05:10
crl, fimH, (fepC, fyuA, iroN, irp-2, iucD, . csg, fimH, (iss, hlyF), clpV, vgrG . .
PE23 iutd, sitDe, iss, ompT, traT, hiyF), vat, pic Bl Alta Neg:4 PR57 Bl Baixa 08:11
PE25 crl, fimH, (tsh, fepC, iucD, iutA, iss, ompT, Bl Alta 11:25 PR27 crl, csg, fimH, (tshA, iutA, sitDe, iss, traT), Bl Alta 365
traT, hlyF), malx clpV, icmF, vgrG
crl, fimH, (tsh, fepC, fyud, iucD, iutd, iss, . crl, csg, (fepC, sitDe, iss, ompT, traT, . .
PE27 ompT, traT. hiyF), ast B1 Alta Neg:4 PR71 hivE) Bl Baixa 08:48
crl, esg, fimH, hra, sitDc, clpV, icmF, vgrG, . fimH, papC, (tsh, fyuA, fepC, iucD, iutA, 1 .
PR1 ast Bl Alta 02:5 PR83 sitDe), sitDe, (iss, ompT, traT, hivF), vat B2  Média 150:neg
crl, fimH, hra, Ipfyiss papC, (tsh, fepC,
PR9 fvuA, iucD), sitDe, (cvi, iss), kpsMT2, neuc, Bl Meédia 02:9 PR89 csg Bl Baixa Neg:7
(ompT, traT, hiyF), clpV, vgrG
csg, (iucD, sitDe, iss, ompT, traT, hlyF), . . crl, fimH, Ipfoise, papC, (tsh, fepC, frud, .
PR10 varG Bl Baixa Pos:5 PR100 iroN, sitDe), sitDe, (cvi, iss, raT, hlyF) B2 Alta 150:neg
crl, fimH, hra, Ipfy;sq, (tsh, fyud, irp-2, sitDe, . . .
PRI3 iss), neuc, (ompT, traT, hiyF), vat, ibea, B2 Al 025 prio7 S Ipfors papC (ish fepC fiud, gy gy 150meg
iroN, sitDe, cvi, iss, ompT, traT, hlyF)
clpV, malx,
crl, csg, fimH, papC, Ipfyia1, Ipforss (tsh, L . . 3
PR14 fepC, iucD, sitDe, iss), kpsMT2, (ompT, Bl  Média  Neg:l9 PRI26 fimH, (tsh, iucD, sitDe, iss, tral) Bl  Baixa  Neg?7
traT, hlyF), clpV, hep, icmF, vgrG,
PR17 crl, fimH, Ipfoisq, (tsh, irp-2, sitDe, iss, Bl Baixa Neg:28  PRI34 fimH, Ipfo;sq, (tsh, irp-2, sitDe, iss, hlyF), Bl Alta 1568

ompT, traT, hlyF), icmF

iemF

Teste de patogenicidade in vivo, onde alta representa linhagem cujo grupo de pintinhos desafiados apresentou 50% de mortalidade ou lesdes severas; média refere-se a
linhagens ndo-letais, porém com até 50% de lesdes apresentadas na necropsia e baixa patogenicidade diz respeito as linhagens que ndo apresentaram nenhuma
mortalidade e lesdes ocasionais devido a inoculagio.

Sorologia realizada pela E. coli Reference Ceter, Pennsylvania State University, Neg= Nao tipavel, Rug= Linhagem rugosa.



PR138

PR147

PR150

PR181

PR199

RS26

RS45

RS45b

RS46

RS51

RS53

RS54

RS55

fimH, Ipfo;se, papC, (tsh, fepC, fyud, iroN,
irp-2, iucD, sitDe), sitDc, (cvi, iss, traT,
hlyF), vat
fimH, Ipfy;s4, papC, (tsh, fyuA, iroN, irp-2,
iucD, sitDe, cvi, iss, traT) vat
crl, fimH, hra, papC, (tsh, fyuA, fepC, irp-2,
iroN, sitDe, cvi, iss, traT, hlyF)
csg, fimH, (iutA, sitDe, iss,
traT, hlyF), ast, pic

csg, Ipforss (iutA), sitDe, (hlyEF), vgrG

crl, esg, fimH, (fepC, irp-2), kpsMT2, neuc,
ibea, malx
crl, csg, fimH, sfa, (tsh, fepC, irp-2, iucD,
iutA), sitDe, (cvi, iss), kpsMT2, (ompT), ast,
(hlyF), ibea, malx,
crl, esg, fimH, Ipfy;sqe, (fepC, irp-2, iucD,
iutA, cvi, iss), kpsMT2, neuc, (ompT, traT,
hlyF), vgrG, maly, sitDc, ibea,
crlesg, papC, (tsh, iroN, iucD, iutA, iss,
ompT, traT, hlyF), vgrG
crl, esg, fimH, papC, (tsh, fepC, irp-2, iroN,
iucD, iutd, iss, ompT, traT), ast, (hlyF),
vgrG
crl, csg, fimH, papC, (tsh, fepC, irp-2, iroN,
iutA, sitDe, cvi, ompT, traT, hlyF), vgrG
crl, esg, fimH, papC, (tsh, fepC, irp-2, iucD,
cvi, ompT, hlyF), vgrG
crl, esg, fimH, papC, (tsh, irp-2, iroN, iucD,
iutA, sitDe, ompT, traT, hlyF)

B2

Bl

B1

Bl

B2

B2

B2

B1

D

D

Alta

Alta

Media

Baixa

Baixa

Alta

Alta

Alta

Média

Alta

Alta

Alta

Alta

150:neg

150: neg
150: neg
Rug:4
05:10

25:4

02:M

Neg: neg

Neg:21

Neg:21

Neg:21
Neg:21

Neg:21

RS57

RS60

RS63

RS65

RS68

RS69

RS70

RS71

RS72

RS74

RS75

RS76

RS80

crl, csg, fimH, papC, (tsh, iroN, iutA,
iucD, ompT, hlyF), vgrG

csg, (fepC, iroN, irp-2, iucD, iutA, sitDe,
cvi, traT, hlyF), clpV, vgrG
crl, esg, fimH, papC, (fyud, fepC, iroN,
iucD, iutd, hlyF), vgrG
crl, esg, fimH, papC, (fyud, fepC, iroN,
iucD, iutd, hlyF), vgrG
crl, fimH, (fyud, fepC, iucD, iroN, iutA,
sitDe, traT, hlyF), vgrG,
crl, csg, fimH, (fyuA, fepC, iroN, iutA, cvi,
hlyF), vgrG

crl, fimH, (iroN, iucD, iutA, sitDe, cvi),
kpsMT2, (hlyF), vgrG,

crl, esg, fimH, (fyud, fepC, irp-2, iroN,
iucD, iutd), kpsMT2, (ompT, hlyF), ibea,
vgrG
crl, esg, fimH, (fyud, fepC, iucD, iutA, irp-
2, ompT, iroN, hlyF), vgrG, malx

crl, fimH, (fyud, fepC, irp-2, iroN, iucD,
iutA, ompT), kpsMT2, (hlyF) vgrG,

crl, fimH, (fyud, fepC, irp-2, iroN, iucD,
iutd, ompT), kpsMT2, (hiyF), vgrG
crl, esg, fimH, (iroN, iucD, iutA, ompT,
hiyF), kpsMT2, vgrG
crl, fimH, (iroN, irp-2, iucD, iutA, cvi,
ompT), ast, (hlyF), vgrG, pic,

B1

g U ©o ©o o

A

A

Baixa

Média

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Média

Média

Neg:21

100:21
Neg:21
Neg:21
100:21

Neg:21

O7: neg

7: neg

7: neg

Neg:10

Neg: neg
O7: neg

100:8

Teste de patogenicidade in vivo, onde alta representa linhagem cujo grupo de pintinhos desafiados apresentou 50% de mortalidade ou lesdes severas; média refere-se a

mortalidade e lesdes ocasionais devido a inoculagao.
Sorologia realizada pela E. coli Reference Ceter, Pennsylvania State University, Neg= Nao tipavel, Rug= Linhagem rugosa.
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linhagens nao-letais, porém com até 50% de lesdes apresentadas na necropsia e baixa patogenicidade diz respeito as linhagens que nio apresentaram nenhuma



RS81

RS84

RS86

RS87

RS88

RS89

RSS

RS6

RS8

RS3

RS4
RS23

crl, csg, kpsMT2, vgrG

crl, fimH, clpV, vgrG

crl, csg, kpsMT?2

crl, fimH, (hlyF), kpsMT2, clpV
crl, esg, fimH, papC, (fepC, irp-2, iroN, iucD,
iutA, cvi, iss, ompT, hiyF), ibea, clpV, hcp,
vgrG, malx

crl, fimH, hra, (fepC, iucD, iutA, iss, ompT,
hlyF), clpV, hep, vgrG

crl, esg, fimH, hra, (tsh, iucD, iutA, iss, ompT,
hlyF), vgrG
crl, csg, fimH, (iucD, iutA, sitDe, ompT, hlyF),
vgrG
crl, csg, fimH, (iroN, iucD, iutA, ompT, iss,
hlyF)
crl, esg, fimH, (tsh, fepC, iucD, iutA, cvi,
ompT), kpsMT3, ast, (hlyF), icmF, vgrG,
crl, csg, fimH, (tsh, iroN, iucD, iutA, sitDe,
cvi, iss, ompT, hlyF), clpV, icmF, vgrG
crl, csg, fimH, hra, icmF, vgrG, pic

Bl

B2

Bl

o

Bl
D

Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Médio

Médio

Alta

Média

Alta

Alta

Alta

Baixa

05:110

68:21

05:110
119:110

Neg:4

Neg:4

08:10

neg:9
08:9
15:1

Neg:12
08:49

RS24

RS27

RS29

RS31

RS33

RS34

crl, csg, fimH, vgrG
crl, esg, Ipfoisr, papC, (fvuA, irp-2, iucD,
iutA, sitDe), sitDc, (iss), kpsMT2, neuc,
(ompT, traT, hlyF), icmF, vgrG

fimH, (tsh, iucD, fyuA, irp-2, iroN, iutA,

sitDe, cvi, iss, ompT, traT, hiyF), vat, ibea,
malx
crl, csg, fimH, (iucD, iutA, sitDe), icmF

csg, fimH, (tsh, fepC, fyud, irp-2, iucD,
iutA, cvi, iss), neuc, (traT, hlyF), vat
sfa, (tsh, fepC, fyud, irp-2, iroN, iucD,
iutA, sitDe), sitDc, (cvi), neuc, (ompT, iss,
hlyF), vat, ibea, malx

B2

Bl

B2

Baixa

Alta

Alta

Baixa

Alta

Alta

176:10

Neg:4

85:31

18:16

02:neg

Teste de patogenicidade in vivo, onde alta representalinhagem cujo grupo de pintinhos desafiados apresentou 50% de mortalidade ou lesdes severas; média refere-se a

Sorologia realizada pela E. coli Reference Ceter, Pennsylvania State University, Neg= Nao tipavel, Rug= Linhagem rugosa.

linhagens ndo-letais, porém com até 50% de lesdes apresentadas na necropsia e baixa patogenicidade diz respeito as linhagens que néo apresentaram nenhuma
mortalidade e lesdes ocasionais devido a inoculagéo.



Tabela 11. Caracterizacio molecular, filogenética, patogénica e sorologica das linhagens ditas AFEC encaminhadas ao LBMB. Os genes

plasmidiais associados a viruléncia estiio entre parénteses e na cor vermelha para melhor observacio.

1D Genotipo GF "Pato ’O:H ID Genotipo GF "Pato ’O:H
PE3-F crl, fimH, (traT), pic Bl Baixa 118:29 SP69 Ipfoiss, (fepC), ast D Baixa 09:45
¢sg, Ipforar, (iroN, iucD, iutA, sitDe, iss),
PE4-F crl, fimH, vgrG A Baixa Neg:38 SP71 kpsMT3, (ompT, traT, hlyF), clpV icmF, B2 Alta 153:5
vgrG, malx
csg, fimH, (tsh, iroN, iucD, iutA, sitDe, cvi,
PES-F fimH, vgrG A Baixa 113:4 SP125 iss, ompT, hlyF), hep, icmF, vgrG, ast, D Alta Rug:neg
malx
PE7-F SfimH, hra, (ompT) A Baixa 1589  SPI26 csg, fimH, (”"N']‘l"[’}f?)"" cvi, iss, ompT, Bl  Alta  09:34
crl, fimH, (iroN, iss, ompT, traT, hiyF), clpV, o . crl, esg, fimH, (tsh, fyud, iroN, iucD, iutA, .
PE15-F varG Bl Média 5:11 SP155 cvi, ompT, traT, hIyF), icmF, verG, malx D Alta Rug:neg
: _ § . . SimH, Ipforar, Ipforss (tsh, iroN, iucD, iutA, .
PE18-F SfimH, (fvud, traT), vgrG A Baixa 80:25 SP156 sitDe, cvi, iss), kpsMT3, (traT, hivF), malx D Alta Rug:neg
PE19-F crl, fimH, (traT), vgrG, A Baixa 153:12 SP164 SfimH, Ipfoisq, (iroN, iutA, ompT) A Média  Rug:neg
fimH, (fepC, iroN, iucD, iutA, sitDE, iss, . fimH, (tsh, iroN, iucD, iutA, sitDe, cvi, iss), .
PE22-F ompT, traT, hiyF), ibed Bl Alta 19: neg SP165 kpsMT3, (hIyF), malx D Alta Rug:neg
. fimH, (fepC, fyud, irp-2, iss, ompT, traT, R N - » i iee B . §
PE24-F hivE), clpV, varG B1 Alta 126:27 SP113 SfimH, Ipfp14, (iroN, sitDe, cvi, iss, hlyF) A Baixa Rug:25
crl, fimH, (fepC, fyud, iroN, irp-2, iucD, S . e
PE26-F iutA), sitDc, (sitDe, iss), neuC, (ompT, traT, Bl Alta 120:4 SP114 fimH, (fepC., ”0/7’[ A:;{)De, cvi, iss, traT, Bl Alta Neg:2
hlyF), vat, malx "y
PE28-F crl, (fvud, irp-2), ast, vgrG A Baixa 117:26 SP117 csg, fimH, (iucD, iutA, sitDe, traT) B1 Baixa 08:21
PE29-F erl, fimH, (foud, irp-2, traT), ast, vgrG A Baixa 13626 spiig &S (fepC l”f’;’g futd, sitDe, cvi, gy Al 08:21
sps7 /b esg fimll, p“pacs' ' (’VSZ’I’ Joud 2 APE) -y Baixa Neg4  SP146 csg, kpsMT3 B2 Baixa Rugneg
SP61 crl, fimH, Ipfo141, icmF A Baixa 109:45 SP147 crl, fimH, kpsMT3, B2 Baixa 73:neg
SP65 (tral), icmF, vgrG Bl Baixa 08:21 SP183 fimH, (iroN, traT) Bl Baixa 08:20

9F

Teste de patogenicidade in vivo, onde alta representalinhagem cujo grupo de pintinhos desafiados apresentou 50% de mortalidade ou lesdes severas; média refere-se a

Sorologia realizada pela E. coli Reference Ceter, Pennsylvania State University, Neg= Nao tipavel, Rug= Linhagem rugosa.

linhagens nao-letais, porém com até 50% de lesdes apresentadas na necropsia e baixa patogenicidade diz respeito as linhagens que nio apresentaram nenhuma
mortalidade e lesdes ocasionais devido a inoculagao.



SP184

SP191

SP200

SP216

SP37

SP43a
SP43c

SP43f

SP43g

SP44a
SP44b

SP44c

SP44d
SP45

csg, (tsh, iutA, sitDe, ompT, iroN, traT)

crl, csg, fimH, (iss)

csg, fimH, hra, (tsh, fyud, irp-2, iucD, iutA,
sitDe, ompT, traT, hlyF), clpV, icmF, vgrG
crl, esg, fimH, (fyuA, iroN, sitDe, traT,
hiyF)
fimH, (fyuA, iroN, iucD, iutA), sitDe, (sitDe,
cvi, iss), neuc, (ompT, traT, hlyF), vat, ibea,
malx
SfimH, Ipfor41, (fepC), hep, icmF, vgrG
crl, fimH, (tsh, iroN, iucD, iutA, sitDe, cvi,
iss, ompT, traT, hlyF)

crl, fimH, (iroN), neuc, vgrG

¢sg, (tsh, iroN, iucD, iutA, cvi, iss, hlyF),
ast, vat, vgrG, pic
neuc, (traT), icmF, vgrG
csg, fimH, hra, neuc, (traT), ast, vat, vgrG,
¢sg, fimH, hra, (iroN, iucD, iutA, sitDe,
cvi), neuc, (iss), kpsMT2, (ompT, traT, hiyF,
fepC), ibea, pic
crl, csg, fimH, (traT)
SfimH, (iroN, iutA, sitDe, cvi, ompT, iss,
hlyF), ast, icmF, vgrG

Bl

B2

B2

Bl

B1

A

Baixa

Média

Baixa

Baixa

Baixa
Média
Alta

Baixa

Alta

Baixa
Baixa

Alta

Media

Baixa

08:20

08:9

08:9

19:21

83:1

137:neg
08:49

Neg:10

12:10

08:51
73:12

153:34

05:11
91:neg

SP46a

SP46b

SP46¢

SP46d

SP47a

SP47b
SP47¢

SP47d

crl, esg, fimH, (iroN, sitDe), neuc, (iss,
ompT, traT, hlyF), pic
crl, fimH, Ipfoi4;, (tsh, fepC, iroN, iucD, iutA,
sitDe), neuc, (ompT, iss, traT, hlyF), clpV,
hep, vgrG, ast

crl, neuc, (traT), icmF, verG”,

csg, fimH, icmF, vgrG

csg, kpsMT2

fimH, csg, hra, papC, (tsh), vat, vgrG
(iroN, iucD, iutA, cvi, iss, ompT, hlyF), clpV,
icmF, vgrG, ast
crl, esg, hra, (sitDe), neuc, (ompT, hlyF),
icmF, vgrG

Bl

Bl

Bl

B1

Média

Média

Média

Alta

Baixa
Baixa
Média

Baixa

09:51

19:25

82:19

15:11

O7:neg

178:11
100:19

Neg:neg

Teste de patogenicidade in vivo, onde alta representalinhagem cujo grupo de pintinhos desafiados apresentou 50% de mortalidade ou lesdes severas; média refere-se a
linhagens ndo-letais, porém com até 50% de lesdes apresentadas na necropsia e baixa patogenicidade diz respeito as linhagens que ndo apresentaram nenhuma

mortalidade e lesdes ocasionais devido a inoculagio.
Sorologia realizada pela E. coli Reference Ceter, Pennsylvania State University, Neg= Nao tipavel, Rug= Linhagem rugosa.



4.6 Analise de agrupamento

A andlise de agrupamento (Figura 8) mostra que as linhagens ficaram aglutinadas
em quatro grupos (I, IIa, IIb e Ilc). As linhagens do agrupamento I tem uma origem de
isolamento bem diversificada e ndo caracteriza qualquer Estado em particular. Constitui-se
quase que, exclusivamente, de linhagens de alta patogenicidade, com alta presenga de genes
plasmidiais. No total, 30 linhagens pertencem a este agrupamento, onde 22 (73,3%) sdo de
alta, seis (20%) sd@o de média e apenas duas (6,6%) sdo de baixa patogenicidade.

O grupo Ila também demonstra linhagens de diferentes origens de isolamento e de
alta e média patogenicidade, porém com uma quantidade menor de genes relacionados a
captacdo de ferro e com combinagdes maiores dos genes do SST6 em comparagdo com 0s
grupos I e IIb. Neste agrupamento, composto por 21 linhagens, oito (38%) sdo de alta,
cinco (23,8%) sdo de média e oito (38%) sdo de baixa patogenicidade. Linhagens do
agrupamento IIb sd3o basicamente originadas do RS, de casos de celulite aviaria, e também
com um maior perfil de alta e média patogenicidade, porém com uma presenga menor de
genes relacionados a resisténcia ao soro. No total, 25 linhagens foram separadas neste
grupo, onde 17 (68%) sdo linhagens de alta, seis (24%) s@o de média e duas (8%) sdo de
baixa patogenicidade. Ja o agrupamento Ilc ¢ composto, quase que exclusivamente, por
linhagens de baixa patogenicidade, apresentando linhagens com menor numero de GAV,
especialmente os plasmidiais. No total pertencem a este grupo 44 linhagens, onde apenas
seis (13,6%) s3o de alta, quatro (9%) sdo de média e 34 (77,2%) sdo de baixa

patogenicidade.
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Figura 8. Arvore de agrupamento das linhagens de E. coli de origem avidria conforme o perfil génico. A identificagdo dos genes segue uma classificagdo em
cores onde em preto estdo os genes relacionados a fimbrias e adesinas (fimH, crl, c¢sgA, tsh, papC, Ipfoisyoriss, hra, Ipfoisyoriq, sfa, iha e afa); vermelho
estdo os genes relacionados a captagdo de ferro (iucD, iutA, iroN, sitDe, fepC, irp-2, fyud e sitDc); amarelo sdo os genes associados a resisténcia ao soro
(ompT, iss, traT, cvi, neuc, kpsMT?2 e kpsMT3); verde sdo os genes relacionados a toxinas (hlyF, ast, vat e sat); azul estdo os genes relacionados a invasinas
(ibeA e gimB) e em lilas sdo os genes relacionados a fatores diversos (vgrG, clpV, icmf, hep, malX e pic). Abaixo esté a classificagdo das linhagens conforme a
identificagdo como APEC (P), AFEC (F), Estado de origem (PE,SP, PR e RS), Patogenicidade (A=alta, M=média, B=baixa). I, Ila, IIb, Ilc e as respectivas

linhas cinza, marrom, azul e rosa representam os agrupamentos encontrados.



A Figura 9 demonstra a arvore de agrupamento das linhagens conforme o perfil de
genes que apresentaram diferengas significativa (p<0,05) e extremanente significativa
(p<0,001) no teste exato de Fisher. Foram observados dois grupos (III e IV). O grupo III
apresenta linhagens predominatemente de alta e média patogenicidade. No total foram
agrupadas 58 linhagens, onde 40 (68,9%) sao de alta, 15 (25,8%) sdo de média e apenas
trés (5,1%) s3o de baixa patogenicidade. Ao passo que o grupo IV, apresenta
predominancia das linhagens de baixa patogenicidade, onde no total foram agrupadas 62
linhagens, sendo 13 (20%) de alta, seis (9,6%) de média e 43 (69,3%) de baixa

patogenicidade.
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Figura 9. Arvore de agrupamento das linhagens de E. coli de origem avidria conforme o perfil de genes que apresentaram diferenga
estatistica (p<0,05 e p<0,001) entre as linhanges de alta e média patogenicidade frente as de baixa patogenicidade. A identificacdo dos genes
segue uma classificagdo em cores onde em preto estdo os genes relacionados a fimbrias e adesinas (fimH, tsh e papC); vermelho estdo os
genes relacionados a captag@o de ferro (iucD, iutd, iroN, sitDe, fepC, irp-2 e fyud); amarelo sdo os genes associados a resisténcia ao soro
(ompT, iss e cvi); verde esta o gene relacionado a hemolisina (klyF); e em lilas o gene relacionado a ilha de patogenicidade de EHEC (malX).
Abaixo estd a classificagdo das linhagens conforme a identificacio como APEC (P), AFEC (F), Estado de origem (PE,SP, PR e RYS),

Patogenicidade (A=alta, M=média, B=baixa). Il e IV e as respectivas linhas preta e roza rosa representam os agrupamentos encontrados.



A Figura 10 agrupa as linhagens apenas com os genes de viruléncia que
demonstraram diferenga estatistica extremamente significativa (p<0,001). Através desta
analise, ¢ possivel ver trés grandes agrupamentos, nomeados V, VI e VII. O grupo V
compreende a maior parte das linhagens de alta e média patogenicidade. Quarenta e nove
linhagens foram agrupadas neste conjunto. Deste total, 31 (63,2%) sdo linhagens de alta, 13
(26,5%) de média e apenas 5 (10,2%) sdo de baixa patogenicidade. No agrupamento VI,
houve um total de 24 linhagens onde 17 (70,8%) sdo de alta, quatro (16,6%) sdo de média e
apenas trés (12,5%) sdo de baixa patogenicidade. Nos agrupamento V e VI, existe uma
variancia de no minimo trés a no maximo sete genes. O agrupamento VII compreende 47
linhagens, dentre as quais apenas cinco (10,6%) sdo de alta, quatro (8,5%) sdo de média
patogenicidade. As demais linhagens sdo de baixa patogenicidade, 38 (80,5%) no total, e
apenas trés linhagens contém até dois GAV. A origem de isolamento das linhagens APEC,
em todos os agrupamentos, sdo diversas, ndo caracterizando um Estado em especifico. Ja as
linhagens AFEC enquadram-se majoritariamente no grupo VII, com excessao das linhagens

AFEC de alta ou média patogenicidade as quais se encaixaram nos agrupamentos V e VI.
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Figura 10. Arvore de agrupamento das linhagens de E. coli de origem avidria conforme o perfil de genes que apresentaram diferenca estatistica
extremamente significativa (p<0,001) entre as linhagens de alta e média patogenicidade frente as de baixa patogenicidade. A identificacdo dos genes segue
uma classificagdo em cores onde em vermelho estio os genes relacionados a captagdo de ferro (iucD, iutA, iroN e fepC); amarelo sdo os genes associados
a resisténcia ao soro (ompT e cvi) e em verde estd o gene relacionado a hemolisina (hlyF). Abaixo esta a classificacdo das linhagens conforme a

identificagdo como APEC (P), AFEC (F), Estado de origem (PE,SP, PR e RS), Patogenicidade (A=alta, M=média, B=baixa). V, VI e VII e as respectivas

linhas preta, marrom e rosa representam os agrupamentos encontrados.



5 DISCUSSAO

Para se realizar o diagnodstico diferencial da colibacilose aviaria frente outras
patologias aviarias de sintomatologia semelhante, pode-se utilizar de diversas
metodologias, ndo apenas fenotipicas, como isolamento em meios de cultura, identificacdo
bioquimica e sorotipificagdo, mas também genotipicas, através da deteccdo molecular de
fatores relacionados a viruléncia (Ferreira e Knobl, 2000). Embora a capacidade de causar
doenca em modelos in vivo seja necessaria e, talvez, fundamental, esta ndo ¢ uma
metodologia correntemente empregada. Embora, muitos fatores associados a viruléncia
(FV) de Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) ja tenham sido descritos, ainda nao ¢
possivel definir, quais s3o os FVs essenciais na caracterizacdo deste patotipo,
diferenciando-o de uma E. coli aviaria ndo patogénica (Barnes et al., 2003).

O simples isolamento de E. coli de 6rgaos internos da ave ja indica que a linhagem
possa ser virulento para a espécie avidria no entanto, alguns estudos tém demonstrado que a
determinacdo dos genes associados a viruléncia (GAV), presentes nas linhagens, associada
a inoculacdo in vivo em pintainhos de 1 dia de idade, ¢ fundamental para se estabelecer uma
classificacdo da viruléncia destas bactérias, pois sabe-se que muitas linhagens podem ser de
origem fecal (AFEC) e ndo estar, necessariamente, associadas a doenca em aves (Johnson
et al., 2008c; Schouler et al., 2012). Isto, geralmente, ocorre quando as aves sdo submetidas
ao desafio por agentes imunossupressores como doenca de Gumboro, micotoxicose,
leucose aviaria, doenga de Marek dentre outras, pois muitas destas AFEC que invadem o
organismo das aves sdo linhagens oportunistas, ndo possuindo mecanismo que permitam a
sua sobrevivéncia na corrente sanguinea ¢ em outros orgaos (Ferreira e Knobl, 2000).

Neste trabalho, verificou-se a frequéncia de GAV em duas populagdes de origens
distintas de E. coli avidria. Uma populagdo denominada APEC, contendo linhagens de aves
com lesdes de colibacilose (septicemia, celulite aviaria e doenca do trato respiratorio), e
outra denominada AFEC, contendo linhagens isoladas por meio de suabes cloacais de aves
aparentemente saudaveis ao exame clinico veterinario. Devido ao exposto anteriormente,
foram realizados testes de patogenicidade in vivo, em pintainhos de 1 dia de idade, para
classificacdo das linhagens em uma das trés categorias propostas por (Rosenberger et al.,

1985), alta, média e baixa patogenicidade. Desta forma, foi possivel relacionar a presenca,
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nas linhagens, de determinados fatores associados a viruléncia e a patogenicidade em
pintainhos de 1 dia de idade, tornando possivel inferir sobre a importancia da presenca

destes fatores na patogénese da colibacilose aviaria.

5.1 Patogenicidade in vivo

Os resultados em relagdo a patogenicidade in vivo demonstram que do total das
linhagens APEC, 46 (50,5%) foram classificadas como de alta patogenicidade, 13 (14,3%)
de média patogenicidade e 32 (35,2%) de baixa patogenicidade. Isto reforca, mais uma vez,
que nem todas as E. coli isoladas de casos de colibacilose podem ser os agentes primarios
da doenca, podendo ser apenas agentes oportunistas devido a fatores imunossupressores,
com a presenca de micotoxinas na ragdo, ou infec¢do prévia por agentes virais, como ¢
comumente relatado nos casos de doenga do trato respiratorio (Dho-Moulin e Fairbrother,
1999; Ferreira e Knobl, 2000).

Entre as linhagens AFEC, sete (24,1%) apresentaram alta patogenicidade, oito
(27,6%) média patogenicidade e 14 (48,3%) baixa patogenicidade. O reservatorio mais
importante de E. coli ¢, justamente, o intestino dos animais, incluindo aves. Estima-se que
cerca de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) de E. coli podem ser encontradas por
grama de fezes. As linhagens podem ser tanto patogénicas como nao patogénicas (Harry,
1965a). Cerca de 10 a 15% das linhagens de E. coli habitantes da microbiota fecal de aves
saudaveis, pertencem a um sorogrupo O que também pode ser isolado de lesdes de
colibacilose (Harry, 1965b). Desta forma, justifica-se a presenca de linhagens patogénicas
entre a populacdo de AFEC encontradas neste trabalho.

E importante ressaltar que, através do teste exato de Fisher, a distribuicio das
linhagens APEC e AFEC de alta patogenicidade demonstrou-se estatisticamente
significativa (p<0,05), ou seja, mesmo encontrando-se linhagens patogénicas entre a
populacdo de AFEC, é possivel utilizd-las em compara¢do com linhagens APEC para a
determinacdo de GAV. Porém, deve-se ter cautela quanto a presenca de linhagens
potencialmente patogénicas neste tipo de populacdo (AFEC), as quais possam dificultar a

interpretacdo de resultados de buscas por novos marcadores biologicos. Para tanto, a
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realizagdo de testes de patogenicidade com pintainhos de 1 dia de vida ou galinhas de 16

semanas € essencial.

5.2 Deteccao dos genes associados a viruléncia (GAYV)

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que as linhagens de alta e média
patogenicidade apresentaram, em geral, pelo menos um GAV relacionado a adesdo, um
relacionado ao sistema de aquisicdo de ferro e um fator de resisténcia ao soro do
hospedeiro. Apenas duas linhagens de alta e duas de média patogenicidade ndo
apresentaram genes relacionados a fatores de captacdo de ferro. Dentre as de alta
patogenicidade, a linhagem SP46d apresentou dois GAV relacionados a adesao e dois GAV
relacionados ao SST6 (Tabela 11) e outra linhagem SP146 apresentou apenas o0 GAV csg e
kpsMT3 (Tabela 10). Entre as de média patogenicidade, a linhagem 44d (Tabela 11)
apresentou trés GAV relacionado a adesdo, mais o gene tral. A linhagem SP46¢c
apresentou um GAV de adesdo, dois de resisténcia ao soro e dois do SST6 (Tabela 11) e a
linhagem PE7 apresentou apenas fimH e hra, de adesdo, e ompT, relacionado a resisténcia
ao soro (Tabela 11). Quatro linhagens de alta e uma de média patogenicidade nao
apresentaram genes associados a resisténcia a agao bactericida do soro do hospedeiro. Entre
as de alta patogenicidade, uma ¢ a linhagem SP46d, ja descrita acima, outra linhagem
(PR1), apresentou quatro GAV relacionado a adesdo, um relacionado a captacdo de ferro,
um a toxinas e trés do SST6 (Tabela 10). As linhagens de alta patogenicidade RS63 e
RS65, apresentaram quatro GAV relacionado a adesdo, cinco relacionado a captcdo de
ferro, um relacionado a toxinas ¢ um relacionado ao SST6 (Tabela 10). A tnica linhagem
de média patogenicidade que ndo apresentou GAV de resisténcia ao soro (SP43a),
apresentou dois GAV de adesdo, um de captagdo de ferro e um do SST6 (Tabela 11).

As linhagens de baixa patogenicidade, em geral, apresentaram pelo menos um gene
relacionado a adesdo. Apenas duas linhagens ndo apresentaram qualquer gene relacionado a
adesdo, 21 ndo apresentaram genes associados a captagdo de ferro e 14 ndo apresentaram
genes relacionados a resisténcia a toxicidade do soro do hospedeiro. Os dados aqui
apresentados concordam, parcialmente, com estudos prévios (JanBen et al., 2001; Ngeleka

et al., 2002; De Brito et al., 2003; Delicato et al., 2003; Rodriguez-Siek et al., 2005; Ewers
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et al., 2007), que sugerem que linhagens APEC devem apresentar pelo menos um fator de
cada grupo para serem consideradas capazes de causar colibaciolose avidria pois, quatro
linhagens de alta e média patogenicidade ndo apresentaram genes de captacdo de ferro e
cinco ndo apresentaram genes para resisténcia ao soro do hospedeiro, o que sugere que
genes adicionais relacionados a patogenicidade, ainda ndo descritos, possam estar presentes
nestas linhagens.

Os GAV que, significativamente, diferenciam linhagens de alta e média
patogenicidade das de baixa patogenicidade sdo hlyF, iucD, ompT, iutA, iroN, fepC, cvi
todos com p<0,001 e fimH, iss, tsh, irp-2, fyuAd, papC, malx todos com p<0,05. Ao passo
que, sem considerar a classificagdo das linhagens pelo teste de patogenicidade in vivo e
apenas as duas populacdbes APEC e AFEC, verificam-se que os genes que,
significativamente, distinguem os dois patotipos sdo iucD, csg, hiyF, iutA, papC, tsh, sitDe,
irp-2, cvi e neuC todos com p<0,05. Com base nestes resultados, é possivel inferir que os
genes iucD, hlyF, iutA, papC, tsh, irp-2 e cvi, possam estar mais relacinados a
patogenicidade das linhagens, enquanto que ompT, iroN, fepC, fimH, iss, fyud, malx
possam estar relacionados a viruléncia das mesmas. Além disso, esta diferenca entre GAV,
mais uma vez, reforca a necessidade de se verificar sempre a patogenicidade das linhagens,
para que nao haja falsa interpretagdo dos resultados.

Nao foi possivel visualizar diferencas significativas entre as linhagens de diferentes
Estados através da frequéncia dos genes associados aos GAV. De maneira geral, todos os
Estados apresentaram o mesmo padrao de presenga de pelo menos um gene associado a
fator de aderéncia, sideroforos e resisténcia ao soro. Uma consideragdo importante deve ser
feita em relacdo as linhagens do Parand, onde, nestas linhagens, foi observado que o gene
Ipfoiszor1s4 apresentou uma frequéncia superior aos demais estados (47,8%).

Em geral, as linhagens de alta e média patogenicidade apresentaram uma média de
3,1 e 3,2 genes relacionados a fatores de aderéncia, respectivamente. Enquanto que as
linhagens de baixa patogenicidade apresentaram uma média de 2,0 GAV (tabelas 9 e 10). A
aderéncia ao hospedeiro é o primeiro passo para o estabelecimento da colonizag¢do
bacteriana. E. coli possui diversos fatores de adesdo especificos, o que lhe permite
colonizar sitios em seu hospedeiro que normalmente ndo habitariam (Kaper et al., 2004).

As estruturas que permitem a adesdo ao hospedeiro podem ser de natureza fimbrial ou
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afimbrial. As adesinas fimbriadas s3o filamentos proteindceos expressos na superficie
bacteriana que medeiam adesdo as células do hospedeiro. Uma bactéria pode apresentar
mais de 400 estruturas fimbriadas na sua superficie (Dziva e Stevens, 2008b; Antao et al.,
2009b).

A fimbria tipo 1 (F1) é codificada pelo operon fim (Typel fimbriae D-manose
adhesin), que codifica um filamento de 1 a 2 um de comprimento presente na superficie
bacteriana, composto por varias subunidades. Na extremidade mais externa da fimbria ¢
encontrada uma lectina (FimH) que reconhece a manose e promove a adesdo e colonizagao
bacteriana as superficies da mucosa (Orndorff e Falkow, 1984). Neste estudo, o gene fimH
foi o mais frequente entre os genes pesquisados, presente em 81,7% das linhagens
pesquisadas, 90,5% das linhagens de alta e média patogenicidade e 67,4% das linhagens de
baixa patogenicidade. Esse resultado esta de acordo com o encontrado na literatura, onde
F1 ¢ encontrado entre 70-100% das linhagens de E. coli aviaria (Dho-Moulin e Fairbrother,
1999; Rodriguez-Siek et al., 2005; Ewers et al., 2007; Antao et al., 2009a).

A fimbria F1 na colonizacao ¢ tida como fundamental para a viruléncia de linhagens
APEC, tendo sido demonstrado que, com a delecdo do gene fimH, in vitro, a viruléncia da
linhagem foi atenuada, reduzindo o poder de adesdo e colonizacdo da bactéria (Arné et al.,
2000; Mellata et al., 2003). Em aves, foi observado que a fimbria F1 atua na adesdo da
bactéria aos pulmdes, intestinos, baco e figado. Neste trabalho, a presenca de fimH foi
estatisticamente maior (p<0,05) em linhagens de alta ¢ média patogenicidade do que nas
linhagens de baixa patogenicidade, indicando mais uma vez a importante contribuicdo da
F1 na viruléncia de linhagens APEC.

Ainda em relacdo aos fatores de aderéncia, foi observado neste trabalho, que o gene
cromossomal papC, relacionado a fimbria P ou F11 (Pyelonephritis-associated pilus ou P
blood antigen) e descrito pela primeira vez em E. coli uropatogénica (UPEC) como uma
adesina associada a pielonefrite (Sauer et al., 2000), foi detectado em 20 (16,7%) de todas
as linhagens testadas (Tabela 4), estando presente em 18 (24,3%) das linhagens de alta e
média patogenicidade, sendo estatisticamente distinto das linhagens de baixa
patogenicidade que apresentaram apenas 2 (4,3%) linhagens papC’ (p<0,001). Na
colibacilose avidria, acredita-se que a fimbria P esteja associada a colonizagdo dos érgaos

internos, além da fimbria F1, a fim de causar infec¢des sistémicas, ndo sendo expressa nos
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momentos iniciais da infeccdo (Pourbakhsh et al., 1997; La Ragione e Woodward, 2002).
Estes resultados corroboram dados anteriores (Knobl et al., 2006) de que no Brasil a
prevaléncia da fimbria P, em APEC, seja em torno de 6 a 26% das linhagens.

Os genes associados a expressdo da fimbria “curli” (crl e csgAd) apresentaram
frequéncias moderadas entre as linhagens de alta, média e baixa patogenicidade, ndo sendo
observada diferenca estatistica. No entanto, através do mesmo teste, foi observada diferenga
estatistica (p<0,05) entre APEC e AFEC para a presenga de csg. Estes dados contrariam
observacdes realizadas por Maurer ef al. (1998) e por Mcpeake et al. (2005) que detectaram
os genes crl e csgA em todos as linhagens analisadas, incluindo linhagens de aves saudaveis
considerados comensais. O papel da fimbria “curli” ainda ¢ controverso na literatura. La
Ragione et al. (1999) mostraram que linhagens mutantes APEC ‘“ndo-curliadas” nao
apresentaram diferengas estatisticas de reducao de adesdo quando comparadas as linhagens
selvagens, contudo, estudos realizados por La Ragione et al. (2000) demonstraram que
estas fimbrias sdo importantes também na colonizacdo, invasdao e persisténcia em aves
livres de patogenos especificos (SPF). Além disso, Gophna et al. (2001) demonstraram que
as fimbrias “curli” expressas por uma APEC O78 medeiam a colonizacdo da bactéria em
células eucarioticas, o que sugere que a fimbria “curli” pode constituir um possivel
determinante de viruléncia em linhagens APEC. Outro aspecto que deve ser notado € que o
gene crl, por ser um gene regulador da expressao da fimbria “curli”, ¢ mais conservado, ou
seja, apresenta pouca variabilidade em sua sequéncia de nucleotideos (Arnqvist et al.,
1992). O contrario ¢ observado para as sequéncias dos genes csg, especialmente para o
gene csgA, também utilizado neste estudo (Dueholm et al., 2012). Isto poderia justificar a
diferente ocorréncia dos genes relacionados a producdo da fimbria “curli” entre este
trabalho e a literatura.

Outro fator importante, e também relacionado a adesdo, ¢ a adesina Tsh
(Temperature sensitive hemagglutinin) descrita por Provence e Curtiss (1994). A adesina
Tsh, codificada pelo gene #sh, contribui para os estagios iniciais da infecc¢do, incluindo a
colonizagdo dos sacos aéreos e pulmdes, porém nao contribui para a colonizagdo
generalizada (Dozois et al., 2000). O gene tsh vem sendo associado a patogenicidade de
APEC, sendo detectado em alta frequéncia entre linhagens patogénicas por diferentes

grupos de pesquisa (Maurer et al., 1998; Dho-Moulin e Fairbrother, 1999; Jan3en et al.,
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2001; Ewers et al., 2004). Por esta razio, Skyberg et al. (2003) propdem sua utilizacio
como marcador molecular para a identificagdo de APEC. Neste estudo, verificou-se que a
detec¢do do gene #sh foi estatisticamente maior em linhagens de alta e média
patogenicidade (45,9%) do que nas linhagens de baixa patogenicidade (13%) (p<0,05),
corroborando o proposto por esses autores de que o gene fsh possa ser utilizado como
marcador molecular de APEC, caso se considere a frequéncia encontrada em todas as
linhagens patogénicas. Frequéncias diferentes foram encontradas por Mcpeake et al. (2005)
que verificaram a presenca do gene em 93,3% das linhagens comensais analisadas na
Irlanda. Delicato et al. (2003), trabalhando com linhagens brasileiras, observaram que
39,5% das linhagens de E. coli de aves com colisepticemia apresentaram este gene,
enquanto que em apenas 3,8% dos linhagens fecais de aves saudaveis foi possivel detectar
o mesmo gene. E importante ressaltar que este gene tem origem plasmidial, sendo
encontrado em plasmidios pColV (Dozois et al., 2000) e, dado a isto, se espera que
flutuagdes na ocorréncia aparegam, decorrentes da perda plasmidial, ou aquisi¢do via
transferéncia horizontal. Caso ocorra integracdo de plasmidio contendo este, ou qualquer
outro gene, no Cromossomo, 0 MEesMmMo passa a ser Cromossomico.

As fimbrias polares longas (long polar fimbriae — LPF) sdo relacionadas
geneticamente a fimbria F1 e estdo associadas a adesdo de Salmonella entérica sorovar
Typhimurium e a patogenicidade de linhagens E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)
O157:H7 (Doughty et al., 2002). Em STECs, as LPFs sao codificadas pelo operon /pf,
podendo ser encontradas quatro variantes do gene /pf4, amplamente detectados entre as
linhagens de E. coli diarreiogénicas: IpfAonis, [pfAone, [pfAonisinse € IpfAonsina. A
variante [pfAoris7/154 analisada neste estudo, foi encontrada em frequéncias bem distintas
entre o Estado do Parana com 16 (47,8%) linhagens lpfA01157/154+, e os demais Estados
(Tabela 5). Além disso, 11 dessas linhagens foram classificadas como de alta
patogenicidade. Isto pode indicar que esta fimbria pode colaborar com o processo de
patogénese destas linhagens, em especifico. Por outro lado, a variante IpfAornis7/141 foi um
dos genes menos encontrados entre todas as linhagens estudadas. Mais estudos seriam
necessdrios para verificar uma possivel clonalidade destas linhagens e verificar o porqué

desta diferenca nas linhagens do Estado do Parana.
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Os genes sfa (adesina S) e iha (iron-regulated-gene-homologue adhesin) foram as
sequéncias encontradas em menor frequéncia no presente estudo, estando presente em
apenas duas linhagens APEC do RS e uma linhagem APEC de PE. Ambas foram
classificadas como de alta patogenicidade. A adesina S € frequentemente encontrada em
linhagens UPEC, causadoras de cistite e de pielonefrite aguda, mas geralmente sdo
encontradas em baixas frequéncias entre linhagens APEC (Blanco et al., 1997). Os
resultados obtidos neste estudo, onde apenas duas (2,7%) linhagens apresentaram-se sfa
ambas de alta patogenicidade, estdo muito proximos ao encontrado por Stordeur et al
(2002) que detectaram o gene sfa em 4,4% das linhagens de E. coli de origem aviaria e
observaram que este gene era mais frequente em linhagens de origem extraintestinal do que
em linhagens provenientes da microbiota intestinal das aves.

O gene iha apresenta atividade proteolitica, frequentemente encontrado em
linhagens STEC eae-negativa (Schmidt et al., 2001). Este gene codifica uma adesina
comum em todos os soropatotipos de STEC de diferentes origens (animal, humana e
alimentar), sendo considerada uma adesina necessaria ao estabelecimento de STEC em
humanos, mas nao suficiente para o desenvolvimento de infeccdo (Tarr et al., 2000). A
baixa frequéncia do gene iha entre as linhagens de E. coli avidrias analisadas neste estudo
indica que esta adesina pode ndo ser necessaria para a colonizagao dos tecidos das aves por
APEC.

O gene afa (afimbrial adhesin), que codifica uma adesina afimbrial de estrutura fina
e de dificil visualizagdo, foi o Gnico a ndo ser encontrado nas linhagens estudadas. Embora
esse gene esteja comumente associado a linhagens de E. coli patogénica para mamiferos,
ele foi detectado entre linhagens APEC que nao possuem o gene pap (Stordeur et al.,
2002). Também foi demonstrado que afaD promove a invasdo de células uroepiteliais,
também estando associado as E. coli enteropatogénicas e uropatogénicas humanas (Keller,
2002; Kaper et al., 2004; Antao et al., 2009b). Os resultados deste estudo demonstram que
0 gene afa parece ndo estar relacionado a patogenicidade das linhagens pesquisadas.

Os genes envolvidos na captagdo de ferro, detectados de maneira significativa entre
as linhagens de alta e média patogenicidade, com média de 4,1 e 3,1 genes,
respectivamente, ao passo que 21 linhagens de baixa patogenicidade apresentaram, em

média, apenas 1,1 genes relacionados a captacdo de ferro. Estes resultados demonstram a
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importancia dos sider6foros para a viruléncia das linhagens. Apenas duas linhagens de alta
e duas de média patogenicidade ndo apresentaram os genes relacionados a sistemas de
captacdo de ferro pesquisados, indicando duas possibilidades: ou estas linhagens existem
algum outro sistema de captacdo de ferro ainda ndo descrito, ou nas mesmas linhagens a
presenca deste tipo de gene ndo se faz necessaria a patogenicidade. .

A baixa concentragdo de ferro livre nos meios fisiologicos dos animais ndo ¢
suficiente para permitir o crescimento bacteriano, que requer concentracdes minimas de de
10° mol.L" de ferro (Norton et al., 1999). Grande parte das bactérias patogénicas extra-
intestinais desenvolveu sistemas de alta afinidade para aquisi¢do de ferro, que competem
com as glicoproteinas de ligacdo de ferro dos hospedeiros, tais como as transferrinas, e que
permitem o crescimento bacteriano em locais de baixas concentragdes de ferro (Dho-
Moulin e Fairbrother, 1999).

Neste estudo, os genes iucD, iutA, iroN e fepC (Ferric enterobactin transport ATP-
binding protein) como constituintes de sistemas de captagdo de ferro, apresentaram uma
diferenca extremamente significativa (p<0,001) entre as linhagens de alta e média
patogenicidade frente as de baixa patogenicidade. A aerobactina é o sideroforo mais
amplamente caracterizado até hoje. Foi descrito como parte de uma ilha de patogenicidade
de Shigella por Vokes et al. (1999). A aerobactina ¢ codificada pelo operon composto pelos
genes iucABCD e iut, que podem ser plasmidiais ou cromossdmicos, sendo que iucD
codifica o sideroforo hidroxamato que capta o ferro, e iutd codifica o receptor da
aerobactina (Okeke et al., 2004). Este sistema esta altamente correlacionado a
colissepticemia em frangos (Vidotto et al., 1990; Janen et al., 2001, La Ragione e
Woodward, 2002). A insercdo do conjunto desses genes em uma bactéria comensal
aumenta a letalidade em embrides de pinto e a habilidade de colonizar figado de
camundongo (Skyberg et al., 2006).

A salmoquelina ¢ outro sider6foro localizado em uma ilha de patogenicidade
encontrado no plasmidio pColV, codificada pelos genes iroBCDEN (Catecholate
siderophore salmochelin receptor). Foi demonstrado que a expressdo da proteina IroN é
regulada de acordo com a concentrac@o de ferro presente no meio e aumentada na presenga
de urina humana, fluido ascitico ou sangue, de acordo com a origem das respectivas

linhagens de E. coli utilizadas (Sorsa ef al., 2003).
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O gene fepC codifica uma possivel proteina de transporte de enterobactina ATP —
ligante envolvida na biossintese de enterobactina (Ratledge e Dover, 2000).

Os genes irp-2 (Iron repressible protein yersinia bactin synthesis) e fyuAd (Ferric
yersinia uptake — yersinia bactin receptor) também apresentaram diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre linhagens de alta e média patogenicidade frente as de baixa
patogenicidade. Esse fato ¢ mais um indicativo de que os sider6foros sdo essenciais para a
patogénese da colibacilose avidria. Os genes fyud e irp-2, descritos pela primeira vez em
Yersinia enterocolitica, também ja foram descritos em E. coli enterohemorragica
patogénica para humanos e em linhagens APEC (Gophna et al., 2001). O gene fyud
codifica uma proteina que atua na captacdo de ferro enquanto que o irp-2 codifica uma
proteina repressora a presenca de ferro (La Ragione e Woodward, 2002; Schubert et al.,
2002).

Os genes sitDe e sitDc, plasmidial e cromossdmico, respectivamente, fazem parte
do sistema de transporte de ferro codificado pelo operon sitABCD (Salmonella iron
transport system). O operon sitABCD codifica permeases (proteinas integrais de
membrana) que conferem as APEC que o possuem um aumento na multiplicagdo celular
devido ao aumento da captura de ferro e manganés (Sabri et al., 2006). Também atua contra
o estresse oxidativo, sendo possivelmente requerido durante a interagdo com fagocitos
(Sabri et al., 2008). Neste trabalho, este operon nao foi observado em uma frequéncia
significativa entre as linhagens estudadas, assim como ndo foi observada diferenca
estatistica entre as linhagens conforme a classificagdo de patogenicidade. Este resultado
esta de acordo com as observagdes feitas por Sabri et al. (2006), que demonstraram que um
sistema homdlogo ao SitABCD encontrado em uma linhagem APEC nao forneceu uma
contribuicdo substancial para a viruléncia da linhagem. Os autores propuseram que a
contribuicdo deste sistema a viruléncia de APEC pode diferir em cada linhagem e em cada
sorogrupo.

Em relagdo aos genes de resisténcia ao soro do hospedeiro, cvi (Structural genes of
colicin V operon), iss (Increased serum survival), kpsMT2 (Group 2 capsule antigen),
kpsMT3 (Group 3 capsule antigen), ompT (Outer membrane protein), neuc (K1 capsular
polyssacharide) e traT (Transfer protein T), foi possivel notar outra distingdo importante

entre linhagens de alta e média patogenicidade, que apresentaram em média 2,6 genes
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associados a esse fendmeno, com apenas quatro linhagens de alta e uma de média
patogenicidade nio apresentando genes relacionados a resisténcia ao soro, ao passo que 46
linhagens de baixa patogenicidade apresentaram uma média de apenas 1,6 genes e dentre
estas, 14 linhagens ndo apresentaram qualquer um desses genes.

Quando comparadas as linhagens de alta/média patogenicidade contra a linhagens
de baixa patogenicidade, os genes ompT e cvi (p<0,001) e iss (p<0,05) apresentaram
diferenca estatistica significativa. A resisténcia ao soro do hospedeiro pela bactéria esta
bem descrita e tem sido relacionada a patogénese, sendo conferida por uma conjuncio de
fatores, combinando efeitos do LPS (lipopolissacarideo), producdo de aerobactina, capsula,
antigeno O e proteinas de membrana (Wooley et al., 1992; La Ragione ¢ Woodward, 2002).
O gene cromossomico ompT (outer membrane protein T) codifica uma proteina da
membrana externa de E. coli e outras enterobactérias. O gene ompT, presente na maioria
das linhagens APEC, possui fungdes proteoliticas, adesivas e invasivas, participando da
formacdo de biofilmes. Este gene também age como marcador imunoldgico e serve de
receptor para varios bacteriéfagos (Nolan et al., 2003; Smith et al., 2007).

O gene cvi esta presente nos plasmidios que codificam a Colicina V (pColV),
estando também relacionado a resisténcia ao soro do hospedeiro. A presenca de plasmidios
de alto peso molecular esta fortemente associada a viruléncia de linhagens associados a
colibacilose, sendo um fator importante para o desenvolvimento da infecgdo em aves.
Outros estudos ja demonstraram o mesmo fato observado neste trabalho, de que plasmidios
pColV s3ao mais frequentes em linhagens APEC do que em linhagens comensais
(Rodriguez-Siek et al., 2005). Alem de cvi, estdo presentes nos plasmidios pColV os genes
iroN, iss, iucD, sitD, traT e tsh. Neste estudo, ja foi relatada a presenga marcante dos genes
iroN, iucD, cvi e tsh, especialmente nas linhagens de alta e média patogenicidade,
indicando que os plasmidios pColV estdo fortemente associados a viruléncia de linhagens
APEC, como ja descrito em outros trabalhos (Nolan et al., 2003; Rodriguez-Siek et al.,
2005; Smith et al., 2007; Johnson et al., 2008b).

O gene iss é outro fator relacionado aos plasmidios pColV. A proteina Iss, uma
lipoproteina da membrana externa que apresenta propriedade contra o efeito do soro, foi
descrita por Binns et al. (1979). Acredita-se que Iss previna a deposicdo do complexo de

ataque do complemento & membrana por um mecanismo ainda desconhecido. H4 trabalhos
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que sugerem que o Iss € mais importante na patogenicidade de E. coli avidrias do que na de
E. coli humanas (Nolan et al., 2003; Dziva e Stevens, 2008a).

Em relagdo aos genes relacionados a toxinas, apenas o gene hlyF (Putative
hemolysin F) apresentou diferenga estatistica (p<0,001) entre linhagens de alta e média
patogenicidade com as de baixa patogenicidade. Este resultado estd de acordo com o
observado em diversos estudo que mencionam que HlyF, uma possivel hemolisina, esta
altamente relacionada as linhagens APEC (Finlay e Falkow, 1997, La Ragione e
Woodward, 2002; Johnson et al., 2008b). Os demais genes ast, codificador da toxina
EAST1 (heat stable cytotoxin associated with enteroaggregative E. coli), e vat
(Vacuolating autotransporter toxin) codificadora de uma toxina autotransportadora
vacuolizante, ndo apresentaram frequéncias maiores do que 15% (11) em linhagens de alta
e média patogenicidade. O gene sat (secreted autotransporter toxin) ndo esteve presente em
qualquer das linhagens aqui estudadas.

O gene ibea (invasion of brain endothelium protein a) relacionado a uma invasina
capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica foi detectado em apenas dez (13,5%) das
linhagens de alta e média patogenicidade e em uma (2,2%) linhagem de baixa
patogenicidade.

O gene gimB (Genetic island associated with newborn meningitis), associado a
invasdo em linhagens de E. coli causadoras de meningite em recém-nascidos (NMEC) e
envolvido na manutencdo dos altos niveis de bacteremia caracteristicos da doenga
(Bonacorsi et al., 2003) também foi pesquisado. Mais recentemente, foi relatado que um
mutante APEC (DE205B), com delegao do gene ibeB, apresentou diminuigdo de sua
patogenicidade in vivo e capacidade de invasdo de células DF-1 em comparagdo com uma
linhagem APEC selvagem, indicando que este gene desempenha um importante papel na
patogenicidade e invasdo de linhagens APEC (Wang ef al., 2012). Entretanto, Geyrid et al.
(1994) propuseram que a auséncia ou baixa frequéncia de genes tipicos de invasdo nio
indica que linhagens de APEC ndo sejam capazes de invadir tecidos do hospedeiro. Esses
autores sugerem que as linhagens portadoras de varios sistemas de captacdo de ferro no
genoma provavelmente possuem capacidade de invasio ndo mediada pelos genes

analisados neste estudo. Portanto, como parte linhagens deste trabalho apresentou varios
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genes relacionados a captagdo de ferro, € possivel que elas tenham potencial de invasao,
apesar da baixa prevaléncia de invasinas (gimB e ibeA).

Entre os genes relacionados ao SST6 (sistema de secrecdo tipo 6), destaca-se apenas
a frequéncia de vgrG, encontrado em 43 (58,1%) das linhagens de alta e média
patogenicidade. Os demais genes hcp, clpV e icmF apresentaram frequéncias abaixo de
20% nessas mesmas linhagens. Apenas uma linhagem de média patogenicidade (PR14)
apresentou todos os genes pesquisados do SST6. Recentemente, foram publicados trabalhos
demonstrando que a presenca do SST6 pode contribuir para a patogenicidade de uma
linhagem APEC (De Pace ef al., 2010; De Pace et al., 2011). O operon do SST6 contém de
12 a 20 genes, mas sua composicdo € organizacdo variam entre as espécies. As proteinas
derivadas desses genes atuam na montagem de uma estrutura tubular, formadas pelas
proteinas Hcp e VgrG, a qual € energizado por um sistema ATPase desempenhado por
proteinas da familia ClpV (Filloux, 2009). As proteinas Hcp e VgrG desempenham o duplo
papel de formacdo da nano maquinaria tubular e de produtos de secrecdo (Dudley et al.,
2006; Pukatzki et al., 2007, Zheng e Leung, 2007). Com esta grande variedade de
componentes do SST6, ndo € possivel afirmar que este sistema ndo esteja amplamente
distribuido em linhagens APEC, porém a média frequéncia do gene vgrG nas linhagens
testadas neste trabalho, possa ser um indicativo da presenca deste sistema entre E. coli
aviarias. Além disso, ¢ importante lembrar que os iniciadores utilizados para a pesquisa dos
genes do SST6 sdo idénticos aos encontrados em EHEC O157:H7 cepa Sakai, podendo
haver diferengas significativas em alguns genes do SST6 presente em APEC que possam
ndo ter sido evidenciados neste trabalho devido a uma possivel baixa homologia entre
genes (Rojas, comunicacao pessoal).

A presenca de um SST6 idéntico aquele encontrado em uma linhagem EHEC
O157:H7 em apenas uma das linhagens pode indicar uma possivel transferéncia horizontal
via sistemas genéticos cldssicos (conjugag¢do, transformacao, transducdo) bacterianos. Por
outro lado, a maior presenga do gene VgrG e auséncia dos demais pode indicar um sistema
de recombinacdo altamente ativo e instavel dentro dos genomas de APEC. Neste caso
especifico, uma ou mais ilhas de patogenicidade (PAI) contendo estes e outros genes, cuja

delecdo poderia levar a flutacdo dos diferentes perfis GAV observados. Este tipo de sistema
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de recombinacido instavel podera ser verificado, em trabalhos futuros, através do
sequenciamento e comparacio de genomas de diferentes linhagens APEC.

Por ultimo, outro gene importante verificado neste estudo, malx (Pathogenicity-
associated island marker), também apresentou diferenga estatistica (p<0,05) entre
linhagens de alta e média patogenicidade frente as linhagens de baixa patogenicidade. No
entanto, sua frequéncia, no total das linhagens, ¢ considerada baixa, pois apenas 15 (20,3%)
e uma (2,2%) das linhagens de alta e média e baixa patogenicidade, respectivamente,
apresentaram o gene malx. Esta baixa frequéncia em nossos resultados, indicam que a
utilizagdo deste gene como marcado de patogenicidade em APEC brasileiras nido ¢
apropriada e que a ilha de patogenicidade (PAI) da linhagem UPEC CFT073 nao foi
prevalente em APEC.

De uma maneira geral, estes resultados, assim como os obtidos por outros estudos
no Brasil (De Brito et al., 2003; Delicato ef al., 2003), mostram um panorama da frequéncia
de fatores de viruléncia associados a APEC, indicando que as linhagens aqui estudadas,
com particularidades para um ou mais GAV, apresentam perfil associados a GAV
semelhante as linhagens encontradas na Alemanha (JanBen et al., 2001; Ewers et al., 2007),
no Canada (Ngeleka et al., 2002), na China (Zhao et al., 2009) no Japao (Yaguchi et al.,
2007) e nos Estados Unidos (Rodriguez-Siek et al., 2005; Johnson et al., 2008b).

5.3 Tipagem filogenética

Analises filogenéticas com linhagens de E. coli humanas mostraram que ¢ possivel
dividi-las em quatro grupos principais (A, B1, B2 e D). No grupo B2 e, menos
frequentemente no grupo D, encontram-se linhagens que causam infecgdes extra-intestinais
em humanos. No grupo BI1, predominam as linhagens patogénicas intestinais animais,
enquanto que no grupo A, predominam as linhagens comensais (Herzer et al, 1990;
Clermont et al., 2000).

Os resultados da tipagem filogenética para as linhagens utilizadas neste estudo
demonstram que 24 (32,4%) das linhagens de alta e média patogenicidade foram
classificadas como pertencentes ao grupo Bl e outras 24 (32,4%) como pertencentes ao

grupo D. Destas mesmas linhagens, 13 (17,6%) foram pertencentes ao grupo A e 13
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(17,6%) foram pertencentes ao grupo B2. Ao passo que nas linhagens de baixa
patogenicidade, 23 (50%) foram classificadas como B1, 17 (37%) como A, trés (6,5%) no
grupo B2 e trés (6,5%) como D (Figura 4). As linhagens de alta e média patogenicidade
estdo mais correlacionadas ao grupo D (p<0,001) e as linhagens de baixa patogenicidade
estdo associadas ao grupo A (p<0,05), o que se aproxima ao observado por Clermont ef al.
(2000) porém, estes autores observaram uma predominancia menos frequente de E. coli
patogénicas extra-intestinais (ExXPEC) no grupo D, o que contrasta com as linhagens APEC
e linhagens de alta/média patogenicidade encontradas nesse trabalho. Além disso, esses
resultados diferem de estudos anteriores sobre APEC nos Estados Unidos (Rodriguez-Siek
et al., 2005; Johnson et al., 2006; Johnson et al., 2008b), na China (Zhao et al., 2009) e na
Alemanha (Ewers et al., 2007), segundo os quais as linhagens APEC foram mais
associados ao grupo A e na Franga (Moulin-Schouleur ef al., 2006) em que a maioria das
linhagens foi classificada como pertencente ao grupo B2.

Herzer et al. (1990) propuseram que o grupo B1 seja composto primordialmente por
linhagens patogénicas de animais. Porém, em todos os estudos sobre APEC (Johnson et al.,
2003; Ewers et al., 2007; Moulin-Schouleur et al., 2007; Johnson et al., 2008b; Zhao et al.,
2009), observou-se que menos de 10% das linhagens pertenciam a este grupo. Neste estudo,
observa-se que 24 (32,4%) das linhagens de alta e média patogenicidade foram
classificadas como Bl. Ao passo que 23 (50%) das linhagens de baixa patogenicidade
também pertencem a este grupo. Este dado contrariando a hipotese de que linhagens
patogénicas de animais, pelo menos de origem aviaria, estejam fortemente relacionadas ao
grupo Bl. Além disso, quando analisadas as diferengas regionais, através desta tipagem, ¢
possivel perceber uma distingao clonal entre as linhagens, indicando uma possivel evolugao
diferente entre as linhagens de cada Estado. Porém analises filogenéticas mais acuradas,
como PFGE (eletroforese em campo pulsado) ou MLST (Multi Locus Sequence Typing)
seriam necessarias para comprovar essa inferéncia.

Com base nesses resultados, é possivel inferir que ndo existe um grupo filogenético
que compreenda exclusivamente linhagens patogénicas animais € humanos, justificando a
hipétese de que APEC ¢ heterogénea e deve ser considerada um agente zoondtico em

potencial.
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5.4 Determinacio dos antigenos O e H

Dos 22 sorogrupos identificados neste trabalho, apenas quatro estdo relacionados a
linhagens que ja foram identificadas como APEC. Dentre todos os sorogrupos citados por
Gross (1994) como relacionados a linhagens patogénicas em aves, apenas 0s SOrogrupos
08, presente em apenas duas linhagens, uma de alta e outra de baixa patogenicidade, e
O15, presente em apenas uma linhagem de alta patogenicidade, foram encontradas neste
estudo. As trés linhagens foram descritas como AFEC. Outros sorogrupos como O1, O2 e
072, frequentemente associados com enfermidades avidrias septicémicas e respiratdrias
(Sojka e Carnaghan, 1961; Harry, 1965a; Barnes et al., 2003) ndo foram identificados neste
trabalho.

No Brasil, levantamentos realizados por Farias (1980), Ferreira (1989) e Vidotto et
al. (1990) caracterizarando os principais sorogrupos envolvidos nas patologias respiratorias
das aves. Apenas o sorogrupo O8 foi observado neste estudo. Dentre os sorogrupos
indicados por Monroy (1992) por estarem relacionados a quadros de salpingite de galinhas,
apenas o sorogrupo OS5, presente em duas linhagens AFEC de média patogenicidade, foram
encontradas neste estudo. Além disso, apenas o sorogrupo O158 encontrado por Silva
(1993), trabalhando com linhagens de pintainhos de um dia de idade com onfalite, foi
detectado, neste estudo, em uma linhagem AFEC de média patogenicidade.

Neste estudo, foi possivel observar uma grande diversidade de sorogrupos até entdo
ndo relacionados com linhagens APEC, pelo menos no Brasil. Neste estudo foram
observados 13 sorogrupos (05, O7, 09, O11, 019, 068, 073, 085, 0100, O150, O153,
0156 e O176) que nao haviam sido relatados. Cada um destes sorogrupos apresentou
frequéncia menor do que 5% entre as linhagens testadas.

Para Silveira et al. (2002) a diversidade de sorogrupos envolvidos com colibacilose,
podem refletir as diferencgas regionais associadas a prevaléncia de diferentes grupos clonais
de linhagens. Em basicamente todos os levantamentos citados anteriormente, sdo relatados
altos indices de linhagens ndo reagentes, ou ndo tipaveis, como foi o caso das linhagens
deste estudo. O grande nimero de linhagens ndo tipaveis dificulta os diagnosticos
fundamentados na sorologia (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999). No presente estudo, 32

(26,7%) das linhagens foram ndo tipaveis, acima do observado para os demais sorogrupos,
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o que esta de acordo com os descritos na literatura que apontam para um percentual entre
14,8 a 60,0% para estas linhagens (Monroy et al., 2005; Johnson et al., 2008a; Zhao et al.,
2009). Dentre os antigenos flagelares, destaca-se apenas o H21, presente em 10 linhagens O
ndo tipaveis.

Estes resultados vém reafirmar a ideia de que a patogenicidade de APEC pode estar
mais relacionada com um impacto acumulativo de varios GAV, do que com apenas um
fator em especifico, como ¢ o caso da presenca de determinados antigenos somaticos ou
flagelares. A presenca de varias linhagens ndo-tipaveis, através da sorologia, sugere uma
possivel clonalidade, enquanto a presenca de alguns sorogrupos diferentes nas linhagens de
alta patogenicidade indica o contrario. A alta prevaléncia de um tnico clone poderia indicar
que ele tenha se adaptado as condi¢des das aves brasileiras, enquanto a possivel
variabilidade clonal no grupo das linhagens altamente patogénicas sugeriria uma possivel
transferéncia horizontal de genes de patogenicidade. Entretanto, para melhor elucidar essa
questdo, ¢ necessario usar outras técnicas, como, por exemplo eletroforese em campo

pulsado.

5.5 Analise de agrupamento

Estudos da diversidade intra-espécie sao importantes para analisar as semelhancgas
entre linhagens bacterianas, nos dando informagdes preciosas quanto a origem filogenética,
por exemplo. Como nao existe um patotipo completamente definido para linhagens APEC,
uma das maneiras de correlacionar linhagens ¢ através de analises de agrupamento. Dentre
os possiveis métodos, destacam-se a eletroforese de campo pulsado (PFGE) (Kawano et al.,
2007), amplificacdo aleatéria do DNA polimérfico (RAPD) (Singer et al., 2000) e, a
analise de restricdo do DNA ribossémico amplificado (ARDRA) (Garcia-Martinez et al.,
1996).

A andlise de agrupamento realizada neste estudo, baseia-se na aproximacdo das
linhagens buscando similaridades entre a quantidade e repeticdes dos mesmos GAV. Nos
quatro agrupamentos formados, ndo foi possivel estabelecer diferencas regionais entre as
linhagens. Porém ¢ possivel observar a marcante divisdo entre linhagens de alta e média
patogenicidade frente as de baixa patogenicidade (Figura 5). Ao restringir o nimero de

GAV apenas aos que apresentaram diferenca estatistica extremamente significativa
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(p<0,001), percebemos que os genes iucD, iutA, iroN, fepC, ompT, cvi e hlyF distinguem
muito bem as linhagens de alta e média patogenicidade das de baixa patogenicidade.
Skyberg et al. (2003) foi um dos primeiros a trabalhar em um multiplex PCR para a
determinacao de preditores minimos para o patotipo APEC, sugerindo que iucC, iss, tsh, cvi
serviriam para determinar o patotipo das E. coli ndo patogénicas. Estes autores ja
demonstravam a importancia de um teste de patogenicidade para a comprovagdo dos
resultados, pois as linhagens APEC que apresentaram apenas dois dos genes mencionados,
foram as que apresentaram menor letalidade de embrides de galinha. J4 as linhagens
isoladas de aves sadias que possuiam os quatro genes em questdo, foram as mais letais do
estudo.

Em seguida, Ewers et al. (2005) propuseram outro protocolo de multiplex PCR,
para a diferencia¢do do patotipo APEC, baseado na presenga de no minimo quatro genes,
dentre oito maracadores, os quais seriam, papC, irp-2, iss, tsh, vat, astA, iucD e cva/cvi. Os
dois trabalhos mencionados estudaram poucas linhagens e uma pequena diversidade de
genes que ja foram relatados como relacionados a FVs.

Johnson et al. (2008b), trabalhando com 124 linhagens caracterizadas pelo seu perfil
de patogenicidade e 46 GAV, propuseram que os genes iutA, iroN, iucD, ompT e hlyF
seriam os cinco preditores minimos para o patotipo APEC. Este ultimo protocolo foi
aplicado em uma cole¢do de 994 E. coli aviaria e demonstrou um margem de erro de
14,6%. O mesmo autor nio havia trabalhado com os genes fepC e cvi, genes que foram
apresentados com marcante diferenca estatistica entre as linhagens de alta e média
patogenicidade frente as de baixa patogenicidade neste estudo. Portanto, € possivel dizer
que o pentaplex PCR proposto por Johnson et al. (2008b) pode ser seguramente utilizado
para as linhagens brasileiras. Talvez a incorporacido dos genes fepC e cvi possam diminuir a

margem de erro deste protocolo em questio.
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6 CONCLUSAO

De uma maneira geral, apesar de as E. coli avidrias serem consideradas um grupo
muito diversificado em relacdo a presenca de GAV, sorotipos, perfil de patogenicidade e
grupos filogenéticos, € possivel observar diferengas marcantes entre linhagens pertencentes
ao patotipo APEC das linhagens isoladas de aves aparentemente saudaveis, especialmente
através da composicdo de genes relacionados a fatores de viruléncia. Dentre as
caracteristicas estudadas, a presenca de determinados GAV, em especial iucD, iutA, iroN,
fepC, ompT, cvi e hlyF, apresentam potencial de servir como marcadores moleculares para
o patotipo APEC de linhagens brasileiras.

Em relagdo a patogenicidade, ¢ possivel estabelecer a seguinte relacdo: quanto
maior a presenga de fatores de viruléncia, de acdes diversas, maior a patogenicidade das
linhagens. Sendo que as linhagens que mais possuiam genes relacionados a captacdo de
ferro do hospedeiro, foram as mais virulentas.

Os genes relacionados ao sistema de secrecdo tipo 6 (SST6), idénticos aos
encontrados em EHEC O157:H7 cepa Sakai, demonstram-se bem distribuidos entre as
linhagens pesquisadas, o que indica que o SST6 possa representar um importante papel na
patogenicidade de linhagens APEC, porém apenas uma linhagem apresentou a combinagao
dos quatro genes. E provavel que, embora as linhagens APEC apresentem parte dos
componentes do SST6, semelhante aos da cepa Sakai, estas também apresentem outros
componentes com constitui¢do genética unica e que nao foram detectados nesse trabalho.

A sorotipagem demonstrou-se com pouca utilidade em separar linhagens
patogénicas das nao patogénicas, por apresentarem grande quantidade de linhagens nao
tipaveis. Porém foi demonstrada uma diversidade maior de sorogrupos nao antes
observados em APEC brasileiras.

Nao foi possivel observar, através da detec¢do de GAV, diferengas regionais
marcantes entre as linhagens de diferentes Estados brasileiros, porém através da andlise
filogenética, foi possivel verificar que as linhagens tém origens evolutivas distintas entre os
Estados pesquisados, indicando a presenca de clonalidade por regides. Além disso, as
linhagens de alta e média patogenicidade pertenceram, em sua maioria, ao grupo

filogenético D, diferentemente do que ja foi descrito na literatura.
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