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RESUMO

Mycoplasma gallisepticum e Escherichia coli sdo agentes bacterianos freqiientes em codornas
e tétm um papel importante como agentes etiologicos nas doengas respiratorias das aves,
reduzindo indices produtivos e aumentando a condenagdo de carcagas. Individualmente,
Escherichia coli pode ser relacionada ao aumento da viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos de véarias bactérias por meio de genes plasmidiais que podem ser trocados
entre subprodutos de codornas e os consumidores. Este estudo foi conduzido para determinar
a presenga de Mycoplasma gallisepticum e Escherichia coli em traquéias e sacos aéreos de
codornas aparentemente sadias € em codornas condenadas na linha de processamento, para
definir se esses agentes contribuem para a reducdo de peso e a presenca de alteragdes
anatomopatoldgicas no trato respiratério de codornas e para demonstrar a resisténcia de
Escherichia coli a antimicrobianos, a presenca de isolados enteropatogénicos para humanos e
o potencial patogénico da Escherichia coli para codornas através da presenca do gene iss. Em
uma empresa de processamento industrial, 120 codornas aparentemente sauddveis foram
selecionadas antes de entrarem na linha de processamento e outras 60 foram selecionadas
apods condenadas pela Inspe¢do Sanitaria, tendo sido todas posteriormente examinadas quanto
a presenca de Mycoplasma gallisepticum ¢ Escherichia coli através da “Polymerase Chain
Reaction (PCR) e do isolamento bacteriano, respectivamente. A Soroaglutinagdo Rapida
(SAR) e o Teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) foram usados para a deteccdo de
anticorpos no soro das codornas. Somente as codornas positivas no HI foram submetidas a
PCR e somente as traquéias foram examinadas. Os isolados de Escherichia coli foram
submetidos ao teste de aglutinagdo com antisoro especifico contra o antigeno O. Um teste de
sensibilidade foi procedido com os isolados de Escherichia coli para os seguintes
antimicrobianos: Amoxicilina (AMO), Ampicilina (AMP), Ceftazidima (CAZ), Cefoxitina
(CFO), Ciprofloxacina (CIP), Enrofloxacina (ENO), Gentamicina (GEN), Acido Nalidixico
(NAL.), Polimixina B (POL), Cotrimoxazol (Sulfazotrin) (SUT) e Tetraciclina (TET). O gene
iss foi detectado utilizando-se a PCR. As altera¢cdes macroscopicas no trato respiratorio das
codornas foram observadas em apenas uma das codornas selecionadas antes de entrarem na
linha de processamento, e foram caracterizadas como aerossaculites, assim como ao exame
microscopico. Outras alteracdes microscopicas foram detectadas em dez codornas
condenadas. Nao houve detecgdo de Mycoplasma gallisepticum nas traquéias de codornas a
partir do uso da PCR. Isolados de Escherichia coli (26,66% - 16/60) foram detectados nas
traquéias das codornas condenadas, apresentando esse agente correlagdo com a caquexia nas
aves (p<0,05). Nenhuma codorna foi positiva para a presen¢a de anticorpos pela SAR. No
teste de HI foram detectadas 28,3% (34/120) de codornas positivas para a presenca de
anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum, e essa situagdo teve correlagdo com a variagao
de peso das aves. Dos isolados de Escherichia coli 45% (9/20) pertenciam ao patotipo EPEC
e 25% (5/20) nao puderam ser sorogrupados. Todos os isolados de Escherichia coli
mostraram resisténcia a, no minimo, um antimicrobiano. A maioria das cepas foi resistente a
TET (16/20), seguida pela CAZ (13/20) e NAL (12/20). Somente um isolado foi resistente a
AMO. A detecgao do gene iSS ocorreu em 55% (11/20) dos isolados de Escherichia coli.

Palavras-chave: Coturnix, Mycoplasma, Escherichia coli, gene iss



ABSTRACT

Mycoplasma gallisepticum and Escherichia coli are frequent bacterial agents in quails, and
play an important role as etiologic agent in avian respiratory disease, reducing rates of
production, and increasing carcasses condemnation. Individually, Escherichia coli can be
linked to the increase of virulence and antimicrobial resistance of various bacterial agents by
means of plasmids genes that may be exchanged between quail subproducts and consumers.
This study was conducted to determine the presence of Mycoplasma gallisepticum and
Escherichia coli in tracheas and air sacs of apparently health and condemned quails at the
processing line, and if this agents contributes with weight decrease, and anatomopathologics
changings in the respiratory tract and to demonstrate the antimicrobial resistance of
Escherichia coli, the presence of enterophatogenics isolates to humans, and the Escherichia
coli pathogenic potencial to the quails, through the presence of the iss gene. In an industrial
processing facility 120 apparently healthy quails, before entering the slaughter line, and 60
condemned quails at the processing line were selected and assessed for Mycoplasma
gallisepticum and Escherichia coli using the Polymerase Chain Reaction (PCR) and bacterial
isolation respectivelly. The Rapid Serum Agglutination (RSA) and Hemagglutination
Inhibition (HI) tests were used to Mycoplasma gallisepticum antibodies detection in quail
serum. Only positive quails in the HI test to Mycoplasma gallisepticum were submitted to
PCR and only tracheas were analyzed. The Escherichia coli isolates were submitted to slide
agglutination test with specific antiserum to O antigen. A susceptibility test was performed
with the Escherichia coli strains for the following antimicrobials: Amoxicillin (AMO),
Ampicillin (AMP), Ceftazidime (CAZ), Cefoxitin (CFO), Ciprofloxacin (CIP), Enrofloxacin
(ENO), Gentamicin (GEN), Nalidixic Acid (NAL.), Polimixin B (POL), Cotrimoxazole
(Sulfazotrin) (SUT) and Tetracyclin (TET). The gene iss was examined usin PCR.
Macroscopic changes in the respiratory tract were exhibit only in one quail selected before
entering the slaughter line, and was characterized like aerossaculitis also in the microscopic
examination. The others microscopic changes were detected in ten, condemned quails. There
was no Mycoplasma gallisepticum detected in trachea of quails using PCR. Isolates of
Escherichia coli (13,33% - 20/180) were detected, only in the condemned quail tracheas, and
this agent appears have been a relationship with the presence of cachexia (p<0,05). No quail
was positive to Mycoplasma gallisepticum by the RSA. The HI test detected 28,3% (34/120)
of quail positive to the presence of antibodies against Mycoplasma gallisepticum, and this
situation was correlated with the weight decrease. From the isolates of Escherichia coli 45%
(9/20) were grouped like EPEC pathotypes whereas 25% (5/20) of the isolates could not be
typed. All the Escherichia coli isolates showed resistance to at least one antimicrobial. The
majority of the specimen were resistant to the TET (16/20), followed by CAZ (13/20) and
NAL (12/20). Only one isolate was resistant to AMO. Detection of the gene iSS occurred in
55% (11/20) of the Escherichia coli isolates.

Key-words: Coturnix, Mycoplasma, Escherichia coli, gene iss
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INTRODUCAO

A carne de codorna tem oferta reduzida no mercado de carnes de aves. A utilizagdo de
linhagens especificas para corte e a exploragdo comercial podem aumentar a produtividade
dos plantéis e melhorar as caracteristicas sensoriais da carne, tornando o produto mais
acessivel.

A criagdo em grande escala, entretanto, pode predispor as codornas a um maior risco
de doengas, principalmente as respiratorias. Apesar das diferentes linhas de defesa do trato
respiratdrio, varios agentes conseguem se estabelecer, sendo de destaque os micoplasmas e a
Escherichia coli.

Os micoplasmas que afetam as codornas sdo o Mycoplasma gallisepticum e o
Mycoplasma synoviae. As doengas causadas por esses agentes sdo de notificagdo obrigatoria
aos orgdos de saude animal, quando ocorrem em reprodutores, € a sua presenga inviabiliza a
producdo e o comércio de aves e seus subprodutos, inclusive para o mercado internacional. Os
micoplasmas sdo responsaveis também pelas aerossaculites que podem determinar elevados
indices de condenagao das carcacas, elevando o prejuizo dos produtores.

A Escherichia coli é um agente freqiiente nos ambientes avicolas e é capaz de causar
infecgdes no trato respiratério das aves pois, devido a sua dindmica de patogenicidade, tem
habilidade de colonizar o trato respiratorio. Ao alcangar a circulagdo pode, ainda, afetar outros
sitios. Possui a capacidade de se manifestar como um agente primario ou estar de forma
concomitante com outros patdgenos que acometem o trato respiratorio das codornas, tal como
os micoplasmas.

Os patotipos de Escherichia coli que causam doengas nas aves representam baixo risco
de infec¢do para os seres humanos. As aves, no entanto, atuam como um reservatorio de
cepas, causadoras de importantes infecgdes entéricas ou extraintestinais em humanos ou

servem como fonte de plasmidios que codificam fatores para a viruléncia e resisténcia. Esses



fatores podem ser trocados entre amostras presentes na microbiota normal por mecanismos de
recombinagao.

Os objetivos desse estudo foram: determinar a presenca de Mycoplasma gallisepticum
e Escherichia coli em traquéias e sacos aéreos de codornas aparentemente sadias e em
codornas condenadas na linha de processamento; definir se esses agentes contribuem para a
redu¢do de peso e a presenga de alteracdes anatomopatologicas no trato respiratdrio de
codornas; demonstrar a susceptibilidade de Escherichia coli a antimicrobianos, a presenga de
isolados enteropatogénicos para humanos e seu potencial patogénico para codornas de corte
através da presenga do gene isS, que ¢ considerado como um marcador de patogenicidade para

as aves.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CARNE DE CODORNA

No Brasil, o produto de codorna com maior aceitagdo entre os consumidores ¢ 0 ovo.
A carmne de codorna, no entanto, ainda ¢ considerada exotica e tem oferta reduzida no
mercado. A falta de divulgacdo dos produtores e das empresas beneficiadoras ¢ um dos
obstaculos para o aumento do consumo. A produ¢do ainda é pequena, tornando elevado o
preco pago pelo consumidor. O consumo podera aumentar & medida que aumentar o numero
de criadores, o que dependerd também da disponibilidade de linhagens de codornas
especializadas para corte (informagio verbal)'.

No Brasil o efetivo de codornas alcangou, no periodo de 2001 a 2006, um crescimento
de 19,23% no numero de aves alojadas (Quadro 1). Desse nimero, entretanto, ndo é possivel
se distinguir a distribui¢do entre os setores de corte e postura (IBGE, 2007). O consumo de
carne de codorna no pais ¢ muito difundido em algumas regides do Nordeste. Entretanto, nas
demais regides do Brasil o interesse € pequeno, o que impede maior exploracdo da carne

(MOREIRA, 2005).

'Comunicagio feita por Antonio Gilberto Bertechini em 20-03-2002 em entrevista concedida ao site

www.avisite.com.br.



Tabela 1: Efetivo de codornas no Brasil e nas diferentes Unidades Federativas entre os anos
de 2001 e 2006.

ANO BRASIL NORTE NORDESTE SUDESTE SUL CENTRO-OESTE
2001 6.045.342 143.720 906.646 3.446.147 1.220.811 327.991
2002 5.575.068 158.981 892.135 3.281.828  910.127 331.997
2003 5.980.474 96.421 29.147 3.555.166 1.125.149 324.365
2004 6.243.202 87.955 30.594 3.748.136  1.083.060 324.791
2005 6.837.767 83.455 30.381 4.150.327 1.150.597 307.406
2006 7.207.830 82.536 28.293 4.364.305 1.155.973 312.037

Fonte: Adaptado de IBGE (2007).

2.1.1 Sistematica do género Coturnix

A codorna é uma ave pertencente a superordem Neognathae, ordem Galliforme,
familia Phasianidae, subfamilia Phasianinae, género Coturnix (BISCHOFF et al., 2007).
Existem mais de 100 variedades, sendo as mais conhecidas a Coturnix coturnix japonica, ou

codorna japonesa, ¢ a Coturnix coturnix coturnix, ou codorna européia (PEREZ, 1966).

2.1.2 Producéo

Entre as muitas vantagens da codorna, destacam-se a sua grande rusticidade,
maturidade sexual precoce (apenas 45 dias de vida), produtividade elevada (média de 300
ovos por ano) e grande fecundidade (o periodo de incubagdo de seus ovos ¢ de apenas 16 dias)
(VIEIRA, 1988).

A criacdo de codornas pode ser praticada sobre o solo, com o uso de “cama” feita com
material absorvente, ou em baterias, utilizando-se gaiolas. A criagdo sobre o solo, além de
mais econdmica, permite o alojamento de um grande nimero de animais, cerca de 100 aves
por m’, e as aves apresentam plumagem mais perfeita. No entanto, ha um maior risco de
doengas e, além disso, as codornas, por possuirem maior espago para 0s movimentos, gastam
mais energia inutilmente e ingerem trés a cinco por cento mais de ragdo, em relagdo a criacao
em baterias. As codornas podem ser criadas em gaiolas com compartimentos individuais ou

coletivos, obedecendo a proporcdo de 100 a 200 aves por m’ (PEREZ, 1966). Ariki (2000)



citou, para poedeiras em galpdo pinteiro, uma lotacio de 50 aves/ m”. Para codornas de corte,
contudo, por apresentarem tamanho maior, recomenda-se uma densidade de 25 aves/m’
(ALMEIDA, 2001).

A coturnicultura, voltada para a obtengdo de carne, conta hoje com linhagens
especificas provenientes da espécie Coturnix coturnix coturnix, mas alguns produtores ainda
utilizam linhagens de postura - machos ou fémeas da espécie Coturnix coturnix japonica
descartadas no final do ciclo reprodutivo - para a exploracdo de carne. As codornas de
postura, ou japonesas, geram animais com carcaca de qualidade inferior, de tamanho pequeno
e carne dura (MOREIRA, 2005). A simples ado¢do de linhagens especificas para corte pode
promover um rendimento até 70% maior em relagdo as linhagens de postura (ALMEIDA et
al., 2002a). Correa et al. (2004) consideraram que existe interag@o entre o tipo de linhagem de
codorna de corte, a idade de abate e o nivel protéico da ragdo, e que essas varidveis té€m,
ainda, estreita correlacdo no que diz respeito aos custos da produgdo. Almeida et al. (2002b)
compararam o desempenho de machos de codornas japonesas e européias e verificaram que o
peso das codornas italianas foi maior desde o primeiro dia de idade, sendo superior ao das
codornas japonesas, mas ndo detectaram interacdo entre genotipo e exigéncias nutricionais
sobre o peso das aves. As codornas européias apresentaram menor consumo relativo de ragao
e melhor conversdo alimentar, tornando os custos da produ¢ao menores, quando comparados
com os custos da criagdo de codornas japonesas para o mesmo fim.

Ambos os sexos sdo utilizados para a exploracdo de carne. As fémeas apresentam peso
vivo 26% maior que os machos e, considerando-se apenas o peso da carcaca, essa
superioridade cai para 12%. O maior peso das fémeas se deve, inicialmente, a0 maior peso
das visceras ndo comestiveis. A melhor idade de abate situa-se proximo aos 42 dias de vida.
Apos essa idade, com a maturidade sexual, as fémeas aumentam o consumo de racdo, para
compensar o desgaste fisioldgico representado pelo inicio da postura, enquanto os machos
desenvolvem um comportamento competitivo violento, para determinar a dominancia social,
ocorrendo, com freqiiéncia, mutilagdes, caquexia e aumento da mortalidade (OLIVEIRA et

al., 2005a).



2.1.3 Consumo e comercializacdo da carne de codorna

A coturnicultura conta hoje com uma grande empresa, a Perdigdo, com abate em
escala industrial e com o selo da Inspe¢do Federal. Utiliza-se de criagdo propria, sem o
tradicional sistema de integracdao da criagdo de frangos. Com uma producao de mais de 80
toneladas mensais, a codorna esta incluida na linha “Avis rara” da empresa ¢ rende até R$
10,00 por quilo, inclusive j& exportando para a Arabia Saudita (GESSULLI, 2002). O produto
¢ comercializado em caixas contendo aproximadamente cinco carcagas de 200 gramas,
congeladas, para consumo no varejo, € em sacos contendo 1,5 Kg e 2,5 Kg de carcagas

congeladas.

2.1.4 Aspectos nutricionais e sensoriais da carne de codorna

Quando comparada as carnes de frango, bovina e suina, a carne de codorna ¢ mais rica
em ferro, fosforo, cobre, vitaminas C e A e proteinas (esta ultima abaixo apenas da carne de
frango) (Quadro 2).

A carne de codorna caracteriza-se por sua suculéncia e sabor agradavel, sendo bem
aceita pelo consumidor (OLIVEIRA, 2005b). A suculéncia pode ser explicada pela rapidez do
ciclo produtivo, visto que a ave ¢ abatida no auge de seu desenvolvimento, perdendo essa
caracteristica quando o abate ¢ feito apds o periodo de reprodugdo. A carne procedente de
poedeiras com mais de um ano de idade apresenta condi¢des sensoriais inferiores, comparadas
as de carnes de aves mais jovens (PEREZ, 1966). Oliveira et al.(2005b) encontraram
variagdes em relacdo ao aroma, sabor ¢ cor, tendo influéncia do sexo. As fémeas foram as
portadoras das menores médias. Entretanto, todas as pontuagdes apresentaram-se acima dos
percentuais considerados normais. Entre os 35 e 77 dias de vida a idade ao abate ndo teve

efeito significativo sobre a maciez da carne.



Quadro 1: Teores nutricionais comparativos entre a carne de codorna, a carne de frango e as
carnes bovina e suina.

Nutrientes Peito de codorna Peito de frango sem Carne bovina Carne suina
sem pele (100g)  pele (100g) magra (100g) magra (100g)
Calorias 123,00 110,00 278,00 120,00
Proteinas (g) 022,59 023,09 017,48 020,99
Gordura total. (g) 002,99 001,24 022,55 003,41
Calcio (mg) 010,00 011,00 008,00 005,00
Ferro (mg) 002,31 000,72 001,85 001,23
Magnésio (mg) 028,00 028,00 017,00 026,00
Fosforo (mg) 228,00 196,00 156,00 226,00
Potassio (mg) 260,00 255,00 271,00 366,00
Sédio (mg) 055,00 065,00 059,00 050,00
Zinco (mg) 002,70 000,80 003,59 002,03
Cobre (mg) 000,43 000,04 000,07 000,05
Manganés (mg) 000,02 000,02 000,01 000,02
Selenio (mg) 018,80 017,80 015,90 028,90
Vit C (mg) 005,10 001,20 000,00 000,90
Tiamina (mg) 000,24 000,07 000,08 000,97
Riboflavina (mg) 000,24 000,09 000,17 000,28
Niacina (mg) 008,20 011,19 003,54 004,43
Vit B6 (mg) 000,53 000,55 000,33 000,52
Vit B12 (mcg) 000,47 000,38 002,69 000,81
Vit A (UI) 037,00 020,00 000,00 007,00
Acidos graxos 000,87 000,33 009,16 001,18
saturados (g)
Acidos graxos 000,84 000,30 009,82 001,54
monoinsaturados (g)
Acidos graxos 000,77 000,28 000,86 000,37
poliinsaturados (g)
Colesterol (mg) 058,00 058,00 074,00 065,00

Fonte: Adaptado de DIAB, 2007.

2.2 ASPECTOS ANATOMICOS E FUNCIONAIS DO TRATO RESPIRATORIO DAS CODORNAS

O sistema respiratorio das aves caracteriza-se pela presenca de pulmdes de estrutura
relativamente rigida, que ndo se expande e retrai com a respiracdo. Sua fun¢do ¢ a de fornecer
uma superficie para as trocas gasosas com o sangue. Quem modula o volume de ar corrente
sd0 0s sacos aéreos, estruturas extremamente finas que ocupam todo o espago disponivel no
celoma, ndo ocupado por outras visceras (FEDDE, 1998). Os sacos aéreos apresentam epitélio
cuboidal ciliado préximo aos bronquios e, no corpo o epitélio se torna mais plano, com

pequenos grupos de epitélio colunar ciliado formando pequenas “ilhas ciliadas” (FICKEN,




1997). Nas codornas, aves melhor adaptadas para o voo do que, por exemplo, as galinhas, os
sacos aéreos invadem o celoma de forma mais exuberante, estabelecendo franca comunicacao
com o sistema esquelético (PEREZ, 1966).

O tamanho e a disposi¢cdo dos sacos aéreos variam nas diferentes espécies avidrias. A
maioria delas apresenta nove sacos aéreos, sendo um clavicular, dois cervicais, dois toracicos
craniais, dois toracicos caudais e dois abdominais (FEDDE, 1998). Nas codornas existem
ainda, além dos sacos aéreos ja citados, um par de sacos aéreos axilares. Os sacos aéreos
cervicais se prolongam em dire¢do ao pescoco, desde a entrada do peito, comunicando-se com
algumas vértebras cervicais; o clavicular ocupa o espaco entre o papo € o coracdo; 0s
toracicos anteriores e posteriores terminam em diverticulos secundarios que pneumatizam
0ssos da cintura tordcica e vértebras dessa regido, e cobrem quase todo o espago parietal
pulmonar; os axilares sdo muito irregulares, para que se adaptem as proeminéncias que
formam o cinturdo escapular, e se comunicam com o forame pneumatico do imero. Por fim o
saco abdominal se estende pela area lombo-sacral, pondo-se em contanto, ao se expandir, com
as gonadas, rins e numerosas al¢as intestinais. Nas codornas os sacos aéreos de maior
desenvolvimento sdo os mais posteriores, precisamente os encarregados de pneumatizar os
blocos mais volumosos do esqueleto e dar leveza as regides de maior gravitacdo do corpo
(PEREZ, 1966).

Os pulmdes se localizam na regido toracica dorsal e apresentam trés subdivisdes
bronquicas: bronquios primarios (extra e intrapulmonares), bronquios secundarios e bronquios
terciarios. Os bronquios primarios se originam da traquéia, quando esta se bifurca proximo ao
pulmao, sendo esta a por¢ao extrapulmonar. Quando penetram nos pulmoes os bronquios sao
denominados de bronquios primarios intrapulmonares e logo depois de bronquios secundarios
(mediodorsais, medioventrais e lateroventrais) e bronquios tercidrios, ou parabronquios,
divididos em um pulmdo compartimentado em paleopulmo e neopulmo (MACARI;
GIVISIEZ, 2002).

Os bronquios primarios sdo revestidos por epitélio ciliado com células de muco, os
bronquios secundarios por epitélio colunar alto ciliado, com poucas glandulas mucosas,
inicialmente, que sdo substituidas por células caliciformes, e os bronquios terciarios, que se
originam dos bronquios secundarios, formam massas de tabulos livremente anastomosados
cobrindo todos os espagos do pulmao. Os parabronquios possuem revestimento cuboidal
escamoso nao dotado de cilios (FICKEN, 1997).

Na inspira¢do um certo volume de ar passa através do neopulmo para dentro dos sacos

aéreos caudais (tordcicos caudais e abdominais), o restante do ar desloca-se através do



paleopulmo para dentro dos sacos aéreos craniais (clavicular, cervicais e toracicos craniais).
Na expiracao, o ar dos sacos aéreos caudais passa novamente no neopulmo e se desloca para o
paleopulmo, na mesma dire¢do, como durante a inspiragdo. O ar dos sacos aéreos craniais €
lancado na atmosfera sem passar novamente pela superficie de trocas gasosas. Por essa
descri¢ao entende-se que o ar passa através do paleopulmo num movimento unidirecional
(caudo-cranial) em ambos os ciclos respiratorios e ¢ bidirecional no neopulmo (FURLAN,

2000).

2.3 MECANISMOS DE DEFESA DO TRATO RESPIRATORIO DAS AVES

A superficie do epitélio traqueal € coberta por muco e cilios que carreiam, rapidamente
(10mm/min), possiveis particulas inspiradas para a faringe, onde podem ser engolidas e
eliminadas nas fezes (MENSAH; BRAIN, 1982). Esta parte do sistema respiratorio forma a
primeira linha de defesa contra a inspiragdo de grandes particulas, com até 4 um, mas ndo
consegue captar muitas particulas menores que 0,2 um (HAYTER; BESCH, 1974). O sistema
macrofagico pulmonar representa a segunda linha de defesa do trato respiratorio. Porém existe
uma pequena quantidade de macrofagos residentes neste sistema. Sendo assim, estes ndo
podem ser responsaveis pela manutencao da limpeza deste meio (FEDDE, 1998). Para Toth et
al. (1988), quando substancias quimiotaticas estdo presentes, durante a presenca de
microrganismos, os macrofagos sdo rapidamente atraidos, apresentando forte reacdo
fagocitica. Macari e Givisiez (2002) relataram que, diante da pequena presenca de macrofagos
no tecido pulmonar outras células podem agir como substitutas deste tipo celular, removendo

o material estranho na regiao dos parabronquios.

2.4 IMPORTANCIA DAS DOENCAS RESPIRATORIAS NA PRODUCAO AVICOLA

O trato respiratorio das aves ¢ um dos principais sistemas afetados por doencas
infecciosas. Os sacos aéreos sdo muito susceptiveis a danos e como resposta tornam-se mais
espessos, infiltrados por células inflamatdrias e exsudatos, caracterizando a aerossaculite

(CASTRO, 2000). Pela dindmica respiratoria das aves, as doencas respiratdrias comumente



causam aerossaculites, que sdo motivo de descarte ao abate (MACARI; GIVISIEZ, 2002).
Russel (2003) descreveu que a presenca de aerossaculite tem um impacto negativo sobre o
peso das aves destinadas ao abate. Em seu estudo, frangos de corte apresentaram perdas de até
84g/carcaca e a desuniformidade dos lotes contribuiu para um aumento nos casos de erros
durante o processamento, principalmente durante a evisceragdo, aumentando o risco de
contaminagdo das carcagas com patdogenos do trato intestinal. As contagens de Escherichia
coli foram significativamente maiores nas aves com aerossaculite do que nas aves sem
aerossaculite. No Brasil, o Servi¢o de Inspegdo Sanitaria, baseado na Portaria n.® 210 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1998), prevé que em
presenca de aerossaculite deve haver a condenagdo total de visceras comestiveis e a
condenacdo total de carcagas quando ocorrer o envolvimento extenso dos sacos aéreos ou
comprometimento sistémico. As carcagas menos afetadas podem ser rejeitadas parcialmente,
apds a remog¢do ¢ condenacdo completa de todos os tecidos envolvidos com a lesdo. Nessa
mesma Portaria, encontra-se descrito que a colibacilose, compreendida entre os processos
inflamatorios, também pode ocasionar a condenagdo parcial de partes afetadas ou condenagao
total, se houver comprometimento sistémico. Armendaris (2006) relata que, de 3.514.573.349
aves abatidas no ano de 2005, as aerossaculites foram responsaveis por 4.552.240 casos de
condenacgdes parciais € 796.967 de condenagdes totais, sendo a sexta causa de condenagdo
entre os principais achados patologicos nesse mesmo ano.

Mead (2004) considerou que mesmo as aves aparentemente sadias sdo importantes no
contexto da Saude Publica, pois continuam sendo reservatorios de agentes zoondticos € que o
uso de antimicrobianos, mesmo usados de forma preventiva ou para melhoria de performance
produtiva, contribuem para o desenvolvimento de resisténcia de microrganismos patogénicos

para o Homem.

2.5 MICOPLASMOSE E COLIBACILOSE EM CODORNAS

Apesar das diferentes linhas de defesa, que evitam a instalacdo de varios agentes
infecciosos, alguns fatores inerentes ao hospedeiro, ao agente ou ao manejo sanitario podem
comprometer as barreiras primdrias e afetar o sistema respiratdrio. Alguns agentes
infecciosos, mesmo que inativados, como os utilizados durante as vacinag¢des, podem causar

descamacdo e perda dos cilios do epitélio traqueal, favorecendo a instalagdo de agentes



secundarios (SANTIN et al., 2003). A interagdo de dois ou mais patdégenos pode ser, além de
sinérgica, antagonica, modificando o curso e a resposta aos agentes, dependendo da ordem de
exposi¢ao. Segundo El Tayeb e Hanson (2002), a inoculagdo prévia do virus da doenga de
Newcastle em um cultivo celular acentuou a aderéncia de Escherichia coli, caracterizando o
sinergismo, ¢ a inoculagdo prévia de Escherichia coli pela via oral, em galinhas de oito
semanas de idade, determinou titulos virais menores, caracterizando desta vez o antagonismo
entre os dois agentes. Minharro et al. (2001) estabeleceram uma elevada freqiiéncia de
Escherichia coli ¢ micoplasmas (Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae),
sozinhos ou associados entre si, envolvidos com a presenca de aerossaculite em frangos.
Condicdes desfavoraveis do meio ambiente, como altas concentracdes de amonia e poeira,
associados a presenca de agentes infecciosos no ambiente, também podem predispor as aves

as doengas respiratorias (DAVIS; MORISHITA, 2005).

2.5.1 Micoplasmose

2.5.1.1 Taxonomia e espécies de interesse para a coturnicultura

A micoplasmose ¢ uma enfermidade causada por bactérias da classe Mollicutes (do
latim Mollis = macio e cutis = pele), que caracteriza agentes que ndo apresentam parede
celular. Devido a essa caracteristica, esses agentes podem se apresentar de varias formas,
sendo a esférica a forma predominante (RAZIN et al., 1998). Bier (1984) descreveu que a
forma pode variar conforme o estagio de desenvolvimento € o meio em que se encontram 0s
agentes. Nos meios liquidos apresentam-se como corpusculos esféricos e filamentosos ou em
forma de anel. Nos meios s6lidos predominam os granulos de densidade varidvel. As formas
arredondadas apresentam didmetro entre 0,3 a 0,8 um e as formas filamentosas pouco mais de
150 um de comprimento. Em relacdo ao tamanho, Nascimento (2000) comparou os
micoplasmas aos grandes virus.

Normalmente esses agentes sdo imoveis. Sao aerdbios facultativos e suas colonias sdo
muito pequenas, medindo menos de 1 mm de didmetro e que, sob condi¢cdes adequadas, tém a

aparéncia de “ovo frito” (HOLT et al.,, 1994). Pertencem a ordem Mycoplasmatales e

incluem-se na familia Mycoplasmataceae devido ao requerimento de colesterol para seu



crescimento, ao tamanho do genoma (entre 600 e 1350kbp) e por terem o homem e os animais
como habitat. A divisdo em géneros ¢ feita de acordo com seus mecanismos para obter
energia (WHITFORD et al., 1994). A fermentacdo de carboidratos ¢ variavel, mas as espécies
podem ser divididas entre aquelas que fermentam a glicose, com producdo de acido, e aquelas
que ndo o fazem. A glicose ¢ adicionada ao caldo nutriente para acentuar o crescimento das
espécies fermentadoras e promover a mudanca da cor de meios de cultivo em que se utiliza
vermelho de fenol como indicador. Muitas espécies que ndo fermentam a glicose usam o
aminodcido arginina como fonte de energia. Outras espécies fermentam a glicose e utilizam a
arginina (KLEVEN, 2003a). Nascimento (2000) relatou que as espécies de interesse para as
codornas sdo a Mycoplasma gallisepticum ¢ a Mycoplasma synoviae, que fermentam a
glicose, ndo hidrolizam a arginina, e ndo produzem fosfatase.

Os micoplasmas patogé€nicos tém predilecdo pelas mucosas respiratdria, ocular e
genital, estabelecendo infec¢des superficiais persistentes (WHITFORD et al., 1994). A
habilidade em causar infecgdes ¢ dependente da propriedade de adesdo dos micoplasmas a
célula hospedeira, que os torna capazes de se fixarem as membranas mucosas (ATHAMNA et
al., 1997; BASEMAN et al.,1982), da capacidade de se evadir da acdo das imunoglobulinas
(LAUERMAN; REYNOLDS-VAUGHN, 1991), da presenga de toxinas (GABRIDGE et al.,
1972) e da estimulagdo de citocinas do hospedeiro, determinando a ocorréncia de lesdes
celulares (FAULKNER et al., 1995). Lockaby et al. (1999a) afirmaram que, além dos fatores

de viruléncia, a interagdo com fatores ambientais acentua a acdo das amostras virulentas.

2.5.1.2. Micoplasmose na coturnicultura

Os principais relatos de micoplasmose em codornas se devem a presenga de
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae (NASCIMENTO, 2000). Kleven (2003a)
relatou que Mycoplasma gallisepticum ¢ a causa primaria de doencgas respiratdrias e que
Mycoplasma synoviae ¢é responsavel tanto por doengas respiratorias quanto pela presenca de
sinovites.

A patogenicidade dos micoplasmas tem relagdo com a estirpe envolvida (LOCKABY
et al., 1999a) e seus fatores de viruléncia (LOCKABY et al., 1999b). Kleven (2003a)
mencionou que esses agentes tém a tendéncia de interagir com outros microrganismos do trato

respiratorio, como o virus da doenga de Newcastle e com bactérias como a Escherichia coli,



sendo esta ultima interagdo conhecida como Doenga Cronica Respiratoria (DCR). Sem a
interven¢do de outros agentes, Mycoplasma gallisepticum ¢ Mycoplasma synoviae podem
causar infec¢des brandas ou até subclinicas.

Nascimento et al. (1998) descreveram pela primeira vez, no Brasil, a presenca de
Mycoplasma synoviae em codornas. As aves apresentaram dificuldades respiratorias,
acompanhadas de edema de face e articulagdes, queda na postura e aumento da mortalidade.
Macroscopicamente foram observados liquido viscoso e incolor nas articulagdes e material
caseoso na regido periorbital.

Sinais de doenga respiratoria em criagdes de codornas, causadas exclusivamente por
Mycoplasma gallisepticum, tém sido descritas e se caracterizam por dificuldade respiratoria,
sinusite, edema dos seios infraorbitais e aumento das taxas de mortalidade (NASCIMENTO;
NASCIMENTO, 1986; TIONG, 1978; TURKYILMAZ et al., 2007). Murakami et al (2002)
relataram os mesmos sinais clinicos em codornas, acompanhados por queda na produ¢do de
ovos. Nesse relato a infecg¢ao era mista e envolvia a presenga de Mycoplasma gallisepticum, o
protozoario Cryptosporidium baileyi, as bactérias Pasteurella multocida, Escherichia coli,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., além de elevado nivel de amdnia no ambiente de
criacdo. Nesse surto também foi descrita queda na producgdo de ovos. Tiong (1978) descreveu
queda na producdo de ovos acompanhada por alteracio na sua qualidade externa,
caracterizada pela presenca de casca mole e despigmentada, em casos de micoplasmose
causados exclusivamente por Mycoplasma gallisepticum, além de paralisia de membros.

As lesoes mais freqiientes causadas por Mycoplasma gallisepticum, descritas em
codornas, sdo caracterizadas pela presenca de material caseoso ou mucodide nos seios
infraorbitais (NASCIMENTO; NASCIMENTO, 1986, TIONG, 1978), formagao de exsudato
catarral na traquéia e aerossaculite (TURKYILMAZ et al., 2007). Tiong (1978) relatou a
presenca de atrofia ovariana. Nascimento e Nascimento (1986) citaram a ocorréncia de lesdes
hemorragicas discretas na moela e hemorragia difusa nos pulmdes e cérebro, entretanto, esses
casos apresentavam concomitdncia com outros microrganismos. Murakami et al. (2002)
encontraram as mesmas alteragdes caracteristicas, como: exsudato mucoso nos seios
infraorbitais, aerossaculite, material caseoso nas cavidades nasais e peritonite.
Microscopicamente, Ley (2003) descreve como alteragdes freqiientes o espessamento das
membranas mucosas dos tecidos afetados, devido a infiltracdo por células mononucleares, e a
hiperplasia das glandulas mucosas. Murakami et al. (2002) relataram que as lesdes em

codornas ocorrem com maior freqiiéncia na conjuntiva e na regido superior do trato



respiratorio, ocorrendo perda dos cilios das células epiteliais e hiperplasia com vacuolizagao

citoplasmatica nas células traqueais. Na submucosa ha acimulo de infiltrados linfociticos.

2.5.1.3 Diagnéstico

Nascimento (2000) cita que a analise de dados epidemioldgicos, como periodo de
incubacdo, indices de morbidade ¢ mortalidade e pardmetros produtivos, como ganho de peso
e numero de ovos postos, assim como a analise das lesdes macro e microscopicas, devem ser
associados aos exames laboratoriais. Steinlage et al. (2003) relataram auséncia de lesdes
macro e microscopicas em aves que apresentavam sinais de doenca respiratdria e sorologia e

isolamento positivos para Mycoplasma gallisepticum.

2.5.1.3.1 Diagnostico soroldgico

A sorologia ¢ um método laboratorial que visa ao estudo e a mensuragdo do nivel de
anticorpos no soro das aves expostas a determinado antigeno. Além da detec¢do de doengas,
os testes soroldgicos também se prestam ao conhecimento dos parametros de normalidade dos
lotes, a comprovagdo da eficacia das vacinagdes € ao ajuste e elaboracao de programas de
vacinagdo (SANTOS; SILVA, 2000). No Brasil, o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA), através da Instrugdo Normativa n°44, de 23 de agosto de 2001, do MAPA (BRASIL,
2001), determina, para aplicagdo em estabelecimentos avicolas de reproducao, a utilizagdo da
Soroaglutinagdo Répida (SAR) e os testes denominados de Inibicdo da Hemaglutinacao,
conhecido por sua sigla HI, do inglés “Haemagglutination inhibition” e o ELISA, do inglés
“Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”.

A SAR ¢ um método rapido e de baixo custo que se baseia na capacidade de os
anticorpos se ligarem a antigenos especificos. Essa ligacao faz surgir uma reagdo visivel a
olho nu, devido ao uso de antigenos corados (FREIRE, 1988). Segundo Santos e Silva (2000),
as diferentes classes de anticorpos (imunoglobulinas) diferem entre si em sua capacidade de
promover a aglutinagdo. A imunoglobulina M (IgM), por sua configuracdo pentamérica, ¢ a

classe que tem maior capacidade de se aglutinar aos antigenos especificos. A maioria dos



anticorpos detectados na SAR pertencem a classe IgM (FREIRE,1988). A formagao da rede
de aglutinacdo ocorre apenas quando ha uma zona de equivaléncia entre antigenos e
anticorpos. Entretanto, se houver um excesso de um ou de outro componente, a aglutinagdo ¢
inibida e uma reacdo imunoldgica visivel ndo serd detectada (MADRUGA et al, 2001;
SANTOS; SILVA, 2000). Se o soro proveniente de uma ave, depois de diluido, apresentar
reacdo igual ou superior a 1:10, o resultado ¢ considerado positivo, sendo considerado
suspeito a diluicdo de 1:5 e negativo, se ocorrer somente em soro ndo diluido
(NASCIMENTO, 2000).

O teste de HI fundamenta-se na capacidade de alguns microrganimos apresentarem,
em sua superficie, estruturas capazes de se combinarem com receptores especificos, presentes
nas hemacias. Tais estruturas sio denominadas de hemaglutininas. E um teste qualitativo e
quantitativo que mede, principalmente, imunoglobulinas da classe IgG (SANTOS; SILVA,
2000). O teste de HI ¢ considerado positivo quando o titulo obtido for igual ou superior a
1:40, suspeito se ocorrer entre 1:20 a 1:40 e negativo se for inferior a 1:20. Estes resultados
sdo os obtidos para galinhas (NASCIMENTO, 2000).

O ELISA ¢ um teste de marca¢do primaria que, nos testes soroldgicos, serve para
detectar e quantificar os anticorpos. Uma superficie ¢ usada como suporte inerte para a
adsorcao de moléculas antigénicas, sobre o qual se adiciona o soro a ser testado. Sobre o
complexo formado adiciona-se antiglobulina conjugada a uma enzima e esse conjugado se
liga a0 complexo antigeno-anticorpo. A presenga de anticorpos ¢ detectada pela adigdo de um
substrato, especifico para a enzima utilizada, e de uma substancia cromogénica. Da reagao
enzima-substrato, desenvolve-se um produto colorido. A intensidade da cor € proporcional a
concentragdo de anticorpos (FREIRE, 1988). Chirinos et al (2000) determinaram que,
comparado ao HI, o ELISA foi mais sensivel e especifico para a detec¢do de anticorpos contra
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em galinhas. A antiglobulina utilizada no
conjugado ¢ anti-espécie (SANTOS; SILVA, 2000). Oliveira et al (2007) relataram que nao
existe um conjugado comercial anti- IgG de codorna, e que a inexisténcia de um teste de
ELISA especifico para codornas tem motivado os centros de diagndstico a utilizarem “kits”
comerciais de ELISA, empregados para ensaios com soros de galinhas, sem a devida
validacdo. Devido a isso, padronizaram um ELISA para a deteccao de IgG especificas para o
virus da doenca de Newcastle em codornas. Tiirkyilmaz et al. (2007), comparando a
sensibilidade entre os testes de ELISA, o HI e a SAR, para a detec¢do de anticorpos contra
micoplasmas em codornas, obtiveram como resultado uma maior sensibilidade no ELISA

(85% - 17/20), seguido pelo HI (50% - 10/20) e a SAR (10% - 2/20). Feberwee et al. (2005)



divulgaram um grande percentual de amostras falso positivas ao utilizarem a SAR e o ELISA
para a detec¢do de Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em galinhas, e
aconselham o uso de varias provas para a deteccdo dos micoplasmas aviarios.

A resposta humoral tipica de uma ave comeca com a producdo de IgM. Apds algum
tempo, a producao de IgM se modifica em fungdo da produgdo de IgG (SHARMA, 2003). Os
testes sorologicos detectam, com maior ou menor eficiéncia, as diferentes classes de
anticorpos. A SAR detecta imunoglobulinas da classe IgM que aparecem entre trés e cinco
dias apds a infeccdo por micoplasmas e a IgG ¢ demonstrada pelo HI sete a dez dias apds o
inicio das infecgoes (NASCIMENTO, 2000). Feberwee et al (2005) relataram um percentual
crescente no nivel de anticorpos especificos para Mycoplasma gallisepticum ¢ Mycoplasma
synoviae, na SAR, entre o sétimo e o décimo quarto dia, com um maior percentual no 14° dia
¢ queda a partir do 21° dia. A deteccdo de anticorpos através do HI teve inicio 14 dias apos a
infecgao.

As amostras de soro sanguineo, destinadas ao diagnostico imunoldgico, deverdo ter o
volume minimo de 0,5 mL e estar conservadas a aproximadamente 4°C, por um periodo nio

superior a trés dias ou por um periodo de 30 dias, se mantidas a -20°C (BRASIL, 1994).

2.5.1.3.2 Isolamento em meios de cultivo

Devido a presenca de reagdes cruzadas inespecificas nos exames sorologicos, apenas o
diagndstico micoplasmolégico ¢ considerado conclusivo para a detecgdo da presenca dos
micoplasmas em um lote (BRASIL, 2001). A prova considerada padrdo para o diagnostico
das micoplasmoses ¢ o isolamento do agente causal em meios de cultivo apropriados (LEY,
2003). Os micoplasmas sdao organismos fastidiosos que requerem meios de cultivo
especificos e complexos. Uma modificacdo do meio de Frey suporta o crescimento de todos
os micoplasmas avidrios conhecidos, sendo o meio de preferéncia para o isolamento desses
agentes (WHITFORD et al., 1994). As espécies de fontes aviarias geralmente requerem um
meio rico em proteinas, contendo 10 a 15% de soro animal. Tendem a crescer
vagarosamente, com suas colonias se formando de trés a dez dias apos a semeadura do meio
de cultivo, e necessitam de temperaturas entre 37 e 38°C. Colonias de amostras ndo
patogénicas, como Mycoplasma gallinarum e Mycoplasma gallinaceum, contudo, podem ser
formadas em um dia (KLEVEN, 2003a).



Embora testes bioquimicos possam ser usados para a identificagdo das espécies, os
isolados sdo comumente identificados através de testes como a imunofluorescéncia,
imunoperoxidase e a inibi¢do do crescimento, utilizando-se soros hiperimunes (WHITFORD
et al, 1994).

Para o isolamento de micoplasmas, Nascimento (2000) recomendou a coleta de
fragmentos de tecidos lesionados, exsudato sinovial e ocular, além de suabes de traquéia,
sacos aéreos, liquido sinovial e exsudato dos seios nasais, que devem ser imersos em meio de
Frey liquido. Segundo a Portaria n° 208 de 20 de dezembro de 1994 do MAPA (BRASIL,
1994) o material destinado ao exame micoplasmologico, contendo pequenas porcdes de
tecidos ou suabes, deverdo ser submersos imediatamente em caldo para o micoplasma
suspeito. O transporte deve ser feito sob refrigeragdo a aproximadamente 4°C e as amostras

deverdo ser conservadas, sob a mesma temperatura, por ndo mais que 24 horas.

2.5.1.3.3 Detec¢do de micoplasmas atraves da técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase

A Reagdo em Cadeia de Polimerase (em inglés “Polymerase Chain Reaction’ - PCR),
¢ usada para amplificar um segmento de DNA que se encontra entre duas regides de
seqliéncia conhecida. Dois oligonucleotideos sdo usados como iniciadores (“primers”) para
uma série de reagdes sintéticas catalizadas por enzimas. Essas reacdes fazem a amplificacao
de um segmento especifico do genoma do agente, permitindo a obtengdo de varias copias
desse segmento a um nivel que possa ser facilmente detectado por eletroforese em gel de
agarose. Antes da amplificagdo, no entanto, o DNA ¢ desnaturado e o “primer” ¢ anelado.
Esse ciclo (desnaturacdo-anelamento-extensdo) ¢ repetido vdarias vezes, permitindo a
amplificagdo exponencial daquela seqiiéncia especifica. A deteccdo de determinado agente ¢é
indicada pela formag¢do de um produto de amplificagdo de tamanho definido, corado e
visualizado sob luz ultravioleta (SAMBROOK et al., 1989).

Para a identificacdo de micoplasmas varios métodos, baseados na amplificagdo de
diferentes genes, sdo utilizados. Garcia et al (2005) avaliaram quatro desses métodos,
baseados na amplificagdo dos gene 16S rRNA, mgc2, nLP e ngapA. O sistema 16S rRNA
amplificou o DNA de Mycoplasma gallisepticum ¢ Mycoplasma imitans e os outros sistemas

amplificaram apenas o DNA do Mycoplasma gallisepticum.



A PCR para deteccdo de Mycoplasma gallisepticum foi desenvolvida pela primeira
vez por Nascimento et al. (1991), sendo uma alternativa ao cultivo, pois, excluindo-se o valor
dos equipamentos, ¢ considerada de baixo custo e de rapida execucdo. Marois et al. (2002)
estudaram a persisténcia dos micoplasmas no meio ambiente e sua capacidade de
disseminagdo por meio da transmissdo indireta, através do isolamento em meios de cultivo e
da PCR. A deteccao de micoplasmas através do cultivo foi menos eficiente (6/160) do que a
PCR (103/160), sendo possivel o uso desse método para andlises epidemiologicas e controle

da higienizag¢ao dos galpdes antes da introdu¢do de um novo lote em um galpao.

2.5.1.4. Tratamento e controle

A infeccdo pelos micoplasmas ¢ passivel de tratamento utilizando-se
antimicrobianos como: tetraciclinas, tilosina e fluoroquinolonas (LEY, 2003). Devido a falta
de parede celular os micoplasmas sdo resistentes aos antimicrobianos que tém agao sobre essa
estrutura (NASCIMENTO et al., 2005).

O tratamento com antimicrobianos reduz as taxas de mortalidade, a severidade das
manifestagdes clinicas e as lesdes causadas por estirpes patogénicas de micoplasmas, mas
causam declinio ou auséncia da resposta soroldgica e da taxa de isolamento, devido a
localizagao intracelular do micoplasma, nao havendo reconhecimento do sistema imunologico
do hospedeiro. Jordan et al. (1998) estudaram as concentragdes inibitorias minimas, capazes
de inibir o crescimento de Mycoplasma gallisepticum in vitro e in vivo, da valnemulina,
tiamulina, tilosina, enrofloxacina e lincomicina, e apontaram a valnemulina como a mais
eficaz para o tratamento das micoplasmoses em aves, seguida pela tiamulina, tilosina e
enrofloxacina. Nesse estudo os testes sorologicos por aglutinagdo refletiram a freqiiéncia dos
isolados, exceto quando foram utilizados soros de aves tratadas com enrofloxacina ou tilosina.

A presenca de infecg¢des inaparentes, aliada as diversas formas de transmissao dos
micoplasmas — formas vertical, horizontal e venérea — torna dificil o controle da disseminagao
a lotes ndo infectados. Devido as severas conseqiiéncias epidemioldgicas da transmissao
vertical, o controle das micoplasmoses deve ser direcionado para as aves reprodutoras. O
monitoramento periddico, através de provas soroldgicas, pode auxiliar a detec¢do de lotes
contaminados e prevenir a transmissdo para a progénie (LEY, 2003). No Brasil, o PNSA,

através da Instrugdo Normativa n°® 44, de 23 de agosto de 2001 do MAPA (BRASIL, 2001),



determina, para aplicacdo em estabelecimentos avicolas de reproducdo, a utilizacdo da SAR
para a triagem dos lotes quanto a presenca de Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma
synoviae e Mycoplasma meleagridis, sendo este Gltimo apenas em perus. Quando houver
resultado positivo perante a SAR os lotes devem ser testados através dos testes de HI e
ELISA.

Em decorréncia das perdas econdmicas causadas pela micoplasmose, intensos esforgos
devem ser feitos para seu controle e erradicacdo. Além da terapia com antimicrobianos,
medidas adequadas de manejo e desinfeccdo e vacinagdes podem ser aplicadas para
minimizar os efeitos adversos da doenga. Fiorentin et al (2003) conseguiram erradicar
Mycoplasma synoviae em galinhas reprodutoras ap6s a utilizagdo intensiva de
fluoroquinolonas, aliado a medidas adequadas de biosseguranga. que, contudo, foram
direcionadas inicialmente para o tratamento de peritonites causadas pela Escherichia coli.

Correntemente, estdo disponiveis no mercado vacinas vivas e inativadas, para o
controle da micoplasmose causada por Mycoplasma gallisepticum. No Brasil, ndo existe
vacina viva contra Mycoplasma synoviae (NASCIMENTO et al., 2005). O PNSA, através da
Instrugdo Normativa n° 44, de 23 de agosto de 2001 do MAPA (BRASIL, 2001) proibe a
utilizagdo de vacina, de qualquer natureza, contra as micoplasmoses em aves de reprodugio.
De acordo com Carpenter et al. (1981), as cepas de Mycoplasma gallisepticum mais utilizadas
para vacinas vivas sdo a MG tsl11, MG-6/86 e MG-F, que provocam imunidade prolongada e
tém comprovada eficacia contra a queda na producdo de ovos. Ley et al. (1997) estabeleceram
que quanto maior o tempo de sobrevivéncia da vacina em um plantel, maior a chance de
transmissdo para aves nao vacinadas, o que ¢ util na substituicdo de cepas selvagens,

auxiliando na erradicacdo do agente nos plantéis.

2.5.1.5. Importancia das micoplasmoses para a coturnicultura

Os micoplasmas sdao amplamente distribuidos no mundo e as doengas causadas pelo
Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae constam da lista de doengas notificaveis
do “Office International des Epizooties” (OIE) que, embora mantida a mesma sigla, ¢
denominada Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2007a). No Brasil os ultimos

surtos de micoplasmose foram relatados até o segundo semestre de 2006, conforme dados



apresentados no quadro 3. No mundo, surtos foram notificados até o primeiro semestre de

2007, de acordo com os dados apresentados no quadro 4 (OIE, 2007b).

Tabela 2: Ultimos surtos de micoplasmose no Brasil, causados por Mycoplasma gallisepticum
(MG) e Mycoplasma synoviae (MS), notificados a OIE.

2006*
MG MS
Meses  Santa Catarina  Sdo Paulo | Santa Catarina Rio Grande do Sul Pernambuco Bahia
Jan 04 - - 03 07 -
Fev 01 - - - 02 -
Mar - 34 - 02 - -
Abr - 34 - 01 06 -
Mai - - - 03 - -
Jun - - - 04 01 -
Jul - - - 02 01 -
Ago - - - 01 - -
Set - 03 - - - 01
Out - - - 02 - -
Nov - 11 - - - -
Dez - 52 2 - - -

Fonte: Adaptado de OIE, 2007b.
* No ano de 2007 nao foram registrados surtos.

As micoplasmoses em codornas sdao tdo importantes quanto para outras exploragdes
avicolas. Mas as caracteristicas ainda rusticas de algumas criacdes podem inviabilizar a
produgdo, pois, além das doencas aparentes, os micoplasmas sdo responsaveis, mais
comumente, por infec¢des subclinicas, podendo causar o declinio de importantes indices
zootécnicos como conversdao alimentar, nimero de ovos postos, incubabilidade e peso das

carcagas (NASCIMENTO, 2000).



Tabela 3: Surtos de micosplamose causados por Mycoplasma gallisepticum
¢ Mycoplasma synoviae nas diferentes regides do mundo, entre os anos de

2006 e 2007.
MG MS
Regides 2006 2007 Regides 2006 2007
Africa 080 044 Africa 050 15

Américas 155%* 009 Américas 036** -
Asia 036 007 Asia 002 -
Europa 002 - Europa - -
Oceania - - Oceania - -

Fonte: Adaptado de OIEDb.
*Incluindo os 139 casos ocorridos no Brasil.
**Todos ocorridos no Brasil.

A presenca de aerossaculites em codornas infectadas por micoplasmas, conforme
citado por Tiirkyilmaz et al. (2007), pode causar prejuizos, visto que, de acordo com o
Regulamento Técnico da Inspegcdo Tecnoldgica e Higi€nico—Sanitiria de carne de aves
(BRASIL, 1998), ha citacdo de que a presenca de aerossaculites determina a condenacao
parcial ou total das carcacas.

Além das implicagdes negativas a produtividade, a presenca desses agentes em
empresas certificadas impossibilita o comércio de aves e seus produtos, gerando o sacrificio

dos nucleos e a destrui¢ao dos ovos provenientes de aves contaminadas (BRASIL, 2001).

2.5.2 Colibacilose

2.5.2.1 Taxonomia

A colibacilose ¢ uma infec¢ao localizada ou sistémica, causada inteiramente ou em
parte por bactérias da espécie Escherichia coli (BARNES et al., 2003). A Escherichia coli
contribui ndo s para a doenga em si, mas também como agente sinérgico quando associada a

outros agentes (EL TAYEB; HANSON, 2002).



O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae e ¢ composto por bacilos
Gram negativos, medindo 1,1-1,5 um de largura e 2,0-6,0 um de comprimento, sendo
anaerobios facultativos. Nessa familia encontram-se géneros pertencentes a microbiota do
trato intestinal dos animais ¢ do Homem, de forma comensal ou patogénica (HOLT et al.,
1994). O género Escherichia compreende as espécies Escherichia blattae, Escherichia
fergusonii, Escherichia hermannii e Escherichia coli, sendo esta ultima a tnica
potencialmente patogénica (TRABULSI; TOLEDO, 1991). Souza (2006) cita ainda a

existéncia das espécies Escherichia adecarboxylata e Escherichia vulneris.

2.5.2.2 Colibacilose na coturnicultura

Nos mamiferos, muitas doengas causadas por estirpes patogénicas de Escherichia coli
sdo de carater gastroentérico, enquanto que nas aves as doencas sdo de carater extraintestinal
(BARNES et al., 2003). O agente da colibacilose causa nas aves quadros como:
colisepticemia, peritonite, pneumonia, aerossaculite, pericardite, celulite, coligranuloma,
panoftalmite, onfalite, salpingite, ooforite, osteomielite e sinovite (FERREIRA; KNOBIL,
2000).

Em codornas, varias formas de colibacilose foram descritas. Arenas et al. (1999)
descreveram um surto de septicemia em codornas em que o Unico agente era a Escherichia
coli. As aves ndo apresentaram sintomas respiratorios, mas houve uma alta mortalidade em
quatro dias (90%) e, macroscopicamente, havia congestdo generalizada, esplenomegalia e
edema da mucosa duodenal. Silva et al. (1989) relataram, no Brasil, a ocorréncia de
coligranuloma em codornas causado por cepas de Escherichia coli. Murakami et al. (2002)
descreveram um quadro de doenga respiratoria com o envolvimento de agentes
concomitantes. Burns et al. (2003) citaram, pela primeira vez, a presenca de celulite causada
por Escherichia coli em codornas destinadas para corte, associando os casos ao aumento na
densidade populacional dos galpdes. Roy et al. (2006) relacionaram o aumento da
incubabilidade, da mortalidade embriondria ¢ da mortalidade de codornas de um dia a

presenga de cepas patogénicas de Escherichia coli.



2.5.2.3 Diagnostico

Escherichia coli cresce bem em agar sangue e agar MacConkey, que sdo usados
rotineiramente em seu isolamento. A combinacdo do comportamento das amostras em agar
MacConkey, agar trés agucares e ferro (em inglés Triple Sugar Iron - TSI) e caldo lisina
descarboxilase pode ser util na identificacdo presuntiva, ndo havendo duvidas de que uma
série de testes bioquimicos ¢ necessaria para caracterizar o agente de forma definitiva, sendo
recomendado o Sistema API 20E que, embora consuma menos tempo, ¢ mais dispendioso
(QUINN et al., 1998). Para alguns propositos, a morfologia colonial em meios diferenciais ou
seletivos, e as caracteristicas morfotintoriais do microrganismo se prestam a identifica¢do
presuntiva. Em outros casos, um numero significante de testes bioquimicos ¢ necessario para
a distingdo das amostras, tais como a producdo de acidos a partir de carboidratos e/ou a
determinagdo de enzimas especificas. Segundo Varnam e Evans (1996), em uma situagdo em
que se necessita distinguir somente um organismo alvo, € possivel restringir o nimero de
testes bioquimicos. Toledo et al. (1982a) propuseram um meio, denominado de Motilidade
Indol Lisina (MIL1i), para a diferenciagdo de enterobactérias, que promove em um so tubo a
caracterizagdo de informacdes sobre os testes de motilidade, producdo de indol e lisina
descarboxilase, o qual apresentou 99,9% de concordancia com meios convencionais e Toledo
et al. (1982b) propuseram um meio, denominado de meio de Rugai e Araujo modificado, para
a determinagdo de enterobacterias, denominado de EPM, que também promove em apenas um
tubo a producdo de gés, a partir da glicose, de H,S, urease e triptofano desaminase, com

94,3% de concordancia com meios convencionais.

2.5.2.4 Tratamento e controle

r

Escherichia coli ¢ um microrganismo freqiiente nos ambientes avicolas. Uma das
fontes de infeccdo para as aves € a dgua, que pode se contaminar ainda nos reservatorios,
antes de passarem pelos bebedouros (AMARAL, et al., 2001). Outra fonte importante ¢ a
“cama”, uma vez que a Escherichia coli é eliminada constantemente através das fezes
(ELFADIL et al., 1996). A existéncia de insetos, como o Alphitobius diaperinus, servindo

como vetores mecanicos tem sido relacionada com a contaminagdo das aves (CHERNAKI-



LEFFER et al., 2002). A mé qualidade do ar também pode pdr em risco a saude das aves e
favorecer a instalacdo de doengas respiratorias pela presenga de amodnia ou do proprio agente
da colibacilose em suspensdo (DAVIS; MORISHITA, 2005).

A peletizacdo das ragdes, a eliminagdo de vetores, a cloracdo da agua, o controle de
agentes concomitantes, como os micoplasmas, e a ventilacdo adequada dos galpdes sdo agdes
desejaveis para o controle da colibacilose (BARNES et al., 2003). Ferreira e Knobil (2000)
afirmaram que a utilizacdo de probidticos pode diminuir a eliminacdo de estirpes patogénicas
para o ambiente de criacdo. Tamehiro et al. (2005) observaram uma reducdo na mortalidade,
em um lote de codornas inoculadas experimentalmente com cepas patogénicas de Escherichia
coli, apos a suplementacdo da ragdo com vitamina E, embora ndo tenham conseguido diminuir
a presenca de lesdes causadas pelo agente.

O tratamento de elei¢do contra a colibacilose aviaria inclui a utilizagdo de diversos
antimicrobianos, entre os quais a ampicilina, os nitrofuranos, a gentamicina, o acido
nalidixico, a polimixina B, as fluoroquinolonas e as sulfas (BARNES et al., 2003). Roy et al.
(2006) detectaram em casos de colibacilose em codornas 100% de resisténcia a multiplos
farmacos como: ampicilina/cloxacilina, cloranfenicol, tetraciclina e cotrimoxazol. Escherichia
coli resistente a antimicrobianos foi detectada em carne de aves vendidas no varejo, com

presenca de maior resisténcia ao acido nalidixico e a ciprofloxacina (JOHNSON et al., 2005).

2.5.2.5 Importancia da colibacilose para a coturnicultura

Nas aves, a colibacilose inicia-se no epitélio traqueal, em contraste com a maioria das
doengas causadas pela Escherichia coli em humanos e outros mamiferos, afetados
inicialmente no epitélio intestinal e urinario (VIDOTTO et al., 1997). Gazdzinski e Barnes
(2004) revelaram que lesdes predisponentes nos tecidos podem exacerbar a agdo de cepas de
Escherichia coli ndo patogénicas. Pourbakhsh et al. (1997) afirmaram que, dependendo de
fatores inerentes ao hospedeiro, como “status” imunoldgico ou ocorréncia de alteragdes
microscopicas no trato respiratério superior, ou do agente, como fatores de adesdo ou dose
infectante, os mecanismos de defesa do trato respiratorio superior ndo sdo capazes de
bloquear a multiplicagdo de Escherichia coli. O agente, entdo, pode colonizar a traquéia,

multiplicar-se e causar doenca respiratoria. Uma vez que a regido capilar do pulmao é uma



importante via de microrganismos, como a Escherichia coli, para a corrente sangiiinea, a
infeccao pode ocorrer em outros 0rgaos.

As doengas respiratorias, freqiientes entre as alteragdes causadas pela Escherichia coli,
determinam as aerossaculites, que sdo causas freqiientes de condenagdo em carcagas de aves.
Mas, além das infecgdes do trato respiratorio, outras sdo responsaveis por condenagdes
parciais ou totais das carcagas. Entre os critérios de condenagdo utilizados pela Inspecao
Sanitaria (BRASIL, 1998), processos inflamatdrios constantemente implicados com a
Escherichia coli (artrites, celulites, dermatites e salpingites) sdo listados como causas de
condenagdo parcial ou total.

As codornas podem ser ainda reservatorios de amostras de Escherichia coli, que sdo
capazes de trocar entre si, através do fendmeno da conjugacgdo, fatores que tornam as bactérias
da microbiota intestinal do consumidor de sua carne mais virulentas e resistentes a multiplos

antibidticos (SKYBERG et al., 2003).

2.6 DIFERENCIACAO DAS ESTIRPES DE Escherichia coli QUANTO A PATOGENICIDADE

2.6.1 Métodos fenotipicos

Nem todas as amostras de Escherichia coli sdo capazes de causar doengas. Assim,
apds a caracterizagdo bioquimica da espécie, sua patogenicidade deve ser caracterizada. A
sorotipagem, baseada no reconhecimento dos antigenos de superficie, ¢ muito utilizada para a
diferenciagdo entre amostras patogénicas e comensais, ¢ ¢ sustentada pelos antigenos
somaticos (O) e os flagelares (H). Os antigenos O identificam os sorogrupos das amostras, €
as combinagdes entre os antigenos O e H identificam os sorotipos (MENG et al., 2001). A
sorotipagem ¢ muito complexa, com seus 173 antigenos O, 56 antigenos H e ainda 80
antigenos K, em amostras dotadas de capsula. Podem ser encontrados na natureza em muitas
possiveis combinag¢des, mas o nimero de sorotipos patogénicos ¢ limitado (ORSKOV;
@ORSKOV, 1992). Em torno de 60 sorotipos sao mais freqiientemente associados ao homem,
sendo que 35 deles estdo associados a infec¢des intestinais (TRABULSI; TOLEDO, 1991).
Os antigenos de superficie, por si s6, ndo podem classificar as amostras de Escherichia coli

quanto a sua capacidade patogénica. Excecdo seja feita ao sorotipo O157:H7 que, pela forte



associacao com o patotipo, serve como indicador da amostra enterohemorragica (KUHNERT
et al., 2000)

Além da investigacdo da estrutura antigénica, a patogenicidade das amostras de
Escherichia coli também pode ser evidenciada de acordo com seus determinantes especificos
de viruléncia (virotipagem). Esses determinantes concedem a cada patotipo a capacidade de
causar uma sindrome clinica com -caracteristicas epidemioldgicas e patoldgicas tipicas
(NATARO; KEPER, 1998). As cepas de Escherichia coli que causam as enfermidades
intestinais sdo caracterizadas por fatores de viruléncia diferentes daqueles encontrados nas
enfermidades extraintestinais (ORSKOV; ORSKOV, 1992).

Provas biologicas, baseadas principalmente nos padrdes de adesdo celular e no
potencial toxigénico das amostras, podem ser viabilizadas a partir do uso de cultivos celulares
ou em animais de laboratorio, respectivamente. Scaletsky et al. (2002), para diferenciar os
padroes de adesdo celular que caracterizaram as amostras enteropatogénicas de Escherichia
coli, utilizaram 3mL de cultivo, desenvolvido em caldo nutriente, para inocular cultivos
celulares, empregando s linhagens celulares HEp-2 e HeLa. O cultivo celular inoculado foi
incubado durante trés horas a 37°C. Ap0s esse periodo foi lavado, fixado com metanol, corado
com corante May-Grunwald-Giemsa e examinado sob microscopia. Os padrdes de aderéncia
identificados foram: aderéncia localizada, pois a célula bacteriana se aderiu ao cultivo celular
formando microcolonias de forma localizada; aderéncia difusa, quando os microrganismos
aderiram inteiramente a superficie do cultivo celular, sem a formagdo de microcolonias, e a
aderéncia agregativa, em que as amostras determinaram uma proeminente aglutinagao entre as
células bacterianas na superficie das células hospedeiras. Brito et al. (2003) citaram uma
técnica para a detecgdo da enterotoxina “Stable Toxin” (ST) pelo método de inoculagdo em
camundongos recém-nascidos. Cepas de Escherichia coli foram semeadas em caldo Caye,
recomendado para o cultivo de Vibrio cholerae, e incubadas durante 18 horas a 37°C. A
toxina foi extraida por centrifugacdo do meio de cultivo e o sobrenadante inoculado em
camundongos, pela via intragastrica. Os animais foram mantidos em uma estufa a 35°C por
trés horas e depois sacrificados, necropsiados e os intestinos e carcagas foram pesados
separadamente, para a determinacgdo da relacdo peso dos intestinos/peso das carcagas. Valores
iguais ou superiores a 0,085 foram considerados positivos para a presenca da toxina.

Outras provas in vitro foram descritas, como a caracterizagdo de adesinas, que sdo
moléculas que permitem a adesdo celular entre a bactéria e uma célula hospedeira. As
adesinas podem estar presentes no glicocalix da célula microbiana ou em estruturas

superficiais denominadas de fimbrias (TORTORA et al., 1994). As técnicas para a



caracterizagdo das fimbrias baseiam-se na sua capacidade de aglutinar hemacias, podendo ser
classificadas em fimbrias nao aglutinantes, fimbrias que t€ém sua aglutinacao inibida pela D-
manose (manose sensiveis, ou fimbria tipo I) e as que ndo t€m a aglutinagdo inibida pela
manose (manose resistentes). Rocha et al. (2002) utilizaram a prova de aglutinagdo para
caracterizar a presencga de fimbrias em amostras de Escherichia coli isoladas de frangos com
problemas respiratorios. O crescimento bacteriano foi realizado em “factor antigen agar” ¢ a
atividade hemaglutinante foi determinada por teste de microaglutinagdo, utilizando-se uma
suspensao bacteriana e eritrocitos de cobaios e galinhas, ambos na presenga e auséncia de D-
manose, dispostos em microplacas com base em “U”.

Outro fator de viruléncia, a produgdo do metabodlito bacteriano colicina, foi
caracterizado por Brito et al. (2003), cuja atividade colicinogénica de Escherichia coli foi
determinada a partir de estirpes cultivadas em caldo soja tripticaseina e incubadas a 37°C por
18 horas. Essas amostras foram, posteriormente, semeadas em varios pontos de placas de Petri
contendo agar soja tripticaseina, incubadas nas mesmas condi¢cdes e inativadas pelo
cloroférmio. Apos a inativagdo, dgar soja tripticaseina semisolido, no qual foram cultivadas
previamente estirpes de Escherichia coli indicadoras sensiveis a colicina, foi vertido sobre
cada uma das placas com as bactérias inativadas, sendo posteriormente incubadas durante 18
horas a 37 °C. A produgdo de colicina foi visualizada pela presen¢a de halos de inibi¢do de
crescimento da bactéria indicadora.

Ap6s a colonizacao inicial em tecidos do hospedeiro, como os do intestino ou traquéia,
algumas cepas de Escherichia coli podem ganhar a circulagdo. Mas logo se confrontam com
os efeitos bactericidas ou bacteriostaticos do soro. A presenga de determinados
lipopolissacarideos, de capsula e de proteinas de superficie, tem sido atribuida a resisténcia de
algumas dessas cepas (FERREIRA; KNOBIL, 2000). Gibbs et al. (2003) determinaram a
resisténcia das estirpes de Escherichia coli ao soro através da caracterizagdo da atividade
litica do complemento pelo método de contagem de células viaveis. Plasma de galinha foi
misturado a uma suspensao bacteriana em salina tamponada. A mistura de suspensao e plasma
foi incubada em banho-maria e organismos viaveis foram determinados pelo plaqueamento de
diluigdes seriadas em agar MacConkey, coletados zero, uma, duas e trés horas depois.
Intervalos de confianca foram calculados quanto a diferenga entre as médias entre zero e trés
horas. Se a diferenga estivesse acima ou abaixo dos limites de confianga o isolado seria
considerado intermediariamente resistente a acdo do complemento; se estivesse acima do
limite superior seria classificado como resistente, e se estivesse abaixo do limite inferior de

confianga o isolado seria classificado como sensivel ao complemento.



A limitada disponibilidade de ferro ¢ um mecanismo de defesa do hospedeiro, pois
impede o desenvolvimento dos microrganismos que necessitam desse elemento. A
Escherichia coli produz uma molécula transportadora de ferro denominada de sideréforo.
Algumas bactérias s6 produzem uma classe de sideroforos e outras secretam multiplos tipos.
A Escherichia coli produz dois tipos de sideroforos: a enterobactina (ou enteroquelina) ¢ a
aerobactina (FARINATI, 2007). A aerobactina ¢ mais eficiente em condi¢des de limitagao de
ferro (WILLIAMS; CARBONETTI, 1986). Para detectarem a producdo de aerobactina,
Stehling et al. (2003) utilizaram um meio sélido (dgar Luria), fizeram orificios no meio de
cultivo, que foram preenchidos com o sobrenadante de cultivos bacterianos a serem testados,
crescidos em um meio livre de ferro (caldo Luria). Uma vez que o meio solido tivesse
absorvido todo o liquido, uma estirpe de Escherichia coli indicadora era inoculada sobre a
superficie e a placa incubada a 37 °C “overnight”. O crescimento da bactéria indicadora, em
um dado orificio, indicava a capacidade da amostra pesquisada de produzir aerobactina.

Hemolisina ¢ um tipo de fator de viruléncia geralmente encontrado nas amostras
enterohemorragicas, mas seu papel na patogenicidade ainda ndo ¢ bem estabelecido
(KUHNERT et al., 2000). Reingold et al. (1999) destacaram que a hemolisina estd presente
também em cepas uropatogénicas e determinaram, em aves, a presenca de hemolisinas
distintas de outras espécies. Rocha et al. (2002) relacionaram a presenca de hemolisina a
capacidade de a Escherichia coli produzir hemolise em agar sangue. Amostras que
apresentassem um halo claro ao redor das colonias crescidas, apos a incubagdo do cultivo,

eram definidas como hemoliticas.

2.6.2 Metodos genéticos

Devido ao consumo de tempo e consideragdes éticas em relacdo ao uso de animais
para experimentagdo, os modelos de caracterizagdo de viruléncia exemplificados
anteriormente tendem a ser substituidos por técnicas mais rapidas e aceitaveis, como as
técnicas moleculares (KUHNERT et al., 2000).

Muitos genes de viruléncia estdo localizados em elementos modveis, como os
plasmidios, e podem ser trocados entre as bactérias que compdem a microbiota normal.
(KUHNERET et al., 2000). Plasmidios sdo pequenas moléculas de DNA circular, unidos ao

cromossomo bacteriano e que sao capazes de se replicarem de forma autonoma (TORTORA



et al., 1994). Além da capacidade de auto-replicagdo, esses elementos codificam uma grande
variedade de funcdes utilizadas para sua classificacdo em: plasmidios F, que possuem
capacidade de autotransferéncia; plasmidios R, que codificam resisténcia a antimicrobianos;
plasmidios de viruléncia, que transportam genes codificadores da sintese de fatores de
viruléncia como adesinas, enterotoxinas e colicinas. Existem ainda os plasmidios metabolicos,
que conferem propriedades metabolicas extras as bactérias, como a capacidade, entre outras,
de fermentar actcares, normalmente nao fermentados, induzindo assim a erros de
identificagdo (TRABULSI; TOLEDO, 1991). Embora as bactérias possam transferir material
genético entre si por meio de mecanismos de transformacdo, conjugagdo e transducdo, a
Escherichia coli ¢ mais competente para captar DNA de outras células através da conjugagao.
Na conjugacdo ocorre o contato entre as células, sendo que a célula doadora leva o plasmidio
e a receptora ndo. A fixacdo ocorre quando a fimbria sexual da bactéria doadora se liga a
receptores especificos, presentes na parede da célula receptora (TORTORA et al., 1994). A
transferéncia inicia-se com a quebra de uma das fitas do plasmidio da célula doadora. Essa
fita € transferida para a receptora através da fimbria sexual. Simultaneamente a transferéncia,
ambas as fitas do plasmidio sdo replicadas e a que foi transferida ¢ anelada pela agdo de
enzimas especificas. A célula receptora passa a expressar as caracteristicas codificadas pelo
plasmidio recebido, que poderdo ser transferidas para outras bactérias e herdadas pela
progénie (TRABULSI; TOLEDO, 1991).

A identificagdo de genes de viruléncia e resisténcia em Escherichia coli pode ser
realizada por técnicas de demonstragdo do DNA bacteriano, através da hibridacdo com sondas
genéticas ou amplificagdo de segmentos de DNA, através da PCR. As sondas genéticas
consistem em segmentos especificos de DNA de fita simples que podem ser utilizados para a
pesquisa de seqiiéncias homologas presentes no genoma de um microganismo. O método de
hibridacdo baseia-se na propriedade de as fitas complementares de acidos nucléicos anelarem-
se (hibridarem-se) através do pareamento de bases complementares, formando moléculas
hibridas de fita dupla (TRABULSI; TOLEDO, 1991). Para sua utilizacdo o DNA da bactéria ¢
extraido e purificado, digerido com uma enzima de restricdo. Apds essa etapa sdo feitos
corrida eletroforética, transferéncia de fragmentos desnaturados para um filtro, hibridag¢ao
com sonda marcada e revelacao do padrao de bandas (DARINI et al., 1998). Considerando a
descri¢dao de Trabulsi e Toledo (1991), as sondas sdo marcadas por métodos colorimétricos ou
por substituicdo de alguns nucleotideos por outros analogos. As amostras (colonias a serem
testadas) sdo inoculadas sobre um filtro de nitrocelulose e colocadas na superficie de um meio

de cultura so6lido. As colonias que se desenvolvem sobre o filtro sdo subseqiientemente



tratadas, de modo a lisar as bactérias, para que seu conteido genético seja exposto e
desnaturado. Os filtros, entdo, sdo incubados em uma solugdo contendo a sonda genética
marcada. Onde a sonda encontrar seqiiéncias homologas ela hibrida, e sua presenca ¢
posteriormente revelada. No caso de sondas radioativas, essa revelacdo ¢ feita através de um
autorradiograma, sendo que as bactérias portadoras da seqiiéncia pesquisada impressionarao
uma base (filme) sensivel aos raios-X, formando manchas negras. Souza et al. (2002)
tragaram um perfil etioldgico, através de cultivos bacterianos, em casos de diarréia infantil no
Estado de Sao Paulo, e indicaram as bactérias como agentes mais importantes. Porém, através
da hibridagdo para deteccdo dos fatores de viruléncia, chegou-se a conclusdo de que boa parte
das bactérias poderia estar atuando como comensais, visto que 0s mesmos microrganismos
foram encontrados em criangas sem diarréia. Os fatores de viruléncia pesquisados através da
técnica de hibridagdo de colonias foram: adesdo (EPEC Adherence Factor - EAF, Escherichia
coli attaching and effacing - eae, “Bundle Forming Pilus” - BPF), invasdo (“Invasion” - INV)
e toxinas (Heat-Labile Toxin - LT, Heat-Stable Toxin - ST, Shiga-Like Toxin I - SLTI e
Shiga-Like Toxin II - SLTII).

Na técnica da PCR permite-se a amplificacdo de um segmento especifico do genoma
do agente, permitindo a obtengdo in vitro de varias copias de determinada regido do DNA.
Seqiiéncias de determinado microrganismo podem ser amplificadas utilizando-se “primers”
(seqliencias iniciadoras) complementares aquelas sequéncias em locais especificos do
genoma. Ocorre a extensdo do fragmento de DNA a partir dos “primers”, pela acdo de uma
DNApolimerase termoestavel, a tagDNApolimerase. Antes da extensdao o DNA ¢é desnaturado
e o “primer” anelado, sendo o ciclo (desnaturacao-anelamento-extensdo) repetido varias
vezes, permitindo a amplificagdo exponencial daquela seqiiéncia especifica. A deteccdo de
determinado agente ¢ indicada pela formacdo de um produto de amplificagdo de tamanho
definido. Uma variagdo da PCR, a técnica Multiplex PCR, usa multiplos pares de “primers”
dirigidos a varios genes e amplificam fragmentos de tamanhos diferentes. Permite-se,
inclusive, o emprego da Multiplex PCR com “primers” direcionados a genes de viruléncia,
plasmidiais e cromossomicos (EWERS et al. 2005). Picard et al. (1999) caracterizaram varios
determinantes de patogenicidade de Escherichia coli, considerados relevantes para o
estabelecimento de doenca extraintestinal, através dessa técnica. Os genes caracterizados
codificavam fatores de adesdo (pap, sfa e afa), uma proteina da membrana envolvida na
meningite neonatal (ibel10), uma alfa-hemolisina (hly), uma toxina freqiientemente produzida

em amostras presentes em infec¢des do trato urindrio, que induz a lise celular, ¢ um



determinante de aerobactina (aer). Nesse estudo também foi acessado o gene eae, envolvido

na aderéncia celular.

2.7 PATOTIPOS DE Escherichia coli

2.7.1 Estirpes enteropatogénicas

Devido a facilidade de acesso, através da ingestdo de alimentos contaminados, o trato
intestinal do homem ¢é muito susceptivel as infec¢des por Escherichia coli enterovirulentas
(SOUZA, 2006). Em levantamento feito por Amson et al. (2006) no Estado do Parana entre
1978 ¢ 2000, Escherichia coli figurou em quinto lugar entre as ocorréncias bacterianas em
humanos, ap6s Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Clostridium perfringens e Bacillus
cereus.

As estirpes diarreiogénicas de Escherichia coli podem ser diferenciadas com base em
dados epidemiolédgicos, sinais e sintomas de suas respectivas doengas, observagdes
microscopicas de sua interacdo com células hospedeiras, sorotipos € marcadores genéticos.
Essas estirpes correspondem a seis categorias distintas, ou patotipos, conforme disposto no
quadro 5: enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente aderente (DAEC) (SOUZA,
2006). Esses patotipos raramente determinam infecgdes extra-intestinais no homem
(TRABULSI; TOLEDO, 1991). No entanto essas infec¢cdes podem ocorrer se as estirpes de
Escherichia coli da microbiota normal do intestino adquirirem fatores que as capacitem a
sobreviver a agdo litica do soro (PICARD et al.,1999).

ETEC ¢ o nome dado a um grupo de Escherichia coli produtora de toxinas especiais
que estimulam o revestimento intestinal, estimulando a produ¢do de fluidos em excesso,
produzindo assim a diarréia. As toxinas produzidas sdo as ST e LT, de acordo com sua
sensibilidade ao calor (CDC, 2007). ETEC esté associada a doenga entérica em individuos de
todas as idades. Pela acdo das toxinas produzidas, enzimas envolvidas na manutengdo do
equilibrio hidrossalino da mucosa intestinal sdo estimuladas. Esse estimulo resulta em uma
menor absor¢do de sodio pelas microvilosidades das células intestinais e maior excre¢do de
cloretos e bicarbonatos, com conseqiiente acumulo de liquidos no limem intestinal e diarréia

(TRABULSI; TOLEDO, 1991).



EPEC ¢ correntemente subdividida em tipica (EPEC) e atipica (A - EPEC). EPEC ¢ a
principal causa de diarréia infantil em paises em desenvolvimento e ¢ rara em paises
industrializados, onde a A - EPEC ¢ a causa mais importante de diarréia. Somente os humanos
sao reservatorios da EPEC, e a A - EPEC pode ser encontrada em humanos e animais. EPEC
promove lesdes do tipo -attaching-effacing” em células eucaridticas. Essas lesdes sdo
mediadas pela intimina, uma proteina de aderéncia da membrana externa da Escherichia coli
codificada pelo gene eae. EPEC também possui um plasmidio para um fator de aderéncia
(pEAF), que codifica o pili BPF e um complexo regulador de varios genes de viruléncia (Per),
expressando um padrdo de aderéncia localizado, caracterizado por um grupamento bacteriano
compacto desenvolvido em células HeLa e HEp-2. Na A - EPEC nao existe o fator de
aderéncia EAF, ou ndo ha a expressio de um BPF funcional. A - EPEC perde assim a
capacidade de expressar o padrao de aderéncia localizado (KAPER et al., 2004).

A categoria EHEC causa enterocolite hemorragica e a sindrome urémica hemolitica no
homem. Essa sindrome ¢ decorrente da adesdo de estirpes de bactérias as células do epitélio
intestinal e a ac¢do das shigatoxinas. O sorotipo mais envolvido em casos de intoxicagao
alimentar que causam a enterocolite hemorragica ¢ o O157:H7 (TRABULSI; TOLEDO,
1991). Nataro e Keper (1998) destacam outros sorogrupos O, conforme demonstrado no
quadro 5, cujas estirpes apresentam plasmidios que codificam a producao de toxinas da
familia “shiga”.

Estirpes de Escherichia coli classificadas como EAEC sdo responsaveis pela “diarréia
do viajante” e diarréia endémica, tanto em paises em desenvolvimento como nos paises
industrializados. As principais caracteristicas desse grupo sdo a capacidade de se aderir a
mucosa intestinal, a elaboracdo de citotoxinas e a capacidade de induzir a inflamagdo da
mucosa. EAEC ¢ identificada por sua forma de aderéncia agregativa em células HeLa e HEp-
2. Genes requeridos para a producgdo desse tipo de aderéncia sdao produzidos por plasmidios de
aderéncia agregativa (pAA), que codificam fimbrias de aderéncia denominadas de
“Aggregative Adherence Fimbria” (AAF). As bactérias ligam-se, formando agregados em
toda a superficie das células da mucosa intestinal, desenvolvendo um denso biofilme, o que
favorece uma prolongada colonizago, induzindo a ma nutrigdo. A expressao das AAF requer
uma proteina (AggR), capaz de regular os genes envolvidos na biogénese fimbrial. Algumas
estirpes podem elaborar citotoxinas codificadas por plasmidios e enterotoxinas
(HARRINGTON et al., 2006).

Estirpes do patotipo DAEC sdo caracterizadas por seu padrdo de aderéncia difusa em

células da linhagem Hep-2 ou HeLa. Existem duas classes de DAEC. Uma abriga adesinas



Afa/Dr e esta associada a infecgdes do trato urinario e a varias infecgdes entéricas, sendo
também portadora de varios sistemas de transporte de ferro e uma hemolisina funcional, que ¢
responsavel pela morte celular por apoptose ou necrose. A segunda classe inclui a estirpe de
Escherichia coli que expressa uma adesina envolvida na aderéncia difusa e € a causa potencial
de diarréia infantil (SERVIN, 2005). Meng et al. (2001) consideraram ndo haver o

envolvimento deste patotipo com alimentos.

Quadro 2: Patotipos e sorogrupos de Escherichia coli diarreiogénicas.

Categoria  Sorogrupo Antigeno® H Categoria  Sorogrupo Antigeno® H
associado® associado®
06 H16 055 H6, NM
08 H9 086 H34, NM
ol11 H27 o111 H2, H12, NM
015 H11 0119 H6, NM
020 NM 0O125ac H21
ETEC 0225 H42, NM EPEC 0126 H27, NM
027 H7 0127 H6, NM
078 HI11,HI2 0128 H2, HI12
0128 H7 0142 Ho6
0148 H28
0149 H10
0159 H20
0173 NM
026 HI11, H32, NM 03 H2
055 H7 015 H18
Olllab H&, NM 044 H18
EHEC 0113 H21 EAEC 086 NM
0117 H14 077 H18
0157 H7 o111 H21
0127 H2
0™ H10
028ac NM
029 NM
0112 ac NM
0124 H30, NM
0136 NM DAEC®
EIEC 0143 NM
0144 NM
0152 NM
0159 H2, NM
0164 NM
167 H4, H5, NM

Fonte: NATARO; KEPER ( 1998.

* Antigeno O néo tipavel por métodos convencionais.
® Caracterizada por padrdes de aderéncia em cultivo celular.



2.7.2 Estirpes extraintestinais

As amostras extraintestinais sdo denominadas de “Extraintestinal Pathogenic
Escherichia coli” (EXPEC) e possuem fatores de viruléncia que permitem a resisténcia da
Escherichia coli a atividade litica do soro (PICARD et al., 1999). Fernandez-Bero et al.
(1990), estudando casos de diarréia e meningite em humanos, causadas pela Escherichia coli,
relataram que as estirpes do trato intestinal abrigam poucos fatores de resisténcia que as
capacitam a sobreviverem na corrente sanguinea, ao contrdrio das amostras isoladas do
sangue. Foram encontrados, nesse estudo, plasmidios que abrigam os genes de resisténcia ao
soro iss (increased serum survival), trat (proteinas da membrana externa) ¢ iuc/iut (produgio
de aerobactina). As doengas mais comuns afetando os humanos incluem as infec¢des
urindrias, a meningite neonatal, a septicemia e as infec¢des pos-operatorias. Estirpes de
Escherichia coli pertencentes a classe ExXxPEC também podem causar infecgoes
extraintestinais em animais domésticos, € a presenca de fatores de viruléncia compartilhados
entre as amostras humanas e de animais sugere que esses organismos sdo patogenos de carater
zoonotico. Amostras ExXPEC também tém sido isoladas de alimentos crus, carne bovina e
carne de aves, indicando que elas representam uma nova classe de patégenos transmissiveis

por alimentos (SMITH et al., 2007).

2.7.3 Estirpes patogénicas para as aves

A categoria que apresenta estirpes patogénicas para as aves ¢ denominada como
“Avian Pathogenic Escherichia coli” (APEC). Nela, as estirpes sao classificadas de acordo
com a presenca de fatores de viruléncia especificos (FERREIRA; KNOBL, 2000). Brito
(2000), em uma revisdo sobre os fatores de viruléncia de Escherichia coli de origem aviaria,
destacou como essenciais para a patogenicidade das amostras a acdo das adesinas fimbriais e
ndo fimbriais no aspecto da adesdo celular, a produgdo de metabdlitos bacterianos, como as
bacteriocinas (colicinas), fatores de resisténcia sérica, a agao de hemolisinas e aerobactina e a
producdo de citotoxinas. Gibbs et al. (2003) elegeram como caracteristicas importantes, para
indicar a viruléncia das amostras de Escherichia coli, a resisténcia ao complemento, produgio
de colicina (Col V), presenga do elemento genético de resisténcia ao soro (isS), expressao de

fimbrias do tipo F1, motilidade e a presenca do gene tsh (“temperature sensible



haemagglutinin”), mas apenas os trés primeiros foram correlacionados com uma maior
letalidade quando inoculados em embrides de galinha. Ainda segundo esse autor, a
patogenicidade das amostras estd relacionada com o impacto cumulativo de um ou varios
fatores de viruléncia. Skyberg et al. (2003), em um estudo complementar sobre a letalidade
embrionaria de cepas de Escherichia coli, demonstraram que apenas as cepas que
apresentaram mais de dois fatores de viruléncia causavam a mortalidade em um ntimero maior
de embrides, mesmo que isolados de aves sadias.

Assis e Santos (2001), comparando a patogenicidade de amostras de Escherichia coli
produtoras e nao produtoras de verotoxina (exotoxina), inoculadas em pintos de um dia,
revelaram que as taxas de mortalidade das estirpes produtoras de verotoxina foram maiores
(44,8%) do que quando se inocularam estirpes ndo produtoras de verotoxina (32,5%) mas,
estatisticamente, a diferenca nao foi significativa. O efeito citotoxico, sozinho, nao
influenciou as taxas de mortalidade.

Certos clones de APEC podem ser especificos em casos de celulite, mas, muitas vezes,
sdo idénticos a outras estirpes de Escherichia coli patogénicas aviarias (NGELEKA et al.,

1996). As principais doencas em aves € 0s SOrogrupos responsaveis estdo no quadro a seguir.

Quadro 3: Principais doencas em aves provocadas por Escherichia coli e os sorogrupos
responsaveis.

Doenga Sorogrupos Referéncia

Doenga Cronica Respiratéria | 02, 021, 036, 045, 050, 078, 088 ¢ | MENAO et al., 2002
0119

Salpingite 01, 02, 05, 036, 045, 053, 078 MONROY et al., 2004

Colisepticemia 02,011 e 078 HARRY, 1965
01,02 e 078 EWERS et al., 2004

Celulite 01,02e 078 NGELEKA et al, 1996
078 LECLERC et al., 2003

Onfalite 02, 021, 026, 045, 055, 058, 078, | SILVA, 1993
088,0111, 0119, 0125, 0152, 0158




2.8 GENE iSsS

As doengas causadas pela Escherichia coli em aves tém caracteristicas extraintestinais
(FERREIRA; KNOBL, 2000) e, a exemplo das estirpes que causam doenga no Homem, do
patotipo EXPEC, possuem determinados mecanismos de viruléncia que permitem a sua
sobrevivéncia aos efeitos liticos do soro. O gene iSs serve como marcador de viruléncia das
estirpes patogénicas nas aves, uma vez que a expressdo desse gene freqlientemente prediz
seus efeitos patogénicos (GIBBS et al., 2003; NOLAN et al., 2002). O gene iss também pode
ser encontrado com freqiiéncia em estirpes da classe Expec isoladas de fontes humanas.
Fernandez-Bero et al. (1990) detectaram o gene iss em estirpes de Escherichia coli do sangue
de humanos com meningite e também em estirpes isoladas de fezes de humanos com diarréia,
porém em menores quantidades, comparado as estirpes isoladas do sangue. A maioria dos
genes de resisténcia ao soro das cepas provenientes dos casos de diarréia, contudo, foi
detectada no cromossoma bacteriano ¢ ndo em plasmidios. Segundo Tortora et al. (1994) a
Escherichia coli pode captar DNA de outras bactérias ¢ o faz de forma mais competente
através da conjugacao, que utiliza plasmidios.

O gene iss tem sido localizado em varios plasmidios de grandes dimensdes, que sdo
capazes de carrear simultaneamente fatores de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos,
como descrito por Johnson et al. (2002). Em seu estudo, esse autor localizou um plasmidio R,
responsavel pela resisténcia a multiplos antimicrobianos, de aproximadamente 100 kilobases
(kb) de extensdo, que codificava a resisténcia contra os antimicrobianos tetraciclina e
ampicilina, e varios fatores de resisténcia, entre eles o gene isS. Tivendale et al. (2004)
descreveram a presenga do gene isS em um plasmidio denominado de pMVO0I (160kb),
necessario para a colonizagdo do trato respiratorio por possuir o gene tsh, envolvido na
ligagdo de Escherichia coli ao trato respiratorio. O gene iss também foi descrito por Johnson
et al. (2006) em um plasmidio denominado de ColV, que possuia, além do gene isS, mais 12
plasmidios de viruléncia, freqiientemente encontrados em APEC, sendo os fatores para
aquisicao de ferro considerados como importantes na patogenicidade das estirpes dessa classe.

Uma mesma amostra bacteriana pode conter mais de um tipo de plasmidio, como foi
observado por Johnson et al. (2005), que descreveram a presenga do plasmidio ColV e do
plasmidio R. Ewers et al. (2005), comparando varias amostras de Escherichia coli -
Escherichia coli ndo patogénica, APEC, EHEC, EPEC, ETEC, e um patotipo encontrado em

casos de infec¢do do trato urinario (Uropathogenic Escherichia coli - UPEC), encontraram o



gene iSS apenas nas cepas nao patogénicas ¢ UPEC. Nas cepas da classe APEC houve uma
ocorréncia de 100% do gene isS nas amostras isoladas.

Johnson et al. (2002) analisaram um plasmidio R (101kb) de uma amostra APEC com
genes que codificaram a resisténcia a oito grupos de agentes antimicrobianos (tetraciclina,
sulfonamidas, aminoglicosideos, trimetoprim e agentes beta-lactamicos), metais pesados
como o nitrato de prata e a dois desinfetantes (composto de amonia quaternaria e cloreto de

benzalconio).

2.9 IMPORTANCIA DAS ESTIRPES DE Escherichia coli AVIARIAS COMO AGENTES ETIOLOGICOS DE

DOENCAS ALIMENTARES

Da contagem total de bactérias que contaminam os produtos derivados de aves, apenas
10% sao responsaveis por sua deterioragdo. Os 90% restantes sdo agentes zoondticos. Esses
agentes podem contaminar os produtos a partir de sua presenca no animal vivo e continuar a
fazé-lo durante o processamento (BOLDER, 2007). A contaminagdo da superficie externa das
carcacas diminui apos a escaldagem, o mesmo nao acontecendo com os microrganismos do
trato respiratério. Berrang et al. (2003) consideraram que existe algum nivel de colonizacao
do trato respiratdrio por varios microrganismos durante a produ¢do, mas afirmaram que a
contaminagdo desse sistema aumenta apos a escaldagem. Buhr et al. (2005) confirmaram que
o numero de Escherichia coli no trato respiratorio de frangos aumentou apds a escaldagem e
que esse microrganismo, embora ainda presente, foi isolado em menor quantidade quando as
aves tiveram a traquéia obstruida.

Reconhece-se que as estirpes de Escherichia coli patogénicas para aves representam
baixo risco de doenca para o Homem e outras espécies animais (CAYA et al., 1999).
Entretanto, as aves sdo susceptiveis a colonizacdo com cepas patogénicas para o Homem e
podem apresentar doenca entérica ou apenas servirem como reservatorio. Guy et al (2000), ao
inocularem estirpes do patotipo EPEC em peruzinhos, ndo observaram nenhum sintoma
aparente. Porém, quando inoculados com EPEC e coronavirus, as aves desenvolveram severa
enterite, marcada depressdo e aumento da mortalidade (79%-38/48). Akashi et al. (1993) e
Joya et al. (1990) detectaram estirpes de Escherichia coli da classe ETEC em frangos, que
foram responsaveis pela presenga de diarréia nessas aves. Kariuki et al. (2002) detectaram

cepas da classe EPEC e ETEC em galinhas aparentemente sadias. Essas cepas sdo



responsaveis por doenga entérica no Homem e, segundo esse estudo, também podem ser
consideradas potencialmente patogénicas para as aves. As cepas EPEC descritas foram assim
classificadas pela presenca de fatores de aderéncia, que as caracterizavam como uma cepa de
classe EPEC tipica. Segundo Kaper et al. (2004), somente os humanos sdo reservatorios da
EPEC tipica, e a forma atipica pode ser encontrada em humanos e animais.

Beery et al. (1985) demonstraram a habilidade da Escherichia coli O157:H7 em
colonizar o trato intestinal de galinhas inoculadas pela via oral de forma experimental. Doyle
e Schoeni (1987) isolaram Escherichia coli O157:H7 de carne fresca de diversas espécies
animais vendidas no varejo, inclusive de aves. Johnson et al. (2005) isolaram Escherichia coli
de 1648 itens alimentares coletados no varejo, com uma prevaléncia de 92% em produtos de
origem avidria. Desses isolados, 46% pertenciam a classe EXPEC. Ewers et al. (2007)
indicaram as amostras avidrias como possiveis fontes de genes e plasmidios tipicos da classe
ExPEC para humanos.

Os patotipos EPEC e ETEC detectados em aves sdo responsaveis diretamente pela
doenca no Homem, que pode ser contaminado ao ingerir produtos e subprodutos avicolas.
Mas as amostras aviarias, com freqiiéncia, possuem plasmidios que abrigam um grande
nimero de genes responsaveis ndo s6 pelo aumento da viruléncia das cepas de Escherichia
coli, mas também pelo aumento da resisténcia das bactérias a varios antimicrobianos
(DOETKOTT et al.,, 1996; STEHLING et al., 2003). Com o conhecimento da genética
microbiana, entende-se hoje que esses fatores podem ser trocados entre as amostras presentes
na microbiota das aves e na humana por mecanismos de recombinagdo, possibilitando o
aparecimento de amostras resistentes a varios antimicrobianos. Johnson et al. (2007), ao
compararem a presenca de amostras avidrias e humanas quanto a resisténcia aos
antimicrobianos, sugeriram que muitos isolados humanos resistentes tiveram origem nas
amostras avidrias e emergiram em humanos por conjugacao. Skyberg et al. (2003) destacaram
que o fendmeno de aquisi¢do de viruléncia através da conjugacdo pode ocorrer inclusive entre
amostras patogénicas e comensais e, segundo Trabulsi e Toledo (1991), entre bactérias de

espécies diferentes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram obtidas, em matadouro sob Inspe¢do Federal, 180 codornas da espécie Coturnix
coturnix coturnix, da linhagem francesa CDR (Figura 1), com idades entre 40 e 43 dias,
provenientes de duas diferentes unidades produtoras situadas na cidade de Videira, em Santa
Catarina. As aves, segundo a ficha de acompanhamento do lote, tinham entre 40 e 43 dias. A
criacdo foi realizada sobre cama de maravalha e as aves receberam apenas vacina contra a
Doenga de Marek no primeiro dia de vida e foram alimentadas com rag¢do contendo
coccidiostaticos. Ragdo sem a adi¢gdo de medicamentos foi administrada cinco dias antes do
abate e suspensa pelo menos 24 horas antes do abate, de acordo com a orientacdo do Servigo

de Inspecdo Federal.

3.2 COLETA DE DADOS E DE MATERIAL

Das 180 codornas, selecionadas ao acaso, 60 foram retiradas da linha de abate depois
de condenadas pela Inspecao Federal, e 120 foram retiradas das caixas de transporte antes da
pendura. Todas as codornas foram colocadas em caixas de papeldo, em grupos de até oito
aves (Figura 2), e levadas a sala de necropsia da empresa, para que fossem executados os

procedimentos de pesagem, necropsia e coleta de material. As codornas foram pesadas



individualmente e examinadas quanto ao aspecto geral. As 120 aves retiradas das caixas de
transporte foram eutanasiadas por decapitacdo, com tesoura de trinchar (FAO, 2006; AVMA,
20006), para possibilitar a coleta de sangue, e entdo necropsiadas. O sangue, ap0s a coleta, foi
acondicionado e identificado individualmente em frascos de vidro esterilizados e mantidos em
posicdo horizontal para dessorar. Os soros obtidos foram transferidos para microtubos tipo
“Eppendorf”, previamente esterilizados, e armazenados em “freezer” da empresa, a -70° C,
até o transporte final, feito em caixas isotérmicas com gelo, sendo mantidos novamente em

“freezer” até a realizacdo dos testes soroldgicos.

Figura 1: Codorna da espécie Coturnix coturnix coturnix, da linhagem
francesa CDR.

Ap0s a abertura da cavidade celomadtica, por¢des de traquéia, de aproximadamente
dois centimetros, e sacos aéreos foram coletados e acondicionados individualmente em tubos
de ensaio com tampa de rosca, contendo salina tamponada (“Phosphate Buffered Saline”-
PBS) com pH 7.2, adicionado de 50% de glicerina, para possibilitar a manutengdo tanto de
micoplasmas quanto de Escherichia coli. Apos a coleta, os tubos foram acondicionados em

caixas isotérmicas com gelo, at¢é o armazenamento sob congelamento em “freezers” da



empresa. Fragmentos de saco aéreo e traquéia também foram coletados para exame
histoldgico, apos a analise macroscopica dos 6rgaos. Os tecidos removidos para esse fim

foram fixados em solucao de formalina a 10%.

Figura 2: Grupo de codornas prontas para a pesagem individual.

3.3 AVALIACAO DAS ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS

3.3.1 Alteragdes macroscopicas

Todos os 6rgaos foram observados detalhadamente e as alteragdes macroscopicas
detectadas foram registradas em fichas de coleta. O julgamento para a classificacdo das lesdes
das aves condenadas seguiu os critérios utilizados pelo MAPA, através da Portaria n° 210 em

seu anexo [X (BRASIL, 1998).



3.3.2 Alteracdes microscopicas

As amostras mantidas em formalina foram encaminhadas ao Servi¢o de Anatomia
Patologica Professor Jefferson Andrade dos Santos, da Universidade Federal Fluminense,
para processamento pelas técnicas histologicas usuais. As lesdes observadas foram

fotografadas com maquina fotogréfica digital.

3.4 SOROLOGIA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA Mycoplasma gallisepticum

No laboratério de Ornitopatologia da Universidade Federal Fluminense, o soro das
120 aves, retiradas das caixas de transporte antes da entrada na linha de processamento, foi
submetido a centrifugagéo, para torna-lo mais limpido, e a inativagdo em banho-maria a 56° C
por 30 minutos. Os testes sorologicos feitos seguiram as técnicas recomendadas pelo PNSA

(BRASIL, 2001), cujos resultados sdao expressos para galinhas e perus.

3.4.1 Soroaglutinacédo Rapida

Os soros inativados foram submetidos a Soroaglutinagdo rapida (SAR), em placa de
vidro quadriculada, para a detec¢do de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum,
utilizando-se antigeno comercial do laboratério BIOVET. Uma gota (0,05 mL) do antigeno e
uma gota (0,05 mL) de cada soro bruto a ser testado foram colocadas no centro de cada um
dos quadrados da placa de vidro. Soros e antigeno foram entdo misturados com o auxilio de
palitos de madeira e depois a placa foi agitada com movimentos circulares. Reacdo positiva
foi verificada apds a formacdo de grumos, indicando a reacdo antigeno/anticorpo. Nao foi
necessaria a diluicdo dos soros para a repeti¢do da prova. Os antigenos foram testados para a
presencga de autoaglutinacao utilizando-se uma gota de solugdo salina e uma gota de antigeno.
Para a validagdo dos antigenos, soros positivos para Mycoplasma gallisepticum foram usados

como controle. Os soros positivos, cedidos pelo laboratorio de Ornitopatologia da



Universidade Federal Fluminense, foram obtidos a partir de aves reconhecidamente positivas

para Mycoplasma gallisepticum.

3.4.2 Inibicéo da Hemaglutinagdo

Todos os soros, independente dos resultados da SAR, foram submetidos a prova de
inibi¢do da hemaglutinagdo (HI, da sigla em inglés para Hemagglutination Inhibition), para
detecgdo de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum.

Para a realizacdo do HI foi necessario, inicialmente, titular a solucdo antigénica para
determinar a quantidade de unidades hemaglutinantes (UHA), o que foi feito a partir do teste
de Hemaglutinagdo (HA). O antigeno utilizado nessa prova e no HI foi produzido pelo
laboratdrio do Nucleo de Diagndstico da Micoplasmose (NUDMIC) da Universidade Federal
Fluminense a partir de uma cepa padrao de Mycoplasma gallisepticum.

Uma solucdo de hemdacias foi necessaria para a revelagdo da reagdo antigeno-

anticorpo.

3.4.2.1 Coleta e preparo de hemacias de aves

Uma aliquota de ImL do anticoagulante citrato de sddio, a 3,8%, foi colocada em uma
seringa de 5 mL. O sangue, retirado de aves doadoras, na quantidade suficiente para encher a
seringa, foi homogeneizado e transferido para um tubo de centrifuga graduado, completando-
se o seu volume com PBS até 14 mL. A solucdo foi centrifugada durante cinco minutos a
1500 rpm para lavagem das hemacias. O sobrenadante foi removido, completando-se o
volume do tubo novamente com PBS, na mesma quantidade. A operacao foi repetida por mais
duas vezes. Apds o término da lavagem das hemacias o tubo foi completado com PBS, sendo
obtida uma solugdo a 10% (1 mL de hemacias em 9 mL de PBS), que foi estocada sob
refrigeracdo por um periodo ndo superior a uma semana.

Para os testes de HA e HI, 1 mL da suspensdo de hemécias a 10%, em estoque, foi

adicionada a 9mL de PBS, de modo a se obter uma concentragdo de hemacias a 1%.



3.4.2.2 Titulagao do antigeno de Mycoplasma gallisepticum pelo teste de Hemaglutinagdo

A solugdo antigénica a ser utilizada no teste de HI foi titulada imediatamente antes da
execucdo da prova. O teste foi realizado em microplacas de 96 cavidades (12 colunas x 8
linhas), com fundo em “U”. Foram colocados 50 uL. de PBS em todas as cavidades da
microplaca, exceto as da primeira coluna, que receberam 80 pL. As cavidades da primeira
coluna foram adicionados 20 pL do antigeno bruto. O contetido dessas cavidades foi
homogeneizado com o auxilio de ponteiras acopladas a uma pipeta multicanal. Apds a
homogeneizacao foram efetuadas dilui¢cdes sucessivas, retirando-se 50 pulL das cavidades da
primeira coluna, que foram dispostos sucessivamente nas cavidades das colunas seguintes,
homogeneizando-se seu conteudo em cada etapa de modo a produzir dilui¢des de 1:5 até
1:5120. Os 50 pL restantes da ultima cavidade foram desprezados. Para a revelacdo do teste
foram utilizados 50 pL da suspensdo de hemacias a 1%, colocados em todas as cavidades da
microplaca. A microplaca foi agitada suavemente e deixada sob temperatura ambiente por 45
minutos. Apos esse periodo procedeu-se a leitura do teste. O titulo encontrado correspondeu a
uma UHA (1UHA), e foi obtido a partir da maior diluicdo do antigeno onde ocorreu a
hemaglutinagdo total, ou seja, a ndo formacdo de botdo no fundo da cavidade. Apds esse
procedimento procedeu-se ao calculo da dilui¢do a fim de se obter 4UHA, necessarias para a
realizacdo do teste de HI, utilizando a formula a seguir. Apos o calculo efetuado dilui-se o

antigeno em PBS.

4 UHA= Titulo da maior diluicdo do antigeno onde ocorreu a hemaglutinacdo total
4

Exemplo: 4 UHA= 160 = 40 (dilui-se 1 mL de antigeno em 40 mL de PBS)
4

3.4.2.3 Teste de HI

Todas as cavidades da microplaca foram preenchidas com 50ulL de PBS e, como no
teste de HA, as cavidades da primeira coluna receberam 80uL de PBS. Cada cavidade da

primeira coluna recebeu 20 pL dos soros a serem testados, devidamente identificados. O



conteudo dessas cavidades foi homogeneizado e, em seguida, foi realizada a dilui¢ao dos
soros procedendo-se como ocorrido no HA. A seguir, foram adicionados a cada cavidade 50
uL da solugdo de antigeno de Mycoplasma gallisepticum padronizado com 4UH. Incubou-se
em temperatura ambiente por 40 minutos. Apos essa etapa 50 puL. de uma suspensdo de
hemacias a 1% foram adicionados a cada cavidade. A leitura foi realizada ap6s 45 minutos,
tempo necessario para que as hemaécias do controle, solugcdo conseguida com hemacias e PBS,
estivessem sedimentadas, formando um botao no fundo das cavidades. O titulo de anticorpos
foi considerado onde ocorreu a maior diluicdo capaz de inibir completamente a

hemaglutinagao.

3.5 REAGCAO EM CADEIA DE POLIMERASE PARA DETECCAO DE Mycoplasma gallisepticum

A Reagdo em Cadeia de Polimerase, conhecida pela sigla PCR, do inglés Polymerase
Chain Reaction, foi realizada no Laboratério de Epidemiologia Molecular da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, no Departamento de Saude Coletiva e Saude
Publica Veterinaria, conforme metodologia descrita por Nascimento et al. (1991). Os
reagentes e solucdes utilizados foram produzidos conforme descrito por Sambrook et al.
(1989).

As amostras maceradas e estocadas em PBS com glicerol foram descongeladas e
semeadas em meio de Frey Modificado, tal como descrito por Nascimento (2000), para
reativagdo, e incubadas a 37°C, até a viragem da cor do meio, originalmente rosa, para
amarelo. Esse material foi entdo utilizado nos procedimentos de extragdo de DNA. Cultivo

fresco de Mycoplasma gallisepticum foi utilizado como controle da prova.

3.5.1 Extracdo do DNA

Do material semeado e crescido no caldo Frey foram retiradas aliquotas de 1000 pL e
acondicionadas em tubos tipo “eppendorf”, previamente esterilizados. Esse material foi entao
centrifugado por 30 minutos a 13.500 rpm em centrifuga refrigerada (ALC-PK 121R-Annita

IIR-Processing e Control Interface) a 10°C. O sobrenadante foi descartado e foram



adicionados a cada tubo, na qual ficaram retidos aproximadamente 40 uL. da amostra, 400 puL
TE dextrose, 30 uL de proteinase K e 30 pL. de dodecil sulfato de sddio a 10%. Esse material
foi para um bloco térmico (Quimis-Q331) a 50°C durante 30 minutos e depois acondicionado
em um recipiente com gelo por 15 minutos. A seguir, a purificagdo do DNA foi realizada pelo
método fenol-cloroférmio. O fenol foi adicionado as amostras no volume de 500 pL, que
foram homogeneizadas manualmente por 10 minutos e depois centrifugadas por 30 minutos a
13.500 rpm a 10°C. As amostras foram passadas para outros recipientes, adicionando-se a
cada tubo 500 pL de cloroférmio e agitando- se manualmennte por cinco minutos e
centrifugando-se, posteriormente, por oito minutos a 13.500 rpm, a 10°C. As amostras foram
passadas para outros tubos e precipitadas em 900 pL de etanol, levadas ao “freezer” (-20°C) e
mantidas “over night”. Apos esse periodo o material foi centrifugado a 13.500 rpm durante 20
minutos a 10 °C. Retirado o etanol, o material foi levado a estufa a 37°C, para secagem dos

tubos, e ressuspendido em 100 pL de TE.

3.5.2 Amplificacdo do DNA

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados, a cada 15 pL de amostra de DNA
obtida na etapa anterior, 55uL de dgua para PCR tratada com dietilpirocarbonato (DEPC),
10uL de tampao de PCR (10x), SuL. de MgCl,, SuL. de mistura de dNTPs, 4uL do “primer” 5’
CGT GGA TAT CTT TAG TTC CAG CTG C 3’ (Prodimol), 4uL do “primer” 5 GTA GCA
AGT TAT AAT TTC CAG GCA T 3’ (Prodimol), e 2 uL de Tag DNA polimerase,
totalizando um volume final de 100 pL, e duas gotas de 6leo mineral esterilizado, para evitar
a evaporacao durante o processamento térmico.

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador (Programmable Thermal.
Controller-PTC-100) sob as seguintes condigdes: 94°C por cinco minutos (T1), sendo seguido
por 40 ciclos que compreendiam, a cada repeti¢ao, a desnaturagao a 94°C por um minuto (T2),
o anelamento dos “primers” a 57°C por um minuto (T3) e extensdo a 68°C por um minuto
(T4). Apds esses ciclos seguiu-se um ciclo final de 70°C por 10 minutos (T5) e a manutengio

das amostras por trés minutos a uma temperatuta de 4°C (T6).



3.5.3 Eletroforese em gel de agarose

A andlise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE), a 94 V durante aproximadamente 40 minutos.
Apos a corrida eletroforética, o gel de agarose foi corado com brometo de etidio, sob agitacao
suave durante 15 minutos. Para auxiliar a visualizagdao dos “amplicons” de 481 pares de bases
(pb), foi utilizado o marcador Ladder 100pb (PB-L Produtos Bioldgicos). O resultado foi
observado sob luz ultravioleta em um transiluminador. (EB-20E-ultra-Lum - Inc. Carson,

Califérnia).

3.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE Escherichia coli

As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratéorio de Controle
Microbiolégico de Produtos de Origem Animal ¢ no Laboratério de Ornitopatologia da
Universidade Federal Fluminense. O isolamento e identifica¢do bioquimica de Escherichia
coli foram baseados na metodologia descrita por Quinn et al. (1998) e complementada
segundo Toledo et al. (1982a) e Toledo et al. (1982b). As amostras de traquéias € sacos
aéreos, acondicionadas em PBS, foram descongeladas e posteriormente maceradas com o
auxilio de gral e pistilo, previamente esterilizados. Aliquotas de cada macerado foram
retiradas com o auxilio de al¢a de platina e inoculadas em tubos de ensaio esterilizados
contendo 3,0 mL de caldo tripticase e incubados a 37 °C por 24h. Apds esse periodo aliquotas
do caldo tripticase semeado anteriormente foram retiradas com o auxilio de al¢a de platina e
semeadas em agar MacConkey (Britinia) e dgar sangue (base Oxoide), e incubadas a 37 °C
por 24h. Do crescimento no agar MacConkey (Britania) e no agar sangue (base Oxoide), trés
coldnias foram selecionadas de cada meio, sendo inoculadas individualmente em tubos
contendo agar TSI (Himedia) e incubadas a 37 °C por 24h. Quando os cultivos apresentaram
comportamento tipico com Escherichia coli, foram sucessivamente semeadas nos meios
Sulfeto Indol Motilidade (SIM), Citrato (Difco), MILi (Motilidade Indol Lisina) (TOLEDO et
al.,1982a) e meio de Rugai e Araujo modificado (EPM) (TOLEDO et al., 1982b) e incubadas
a 37 °C por 24 horas em cada etapa. Os cultivos consideradas positivos foram semeados em

caldo tripticase e incubados a 37 °C por 24h. Apos esse periodo foram adicionados as



amostras 3mL de glicerol esterilizado e estas foram homogeneizadas e estocadas em “freezer”

para provas laboratoriais posteriores.

3.7 SOROTIPAGEM DAS ESTIRPES DE Escherichia coli

Os isolados identificados como Escherichia coli foram sorogrupados para a
investigacdo daqueles pertencentes aos patotipos EPEC, EIEC e EHEC-O157, utilizando-se
antisoros polivalentes e monovalentes (Probac do Brasil, Ltda). Os cultivos positivos em
estoque foram semeados em agar Casoy inclinado (Difco) e incubados a 37 °C por 24h. Para
cada um deles foi feita uma dilui¢do direta com agua destilada esterilizada, em quantidade
suficiente para que se obtivesse uma turbidez equivalente ao de uma solucdo padrdo 1,0 da
escala de Mac Farland em estoque (cerca de 10° UFC/mL). O material suspenso foi retirado
com o auxilio de uma al¢a de platina e depositado sobre uma placa de vidro quadriculada e,
em seguida, misturado a uma gota do antigeno a ser testado. Primeiramente fez-se o teste com
soro polivalente e, posteriormente, com a aglutinagdo evidente, as amostras foram testadas
com soros monovalentes. Todos os soros utilizados foram testados para a presenca de

autoaglutinacdo utilizando-se uma gota de soro e uma gota de solu¢do salina.

3.8 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE Escherichia coli

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi conduzido de acordo com normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Os isolados de Escherichia coli em
estoque foram descongelados e semeadas em agar Casoy inclinado e incubadas a 37°C por
24h. Para cada uma delas foi feita uma dilui¢do direta com agua destilada esterilizada, em
quantidade suficiente para que se obtivesse uma turbidez equivalente ao de uma solugdo
padrao 1,0 da escala de Mac Farland em estoque. Embebeu-se um suabe de algodao
esterilizado na suspensdo logo apds o ajuste da turbidez do indculo. O suabe foi girado varias
vezes e apertado firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido. A
superficie seca de uma placa contendo agar Mueller-Hinton foi inoculada esfregando-se o

suabe em todo o plano do agar. Repetiu-se o procedimento esfregando-se outras duas vezes,



girando a placa aproximadamente 60° cada vez. Sobre a superficie do agar foram entdo
depositados, com o auxilio de pinga esterilizada, os discos contendo os seguintes
antimicrobianos: Amoxicilina (AMO), Ampicilina (AMP), Ceftazidima (CAZ), Cefoxitina
(CFO), Ciprofloxacina (CIP), Enrofloxacina (ENO), Gentamicina (GEN), Acido Nalidixico
(NAL.), Polimixina B (POL), Cotrimoxazol (Sulfazotrin) (SUT) e Tetraciclina (TET). Apos
esse procedimento as placas inoculadas foram incubadas a 37 °C durante 24h. Apds a
incubacao foi realizada a leitura com o auxilio de um halometro, medindo-se o diametro da
zona de inibi¢do de crescimento e comparando-se com uma tabela com o padrio interpretativo

em milimetros, classificando-se as amostras como sensiveis, resistentes ou intermediarias.

3.9 REAGAO EM CADEIA DE POLIMERASE PARA DETECCAO DO GENE iSS em estirpes de

Escherichia coli

A PCR para detecgdo do gene iss nos isolados de Escherichia coli foi realizada no
Laboratorio de Epidemiologia Molecular da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense, no Departamento de Satde Coletiva e Satde Publica Veterinaria,
conforme metodologia utilizada por Gongalves (2005), que empregou o método de extragao
térmica do DNA.

As amostras estocadas em caldo tripticase com glicerol foram descongeladas e
semeadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI-Difco), para reativacdo, e incubadas a 37°C
durante 24 horas. Esse material foi entdo utilizado nos procedimentos de extragdo de DNA.

Duas amostras positivas para a presenca do gene iss foram utilizadas como controle da prova.

3.9.1 Extracdo do DNA

Dos isolados de Escherichia coli semeados em caldo BHI foram retiradas aliquotas de
1,0 mL, que foram acondicionadas em tubos tipo “eppendorf”, previamente esterilizados. Esse
material foi entdo centrifugado a 13.500 rpm em centrifuga refrigerada (ALC-PK 121R-

Annita [IR-Processing e Control Interface) a 10°C por quatro minutos. O sobrenadante foi



descartado e foi adicionado ao tubo 1 mL de solucdo salina a 0,85%. Esse material foi
homogeneizado em um agitador de tubos (Phoenix AP56) e centrifugado novamente,
utilizando-se 0 mesmo tempo e a mesma temperatura anteriores. Apds essa etapa, o
sobrenadante foi descartado e ao tubo foram adicionados 20 pL de dgua Milli-Q. Os tubos
foram levados para um bloco térmico (Quimis-Q331) a 95°C durante 10 minutos. Apds esse
periodo, o material foi novamente centrifugado, conforme citado acima, e utilizado para a

etapa seguinte, a de amplificacdo do DNA.

3.9.2 Amplificacdo do DNA

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados a cada amostra de DNA, obtida na
etapa anterior, SuL de dgua Milli-Q e uma mistura de rea¢do contendo: 21puL de agua Milli-Q,
10uL de tampao de PCR (10x), SuL. de MgCl,, SuL. de mistura de dNTPs, 1uL do “primer”
5’- GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC 3’ (Prodimol) e 1uL do “primer” 5° — CGC
CTC GGG GTG GAT AA 3’ (Prodimol), que amplificam 760 pb, e 2uL. de Tag DNA
polimerase, totalizando um volume final de 50 pL, e duas gotas de 6leo mineral esterilizado,
para evitar a evapora¢do durante o processamento térmico.

As amplificagdes foram realizadas em um termociclador (Programmable Thermal.
Controller-PTC-100) sob as seguintes condi¢des: 94°C por cinco minutos (T1), sendo seguido
por 30 ciclos que compreendiam, a cada repeti¢cdo, a desnaturagdo a 94°C por um minuto (T2),
a anelamento a 61°C por um minuto (T3) e extensdo a 72°C por dois minutos (T4). Apds esses
ciclos seguiu-se um ciclo final de 72°C por dois minutos (T5) e a manuten¢do das amostras

por trés minutos a uma temperatuta de 4°C (T6).

3.9.3 Eletroforese em gel de agarose

A analise dos produtos amplificados, com 760 pb, foi realizada por eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, em tampao TBE, a 94 V durante aproximadamente 40 minutos. Apos a

corrida eletroforética, o gel de agarose foi corado com brometo de etidio, sob agitacdo suave



durante 15 minutos. Para auxiliar a visualizagao dos “amplicons”, gerados pelos “primers”,
foi utilizado o marcador Ladder 100pb (PB-L Produtos Bioldgicos). O resultado foi observado

sob luz ultravioleta em um transiluminador (EB-20E-ultra-Lum - Inc. Carson, Califérnia).

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

O presente estudo foi realizado pelo método epidemioldgico transversal. Os dados
obtidos foram apresentados na forma de graficos e tabelas.

As associagdes entre causa e efeito foram analisadas utilizando-se o teste de Qui-
quadrado e o “Odds Ratio” (THRUSFIELD, 1995) com base em um intervalo de confianga de
95%. A caquexia foi comparada as seguintes variaveis preditivas: aves positivas para
Mycoplasma gallisepticum no teste de HI, presenca de Escherichia coli, presenga do gene iss

em Escherichia coli e presenca de Escherichia coli da classe EPEC.



4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO PESO E DAS ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS DAS CODORNAS

4.1.1 Alteracbes Macroscopicas

As codornas tinham o peso médio de 248,3 gramas, e nenhuma das aves apresentou
sintomatologia respiratoria na inspe¢ao ante-mortem.

Das 120 aves coletadas, antes da entrada na linha de abate, 73 apresentaram alteracao
na coloracdo do figado, sendo que destas, 53 apresentaram figado amarelado de forma difusa
e cinco apresentaram apenas pequenas areas amareladas. Outras 14 apresentaram coloragao
amarronzada e um figado tinha um aspecto “mosqueado”. Outras codornas ainda
apresentaram contusdo na coxa (1/120), hidropericardio (1/120), petéquias no intestino
(1/120), conjuntivite e aerossaculite (1/120), conforme a figura 3.

Das 60 codornas condenadas durante o processamento, 0ito apresentaram processos
inflamatorios caracterizados pela presenga de artrite (2), celulite (4), dermatite (1) e salpingite
(1). A caquexia esteve presente em 19 aves. Contusdes foram observadas em 21 aves, sendo
17 no peito e quatro nas coxas, €, na mesma categoria, trés aves sofreram fraturas, sendo que
uma das aves apresentou fratura e contusdo concomitantemente. Isso totalizou o nimero de 23
aves na categoria contusio/fraturas. Coloragdo anormal do figado ocorreu em 18 codornas,
sendo que nove apresentavam-se amarelados de forma difusa, oito com coloragao
amarronzada e um com coloragdo esverdeada. O aspecto repugnante, caracterizado pelas
sindromes hemorréagicas e coloracdo anormal das carcacas, foi caracterizado em quatro e onze

aves, respectivamente. Duas codornas tiveram rompimento do trato intestinal, ocasionando a



contaminagdo das carcagas com fezes, € apenas uma apresentou ascite. Esses percentuais

podem ser observados na figura 4.
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Figura 3: Alteragdes macroscopicas em codornas de corte retiradas da linha de
processamento no momento da pendura.
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Figura 4: Alteragdes macroscopicas encontradas em codornas de corte condenadas
pela Inspecao Sanitaria.



Figura 5: Codorna descartada ao abate apresentando hematoma no peito.

Figura 6: Codorna descartada ao abate apresentando alteracdo na
coloracdo da carcaca por focos hemorragicos.



Figura 7: Codorna descartada ao abate apresentando celulite no peito.

4.1.2 Alteragdes Microscopicas

As lesdes microscOpicas no trato respiratério das codornas ndo foram freqiientes e
ocorreram apenas em 6,7% (12/180). No grupo das aves coletadas antes da entrada na linha de
abate apenas uma apresentou alteracdo microscopica no trato respiratorio, representada pela
presenga de aerossaculite (Figura 6). As codornas condenadas durante o processamento
apresentaram um maior numero de alteragdes, caracterizadas por infiltrados mononucleares
localizados ou difusos no pulmao (Figuras 9 e 10), no saco aéreo (Figura 8) ou na traquéia

(Figura 11).



Figura 8: Codorna, saco aéreo. Acentuado espessamento com presenca de
células mononucleares. H.E.obj. 10x.

Figura 9: Codorna, pulmio. Processo inflamatorio difuso mononuclear. H.E.
obj. 10x.
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Figura 11: Codorna, traquéia. Traqueite localizada na mucosa e submucosa.
H.E. obj. 10x.



4.2 SOROLOGIA PARA DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA Mycoplasma gallisepticum

4.2.1 Soroaglutinacdo Rapida

Dos 120 soros analisados nenhum foi positivo para Mycoplasma gallisepticum pela
SAR.

4.2.2 Inibicdo da Hemaglutinacao

No teste de HI, 28,3% (34/120) dos soros continham anticorpos contra Mycoplasma
gallisepticum com titulos de 1:160 (20/120), 1:80 (4/120), que em galinhas e perus sdo
considerados positivos, 1:40 (9/120) e 1:20 (1/120), considerados suspeito e negativo,

respectivamente, também nestas espécies.

4.3 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE PARA DETECCAO DE Mycoplasma gallisepticum

Nenhuma das amostras submetidas a identificacdo de Mycoplasma gallisepticum pela

PCR foi positiva.

4.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Escherichia coli

Nao houve isolamento de Escherichia coli em nenhuma das 120 codornas retiradas
antes da entrada na linha de processamento. Das 60 codornas condenadas pelos agentes da
Inspecdo Sanitaria durante o processamento, apenas 16 aves (26,66%) apresentaram-se
positivas quanto a presenga de Escherichia coli. Foram obtidos isolados positivos apenas da

traquéia, sendo encontradas 20 estirpes diferentes de Escherichia coli.



4.5 SOROTIPAGEM DAS ESTIRPES DE Escherichia coli

Das 20 estirpes obtidas apos o isolamento estavam presentes sorogrupos pertencentes

a classe EPEC (Tabela 4).

Tabela 4: Presenca de sorogrupos do patotipo EPEC em
isolados de Escherichia coli em traquéias de 16 codornas
condenadas ao abate.

Sorogrupo Traquéia
026 1
028
086
0126
0127
0156
0158
Estirpes ndo tipaveis 11
Total 20

e e LS I W =

4.6 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE Escherichia coli

Todas as cepas de Escherichia coli, isoladas das traquéias de codornas condenadas ao
abate, apresentaram diferentes niveis de susceptibilidade em relacdo aos seguintes
antimicrobianos  utilizados: =~ Amoxicilina, = Ampicilina, Ceftazidima,  Cefoxitina,
Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Gentamicina, Acido Nalidixico, Polimixina B, Cotrimoxazol
(Sulfazotrin) e Tetraciclina. Pode-se observar que a maioria das cepas foi resistente a
Tetraciclina (16/20), seguida pela Ceftazidima (13/20) e Acido Nalidixico (12/20). Apenas
uma amostra foi resistente 3 Amoxicilina. O resultado completo do teste de sensibilidade pode

ser visualizado na Tabela 5.



Tabela 5: Comportamento de 22 estirpes de Escherichia coli, isoladas de traquéias de 16
codornas condenadas ao abate, quanto a susceptibilidade antimicrobiana.

n’ (%) de cepas n’ (%) de cepas n’ (%) de cepas
Antimicrobiano resistentes intermediarias sensiveis
Amoxicilina 1 (5%) 3 (15%) 16 (80%)
Ampicilina 0 (0%) 2 (10%) 18 (90%)
Ceftazidima 13 (65)% 7 (35%) 0 (0%)
Cefoxitina 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
Ciprofloxacina 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
Enrofloxacina 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
Gentamicina 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
Ac Nalidixico 12 (60%) 7 (35%) 1 (5%)
Polimixina B 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
Cotrimoxazol 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
Tetraciclina 16 (80%) 0 (0%) 4 (20%)

4.7 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE PARA DETECCAO DO GENE isS em cepas de

Escherichia coli

Entre as 20 estirpes de Escherichia coli, reativadas em caldo BHI, o gene iss foi
detectado, através da técnica da PCR, em 11 amostras. Todos os cultivos foram provenientes
da traquéia de aves aparentemente saudaveis perante o exame ante mortem, mas que foram
condenadas ao abate por causas variadas. Entre as amostras positivas para o gene iSS, algumas

pertenciam a cepas da classe EPEC (tabela 6).

Tabela 6: Presenga do gene iss em 22 estirpes de Escherichia coli, isoladas de
traquéias de 16 codornas condenadas ao abate.

Sorogrupo Presenca do gen iSS
026 -
028 1
086 1
0126 -
0127 3
0156 -
0158 1
Amostras nao tipaveis 5

Total de amostras positivas para o gen iSS 11
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Figura 12: Resultado da PCR para o gene iss em estirpes de Escherichia coli

isoladas de traquéias de codornas condenadas ao abate.

C+ controle positivo

C- controle negativo

D16a, D44, D47a, D47b, D48b, D50, D56: amostras positivas
D24, D48a, D39: amostras negativas

M = Marcador de DNA ladder 100 pb
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Figura 13: Resultado da PCR para o gene iss em estirpes de Escherichia coli

isoladas de traquéias de codornas condenadas ao abate.
C+ controle positivo

C- controle negativo

D7,D16, D31, D40: amostras positivas

D11, D14, D17, D42a, D42: amostras negativas

M = Marcador de DNA ladder 100 pb



4.8 ANALISE DOS DADOS

Apbs as analises estatisticas, utilizando-se o teste de Qui-quadrado, foi possivel
estabelecer a correlagdo da presenga de Escherichia coli com o favorecimento da caquexia
que afetou algumas aves (Tabela 7), sendo o risco para a presenca de caquexia em aves em
que a Escherichia coli foi isolada 4,37 vezes maior do que em aves sem Escherichia coli.
Entretanto ndo houve correlagdo entre o patotipo EPEC (Tabela 8) ¢ a presenga do gene iss

(Tabela 9) com a presenca de caquexia.

Tabela 7: Relagdo entre a presenga de caquexia em 60 codornas
condenadas ao abate e a presenga de Escherichia coli.

Presenga de caquexia Presenga de Escherichia coli

Sim Nio Total
Sim 9 10 19
Nio 7 34 41
Total 16 44 60

Odds ratio = 4,37 Intervalo de Confianga = 1,299-1,472 p= 0,026

Tabela 8: Relagdo entre a presenga de caquexia em 60 codornas
condenadas ao abate e a presenca de Escherichia coli do patotipo

EPEC.
Presenga de caquexia Presenga de Escherichia coli
patotipo EPEC
Sim Nio Total
Sim 3 6 9
Nao 7 4 11
Total 10 10 20

Odds ratio = 0,28 Intervalo de Confianga = 0,04481-1,822  p= 10,3698



Tabela 9: Relagdo entre a presenga de caquexia em 60 codornas
condenadas ao abate e a presenga do gene iss em Escherichia coli.

Presenca de caquexia Presenga do gene iss em
Escherichia coli
Sim Nio Total
Sim 5 5 10
Nio 6 4 10
Total 11 9 20

Odds ratio = 0,66 Intervalo de Confianga = 0,1134-3,920  p= 1,0000

De acordo com a regressao logistica, utilizada para estimar a magnitude da associacao
entre a presenc¢a de codornas portadoras de anticorpos contra Mycoplasma gallissepticum,
detectados através do teste de HI, e a variacdo de pesos encontrada, sugere-se que ha uma
correlagdo entre as duas varidveis (Tabela 10). E possivel afirmar que a presenga de
anticorpos no teste de HI é um carater preditivo para o baixo peso das codornas, entretanto o

risco foi considerado pequeno (p<0,005).

Tabela 10: Valor de regressdo para o peso de 120 codornas retiradas antes da
entrada na linha de processamento como varidvel dependente frente a
variavel preditiva presenca de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum

pelo teste do HI.
95% PCL Erro padrao Valor de p
LI-LS
0,949-0,938 2,5096 0,0018

(p<0,005)




5 DISCUSSAO

A pesquisa de micoplasmas ¢ Escherichia coli em traquéias e sacos aéreos de
codornas de corte ¢ de grande importancia, pois fornece informagdes sobre a qualidade
sanitaria das carcagas. Neste trabalho nenhuma das 180 codornas analisadas apresentou
sintomas sugestivos de doenca respiratoria e poucas apresentaram lesdes macro ou
microscopicas, mas 60 aves foram condenadas pela Inspecdo Sanitaria de acordo com a
legislagdo, por apresentarem lesdes nas carcacas (BRASIL, 1998).

Apesar de ndo se constituir em risco para o consumidor, por ndo ter carater zoondtico,
a presenga de micoplasmas em codornas pode induzir a reducdo de peso das aves, causando
prejuizos ao produtor e levando a erros tecnologicos durante o processamento, como relatado
por Russel (2003), aumentando o risco de contaminacdo das carcagas com patdgenos de
importancia para a saide coletiva.

Os resultados divergentes nos testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos contra
Mycoplasma gallisepticum levam a crer que as aves estavam em fase avangada da infeccao,
apresentando declinio de imunoglobulinas da classe IgM. Estes resultados se assemelham as
afirmacdes de Feberwee et al (2005) e Nascimento (2000) de que a SAR detecta
imunoglobulinas nos primeiros dias ap6s a infeccdo e o teste de HI as detecta entre o décimo e
décimo quarto dias apos a infeccao. Tiirkyilmaz et al. (2007) demonstraram ser o teste de
SAR pouco sensivel, sendo o teste de ELISA seguido do teste de HI os mais eficazes para a
pesquisa de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum em codornas, quando o periodo de
infec¢do ndo puder ser estabelecido. Além disso, o tempo decorrido entre a coleta do soro e as
analises pela SAR ultrapassaram o periodo de uma semana, além da necessidade de
congelamento das amostras, 0 que acentuou a ocorréncia de resultados negativos por este

teste.



O nao isolamento de micoplasmas pode ter ocorrido devido ao uso de PBS para o
acondicionamento das amostras, o que ndo beneficia a manutengdo destes microrganismos
pois, segundo Nascimento (2000), as amostras de tecidos ou suabes para a pesquisa de
micoplasmas devem ser acondicionadas em caldo Frey.

A presenca de Escherichia coli teve correlagdo significativa com a caquexia nas aves,
sugerindo que a contaminagdo do trato respiratorio por Escherichia coli nas codornas
condenadas ocorreu a campo, embora possa ter sido exacerbada durante o processamento.
Berrang et al. (2003) e Buhr et al (2005) também admitem a existéncia de um certo nivel de
contaminagdo do trato respiratorio das aves por Escherichia coli durante a produgdo e
afirmam que ocorre aumento nas contagens de Escherichia coli ap6s o processamento.

Embora as estirpes patogénicas para aves ndao causem doenga no Homem, a presenga
de Escherichia coli enteropatogénicas, encontradas neste estudo, acentuam a importancia das
codornas como fonte de agentes zoonoticos para o Homem e o risco da presenca desses
agentes na sanidade dos plantéis. Akashi et al. (1993), Joya et al. (1990) e Kariuki et al.
(2002) relataram a presenca de estirpes enteropatogénicas em aves comerciais que
apresentaram diarréia. As amostras de Escherichia coli isoladas neste estudo apresentaram
resisténcia a multiplos antimicrobianos, semelhante ao que foi descrito por Roy et al (2006)
em amostras isoladas de casos de colibacilose em codornas. Entretanto, apenas a Tetraciclina
mostrou padrdo de sensibilidade semelhante ao encontrado neste estudo. Johnson et al. (2007)
localizaram, em estirpes de Escherichia coli, plasmidios de resisténcia aos antimicrobianos
Tetraciclina e Ampicilina e, ao compararem a presenca de amostras aviarias e humanas
quanto a resisténcia aos antimicrobianos, sugeriram que muitos isolados humanos resistentes
tiveram origem nas amostras aviarias e emergiram em humanos por conjugacao.

Entre os isolados de Escherichia coli provenientes apenas da traquéia, o gene isS foi
detectado, através da técnica da PCR, em 11 amostras. Embora todas as aves se apresentassem
assintomaticas ao exame ante-mortem, a possibilidade de que estirpes de Escherichia coli
patogénicas para as aves estivessem presentes ndo deve ser descartada. Ewers et al. (2005),
comparando varias patotipos de Escherichia coli (Escherichia coli ndo patogénica, APEC,
EHEC, EPEC, ETEC e UPEC) encontraram o gene iSS nas estirpes ndo patogénicas e nas
UPEC, sendo que nas cepas do patotipo APEC houve uma ocorréncia de 100% do gene iss.

A presenga do gene iss nas estirpes de Escherichia coli isoladas de codornas sadias ¢
fato que merece ser considerado de grande importancia, pois pode comprometer ndo s6 a
saude das aves, por ser considerado um marcador de patogenicidade, mas também afeta a

qualidade sanitaria das carcagas de codornas, esse gene esta presente em varios tipos de



plasmidios, entre eles os que abrigam fatores de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos.
Como a Escherichia coli ¢ bastante competente em captar DNA de outras células através da
conjugacdo, pode estabelecer trocas entre bactérias da microbiota normal dos consumidores,
conforme citado por Doetkott et al. (1996) e Stehling et al. (2003), adquirindo, assim, carater
zoondtico.

A presenga do gene isS, nas estirpes de Escherichia coli isoladas de codornas sadias,
pode comprometer ndo s6 a saide das aves, por ser considerado um marcador de
patogenicidade, mas também afeta a qualidade sanitaria das carcacas de codornas, uma vez
que esse gene se encontra em varios plasmidios, que carreiam fatores de viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos, podendo por em risco a saude do consumidor. Devido a troca
desses fatores, por conjugacdo, entre os microrganismos encontrados nas carcagas de
codornas e as bactérias da microbiota normal do consumidor, estas podem se tornar mais
virulentas e resistentes a varios antimicrobianos. Sendo assim as codornas podem ser

consideradas como participantes da cadeia epidemioldgica das enfermidades diarreiogénicas.



6 CONCLUSOES

Bactérias das espécies Mycoplasma gallisepticum e Escherichia coli estao presentes
em codornas aparentemente sadias abatidas sob Inspecdo Sanitaria, interferindo no peso
dessas aves.

A presenga de anticorpos contra Mycoplasma gallisepticum e o isolamento de
Escherichia coli, a despeito da alteragdo de peso, determinou apenas alteragdes microscopicas
no trato respiratorio das codornas.

As estirpes de Escherichia coli, encontradas neste estudo, pertenciam a sorotipos
enteropatogénicos, para humanos e aves.

As estirpes de Escherichia coli, isoladas neste estudo e submetidas ao teste de
susceptibilidade antimicrobiana, apresentaram resisténcia a varios antimicrobianos usados no
tratamento de infec¢des de aves para consumo e do homem, podendo por em risco a satude do
consumidor, além de ter sido demonstrada a presenca do gene iss, que sendo considerado um
marcador de patogenicidade, é capaz de aumentar a viruléncia das cepas de Escherichia coli

para as aves.
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