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RESUMO

Escherichia coli patogénica para aves ¢ responsavel por infec¢des que contribuem com
grandes perdas econdmicas na industria avicola. Esse patotipo pode determinar diversos quadros
anatomopatologicos, com destaque para aerossaculites, hepatites, onfalites e pericardites. A
manifestacdo de diferentes quadros anatomopatologicos em aves com colibacilose pode estar
associada a presenca de diferentes combinagdes de genes de viruléncia. Dentre os genes de
viruléncia mais detectados em Escherichia coli patogénica para aves destacam-se as estruturas
antigénicas (antigeno somatico O, capsular K, fimbrial F e flagelares H), vat, colicina V, irp2,
tsh, papC, iucD, iss e astA.A presenga de determinadas combinagdes de genes de viruléncia
conferem as cepas maior facilidade em sobreviver, aderir, colonizar e até mesmo de desenvolver
quadros septicémicos.
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Association of anatomopathological findings of avian colibacillosis
with Escherichia coli virulence genes

ABSTRACT

Escherichia coli pathogenic to birds is responsible for infections that contributes to great
economic losses in the poultry industry. This pathotype can determine various pathological
injuries, especially aerossaculites, hepatitis, onfalites and pericarditis. The manifestation of
different pathological findings in birds with colibacillosis may be associated with the presence
of different combinations virulence genes. Among the virulence genes most frequently detected
in Escherichia coli pathogenic for birds are the antigenic structures (somatic O, capsular K,
fimbrial F and flagellar H), vat, colicin V, irp2, tsh, papC, IUCD, iss and astA .The presence of
certain combinations of virulence genes confer the higher strains to survive, adhere, colonize
and develop septic.
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INTRODUCAO

A ocorréncia de enfermidades bacterianas na avicultura comercial ¢ frequente e pode
causar grande impacto na rentabilidade do setor devido a gastos adicionais com o controle,
tratamento € morte de animais. Dentre essas enfermidades, destaca-se a colibacilose,
que ocorre em inumeras espécies. Criagdes consorciadas de diferentes espécies de aves,
antibioticoterapias sem cautela e o imunocomprometimento do individuo sdo elementos
que facilitam o desenvolvimento de processos infecciosos, assim como a resisténcia
antimicrobiana e o surgimento de estirpes altamente patogénicas.

Analises epidemioldgicas de uma mesma doenga em espécies distintas sdo de grande
valia para o melhor entendimento da transmissdao de microrganismos, quadro clinico-
patoldgico e profilaxia. Métodos de controle e prevengao para colibacilose avidria ainda
nao sdo totalmente eficazes devido a diversidade genética das cepas de Escherichia coli
patogénica para aves (APEC).

Estudos para averiguar a expressdo de genes de viruléncia e resisténcia sdo
necessarios para a melhor compreensdo do comportamento de E. coli. Por meio dessas
informagdes ¢ possivel determinar e esclarecer a patogenicidade das cepas de APEC,
assim como a influéncia dos genes na habilidade de formagao de biofilme ¢ no Quorum
sensing (mecanismo de sinaliza¢@o célula-a-célula relacionado a habilidade das bactérias
a responder, em conjunto, a a¢do de autoindutores) (LASARRE; FEDERLE, 2013;
ZHOU et al., 2014).

A caracterizagdo dos genes de viruléncia em APEC pode permitir, ainda, a
identificacdo de novas linhagens que apresentam comportamento patogénico e promovem
lesdes especificas no organismo hospedeiro. O desenvolvimento de imunogenos também
pode ser auxiliado pela caracterizagao do perfil de viruléncia de E. coli (MATURAMA
etal.,2011; LYNNE et al., 2012).

Existem muitos relatos a respeito de infec¢des e deteccdo de genes de viruléncia
presentes em APEC proveniente de galinhas. Entretanto, ha poucas informagdes sobre
o perfil de viruléncia dessa bactéria em outras espécies aviarias, assim como seu o
impacto na saude avicola e sobre elementos facilitadores da transmissdo de patdgenos
entre diferentes espécies.

O risco de transmissao de E. coli entre diferentes espécies de aves foi citado por
Hollmen et al. (2011) que avaliaram a prevaléncia e caracteristicas de cepas isoladas de
amostras de fezes de duas espécies de patos selvagens e da fonte de a4gua disponivel para
os animais proximos a costa litoranea do Alasca. Este estudo demonstrou que a presenca
de APEC tanto em patos quanto no ambiente aquatico proximo a costa, eleva o risco de
veiculagdo dessa bactéria para as aves silvestres durante as invernadas.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo elaborar uma revisao de
literatura sobre os quadros anatomopatologicos de colibacilose em diferentes espécies
de aves e associar aos principais genes de viruléncia envolvidos.
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DESENVOLVIMENTO

Caracteristicas gerais de Escherichia coli

A familia Enterobacteriaceae ¢ composta por diferentes microrganismos bacterianos,
dentre eles E.coli. Esta bactéria pertence a microbiota entérica de animais ¢ humanos.
E Gram negativa, anaerobica facultativa, ndo formadora de esporos, fermentativa e em
sua maioria méveis (FERREIRA et al., 2009; FERREIRA; KNOBL, 2009; GYLES;
FAIRBROTHER, 2010).

As cepas de E.coli podem ser classificadas em patotipos, de acordo com a presenga
de mecanismos de viruléncia especificos. APEC ¢ o patotipo envolvido com doengas
em aves. Ademais, esse patotipo ¢ composto por estruturas antigénicas que permitem a
sua diferenciacdo sorologica pela identificagdo dos antigenos capsular K, somatico O,
fimbrial F e flagelares H (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

O antigeno K ¢ um polissacarideo capsular que possibilita a resisténcia das cepas
bacterianas quando combatidas pelo sistema complemento. O antigeno somatico O
ou lipopolissacarideo (LPS), esta envolvido com a liberagdo de endotoxinas durante a
multiplicagdo ou destruigdo do microrganismo. Antigeno fimbrial F confere especificidade
de aderéncia de E.coli nos tecidos e 6rgdos do hospedeiro. Por fim, o antigeno flagelar
H esta envolvido com a movimentacdo da estirpe pela presenca de flagelos (FERREIRA
et al., 2009).

Isolados de E.coli relevantes na medicina humana e veterinaria podem ser
classificados em trés grandes grupos, de acordo com as caracteristicas genéticas e
comportamento clinico, sdo eles: cepas comensais intestinais, cepas patogénicas entéricas
e cepas patogénicas extraintestinais (RUSSO; JOHNSON, 2000). A maioria das cepas
de E.coli é comensal, porém existem estirpes altamente patogénicas. E comum encontrar
no trato intestinal das aves uma concentra¢do de 106 unidades formadores de col6nias
(UFC) de E.coli por gramas de fezes, sendo que 10 a 15% dessas sdo potencialmente
patogénicas (BARNES et al., 2008).

Perfil de viruléncia de Escherichia coli patogénica para aves

Cepas de uma mesma espécie bacteriana diferem-se entre si por possuirem e
expressarem genes envolvidos com a adesdo, invasdo, colonizagdo e expressdo de
mecanismos de resisténcia ao ambiente hospedeiro. Esses genes sdo encontrados em
plasmideos, bacteriofagos ou ilhas de patogenicidade (IP) (GYLES; FAIRBROTHER,
2010; VIEIRA, 2009).

A relagdo entre o tipo de sequéncia genética e os patotipos de E.coli ainda
ndo ¢ clara. Isto, provavelmente, estd associado ao fato de que muitos genes
pesquisados nesta espécie bacteriana sdo codificados em plasmideos e outros em
ilhas de patogenicidade adquiridos horizontalmente. Porém, mesmo com uma grande
variabilidade de perfis de viruléncia, ainda existem genes conservados que podem
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ser utilizados para identificar estirpes de E.coli (DANZEISEN et al., 2013; HUJA
et al., 2015).

Em relago ao patotipo APEC, os principais fatores de viruléncia codificados por
genes incluem adesinas, toxinas, mecanismos de aquisi¢ao de ferro e invasinas (BARNES
et al. 2008). Segundo Ewers et al. (2005), os genes mais frequentes nesse patotipo sdo
a hemaglutinina termossensivel (tsh), fimbria P (papC), aerobactina (iucD), proteina
“vacuolating” autotransportadora (vat), colicina V, proteina repressora de ferro (irp2),
proteina de resisténcia ao soro (iss) ¢ a toxina enteroagregativa (astA) que, em conjunto,
desempenham fungdes essenciais para a infecgao.

A adesao ¢ um dos eventos inicias da infec¢@o e a maioria das estirpes de E.coli
apresenta algum tipo de mecanismo de aderéncia (SILVEIRA et al., 2002). Existem
adesinas fimbriais e afimbriais, ambas envolvidas com a invasdo de APEC ao hospedeiro
(RUSSO; JOHNSON, 2000). Por sua vez, a auséncia desse mecanismo promove
diminuig@o significativa na patogenicidade do agente (GIRARD et al., 2005).

As adesinas podem ter atuagdes ¢ estruturas distintas de acordo com o tecido a
ser infectado. A adesdo inicial ao trato respiratorio pela APEC é mediada por adesinas
fimbriais, com destaque para fimbria tipo 1, fimbria P e curli. Ja a adesdo ao oviduto de
aves reprodutoras ¢ determinada apenas pela fimbria tipo 1 (GYLES; FAIRBROTHER,
2010; SZEMIAKO et al., 2013).

A adesina regulada pela temperatura, codificada pelo gene tsh, também esta
relacionada aos estagios iniciais da infec¢do respiratoria. Este gene codifica proteinas
termossensiveis com capacidade hemaglutinante envolvidas com a adesdo a célula
hospedeira e consequentemente com o desenvolvimento de colibacilose (KNOBL et al.,
2008; GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

PapC ¢ um dos genes que codifica a fimbria P, uma das adesinas mais frequentes
de cepas de E. coli. Contudo, sua detec¢ao ndo pode ser utilizada para classificagdo e
identificacdo de cepas APEC, ja que papC também ¢é encontrado em E.coli ndo patogénicas
(AFEC). Tal premissa pode ser reforgada pela detec¢@o do gene papC tanto em AFEC
(57,1%) quanto APEC (44,4%). Estes patotipos foram isolados de frangos de corte
aparentemente saudaveis e doentes, respectivamente (MOHAMED et al., 2014) .

Outro mecanismo que torna as cepas de E.coli mais virulentas ¢ a producdo de
toxinas. Porém, APEC tendem a ser menos toxigénicas que os demais patotipos de E.coli,
posto que enterotoxinas e verotoxinas sao raramente produzidas por ela (BLANCO et
al., 1997; EWERS et al., 2009). A endotoxina lipideo A (componente do LPS presente
na membrana externa da bactéria) ¢ uma das raras toxinas produzidas por cepas de E.coli
patogénicas para aves. Esta endotoxina ¢ liberada durante a multiplicagdo ou apds a morte
dabactéria e atua na ativagdo de mediadores da inflamag@o e de macrofagos (FERREIRA;
KNOBL, 2009).

A toxina autotransporter vacuolating (IVA), codificada pelo gene vat ¢ também
produzida pelo patotipo. Esta tem acao citotoxica na célula hospedeira e esta envolvida
com o aumento da viruléncia das cepas de E.coli (BARNES et al., 2008). Outras toxinas

116 Veterindria em Foco, v.13, n.2, jan./jun. 2016



de importancia para esse agente sao as colicinas, codificadas pelo gene formador de feixes
(brp). Estas sdo de natureza proteica com acgdo extracelular destrutiva para as células
hospedeiras (WHITT; SALYERS, 2002; LLOUBES et al., 2013).

Os sideroforos (enterobactina, yersinabactina e aerobactina) sdo sistemas de
aquisigdo e assimilagdo de ferro proveniente do hospedeiro, que realizam a remogéo
do ferro existente nas proteinas carreadoras. Aerobactina ¢ o principal sistema presente
em APEC e possibilita sua permanéncia, assim como a infec¢do da ave (GYLES;
FAIRBROTHER, 2010). O operon aerobactina ¢ composto por quatro genes hidroxamatos
sideroforos aerobactinas (iucABCD) e um receptor acrobactina de captacdo férrica (iutA).
Os genes iucC ¢ iutA desempenham agdo individual relevante na patogénese. Tal fungéo
foi identificada pela diminuigdo significativa na patogenicidade de cepas de E.coli com
supressao desses genes perante infec¢do em frangos SPF (livre de patdgenos especificos)
(GAO etal., 2015).

A importancia do sistema aerobactina na patogenicidade de E.coli ¢ devidamente
estabelecida. No entanto, em algumas cepas, como na APEC O2, esse sistema ¢ incompleto
pela auséncia de iucA. Porém, nesses casos a presenga de outros sistemas de aquisi¢ao e
assimila¢ao de ferro como o yersinabacterina e enterobactina que tornam a captagdo de
ferro possivel (LING et al., 2013).

O gene salmochelina (iroN) também esta envolvido com aquisi¢ao de ferro e ¢ um
dos genes de viruléncia comuns entre cepas de APEC isoladas de aves com colibacilose.
A existéncia desses diferentes sistemas de aquisi¢do e assimila¢do de ferro reforca a
importancia desse mecanismo de viruléncia para E.coli (JEONG et al., 2013).

A resisténcia aos efeitos nocivos do soro as bactérias € outro fator essencial para
sobrevivéncia bacteriana durante o processo de infecgdo. Tanto iss quanto o traT (gene de
superficie contra exclusdo) sdo genes determinantes para a resisténcia sérica. Estes tornam
as estirpes APEC mais resistentes aos efeitos bactericidas do sistema complemento e a
fagocitose, e geralmente sdo detectadas em cepas envolvidas com processos septicémicos.
Tais genes sdo plasmidiais codificados pelo plasmideo colV que, por sua vez, é um
plasmideo presente ndo so6 em isolados de APEC mas também em AFEC, porém com
menor frequéncia nesse Ultimo (GYLES; FAIRBROTHER, 2010; MOHAMED et al.,
2014).

Grande parte das cepas APEC isoladas de aves com colibacilose possui o gene iss.
Estudos de Dissanayake et al. (2014) podem reforgar tal informacgao, pois detectaram iss
em 47% dos isolados de APEC originarios de frangos de corte e poedeiras comerciais
doentes ¢ em zero por cento de E.coli comensais. Assim como em isolados provenientes
de galinhas, em que o gene iss foi detectado em 72,2% das aves doentes e ausente em
E.coli isoladas das saudaveis (MOHAMED et al., 2014).

A forte associagdo entre iss e APEC, juntamente com a localizagdo do gene na
membrana externa, permite elaborar estratégias com o uso desse gene em vacinas para
controle de colibacilose (JOHNSON; WANNEMUEHLER, 2008 LYNNE et al., 2012;
DISSANAYAKE et al. 2014; MOHAMED et al., 2014). Estudos pilotos com vacinas
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recombinantes contra colibacilose aviaria baseadas no gene iss demonstraram imunizagao
satisfatoria. Galinhas imunizadas com glutationa-S-transferase-iss (GST-iss) induziram
resposta imunoprotetora em desafios com duas estirpes de APEC distintas (LYNNE et
al., 2012).

O gene nirC, ativado durante o crescimento anaerdbico e na presenga de altas
concentragoes de nitrito para o metabolismo de nitrogénio por E.coli, também ¢ importante
para sobrevivéncia da bactéria no organismo hospedeiro. Este ¢ um dos genes que podem
ser utilizados para identificagdo de APEC ja que tem alta frequéncia nessa estirpe (JIA
et al., 2009; PAIVA et al., 2015).

Mecanismos complexos e organizados de invasdo a tecidos especificos podem
ser mediados pela acao de genes. Como visto no gene ibeA, cuja sua expressao facilita
a invasdo e colonizagdo do epitélio microvascular cerebral em aves com colibacilose ,
além de aumentar a capacidade de formagao de biofilmes pela APEC (BARNES et al.,
2008; WANG et al., 2011a).

IbeR também tem influéncia na patogenicidade de APEC, posto que cepas mutantes,
com supressdo desse gene, sao menos virulentas e possuem capacidade de invasdo
reduzida. IbeR pode ainda regular a expressao de outros genes de viruléncia (aatA, ompA,
iuc e lux), assim como aumentar a resisténcia ao estresse ambiental e a capacidade de
invasdao (WANG et al., 2015a).

Relacao dos quadros anatomopatolégicos de colibacilose com o
perfil de viruléncia de Escherichia coli patogénica para aves

Colibacilose aviaria ¢ um termo genérico atribuido a qualquer infec¢@o, localizada
ou sistémica, causada por infecgao de E.coli patogénica para aves. E.coli ¢ um importante
patdgeno, tanto como causa de doenga na avicultura quanto como pelo seu provavel risco
aseguranca alimentar (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Dada importancia faz com que
exista um amplo conhecimento clinico e laboratorial dessa bactéria, porém, equivocos
ainda ocorrem em relagdo aos patotipos de E.coli assim como as e as infecgdes causadas
por ela (RUSSO; JOHNSON, 2000).

Ainda de acordo com os ultimos autores, diferente da colibacilose em mamiferos,
em aves as lesdes sdo predominantemente extraintestinais. As estirpes de E.coli que
causam lesoes fora do trato intestinal de qualquer espécie compartilham caracteristicas
comuns e sao chamadas de E.coli patogénicas extraintestinais (ExPEC).

Em aves, a colibacilose ¢ considerada uma das principais enfermidades bacterianas, a
qual se encontra envolvida com o aumento da mortalidade desses animais sob um sistema de
criacdo (FOSSUM et al., 2009). A taxa de mortalidade em aves com colibacilose € variavel,
pois fatores como idade, imunocompeténcia, patogenos agravantes e patogenicidade do
agente podem interferir diretamente na severidade da doenca (FERREIRA; FERREIRA,
2009). Como foi observado por Oh et al. (2011) que referiram maior taxa de mortalidade
(9,22%) em galinhas poedeiras com até 20 semanas de idade do que em aves mais velhas
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(3,99%), demonstrando a influéncia da idade no nimero de individuos mortos. Devido
ao sistema imunoldgico ainda em desenvolvimento, o organismo de aves jovens nao
consegue combater e eliminar a infecgao pelo agente.

As diferentes formas anatomopatoldgicas de colibacilose (onfalite, doenga
respiratdria cronica, salpingite, sindrome da cabeca inchada, etc), em conjunto, sdo
consideradas como uma das doengas bacterianas mais comuns em frangos, perus ¢
patos. Esta é responsavel por perdas econdmicas significativas, e frequentemente esta
entre as doengas mais relatadas em inquéritos epidemioldgicos de satide de aves ou em
condenagdes em abatedouros (BARNES et al., 2008; WANG et al., 2010).

O desenvolvimento dos diferentes quadros anatomopatoldgicos pode estar envolvido
com as condigdes ambientais, manejo, caracteristicas de viruléncia das cepas, via de
infecgdo e sistema imunoldgico do hospedeiro (FERREIRA et al., 2009; RAHIMI et
al., 2014).

Onfalite

A onfalite decorre da contaminagdo do ovo por fezes ou pela presenga de aves
reprodutoras infectadas, em que acontece a penetragao de E.coli através da casca do ovo.
Esta forma de colibacilose acomete galinhas, perus e patos, e ¢ caracterizada por saco
gema com parede edemaciada, conteudo com coloragdo acastanhada e massas caseosas
(FERREIRA; KNOBL, 2009; FERREIRA et al., 2009).

E.coli envolvidas com infecgdes via ovo normalmente sao avirulentas. Porém,
0 comportamento oportunista das cepas comensais possibilita a infec¢ao do embrido.
Tal hipotese pode ser reforcada pelo fato de que E.coli isoladas de pintos com onfalite
apresentam poucos genes caracteristicos de APEC, como papA, tsh e ipfAO141
(CAMPOS et al., 2008; MATURANA et al., 2011).

Sindrome da cabeca inchada

Sindrome da cabega inchada ¢ uma forma de colibacilose que ocorre em
galinhas. Edema facial, celulite no tecido subcutaneo da cabega e presenga de exsudato
caseoso de coloracdo amarelada no espaco aéreo dos ossos do cranio sdo os achados
macroscopicos desse tipo de colibacilose (BARNES et al., 2008; FERREIRA;
KNOBL, 2009).

Mediante analise do material genético foi possivel observar que cepas de APEC
que causam sindrome da cabega inchada sdo consideravelmente distintas das que causam
onfalite, de acordo com a combinagdo dos genes de viruléncia. Os genes frequentes em
APEC originarias de galinhas com essa sindrome sdo; ipfAO154, fepC, irp2, fimA e
csg que ocorrem em 100%, 92,9%, 71,4%, 64,3% ¢ 64,3% das cepas, respectivamente
(MATURANA et al., 2011).
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O gene de aquisi¢ao de ferro nirC também esta estreitamente relacionado as cepas
causadoras de sindrome da cabega inchada em frangos, ja que pode ser detectado na
maioria de APEC envolvidas com esta forma de colibacilose (PAIVA et al., 2015).

Doenca respiratdria cronica

Doenga respiratoria cronica ocorre em galinhas de quatro a nove semanas
de idade e tem como complicagdo o desenvolvimento de processos septicémicos.
Traqueite, aerossaculite, pericardite ¢ perihepatite sdo lesdes observadas. Pneumonia,
pleuropneumonia e peritonite podem ocorrer em casos mais graves (FERREIRA; KNOBL,
2009; FERREIRA et al., 2009).

Os genes codificadores de adesinas autotransportadoras, upaB, aatA e aatB
parecem estar envolvidos com os mecanismos iniciais de infec¢do do sistema
respiratorio. Estudos realizados em cepas de APEC com gene upaB suprimido,
demonstram atenuacdo significativa da viruléncia em patos desafiados e diminuigdo
na colonizagao do pulmao. Além disso, a delecao tripla dos genes upaB, aatA e aatB
promove ainda acentuada diminui¢@o na adesdo de cepas de E.coli a célula hospedeira
e eleva o valor da dose letal para 50% dos animais (DL50) infectados (ZHU-GE et
al., 2015).

Analises qualitativas para tracar o perfil de viruléncia de APEC isoladas de galinhas
e frangos com doenca respiratoria cronica, e também com salpingite, onfalite e sindrome
da cabega inchada, revelaram que o operon fim pode estar presente em até 86%, iucD
em 90%, neuS em 60%, hlyA em 34%, tsh em 28%, iss em 26%, papEF em 18%, cnf 1
em 14%, curli em 94% e csgA em 26% dos isolados. Ja a adesina afimbrial afaBC néo é
comumente detectada nas estirpes envolvidas com a doenga. Estas implica¢des apoiam a
afirmativa de que combinagdes de genes de viruléncia sdo diversificados, principalmente
quando isolados de aves com diferentes tipos de colibacilose sio analisados (KNOBL
etal., 2012).

Salpingite

Salpingite ¢ a inflamagdo do oviduto por infecgdes de APEC que resulta na
diminuigdo da produg@o de ovos em galinhas, patas e gansas (BARNES et al., 2008).
As rotas de infecgdo sdo por via ascendente ou por extensdo da lesdo pela proximidade
do oviduto com os sacos aéreos (FERREIRA; KNOBL, 2009). Ozaki et al. (2009)
referem que essas rotas podem ser determinadas pelo perfil de viruléncia das estirpes. Em
infecgdes ascendentes, da cloaca para o oviduto, as cepas isoladas do limen do oviduto
ndo sdo geneticamente semelhantes aos isolados de outros orgaos (figado e coragéo,
principalmente). Ja em lesdes que decorrem da extensdo de infecgdes sistémicas, os
isolados de figado, coragdo e do trato reprodutivo possuem combinagdes similares de
genes.
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Poedeiras jovens, no inicio do periodo de postura e com 30 semanas de idade, sdo
geralmente as mais suscetiveis a esta forma de colibacilose (FOSSUM et al., 2009). Porém,
poedeiras mais velhas também podem ser acometidas, causando taxa de mortalidade até
mesmo elevada. Knobl et al. (2012) referiram que em uma avicultura de postura com
27.000 aves, a taxa de mortalidade em poedeiras jovens, 62 semanas de idade, foi menor
(0,28%) do que nas aves de 68 semanas de idade (0,89%), refor¢cando a relagdo entre
idade e a severidade da doenga.

O perfil de viruléncia em galinhas poedeiras infectadas no inicio da postura possui
frequéncia expressiva. Os genes fimC, iss ¢ iucD sdo comumente encontrados, geralmente
em 100% dos isolados. Os genes cva/cvi e vat ocorrem em 94,1% dos isolados, irp2 e

flyA em 88,2%, ¢ tsh em 82,3% (OH et al., 2011).

Em surtos de salpingite em galinhas poedeiras no Japdo, o perfil de viruléncia de
APEC foi composto pelos genes iss, irp2, iuc, cva/cvi (OZAKI et al., 2009). Ademais,
combinagdes similares de genes também foram detectados em aviculturas dinamarquesas.
Até 60% das cepas de APEC oriundas de 68 matrizes de corte com salpingite e peritonite
apresentaram os genes iss, iucD, cvi/cva, fimH, traT, sitA, iroN, fyuA, iva e kpsMTIl
(PIRES DOS SANTOS et al., 2013).

Analises realizadas no Brasil para avaliar a agdo da fimbria tipo 1, fimbria S e fimbria
P na invaséo e coloniza¢do de APEC do oviduto em matrizes de corte de até 45 semanas
de idade com salpingite, mostraram que a fimbria tipo 1 desempenha papel importante
na infec¢@o por E.coli. Entretanto, as fimbrias S e P ndo possuem agdo determinante para
adesdo ao oviduto (MONROY et al., 2005).

O comportamento de estirpes de APEC envolvidas com salpingite e
salpingoperitonite em matrizes de corte também pode ser elucidado pelo estudo dos
genes. A partir da determinagdo da taxa de mutagdo de resisténcia a rifampicina em
APEC, Santos et al. (2014) notaram que o aumento dos eventos mutacionais decorre
de um processo de adaptagdo do agente, como visto em casos de infecgdes cronicas
do oviduto.

Celulite

Celulite aviaria ¢ uma das principais causas de condenacao de carcagas no Brasil,
podendo atingir valores significativos como 51,20% do total de condenagdes em um
abatedouro. Estirpes de E.coli podem estar envolvidas como agente etiologico em até
85% dos casos de celulite em frangos de corte, atribuindo essa bactéria como a principal
causa da lesdo (GIRARD et al., 2005; SANTANA et al., 2008; BARROS et al., 2013;
SANTOS et al., 2014).

Esta forma de colibacilose ¢ descrita principalmente em frangos de corte de criagdo
intensiva. As lesdes ocorrem no tecido subcutaneo, com predominio da regido abdominal
e apresentam acimulo de exsudato caseoso (BARNES et al., 2008).
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O aumento da incidéncia da celulite pode estar associado a erros de manejo como,
por exemplo, superlotagdo. A septicemia ¢ uma das complicacdes mais graves dessa
enfermidade, sendo relatada principalmente em frangos infectados nos primeiros dias
de vida (NORTON et al., 2000; GIRARD et al., 2005).

Uma analise comparativa realizada entre frangos com celulite e colisepticemia
demonstrou perfil distinto de viruléncia entre esses quadros de colibacilose. Os genes
tsh, iutA e afa sdo frequentes em E.coli envolvidas com casos de celulite. No entanto,
os genes iva, fyul, irp2, kpsMT 11, fliC e ibeA sdo comumente detectados em APEC
envolvidas com processos sistémicos. Dentre os genes presentes em APEC, iss tem
demonstrado uma estreita relagdo com os casos de celulite (RODRIGUEZ-SIEK et al.,
2005; BARROS et al., 2013).

Esta forma de colibacilose também esta associada a cepas de E.coli multirresistentes.
Tal fato € preocupante tanto para saude animal como humana, posto que a presenca de
estirpes de E.coli multirresistentes originarias de frangos com lesdes no tecido subcutaneo
podem se tornar um risco de veiculag@o de resisténcia a partir de carcacas de frangos
(SANTOS et al., 2014).

Ahipétese de que isolados de E.coli presentes em carcagas e cortes de frango podem
transferir genes viruléncia e resisténcia para ExXPEC humana sugere a existéncia de cepas
com capacidade zoondtica presentes em produtos derivados de frangos. A genotipagem
para analise da viruléncia de E.coli de origem aviaria e de origem humana ainda ndo
possui parametros consolidados, até mesmo para distingui-las. Uma das suposi¢des para
tal fato basea-se no grande ntimero de genes de viruléncia contidos no plasmideo colV,
que pode ser transmitido horizontalmente e ¢ encontrado em todos os grupos filogenéticos
de E.coli (DANZEISEN et al., 2013).

Doenca do proventriculo negro

O proventriculo negro ¢ uma apresentagao rara de colibacilose. Esta ¢ decorrente
de infec¢des por APEC de um sorogrupo incomum, o O142. A taxa de mortalidade ¢
elevada, podendo chegar a 100% e as matrizes jovens sdo as mais sensiveis. As lesdes
macroscopicas sao; figado aumentado de volume e escuro, deposi¢do de fibrina na
superficie do figado, pericardio edemaciado, opaco e com presenga de franjas de fibrina,
sacos aéreos opacos e espessados, além do proventriculo com coloragdo enegrecida
(WANG et al., 2015b).

Intimeros genes estdo associados a esta enfermidade como iuc, iva, iss, traT, sit4, sfs,
pap, ompT, fimH, afa, cva. Ademais, acredita-se em uma possivel predilecao de colonizagao
de determinados 6rgaos por cepas de APEC positivas ou negativas para o gene feoB. Esta
premissa fundamentou-se no fato que o gene feoB (envolvido com a aquisi¢do de ferro),
foi o nico fator de viruléncia que diferiu entre APEC O142 isoladas de proventriculos e
do corag@o em aves doentes (6rgdo mais acometidos). Outros 32 genes foram testados e
apresentaram frequéncia semelhante entre os 6rgaos (WANG et al., 2015b).
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Colisepticemia

Em patos, a colibacilose ¢ comumente caracterizada por aerossaculite, pericardite,
peritonite ou septicemia (WANG et al., 2010). Dentre as diferentes espécies aviarias, a
forma septicémica ou colisepticemia ¢ comum em aves aquaticas. Patos e gansos jovens
sd0 os mais acometidos ¢ os surtos estdo geralmente relacionados a criagdes sem manejo
adequado ou que tem acesso a agua contaminada. Devido a fragilidade do sistema imune,
aves jovens sdo mais propensas a desenvolver quadros septicémico como a colisepticemia
(MILLER et al., 2004).

Deposi¢ao de material umido, granular, com aspecto de coalhada e odor caracteristico
nos sacos aéreos, pericardio e superficie do figado sdo os principais achados macroscopicos
encontrados em patos com septicemia por infec¢des de APEC (BARNES et al., 2008).

Entre os principais fatores de viruléncia presentes em estipes de APEC envolvidas
com colisepticemia destaca-se expressdo dos genes pap em conjunto com hly (alfa-
hemolisina) e o gene ibe (WANG et al., 2011a; SZEMIAKO et al., 2013; WANG et al.,
2015a).

APEC isoladas de cérebro de patos com quadro neurologico usualmente albergam o
gene ibeR, o qual estd envolvido com outros fatores ligados a septicemia. Este gene além
de induzir a produgdo de anticorpos em patos infectados, sugerindo seu envolvimento com
a patogenicidade de APEC, atua na regulacdo da expressao dos genes de viruléncia ompA,
aatA, iuc e luxS. A invasdo do epitélio microvascular cerebral e do liquido cerebroespinhal
também ¢ facilitada pela expressdo do gene ibeR. Em casos de patos desafiados por
estirpes de APEC com ibeR inativado, a capacidade de invasdo e viruléncia é reduzida
assim como influéncia na expressao de outros genes ¢ menor (WANG et al., 2015a).

Patos desafiados com cepas mutantes de APEC (gene ibeA deletado) necessitam
de dose letal maior para causar a doenga ¢ um menor numero de unidades formadoras
de colonias (UFC) sdo encontradas nos pulmdes e cérebro, reforgando a relagdo do gene
aos processos septicémicos (WANG et al., 2011a).

A fim de investigar a epidemiologia da bactéria, APEC isoladas de amostras de
patos infectados experimentalmente e de E. coli isoladas de fezes de patos clinicamente
saudaveis (comensais) foram colhidas e analisadas perante seu perfil de viruléncia. Alguns
genes de viruléncia podem estar estreitamente relacionados a patogenicidade de E.coli
isoladas de patos como os gene stx1, eacA, hlyA, ibeA. No entanto, o gene stx2 nao esta
relacionado a ambos os tipos de E.coli ja que ndo foi detectado em APEC e nas cepas
E.coli comensais. Outra taxa de detecc¢@o que diferiu foi a prevaléncia dos genes hlyE,
fimC, iss, ompA, irp2, fyuA, rfaH e beta que foi significativamente maior em APEC do
que em E.coli comensais (WANG et al., 2010).

Dentre os quadros especificos de colibaciloses de carater sistémico, estd a
coligranuloma ou doenca de Hjarre. Forma rara de colibacilose sistémica, que acomete
galinhas e perus, caracterizada por multiplos granulomas no parénquima hepatico,
mesentério, ceco e duodeno. Perus podem desenvolver uma forma mais grave com
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presenga de hepatite e tiflite piogranulomatosa. Lotes atingidos podem apresentar taxas
de mortalidade de até¢ 75% (BARNES et al., 2008; FERREIRA et al., 2009).

Perus podem apresentar, ainda, outra forma especial de septicemia, a chamada
septicemia hemorragica aguda. Esta doenga ¢ caracterizada por lesdes septicémicas
caracterizadas de disturbios circulatérios generalizados, descoloragdo da gordura
subserosa, hepatomegalia, esplenomegalia, rins aumentados de tamanho, acimulo de
sangue ¢ edema dos pulmdes e acimulo de exsudato serohemorragico nas superficies
serosas (OLSEN et al., 2011).

O desenvolvimento desta doenga é estreitamente relacionado a combinagdes
especificas de genes de viruléncia em APEC. Os genes associados a Septicemia
hemorragica aguda sdo pili F11, iucD, iss, tsh, colicina V (cva/cvi) seguidos por astA,
vix/stx (verotoxinas), irp2, papC, ipaH, EASY1 e eae. Tal perfil sugere que além de uma
combinacdo altamente virulenta, estas cepas de APEC podem ser vinculadas a um tipo
de lesdo caracteristica de colibacilose em perus (OLSEN et al., 2011).

Além da Septicemia hemorragica dos perus existe também a colisepticemia de
origem entérica, que ¢ um quadro de colibacilose frequente em perus. Esta doenga necessita
de um agente predisponente como o virus da enterite hemorragica para causar a injuria
primaria. Congestdo ou coloragdo esverdeada no figado, bago congesto e aumentado
de tamanho, além de musculatura congesta, caracterizam esse quadro (BARNES et al.,
2008; FERREIRA et al., 2009).

Dentre as diferentes formas de colibacilose, as cepas de APEC responsaveis por
causar colisepticemia sdo as que possuem o perfil de viruléncia mais variavel. A aparente
diversidade de estirpes que provocam septicemia pode repletir na falta de identificagdo
de um conjunto especifico de genes de viruléncia entre essas linhagens (MATURANA
etal., 2011).

Das cinquenta ¢ duas E.coli obtidas a partir de lesdes colisepticémicas em frangos
de corte com sete semanas de idade, trinta e oito apresentaram alta viruléncia e quatorze
eram praticamente avirulentas. Os isolados apresentaram em média 14,2 genes, incluindo

fimC, csgA, crlA (presente em 100% dos isolados), cvil/cva, iroN, iss, iucD, sitD, traT,
tsh (86 até 36%) (BARBIERI et al., 2015).

Tsh e iss e também os genes iutA, felA, ompT, e frz podem estar envolvidos com o
desenvolvimento de infecgdo sistémica, posto que estes genes foram detectados em cepas
de E.coli aviaria originarias de surtos de colisepticemia e ausentes em cepas isoladas de
galinhas saudaveis (DISSANAYAKE et al., 2014).

Em pesquisas realizadas para deteccao dos genes presentes no plasmideo co/V (iroN,
ompT, hiyF, iss e iutA), ligado as cepas virulentas de APEC, foram analisados isolados
de E.coli oriundos de diferentes origens. Como esperado, a frequéncia dos genes ligados
ao plasmideo colV foi maior nos isolados de APEC (composto por dois ou mais genes)
do que em AFEC e E.coli isoladas de cama de aviario de aves aparentemente saudaveis
(zero ou um gene), demonstrando uma associa¢do maior desse plasmideo com E.coli
patogénicas (OLIVEIRA et al., 2015).
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Combinagdes especificas de genes também podem ser utilizadas para
diferenciar cepas patogénicas das comensais. Dissanayake et al. (2014) referiram
que a combinacdo dos genes sitAP+ompT+hlyF+iroN+ esta intimamente associada
a E.coli isoladas de aves com septicemia e ausente em cepas comensais. Este achado
sugere a importancia desse arranjo de viruléncia em processos septicémicos e revela
que a presenca desses genes pode ser utilizada para identificar cepas de APEC de
alta patogenicidade.

Uma analise realizada por Barbieri et al. (2012) para caracterizar cepas de
E.coliisoladas de aves silvestres com colisepticemia, revelou o envolvimento de uma
linhagem até entdo tida como avirulenta (comuns a microbiota de pintos saudaveis
com um dia de vida) com casos de septicemia. Essa linhagem de E.coli, apresentou
genes de viruléncia comuns as cepas altamente virulentas, como csgA, crl, imC, mat;
iroN, iucD, sitD; cvi/cva, iss, ompA e traT. Tal fato sugere que linhagens de E.coli
podem apresentar perfil mais virulento em uma espécie aviaria do que em outra.

Complexo osteomielite

O complexo de osteomielite dos perus ¢ uma forma de colibacilose comum a essa
espécie, resultante de inflamagdes Osseas, articulares e nos tecidos moles periarticulares
(BARNES et al. 2008). E.coli relacionada a este complexo também possui combinagdes
de genes relacionadas a estirpes altamente patogénicas (GIOVANARDI et al., 2013).

De acordo com Giovanardi et al. (2013), os genes iutA, iucD, fyuA, irp2, hiyF,
iss, iroN, ompT, tsh e fimC sao comuns nesse quadro de colibacilose e o gene papC é
infrequente em APEC isoladas de exsudato presente na regido coxofemoral ¢ articulagdes
tibiotarsais de perus doentes.

Poliserosite fibrinosa

A poliserosite fibrinosa acomete principalmente galinhas, perus e patos. Pericardite,
perihepatite e acrossaculite fibrinosas sdo as lesdes encontradas nessa forma de colibacilose
(BARNES et al., 2008). Lesdes graves em casos de septicemia e poliserosite fibrinosa
podem estar associados a morte subita, em que as aves infectadas ndo apresentam nenhum
sinal clinico prévio (OH et al., 2011).

Os genes cvaC, iroN, iss, iutA, sitA, tsh, fyuA, irp2 e opmT sdo comumente
detectados em APEC responsaveis por poliserosite em frangos e perus. Assim como
os genes afa, papEF, papC, papG, sfa, ireA, kpsMT e ibeA, entretanto esses possuem
frequéncia varidvel entre as estirpes. O operon aerobactina também ¢ frequente, e entre
o0s genes que o compde, destaca-se o gene iutA que ocorre significativamente mais em
APEC do que em AFEC (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).

Os genes iutA, fimH e hlyF foram os mais frequentes entre isolados de APEC
obtida de aves com colibacilose no Zimbabwe. Os genes iva, sitA, sitD e operon fiz

Veterinaria em Foco, v.13, n.2, jan./jun. 2016 125



também foram detectados nesses isolados porém com menor frequéncia (MBANGA;
NYARARAL 2015).

A importancia dos mecanismos ligados a aquisi¢do de ferro, a resisténcia ao soro
e a aderéncia ao hospedeiro foi demonstrada pela frequéncia dos genes detectados em
frangos com colibacilose na Korea. A frequéncia de deteccdo de genes foi iroN (100%),
ompT (94,1%), fimC (90,1%), hlyF (87,1%), iss (78,25%), iucD (73,3%), tsh (61,4%),
fyuA (44,6%) e irp2 (43,6%). Entre a detecgdo desses genes, as combinagdes iroN+tfim
CrompT+hlyF+iucD+isstfyuA+, irp2+tsh+,iroN+fimCtompT+hlyF+iucD+iss+ tsh+
e iroN+fimC+tompT+hlyF+iss+ foram as mais frequentes, com 22,8%, 21,8% e 11,9%
respectivamente (JEONG et al., 2012).

Em um estudo comparativo realizado para detectar diferengas na distribuigdo de
genes de APEC isoladas de frangos e perus, os genes cvaC, iss, iucC, traT, tsh, papC,
papE, papF, papG, kpsMT e cdtB foram significativamente mais prevalentes em perus.
Com destaque aos genes papE, papF e papG que foram encontrados em 54% das APEC
isoladas de perus e em apenas um tergo das isoladas de frangos. Os genes mais frequentes
em E.coli isoladas de frangos com colibacilose foram iss, iroN e afa (RODRIGUEZ-
SIEK et al., 2005).

Diante da caracterizacdo de cepas de APEC, entende-se que os varios genes presentes
nesse patotipo codificam substancias envolvidas com fungdes essenciais para a infec¢ao.
A delecdo especifica de um ou mais genes, como os envolvidos na sobrevivéncia ao
efeito bactericina do soro ou na aderéncia a célula hospedeira, tornam as bactérias menos
virulentas. Isto infere a possibilidade de que medicamentos especificos e vacinas possam
ser desenvolvidos com agdo contra esses fatores criticos (JEONG et al., 2012; WANG et
al.,, 2011b; HUJA et al., 2015).

Vacinas contra APEC com proteinas recombinantes de upaB, aatA e aatB,
conferiram protecdo contra a cepa DE205B em patos desafiados aos sete dias de vida.
Ademais, a importancia de upaB contra desafios subsequentes foi comprovada pela
elevagdo da producgdo de anticorpos durante a infec¢ao de patos com colisepticemia
(ZHU-GE et al., 2015).

Perus vacinados contra colibacilose também desenvolvem protecdo satisfatoria
contra APEC. Como referido por Ahmed et al. (2012) que citam que perus ndo vacinados
sdo incapazes de resistir a desafios por APEC. Essa premissa ¢ sugerida, pois esses autores
recuperaram propor¢des maximas de até 30% de E.coli a partir do sangue, figado, bago e
medula dssea de perus vacinados e propor¢des até 86% em aves ndo vacinadas.

CONSIDERACOES FINAIS

Infecgdes por E. coli provocam perdas econdmicas significativas na avicultura.
Estas perdas sdo particularmente elevadas em casos de colibacilose, pela caracteristica
dessa enfermidade de atingir diversas espécies aviarias e provocar diferentes quadros
anatomopatologicos.
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Sabe-se que a expressao de genes de viruléncia e resisténcia desencadeia diferentes
mecanismos necessarios para adesao, invasao e coloniza¢do do organismo hospedeiro.
A diversidade genética e as relacdes de viruléncia entre as cepas de APEC reflete a
complexidade das diferentes formas de colibacilose. Pois mesmo que existam inimeras
linhas de pesquisas a fim de determinar perfis de viruléncia que possam ser vinculados
a cada quadro anatomopatologico de colibacilose, ainda nao foi possivel elucidar tal
particularidade.

Essa alta diversidade genética entre cepas de APEC isolada de aves com colibacilose,
resulta em desafios significativos no controle de infecgdes. Porém, o conhecimento sobre o
envolvimento dos genes nas diferentes etapas da infecgdo pode auxilar no desenvolvimento
de medicamentos e vacinas eficazes.

Ademais, existem muitos estudos a respeito da detecgdo dos genes de viruléncia em
APEC isoladas de frangos com colibacilose. Porém, o conhecimento a respeito da presenga
de genes em E.coli isoladas de outras espécies de aves, assim como seu envolvimento na
cadeia epidemiologica da APEC, ainda ¢ escasso.
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