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RESUMO

Caracterizaram-se genotipicamente os isolados de Escherichia coli oriundos de figado de frangos
provenientes de dois matadouros avicolas. Foram coletadas 62 amostras de figados de frangos, sendo 30
macroscopicamente inalterados e 32 com alteragdo macroscopica e que originaram no descarte da
carcaca. Isolaram-se 30 cepas de Escherichia coli pelo método classico, sendo 21 isoladas de figados
inalterados e nove provenientes de carcagas rejeitadas. Utilizou-se a reacdo em cadeia de polimerase para
verificacdo de genes de viruléncia de E. coli, incluindo o gene de resisténcia sérica (iss) para identificacao
de E. coli patogénica para aves, 0o gene para Shiga cytotoxin 1 e 2 (stx) para identificacdo de E. coli
enteroemorragica, o gene bfpA para identificacdo de E. coli enteropatogénica e 0s genes para toxinas LT-I
(elt) e ST-1 (stl) para identificacdo de E. coli enterotoxigénica. Identificou-se iss em 83,3% (25/30) dos
isolados, sendo 76,2% (16/21) provenientes de figados de animais higidos, e detectou-se stx em 13,3%
(4/30). Os genes stx e iss foram identificados em trés figados, caracterizando infeccdo mista. Os genes
ndo foram observados em um isolado de E. coli pelo método cléssico. Faz-se necesséria a utilizacdo de
tecnologias para identificacdo e prevenc¢do de Escherichia coli nos aviarios e matadouros avicolas.

Palavras-chave: frango, Escherichia coli, caracterizagdo genética
ABSTRACT

The isolates of Escherichia coli from chicken livers from two slaughterhouses were genotypically
characterized in 62 samples. Thirty samples were macroscopically unchanged and 32 demonstrated
alterations that led to the disposal of carcass for sanitary inspection. Thirty Escherichia coli strains from
21 unchanged and 9 from carcasses that were rejected were isolated through the classical method.
Polymerase Chain Reaction was performed to verify E. coli virulence of the following genes: serum
resistance (iss), to identify avian pathogenic E. coli; Shiga cytotoxin 1 and 2 (stx), to identify
enterohaemorrhagic E. col; bfpA, to identify enteropathogenic E. coli; LT-I (elt) and ST-I (stl) toxins to
identify enterotoxigenic E. coli. Iss gene was identified in 83.3% (25/30), being 76.2% (16/21) from E.
coli isolated strains from healthy animals. stx gene was identified in 13.3% (4/30) of E. coli isolates, and
in three of these samples was identified as stx and iss, featuring a mixed infection. The genes were not
identified in one E. coli isolated from the classic method. Thus, it is necessary to use advanced
technologies to identify and prevent Escherichia coli contamination in poultry farms and slaughterhouses.
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INTRODUCAO

A Escherichia coli tem comprovado papel como
patdgeno entérico e também extraintestinal,
sendo o agente etiologico de amplo espectro de
infeccBes invasivas no homem e nos animais,
além de ser um dos integrantes da microbiota
intestinal de mamiferos e aves (Ron, 2006). Com
base nas caracteristicas de patogenicidade, no
efeito em certas culturas de células e nos grupos
soroldgicos, Kaper (2005) citou nove grupos de
E. coli virulentos (patotipos): E. coli
enteroagregativa (EaggEC), E. coli
enteroemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli que adere
difusamente (DAEC), E. coli uropatogénica
(UPEC), E. coli de meningite neonatal (NMEC)
e E. coli patogénica para aves (APEC). Dos
patotipos presentes nas aves destacam-se: a
APEC e a EHEC (Rodriguez-Siek et al., 2005a;
Lee et al., 2009).

A evolucdo de muitas bactérias ocorre por
transferéncia horizontal de genes de outros
organismos para 0 genoma bacteriano,
facilitando a sua adaptacdo em novos ambientes
e aumentando a sua capacidade de aquisi¢do de
fatores de viruléncia envolvidos em infecgdes
(Dam e Das, 2006). Essa evolucdo molecular
possibilita o surgimento de cepas patogénicas
como ocorre nos patotipos de Escherichia coli,
havendo uma relagdo filogenética estreita entre
diversas cepas, como as cepas B e K12, ndo
patogénicas, pela O157:H7, enteroemorragica, e
CFTO073, uropatogénica (Elena et al., 2005).

Um dos mais importantes avangos na area de
métodos rapidos em microbiologia foi o da
tecnologia baseada na reacdo em cadeia da
polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR).
A técnica da PCR é um grande avanco no
diagnoéstico molecular de  microrganismos
patogénicos, como a Escherichia coli (Garcia et
al., 2008).

Dentre os genes de viruléncia encontrados em
APEC, o0 gene increased serum survival (iss)
confere a bactéria resisténcia aos efeitos
bactericidas do soro do hospedeiro, causando
bloqueio do complexo terminal do sistema do
complemento que atua na membrana celular
provocando a lise da célula (Dho-Moulin e
Fairbrother, 1999). Esse gene foi descrito pela
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primeira vez associado ao plasmidio ColV-I-
K94, em um isolado de E. coli proveniente de
humano (Binns et al., 1979). Esse gene codifica
uma lipoproteina da membrana externa da
bactéria, denominada colicina. Essa proteina
pode ser utilizada para estimular a producdo de
anticorpos  monoclonais  especificos  para
deteccdo de cepas virulentas de E. coli (Foley et
al., 2003). Jonhson et al. (2008) estudaram a
evolucdo do gene iss e detectaram a existéncia de
trés alelos nas cepas de E. coli (tipos | a IlI),
sendo que o iss ocorre em multiplas regides do
genoma. Houve a relacdo do referido gene com
cepas de Escherichia coli oriundas de infecgdes
extraintestinais em humanos, apesar de Kaper
(2005) citar que, em humanos, a APEC esta
associada a infecgdes intra-abdominais.

A Escherichia coli enteroemorragica (EHEC)
tem a capacidade de destruir células epiteliais e
produz uma citotoxina potente, a toxina Shiga
(Stx), que provoca diarreia com ou sem a
presenca de sangue, sindrome urémico-
hemolitica, e é fatal para criangas (Kaper, 2005).
Existem dois grupos de Stx, denominados Stx1 e
Stx2. Stx1 é muito semelhante a principal
citoxina produzida pela Shigella dysenteriae
sorotipo 1. Entre os membros do Stx2, ha
algumas diferengas (Jelacic et al., 2003).

A situacdo do uso indiscriminado de
antimicrobianos no tratamento e prevencdo de
doengas € um problema de sadde animal e
publica (Mota et al., 2005). Segundo Zanatta et
al. (2004), 76% das cepas de Escherichia coli de
origem avidria sdo consideradas resistentes,
assim como 77,5% sdo  consideradas
multirresistentes, e nenhuma droga foi eficiente
para todas as amostras bacterianas avaliadas. Um
percentual maior de cepas resistentes de E. coli
de origem fecal foi verificado por Bogaard et al.
(2001) em frangos e perus, bem como maior
namero de cepas multirresistentes.

Este trabalho teve o objetivo de caracterizar
genotipicamente os isolados de Escherichia coli
oriundos de figados de frangos provenientes de
dois matadouros avicolas do estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS
Foram colhidas 62 amostras de figado de frango

provenientes de dois matadouros avicolas do
Reconcavo da Bahia, sob fiscalizacdo do Servico

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.63, n.2, p.333-339, 2011



Caracterizagéo genotipica...

de Inspecdo Estadual, sendo 30 figados com
aspecto macroscopico inalterado e 32 figados
com alteragdo macroscopica, 0 que originou o
descarte da carcaca pela inspecdo sanitaria. As
alteracGes que originaram o descarte da carcaca
foram septicemia (36%), sindrome ascitica
(26%), colibacilose (19%), caquexia (13%) e
aerossaculite (6%). As amostras, coletadas
assepticamente, acondicionadas em recipientes
estéreis, identificadas e refrigeradas, foram
enviadas para analises em laboratério de
microbiologia, segundo Koneman et al. (2008).
Resumidamente, foi realizada a etapa de
enriguecimento em caldo de infusdo de cérebro
coracdo (Brain Heart Infusion - BHI), seguida
por semeadura por estrias em agar McConkey e
identificacdo bioquimica. Foram considerados
como E. coli os cultivos que apresentaram as
seguintes caracteristicas: TSI (pico acido/fundo
acido), sulfeto de hidrogénio negativo, glicose
positiva com presenca de gas no tubo de
Durham, reacdo do citocromo oxidase negativa,
fenilalanina desaminase negativa, indol positiva,
motilidade positiva, uréase negativa, VM
positiva, VP negativa e citrato negativo.

Trinta cepas de Escherichia coli foram isoladas e
identificadas do figado dos frangos pelo método

microbiologico classico, sendo 21 cepas
provenientes de figados inalterados e nove de
figados oriundos de carcacas que foram
rejeitadas com suspeita de septicemia (4/9),
colibacilose (3/9), sindrome ascitica (1/9) e
caquexia (1/9).

Os isolados foram estocados em caldo BHI com
glicerol a 15% e mantidos a -20°C para posterior
extracdo do DNA bacteriano e realizacdo da
PCR.

Para extracdo do DNA, 1mL da suspensdo da
cultura bacteriana em caldo BHI por 24h a 37°C
foi coletado e centrifugado por 5min a
13.200rpm. O sobrenadante foi descartado, e
800uL de agua miliQ foram adicionados. Apds
homogeneizacdo, as amostras foram submetidas
a uma nova centrifugacdo nas mesmas condicdes
mencionadas anteriormente. O sobrenadante foi
descartado, e 80uL de agua miliQ foi adicionada.
Ap0s essa etapa, as amostras foram submetidas a
temperatura de 96°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e mantido congelado
em tubos de polipropileno a -20°C até o
momento da anélise.

Os componentes da PCR estdo descritos na
Tab. 1.

Tabela 1. Componentes utilizados na realizagdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo dos genes iss, stx, bfpa, elt e stl

Componente Volume Concentracao final
10X PCR buffer 2,5uL 1X
10mM dNTP mix 0,5uL 0,2mM
50mM MgCI2 0,75uL 15mM
Tagq DNA polimerase (5U/uL) 0,2uL 2U
Agua Mili-Q estéril 16,05uL -
Iniciadores(10pL) (dois primers de cada gene) lpL 0,5pL
DNA-molde 3uL -
Total 25uL

As condicles da PCR, a sequéncia dos primers e (1pg/mL),  utilizando-se o0  equipamento

o tamanho do fragmento amplificado de cada
gene estudado estdo descritos na Tab. 2. As
reacbes de amplificacdo foram realizadas
em termociclador do tipo Mastercycler
(Eppendorf®). Os componentes da reacdo foram
misturados em camara asséptica, e 22uL foram
distribuidos em tubos de polipropileno de 0,2mL.
Posteriormente, 3uL do lisado de cada amostra
foram adicionados. Os produtos de amplificagéo
foram separados mediante eletroforese em gel de
agarose a 2%, corado com brometo de etidio
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Eletroforesis power supply EV 243 ™-Consort.
Um volume de 10uL do produto amplificado foi
misturado a 2uL de tampdo da amostra e
colocado no gel. O tempo de corrida foi de uma
hora, a 100 Volts e 40mA. Em seguida, 0s
produtos foram observados ao transluminador
ultravioleta (BDH®). O padrdo de tamanho
molecular foi de 100pb DNA ladder. Foi
realizado o controle negativo de todos os genes
pesquisados.
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Tabela 2. Sequéncia dos primers, tamanho dos fragmentos amplificados e condic¢6es usadas na PCR para

deteccdo de genes associados a viruléncia

Gene/ Sequéncia do primer 5"-3" Tamanho do Condicoes da PCR
sorotipo fragmento

(pb)
iss/APEC GTG GCG AAA ACT AGT AAAACAGC 760 5 min 94°C/30 ciclos de

CGC CTC GGG GTG GAG AA

Stx/EHEC

bfpA/EPEC

elt/ETEC

TTT ACG ATAGACTTC TCG AC
CAC ATATAAATT ATT TCG CTC

AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC
GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA

GGC GAC AGATTATACCGT GC
CCG AAT TCT GTT ATATAT GTC

1 min 94°C, 1 min 61°C
e 2 min 72°C/10 min
72°C

227 5 min 94°C/35 ciclos de
1 min 94°C, 3 min 48°C
e 4 min 72°C/10 min
72°C

330 5 min 94°C/29 ciclos de
30 seg 94°C, 1 min 56°C
e 2 min 72°C/10 min
72°C

696 5 min 94°C/30 ciclos de
1 min
94°C(desnaturagdo), 1
min 56°C (anelamento) e
1 min 72°C (extensdo)
/10 min 72°C

StI/ETEC

AC

TTAATA GCA CCC GGT ACA AGC AGG 147
CTT GAC TCT TCA AAA GAG AAA ATT

5 min 94°C/30 ciclos de
1 min 94°C, 1 min 55°C
e 1 min 72°C/10 min
72°C

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene iss foi identificado em 83,3% (25/30) das
amostras (Fig. 1). Os resultados sdo semelhantes
aos verificados por Rocha et al. (2008), que
detectaram iss em 73,8% (45/61) dos isolados,
assim como os 81,5% antes encontrados por
Rodriguez-Siek et al. (2005a), 82,7%
diagnosticados por Ewers et al. (2004) e 77%
reportados por Pfaff-Pfaff-McDonough et al.
(2000). Barnes et al. (2008) ressaltaram que a
APEC representa um sério problema para a
avicultura, devido aos grandes prejuizos
econdmicos causados por quadros como:
pneumonia, peritonite, coliseptsemia, celulite,
pleuropneumonia,  peri-hepatite,  pericardite,
salpingite, panolfalmia, osteomielite/sinovite,
onfalite, coligranuloma, sindrome de cabega
inchada e doenca cronica respiratoria.

Entre os genes de iss identificados, 76,2%
(16/21) foram provenientes de amostras de E.
coli isoladas de figados oriundos de animais
higidos. Kawano et al. (2006) encontraram dados
similares, detectando iss em 63,3% das amostras
de E. coli originarias de aves aparentemente
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saudaveis, no Japao. Um percentual menor foi
observado por McPeake et al. (2005), 17,8%,
apesar de terem identificado iss em 72,8% das
amostras de E. coli isoladas de aves com
septicemia. Gongalves (2005) analisou 120
frangos aparentemente sadios por meio de
amostras de suabes oriundas de traqueia e sacos
aéreos e encontrou E. coli em 118 frangos,
porém a deteccdo do gene iss s6 ocorreu em
10,2% das amostras (12/118). Rodriguez-Siek et
al. (2005b) detectaram o gene iss em 18,3% nas
aves aparentemente saudaveis e 82,7% nas aves
com colibacilose. Nesse ultimo estudo, o0s
autores relataram que o gene iss esteve mais
associado a infeccbes sistémicas, incluindo o
isolamento em amostras de figado, coracdo, baco
ou sangue (86,5%). Encontraram também
prevaléncia desse gene em frangos (84,9%) e em
perus (76,2%) e verificaram que ele estava
relacionado com os sorogrupos O78 (95,5%), 02
(86%) e O1 (66,7%). A identificacdo do gene iss,
0 qual estd relacionado a APEC, em animais
aparentemente sadios, indica que 0s animais
aparentemente sadios e infectados com a
Escherichia coli patogénica para aves ndo sdo
isolados/descartados nos aviarios e, ao atingirem
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a idade de abate, sdo encaminhados ao
matadouro avicola para posterior consumo
humano. Saliente-se que, segundo Kaper (2005),
a APEC é uma zoonose e estd associada a
infecgBes intra-abdominais em humanos.

O gene stx foi identificado em 13,3% (4/30) dos
isolados de E. coli (Fig. 2). Observou-se
associacdo entre stx e iss em trés amostras,
caracterizando uma infeccdo mista. Resultados
semelhantes foram verificados por Lee et al.

(2009), que analisaram 39 isolados de E. coli
provenientes de carnes bovina, suina e de frango,
por meio de PCR multiplex, os quais
encontraram 7,3% de amostras de carne de
frango identificadas como EHEC. Jelacic et al.
(2003) analisaram 82 amostras de EHEC
oriundas de humanos e verificaram que 100%
continham os genes do grupo stx2, e 84% do
stx1, demonstrando que o sorotipo EHEC é mais
prevalente em humanos do que em frangos.

Figura 1. Fotografia do gel de agarose a 2% da PCR para gene iss das amostras de E. coli isoladas de
figados de frangos. Tamanho do fragmento 760ph, PM Peso Molecular 100pb, amostras positivas 1-13.

Figura 2. Fotografia do gel de agarose a 2% da PCR para gene stx das amostras de E. coli isoladas de
figados de frangos. Tamanho do fragmento 227pb, CN controle negativo, PM Peso Molecular 100pb, CP

controle positivo, amostras positivas 1, 3 e 6.

Né&o foram identificados os genes bfpA, elt e stl
nas cepas analisadas, e, como tal, ndo houve a
caracterizacdo genética de EPEC e ETEC. Baixa
prevaléncia do gene bfpA, também foi verificada
por Krause et al. (2005), os quais examinaram a
presenca da intimina em diversos animais por
meio do gene bfpA, que estava presente em 2,3%
das amostras de frangos. Percentual mais elevado
foi encontrado em humanos por Blanco et al.
(2006), que estudaram amostras de EPEC
isoladas de criangas com diarreia, ou seja 40,5%
possuiam os genes eae e bfpA. Wang (2008)
constatou genes para enterotoxina termolabil (It)
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de ETEC em 2,5% dos isolados de E. coli
provenientes de frangos, e Ahmadi et al. (2009)
ndo detectaram ETEC por meio de genes para
identificacdo de enterotoxina termoestavel (st)
nas 25 amostras de frangos analisadas. Nagy e
Fekete (2005) ressaltaram que a ETEC € o tipo
mais comum de colibacilose em animais jovens,
porém ocorre principalmente em suinos e
bovinos, sendo responsavel pela diarreia dos
viagjantes e criancas em  paises em
desenvolvimento.
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Os genes utilizados neste estudo nao foram
identificados em apenas uma amostra de E. coli
isolada pelo método microbioldgico cléssico.
Saliente-se que o isolado pode pertencer a outro
sorotipo, ser um dos sorotipos e ndo possuir 0s
genes pesquisados, ou ter sofrido mutacdo. Por
conseguinte, faz-se necessaria a utilizagdo de
novas tecnologias para identificacdo e prevencao
da Escherichia coli patogénica nos aviarios e
matadouros avicolas, especialmente APEC,
considerando-se a eficacia questionavel dos
antimicrobianos, administrados em  doses
subterapéuticas ou terapéuticas, e 0s prejuizos do
seu uso indiscriminado, como também as
limitagdes do diagndstico preciso por meio das
caracteristicas macroscdpicas observadas nas
linhas de inspe¢do do frango na inddstria.
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