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RESUMO

Este estudo avaliou o indice de patogenicidade, a producdo de hemolisina e a determinacéo
de sorogrupos de cepas de Escherichia coliisoladas de figado de aves de postura comercial com um
dia de idade. Para este estudo, foram analisados 32 lotes, dos quais 15 foram positivos para o
isolamento de E.colino figado, totalizando vinte e quatro amostras. A patogenicidade dosisolados
foi determinada porinoculagdonosaco aéreo de pintinhos e classificada como alta, intermediaria,
baixa oundo-patogénica. Ossorogrupos foramidentificados utilizando um conjunto de antissoros
anti-O (O1 a O180). A producédo de hemolisina foi determinada por semeadura em dgar sangue de
galinha (8%) e em placas de dgar sangue de carneiro (8%). Do total de amostras estudadas, 17
(70,83%) foram classificadas como ndo patogénica, 6 (25%) como de baixa patogenicidade e 1
(4,17 %) de alta patogenicidade. Foramidentificados 14 sorogrupos diferentes: 01,02, 05, 08, 015,
018,022,036,064,070,075,0115,0132,0141. Cinco cepasnao tiveram o sorogrupo identificado.
Com relagdo ao teste de producdo de hemolisina, todas as cepas foram consideradas negativas,
tanto para o teste realizado com 4gar sangue de galinha quanto para o de carneiro. Os resultados
obtidos neste estudo demonstram a importancia de seidentificar as cepas prevalentes deE. colinas
diferentes regides produtoras, podendo ser utilizados em estudos epidemiolégicos.
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ABSTRACT

PATHOGENICITY INDEX, PRODUCTION OF HEMOLYSIN AND SEROGROUP OF SAMPLES
OF ESCHERICHIA COLIISOLATED FROM COMMERCIAL LAYING HENS. This work evaluated
the index of pathogenicity, the production of hemolysin and determination of serogroups in
Escherichia coli strains isolated from liver of commercial laying hens with one day of age. Thirty-
two lots were analyzed, of which 15 were positive for the isolation of E. coliin the liver, for a total
of 24 samples. The pathogenicity in one-day-old chicks was determined by inoculation in air sac
and was classified as high, intermediate or low pathogenicity, or non-pathogenic. Serogroups
were identified using a set of anti-O antisera (O1 to O180). The production of hemolysin was
determined by plating on chicken blood agar (8%) and sheep blood agar (8%). Of the samples
studied, 17 (70.83 %) were classified as non-pathogenic, 6 (25%) as low pathogenicity and 1 (4.17%)
as high pathogenicity. Fourteen different serogroups were identified: O1, 02, O5, 08, 015, O18,
022,036, 064, 070, 075, 0115, 0132 and O141, while 5 samples were non-typable. Regarding the
test for production of hemolysin, all strains were considered negative for both the test performed
with chicken blood agar and that with sheep blood agar. The results of this study demonstrate the
importance of identifying the prevalent strains of E. coli in different producing regions, as this
information can be used in epidemiological studies.
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Na avicultura industrial a Escherichia coli é con-
siderada um dos principais agentes de doenca, acar-
retando grandes prejuizos econdmicos no mundo
inteiro (Morris, 1989; Dno-MouLin, 1993;
YoGAaRATNAM, 1995; ELFADIL et al., 1996; BARNES et al.,
2003). As cepas patogénicas para aves (APEC) sdo
responsaveis por quadros infecciosos sistémicos
(BARNESs et al., 2003) e varios sorogrupos estdo relaci-
onados com a colibacilose avidria no Brasil e no
mundo (FERREIRA; KN©BL,2000). Existem cerca de 170
sorogrupos de E. coli, segundo GROSS (1994), as
cepas de APEC pertencem principalmente aos
sorogrupos O1, 02, 08, 015, 018, O35, 078, O88,
0109 e O115. No Brasil, os sorogrupos mais
prevalentes sdao: 02,021, 036,050,078, 088,0119
e 0152 (Ferreira; KnoBL, 2000).

E. coli faz parte da microbiota entérica dos mami-
feros e das aves e estdo presentes em 10° UFC/g de
fezes, sendo que 10 a 20% sdo potencialmente
patogénicas (FERrReIRA; KNOBL, 2000). Sdo excretadas
de forma continua, o que torna a sua distribuicao
cosmopolita, permanecendo nas criagdes por longos
periodos, contaminando o alimento e a dgua que
servirdo como via de transmissdo. Roedores e aves
silvestres também podem funcionar como reservato-
rio do agente (KnosL, 2005).

A casca do ovo é uma das principais vias de
transmissdo de E. coli patogénica para pintinhos. A
contaminagdo fecal permite sua penetragdo dasuper-
ficie para o interior do ovo (FERREIRA; KNOBL, 2000).
Existe a possibilidade de transmissdo vertical
transovariana de galinhas infectadas, pois a bactéria
pode atingir o oviduto devido sua proximidade com
as membranas do saco aéreo abdominal esquerdo ou
por infec¢des ascendentes a partir da cloaca. Os em-
brides infectados que sobrevivem ao nascimento e a
disseminagdo da bactéria nos primeiros quatro dias
pode resultar em casos de infec¢des graves e compro-
meter o desenvolvimento das aves (BarNEs et al.,2003).
As perdas econdmicas sao elevadas, podendo esten-
der-se por toda vida daave. Os pintinhos acometidos
apresentam um desenvolvimento deficiente ou se
tornam aves portadoras, susceptiveis a varias enfer-
midades (FErrREIRA; KNOBL, 2000).

De modo geral, qualquer fator ambiental,
nutricional ou infeccioso, assim como aqueles que
interferem no bom funcionamento do sistema
imunolégico, podem tornar a ave susceptivel a infec-
¢do por APEC (Yobperet al., 1989; Lang, 1992; Gross,
1994). O isolamento de E. coli de 6rgdos internos de
avesjaindicaqueaamostra podeser patogénica para
a espécie avidria. A inoculagdo in vivo em pintinhos
de um dia é fundamental para estabelecer uma clas-
sificacdo da patogenicidade dessas bactérias, pois
muitas amostras podem ser de origem fecal, contami-
nar os 6rgaos, mas nao estar associada a doenga em

aves (FErreIRA; KNOBL, 2000). O presente estudo visou
determinar os sorogrupos, produgdo de hemolisina e
apatogenicidade de cepas deE. coliisoladas dofigado
de aves com um dia de idade.

Trintaedoislotes deaves de posturacomercial
de granjas do Estado de Sdo Paulo foram analisados
para a presencga de E. coli no figado. No momento do
recebimento das aves, na granja, dez pintainhas com
um dia deidade, de cada lote estudado, foram aleato-
riamente separadas e transportadas ao laboratério,
ondefoirealizada eutandsia pelo método de desloca-
mento cervical (aprovado pela Comissao de Etica na
Experimenta¢do Animal - CETEA - IB, protocolo n°
74/08) e o figado de todas as aves do lote
assepticamente colhido. Os 6rgaos foram acondicio-
nados em um tunico frasco esterilizado, formando,
assim, um “pool”. As amostras foram maceradas,
enriquecidas com solucdo salina peptonada 1%
tamponada (1:10), (Difco 21805) eincubadasa37° C/
24 horas. Apds esse periodo, foram semeadas em
placas de agar Verde Brilhante Modificado (Difco
1880) eagar Eosina Azul de Metileno (Oxoid CM 069),
sendo incubadas 37° C/24 horas. As colonias com
caracteristicas sugestivas de E. coli foram confirma-
das por testes bioquimicos (KoNemaN etal., 2001; Quinn
et al., 2005).

As cepas identificadas bioquimicamente como E.
coliforam submetidas ao teste de patogenicidade pela
inoculagdo de 0,1 mL da culturabacteriana, padroni-
zada em 107 unidades formadoras de colénias/mL
(UFC/mL) no saco aéreo toracico esquerdo de pinti-
nhos de um dia de idade, como descrito por DHo;
Laront (1982). As aves foram mantidas em observa-
¢do durante 10 dias e, de acordo com o indice de
mortalidade, as amostras foram classificadas em alta
(mortalidade 3 80%), intermedidria (mortalidade >
50% e < 80%), baixa patogenicidade (mortalidade £
50%) e ndo patogénica (mortalidade zero). Apés o
décimo dia, foi realizada eutanasia em todas as aves
que sobreviveram pelo método de deslocamento
cervical (aprovado pela Comissao de Etica na Expe-
rimentacdo Animal - CETEA - IB, protocolo n° 74/
08).

Para o teste de producédo de hemolisina, as cepas
de E. coliemestudo foram semeadas em placas dedgar
sangue base enriquecidos com sangue de galinha
(8%) eemplacas de dgar sangue base enriquecido com
sangue de carneiro (8%) e incubadas a 37° C por 24
horas. Aquelas que apresentavam halo de hemélise,
parcial ou total ao seu redor, foram consideradas
como produtora de hemolisina.

A determinacdo do sorogrupo foi realizada de
acordo com a técnica de microplaca (GUINEE et al.,
1972; Branco et al., 1992) utilizando a colegdo de
antissoros anti-O (O1 a O180) do Laboratério de
Antigenos Bacterianos II do Departamento de
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Dos32lotesde pintainhasanalisados, 15 (46,87 %)
foram positivos para oisolamento deE. colino figado.
Dentre esses 15 lotes, em nove foram isoladas duas
amostras dessa bactéria e nos demais, ou seja, emseis
lotes, apenas uma, que totalizaram 24 amostras estu-
dadas.

A inoculagdo em pintainhos de um dia revelou
que 17 (70,83 %) das cepas isoladas do figado foram
ndo-patogénica, seis (25%) eram de baixa
patogenicidadeeum (4,17 %) dealta patogenicidade.
No teste de producgado de hemolisina todas as cepas
apresentaram resultado negativo. Na sorotipagem
foramidentificados 14 sorogrupos: 01 (N=1),02 (N
=2),05(N=1),08(N=1),015(N=2),018 (N =1),
022(N=2),036 (N=1),064 (N=1),070 (N=1),075
(N=1),0115 (N =3),0132 (N =1) e O141 (N =1).
Cinco das 24 cepas ndo puderam ser sorotipadas,
sendo uma delas rugosa.

As amostras ndo patogénicas pertenciam aos
sorogrupos O8, 015, 018, 022, 064, 070, O75,
0115,0132, 0141, as de baixa patogenicidade aos
sorogrupos O5,0115,036 e O1.Naofoiidentificada
a presenca de cepas com patogenicidade interme-
diaria e a tinica cepa de alta patogenicidade per-
tencia ao sorogrupo O2. Trés cepas foram classifi-
cadas como pertencentes ao sorogrupo O115, sen-
do que duas delas apresentaram baixa
patogenicidade e uma foi classificada como néo-
patogénica (Tabela 1).

Em granjas destinadas a producdo de ovos
comerciais, as aves sao recebidas com um dia de
idade e devem chegar saudaveis e sem sinais de
infecgdo, principalmente por E. coli. Esta bactéria
é responsavel por diferentes quadros clinico, que
variam com o sorogrupo e as caracteristicas de
patogenicidade da cepa, podendo causar infecgdo
sistémica, septicemia e morte em pintinhos (BARNES
et al., 2003).

Tabela 1- Resultados dos testes realizados com as cepas de E. coli isoladas do figado de pintainhas de um dia de idade

dos lotes de postura comercial.

Lotes (positivos) E. coli isoladas® Classificacdo da patogenicidade Sorogrupo ‘O’ Hemolisina

A 1 NP® 15 -4
2 NP 15 -
B 3 NP NT* -
C 4 NP 64 -
5 NP NT -
D 6 Baixa 5 -
7 NP 132 -
E 8 Alta 2 -
F 9 NP 8 -
G 10 NP 115 -
11 Baixa 115 -
H 12 Baixa NT -
13 NP 18 -
I 14 NP NT -
J 15 NP 22 -
K 16 NP 22 -
L 17 Baixa 115 -
18 NP Rugosa -
M 19 NP 141 -
20 NP 70 -
21 NP 8 -
22 NP 75 -
(@) 23 Baixa 36 -
24 Baixa 1 -

20 numero de E. coli isoladas do pool de figado de todas as aves do lote, designado de 1 a 24.

PNP = Nao Patogénica,

°NT = estes isolados foram classificados como néo tipaveis;

YNegativo.
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Através do teste de patogenicidade, foi possivel
observar que a maioria das amostras 17/24 foi nao
patogénica, porém, podemos constatar que, dos quin-
ze lotes positivos estudados, em seis (40%) deles (D,
E, G, H, L e O) encontramos cepas de E. coli de alta e
baixa patogenicidade. Podemos assim concluir que
essas aves ja chegaram infectados porE. coli e perma-
neceram portadoras e veiculadoras de amostras
patogénicas ao ambiente, comprometendo aves pro-
venientes de outros lotes e de outras idades que se
encontram na granja. Essas amostras patogénicas
podem ter sido provenientes doincubatoério, de trans-
missao vertical, de contaminacao fecal do ovo, ou de
outras fontes que podem ocorrer durante a expedicao
e o transporte.

Matrizes com salpingite podem transmitir cepas
de E. coli para a progénie, de acordo com DHo;
FAIRBROTHER (1999). MoNRoY et al. (2005) estudaram 30
cepas de E. coliisoladas de ovidutos de matrizes com
salpingite e encontraram sete sorogrupos diferentese
40% das cepas pertenciam ao sorogrupo O1, 02, O5
e 036, que também foram encontradas entre as cepas
identificadas no presente estudo. Portanto, as cepas
encontradas nos lotes de pintinhos deste estudo po-
dem ser decorrentes de matrizes que apresentavam
salpingite causada por E. coli e a transmitiram para
sua progeénie.

Foi observada uma diversidade de sorogrupos,
constatando-se também a presenca de diferentes
sorogrupos entreaves deum mesmo lote. No presente
estudo seissorogrupos (01,02, 08,015,018 e O115)
encontrados estdo entre os citados por Gross (1994),
queinforma que entre as APEC é comum encontrar os
sorogrupos O1, O2, O8, 015, 018, O35, 078, 088,
0109 e O115. Segundo Ferrera; KnoBL (2000), dos
sorogrupos prevalentes no Brasil: 02,021, 036, O50,
078, 088, 0119 e 0152, no presente estudo foram
encontrados dois, os sorogrupos O2 e O36. O
sorogrupo O78, frequentemente encontrado nos ca-
sos de colibaciloses em vérios paises, nado foi isolado
no presente estudo. Das 24 cepas estudadas, cinco
(20,83%) foramnao tipaveis, o que estd de acordo com
MENAZo et al. (2002), que aponta que o percentual de
amostras ndo tipaveis pode oscilar entre 14% e 39%.
Porém, em trabalho desenvolvido por SILVEIRA et al.
(2002), com aves apresentando sinais clinicos de
onfalite, septicemia, sindrome da cabeca inchada e
aves normais, obteve uma oscilagdo de amostras ndo
tipaveis que varioude 9,09a50%. O maior nimero de
amostrasnao tipaveis foi obtido do grupo deaves que
apresentava onfalite e o menor de aves normais.

Com relagdo ao teste de detecgdo de hemolisina,
nenhuma das amostras analisadas no estudo foi
positiva, estando de acordo com os trabalhos realiza-
dos por Vipotroetal. (1990), EMERY etal. (1992) e RocHa
et al. (2002).

Devido aos prejuizos econdmicos decorrentes da
colibacilose e as dificuldades de controle da doenga,
é importante que se identifique as cepas prevalentes
de E. coli, os sorogrupos e a classificacdo da
patogenicidade das cepas, ap6s o isolamento, nas
diferentes regides produtoras. Portanto, os dados ge-
radosneste estudo sdoimportantes paraaelaboracao
de programas de controle de E. coli nas aves
reprodutoras e comerciais destinadas a produgao de
carne e ovos. Além disso, é preciso delinear e desen-
volver estudos futuros para conhecer melhor a
epidemiologia da colibacilose, para diminuir os pre-
juizos causados na avicultura industrial.
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